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1 Einleitung

Die Follikulogenese oder Entwicklung der Follikel ist ein komplexer Prozess, welcher
fiir die Reproduktion von sehr grofler Bedeutung ist. Aber sie ist auch sehr anfallig fiir
Storungen. Die Follikulogenese findet in der Rindenschicht (Zona parenchymatosa) des
Ovars statt. Diese liegt, auller beim Pferd, um die Zona vasculosa, welche die geféssreiche
Schicht darstellt. Beim Pferd umgibt die Zona vasculosa die Zona parenchymatosa. Lediglich
an der Fossa ovarii erreicht die Zona parenchymatosa beim Pferd noch die Oberflache.

Die Follikel bestehen aus mehreren Elementen. Sie bestehen aus einer Eizelle und aus
den sie umgebenden Follikelzellen. Diese Elemente durchlaufen jeweils eine spezifische
Entwicklung. Dazu gehdren Rekrutierung, Proliferation sowie Differenzierung. Der Follikel
entwickelt sich wihrenddessen von einem Primordialfollikel iiber Primér-, Sekundér-, und
Tertidrfollikel zum Graaf Follikel. Der Graaf Follikel ist sprungreif und entldsst dann das
befruchtungsfahige Ei.

Die Entwicklung der Follikel wird von vielen Faktoren beeinflusst. Darunter befinden
sich Hormone, Steroide, Wachstumsfaktoren sowie viele weitere Faktoren. Diese Faktoren
werden zum Teil endokrin dem Follikel zugefiihrt. Aber ein bedeutender Teil wird auch von
den Follikeln selbst produziert. Diese Produktion der Follikel findet in den verschiedenen
Kompartimenten des Follikels und zu verschiedenen Zeitpunkten wihrend der Entwicklung
der Follikel statt. Die Faktoren, die von einem Kompartiment exprimiert werden, beeinflussen
meistens entweder das Kompartiment selbst oder angrenzende Kompartimente.

Dadurch finden wihrend der Entwicklung der Follikel zahlreiche Wechselwirkungen
zwischen den einzelnen Kompartimenten statt.

In den folgenden Kapiteln wird auf die Entwicklung der Follikel eingegangen. Ein
besonderes Augenmerk soll hier auf die Expression der verschiedenen Faktoren im Laufe der
Follikulogenese gerichtet werden. Es wird hierbei insbesondere auf die folgenden Tierarten
eingegangen: Maus, Ratte, Schaf, Rind und Schwein.

Die Selektion der oben erwidhnten Tierarten (Siehe Tabelle 1.1) ermoglicht einen
Einblick in mono- sowie polyovulatorische Tierarten. Die hier beriicksichtigten Tiere sind
zum GrofBteil asaisonal. Eine Ausnahme bildet hier das Schaf. Bei diesem Tier stellt die

Verdnderung der Tageslichtlange einen zentralen Stimulus dar.



Alle hier berticksichtigten Tierarten ovulieren spontan.

Ein wesentlicher Unterschied besteht bei Ratte und Maus gegentiiber Schaf, Rind und

Schwein. Sie weisen einen verkiirzten Zyklus auf und es findet keine vollstindige Lutealphase

statt. Um die Lutealphase einzuleiten ist eine Mindestzahl von Intromissionen (Paarungen)

notig. Ratten ovulieren zwar spontan, brauchen aber die Kopulation um eine Lutealphase zu

durchlaufen (Amelang D., 1983). Durch den Paarungsstimulus wird der Hormonstatus

verdndert und die Konzeptionsbedingung verbessert.

Diese Studie ist eine umfangreiche Darstellung und Zusammenfassung der bis heute

gefundenen Ergebnisse. In den letzten Jahren hat sich mehr und mehr herauskristallisiert, dass

die Wechselwirkungen zwischen den beteiligten Faktoren ein sehr wenig verstandenes Feld

ist, in dem noch viele Fragen ungeklart sind. Diese Studie weist auf tierartliche Unterschiede

hin und zeichnet somit ebenfalls die Grenzen des heutigen Wissens ab, welche sich vielleicht

in der Zukunft weiter verschieben.

Tabelle 1.1
. . Trachtigkeits- Anzahl der
Tierart Brunstzyklus Geschlechtsreife | Zyklusdauer dauer Nach-
kommen
?ﬁfn Ev. 1927y |Polvostisch  [~38T 46T ~24T 4-8
Ratte Polydstrisch | 40-70 T 46T 2024 T 7-14
(Moore D.M. , 1990)
Polydstrisch
saisonal 1-2 (selten
Schaf (Herbst), auch | ~5-10 Monate 16-17 T 145-150 T
cay mehr)
ganzjahrig
moglich *
Rind Polybstrisch 1 _4 g Monate [ 21T ~ 80T idR. 1
asaisonal (9 Monate)
. Polydstrisch ~ 5-8 Monate ~HST
Schwein asaisonal Oder ~120 Kg 21 (+/-3)T (3 Monate, 3
Wochen, 3 Tage)
Abkiirzungen:

T: Tage; Kg: Kilogramm; i.d.R.: in der Regel
* einige Rassen oder im warmen Klima ganzjahrig, Z.B.: Merino- und Bergschafe




2 Follikulogenese

2.1 Embryologie
2.1.1 Primordiale Keimzellen: Entstehung und Wanderung zu den Keimdriisen

Die embryologische Entwicklung der Follikel beginnt mit der Entstehung der
Primordialkeimzellen oder Primordial Germ Cells (PGC). Diese stammen bei den
Haussdugetieren aus dem Ektoderm (Lawson und Hage, 1994) und wandern anschlieend in
das Entoderm des Dottersacks. Dort proliferieren sie und migrieren iiber den Dottersack und
das dorsale Gekrose des Enddarms zu den Keimdriisenanlagen, die dem Mesonephros ventral
anliegen. Es wird kontrovers diskutiert, ob diese Migration aktiv durch amdboide
Bewegungen oder eher passiv durch das Wachstum des umliegenden Gewebes stattfindet
(Freeman, 2003, Molyneaux und Wylie, 2004). Die Proliferation findet wéhrend der
Wanderung und der Besiedelung der Gonaden durch die primordialen Keimzellen statt
(Mahakali Zama et al., 2005).

Bei der Bildung der Primordialkeimzellen sind verschiedene Transkriptionsfaktoren
und Wachstumsfaktoren beteiligt. So ist Bone morphogenic protein (BMP) fiir die Bildung der
PGC von groBer Bedeutung. BMP-4-knock-out Méuse besitzen keine PGC. Miuse die fiir
BMP-4 heterozygot sind, bilden nur die Hilfte der PGC, die normale Méuse aufweisen. Damit
scheint die Wirkung von BMP-4 konzentrationsabhéngig zu sein (Lawson et al., 1999). BMP-
8b, welches im Ektoderm exprimiert wird, ist ebenfalls fiir die Bildung von PGC von
Bedeutung (Ying et al., 2000). Neuere Untersuchungen haben auch BMP-2 als wichtigen
Faktor fiir die Entstehung von PGC identifiziert. Im Gegensatz zu BMP-4 und BMP-8b wird
BMP-2 im Entoderm des friithen Embryos produziert (Coucouvanis und Martin, 1999). Somit
sind sowohl entodermale als auch ektodermale BMPs an der Bildung der PGC beteiligt. Im
Gegensatz zu BMP-2 und BMP-8b weisen BMP-2 und BMP-4 einen additiven Effekt bei der
Bildung der PGC auf (Ying und Zhao, 2001).

An der Proliferation und der Wanderung der PGC in die Keimdriisenanlagen sind

gleichfalls mehrere Transkriptionsfaktoren und ihre Rezeptoren beteiligt. Kit-Ligand (KL) ist



hier von besonderer Bedeutung. Verschiedene Untersuchungen haben klar gezeigt, dass Kit-
Ligand 1 (Kitl/KL) in unterschiedlichen Maflen vor und wéhrend der Migration bendtigt wird,
wobei Migration und Proliferation der PGC durch unterschiedliche Konzentration von KL
gesteuert werden (Molyneaux und Wylie, 2004, Mahakali Zama et al., 2005). Bei Embryonen
der Maus zeigt KL in somatischen Zellen einen deutlichen Konzentrationsgradienten entlang
des Wanderweges der primordialen Keimzellen. Die hochsten Werte sind dabei in den
Keimleisten selbst zu finden (Keshet et al., 1991, Matsui et al., 1991). KL wurde ebenfalls als
ein wichtiger Uberlebensfaktor der PGC identifiziert (Hutt et al., 2006). Die PGC exprimieren
c-kit, den korrespondierenden Rezeptor fiir KL (Manova et al., 1990).

Neben dem KL-c-Kit System spielen auch Mitglieder der Fibroblast-Growth-Factor
(FGF)-Familie eine wichtige Rolle fiir die Wanderung und Proliferation der PGC. FGF-2 ist
ein mitogener Faktor fiir PGC und wirkt direkt auf die primordialen Keimzellen (Resnick et
al., 1998). Allerdings steht der endgiiltige Beweis, dass FGF-2 im Verlauf der
Keimzellwanderung oder in den frithen embryonalen Gonaden exprimiert wird, noch aus
(Kawase et al., 2004). FGF-4 sowie FGF-8 erhohen die Proliferation von PGC bei
Zellkulturexperimenten. Demnach wirken sie ebenfalls als Mitogene (Kawase et al., 2004).
Allerdings ist anzumerken, dass diese FGFs in den friihen Phase der PGC-Bildung zu einem
groflen Teil von den umgebenden Zellen sezerniert werden, wéhrend sie in der frithen
gonadalen Phase von den PGC selbst sezerniert werden. Thre Wirkung ist stadienabhingig
parakrin oder autokrin (Kawase et al., 2004). Die PGC bilden zwei verschiedene Formen des
FGF-Rezeptors, ndamlich FGFR-IIIb und FGFR-IIIc. Das FGF/FGF-Rezeptor-System hat
grof3en Einfluss darauf, wie viele PGC wihrend der Wanderung vom Dottersack zu den
Gonadenanlagen iiberleben (Takeuchi et al., 2005).

Weitere Faktoren, welche die Proliferation und das Uberleben der PGC beeinflussen,
sind Leukemia inhibiting factor (LIF) (Kawase et al., 2004), Pituitary adenylate cyclase
activation peptide (PACAP), Tumor necrose Factor a (TNF-a), sowie IL-4. TGF-f1 hemmt
die Proliferation der primordialen Keimzellen, fordert aber ihre Wanderung zur

Gonadenanlage (Kawase et al., 2004).



Tabelle 2.1 Wachstumsfaktoren, welche auf die Entstehung, die Proliferation oder/und die Wanderung der

primordialen Keimzellen wirken

Faktor Synthese-Ort Wirkt vor allem auf: Autoren
BMP-2 Entoderm und frither Embryo Bildung der PGC Coucouvanis und
Martin, 1999
Additiver Effekt mit BMP-4 Ying und Zhao, 2001
BMP-4 Ektoderm Bildung der PGC Lawson und Hage, 1999
BMP-8 Ektoderm Bildung der PGC Ying et al., 2000
KL Somatische Zellen; Gradient Migration der PGC Mahakali Zama et al.,
entlang des Migrationsweges Proliferation der PGC 2005
Fiir beide Elemente besteht ein Kawase et al., 2004
unterschiedlicher Bedarf an KL
LIF Ektoderm Proliferation und Uberleben der PGC | Kawase et al., 2004
FGF-2 Somatische Zellen Mitogen fiir PGC (kontrolliert Takeuchi et al., 2005
Anzahl der PGC wiéhrend der
Migration), besonders in vitro
Wirkt auf die Motilitdt der PGC
FGF-7 Somatische Zellen Mitogen fiir PGC Takeuchi et al., 2005
FGF-4/ Wiéhrend der Wanderung;: Migration und Proliferation der PGC | Kawase et al., 2004
FGF-8 Bildung durch somatische Zellen
Nach Einwanderung in die
Gonaden: Bildung durch die
PGC

BMP: Bone morphogenetic protein, PGC: Primordiale Keimzellen, LIF: leukemia inhibiting factor, FGF:

Fibroblast growth factor, KL: Kit Ligand

PGC sind grof3e runde Zellen, die sich beim Nachweis der Alkalischen Phosphatase

positiv anfiarben oder durch Fluoreszenz-Marker, wie z.B. Oct-4-GFP, identifiziert werden

konnen (Habermann et al., 2007).

Nach dem Eintritt der PGC in die Keimdriisen, differenzieren sie je nach

chromosomaler Ausbildung (XX oder XY) zu Oogonien oder zu Spermatogonien. Die

Oogonien bilden Keimzellhaufen. Diese werden von somatischen Zellen umgeben, die dem

Mesonephros abstammen. Alle PGC, welche von einer Oogonie abstammen, sind zunéchst

durch Interzellularbriicken verbunden. Dies wird ,,Germ Cell Cluster* genannt. Die Oogonien
durchlaufen mehrere DNA-Vermehrungszyklen. Sie treten dann bereits prénatal in die Meiose

ein und werden zu Oozyten 1. Ordnung.

2.1.2  Friihe Bildung der Gonaden

Die Gonaden entstehen aus den indifferenten Keimdriisenanlagen. Diese entwickeln
sich aus Zolomepithel und darunter gelegenen Mesenchym-Verdichtungen. Die
Mesenchymzellen leiten sich von Urnierenglomerula und Urnierentubuli ab. Die
Einwanderung der PGC in die Gonadenanlagen stellt die notwendige Voraussetzung fiir die

weitere Entwicklung der Gonaden dar. Die Keimdriisenleiste befindet sich medial an der



Urnierenfalte, und wird durch Gréf3enzunahme zur Keimdriisenfalte. Dabei hebt sie sich
zunehmend vom Mesonephros ab. Die Keimdriisenanlage reicht wiahrend ihrer starksten
Ausbildung vom Thorakal- bis in den Lumbalbereich. An ihr lassen sich drei Anteile
unterscheiden, wobei sich der kraniale und der kaudale Teil zu Bandern entwickeln und nur
der mittlere Teil zur Keimdriise differenziert. Die Gonadenanlage wird aussen von
proliferierendem Keimdriisenepithel umgeben. Die Herkunft des Gonadenblastems selbst ist
noch nicht vollstindig geklart. Wahrscheinlich stammt ein Teil der Zellen vom
Keimdriisenepithel ab, der GrofBteil diirfte sich aber aus einwandernden Zellen des
Mesonephros ableiten. Die weitere Entwicklung zum Ovar ist, wie schon erwihnt, vom

Einwandern der Primordialkeimzellen (PGC) abhéngig.
2.1.3 Differenzierung des Ovars

Als erste Anzeichen der Differenzierung der Gonadenanlage zum Ovar kann der
Eintritt der Keimzellen in die meiotische Prophase gewertet werden. Die Hausséugetiere
zeigen einen etwas verzogerten Eintritt in die Meiose, d.h. der Eintritt der Meiose beginnt
nicht unmittelbar wenn das gonadale Geschlecht erkennbar wird, sondern es liegt zunéchst
eine Periode vor, in der die Keimzellen in Keimzellstrange eingeschlossen werden. Diese
erstreckt sich beim Pferd vom 60. bis zum 90. Trachtigkeitstag (TT), beim Rind vom 40.-82.
TT, beim Schaf vom 31.-55. TT und beim Schwein vom 52.-70. TT.

Bei der Entwicklung des Ovars findet ein charakteristischer Umbau der
Histoarchitektur der Gonadenanlage statt: die peripheren Keimstrange mit den im Inneren
enthaltenen Keimzellen werden zur Zona parenchymatosa (Eierstocksrinde). Die zentralen
Blastemstriange degenerieren teilweise. Die nicht degenerierenden Keimstrénge bilden das
spatere Rete ovarii.

Nach der Geburt flacht das Oberfldchenepithel (Keimdriisenepithel) ab und wird

einschichtig isoprismatisch. Am Hilus geht es in das Mesovarium {iber.
2.1.4 Bildung der Primordialfollikel

Die Primordialkeimzellen differenzieren sich durch Mitose zu Oogonien, die, umgeben
von somatischen Zellen, die Eiballen bilden. Die mitotischen Teilungen der Oogonien werden
mit ihrem Eintritt in die Prophase der ersten Reifeteilung beendet. Die Oogonien werden
damit zu Oozyten I. Ordnung (Oozyte I). Die Oozyten werden zundchst von einer flachen

Schicht somatischer Zellen (Priagranulosazellen) umgeben und bilden so die primordialen



Follikel (Pepling und Spradling, 1998, McNatty et al., 2000, Juengel et al., 2002a) (Siehe auch
Abbildung 2.1 und Abbildung 2.2). Es gibt allerdings auch Tierarten, bei denen teilweise
mehrere Oozyten gemeinsam von den umliegenden somatischen Zellen umgeben werden.
Diese werden polyovulatorische Follikel genannt. Sie kommen in steigender Haufigkeit bei
den folgenden Tierarten vor: Hase, Rhesus Affe, Katze und Hund. Auch beim Menschen
treten diese polyovulatorischen Follikel gelegentlich auf (Telfer und Gasden, 1987).

Die GroBe der Primordialfollikel betragt beim Rind 30-50 um und die der Oozyte 20-
35 um. Die Follikel- und OozytengréBen liegen auch beim Schwein, beim Menschen und
beim Nager in der gleichen Grossenordnung (van den Hurk, 1997). Beim neonatalen Schaf
sind die Follikel 23-53 um gross und die Oozyten 17-22 um (van den Hurk, 2005). Die
Bildung der primordialen Follikel beginnt im inneren Teil des ovariellen Kortex, wo die
Oozyten zunéchst das Diplotidn-Stadium erreichen. Byskov et al. (1994) schlagen einen dualen
Ursprung der Granulosazellen vor, die sich sowohl aus Zellen des Keimdriisenepithels als
auch aus einwandernden Zellen des Mesonephros zusammen setzen sollen. Allerdings ist der
exakte Ursprung der Prigranulosazellen noch nicht endgiiltig geklért. Die Entwicklung dieses
Follikelpools findet je nach Tierart kurz vor der Geburt (Pferd, Wiederkduer, Mensch) oder
kurz nach der Geburt (Schwein, Hund, Katze) statt. Alle bei/kurz nach der Geburt noch nicht
in Follikel eingeschlossenen Oozyten degenerieren.

Die maximal angelegte Anzahl von Oozyten betrdgt beim Menschen 7 Million, beim
Rind 2,7 Millionen, beim Schaf 900000 und beim Schwein 1,2 Millionen. Da aber viele
Oozyten schon wihrend der ersten Phase der Meiose degenerieren, sinkt die Anzahl der
primordialen Follikel bei der Geburt um 90% auf 700.000 beim Menschen, und um mehr als
90% bei Rind und Schaf (135000 und 82000). Beim Schwein nimmt die Zahl um ca. 60% auf
500000 ab (van den Hurk und Zhao, 2005).

Die seit vielen Jahren bestehende Lehrmeinung ist, dass der bei Geburt angelegt Pool
an Follikeln nur noch durch Ovulation und durch Atresie abnehmen kann und dieser Prozess
unweigerlich dann endet, wenn der wihrend der Embryonalentwicklung angelegte Vorrat an
Follikeln ausgeschopft ist. Neuere Untersuchungen deuten aber darauf hin, dass es im
Oberfldchenepithel des Ovars eine Stammzellpopulation an Keimzellen gibt, von der aus der
Pool der Primordialfollikel auch postnatal erneuert werden kann (Johnson et al., 2004,
Bukovsky et al., 2005).

Bis heute sind zwei Faktoren bekannt, die an dem Zerfall der Germ Cell Cluster und

der anschlieBend erfolgenden Bildung der Primordialfollikel beteiligt sind: Der ,,Factor in the



Germline o (Figla) und das Protein des ,,Newborn ovary homeobox gene* (Nobox). Uber
beide Faktoren ist bis heute in diesem Zusammenhang noch nicht viel bekannt.

Figla wurde als erster Faktor bekannt, der die Bildung der primordialen Follikel
beeinflusst. Allerdings beeintrachtigt Figla nicht die Transkription von Genen wie GDF-9,
BMP-15, Kit L und FGF-8. Somit muss der genaue Mechanismus, liber den Figla die Bildung
der primordialen Follikel beeinflusst, noch aufgeklirt werden (Liang et al., 1997, Soyal et al.,
2000, Choi und Rajkovic, 2006). Nobox ist ein anderer spezifischer Transkriptionsfaktor, der
bei der Bildung der Follikel eine Rolle spielt. Allerdings wirkt Nobox iiber eine direkte oder
indirekte Regulation der Transkription verschiedener anderer Gene, wie zum Beispiel GDF-9
und BMP-15, wie in Versuchen mit Nobox-defizienten Mausen herauskristallisiert werden

konnte (Choi und Rajkovic, 2006).

Abbildung 2.1. Entwicklung vom Keimzellnest zum Primordialfollikel

Primordialfollikel
Eeimzellnest
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Faktoren, welche sich an der Bildung der Primordialfollikel aus Germ Cell Cluster beteiligen. Modifiziert nach
Choi und Rajkovic, 2006.



Abbildung 2.2
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Bildung der Primordialfollikel, modifiziert nach McNatty et al., 2000

2.2 Oogenese

Die Oogenese, frither auch Ovogenese genannt, ist der Prozess, der zu
befruchtungsfahigen Eizellen fiihrt. Sie beginnt bereits in der friihen embryonalen Phase mit

der Entstehung der Primordialkeimzellen und geht einher mit der Entwicklung der Follikel.

Sie lasst sich in verschiedene Phasen unterteilen:



Die Vermehrungsphase ist die Zeit, in der sich die Primordialkeimzellen durch Mitose
teilen und zu Oogonien werden. Sie wird mit dem Eintritt in die erste Reifeteilung beendet
und bestimmt somit die endgiiltige maximale Anzahl von Eizellen.

Abbildung 2.3

Oogonien
Oozyte |
Prapuberal
Postpuberal
Polkérperchen N\
vhx
1. meiotische Teilung Oozyte Il
nx
v Ovum

2. meiotische Teilung

Oogenese modifiziert nach Schnorr (1996).

Es folgt die erste Wachstumsperiode, in der die erste Reifeteilung bis zum Diplotin-
Stadium stattfindet. Die Oogonien werden hier zu Oozyten I. Ordnung oder priméren
Oozyten. Sie werden von einem einschichtigen Epithel aus Granulosazellen umgeben und
bilden so die Primordialfollikel. Oozyten, welche nicht in einen Follikel eingeschlossen

werden, gehen zugrunde. Diese erste Wachstumsphase wird bei Mensch, Rind und Schaf
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schon prénatal beendet. Bei Karnivoren und Nagern lduft sie auch noch in den ersten Wochen
nach der Geburt ab.

Die erste Wachstumsphase wird von einer ldangeren Ruhephase abgelost, in der die
Follikel sich nicht weiterentwickeln und die Oozyten im Dictyotidn-Stadium arretiert werden.

Mit Beginn der Geschlechtsreife erfolgt die 2. Wachstumsphase, in der die Follikel
iiber den Primér-, Sekundér-, Tertidr- zum Graaf- oder prdovulatorischen Follikel heranreifen.
Die erste Reifeteilung wird kurz vor der Ovulation beendet, wodurch Oozyten II. Ordnung
entstehen. Die anschlieBende zweite Reifeteilung lauft dann bis zur Metaphase ab. Diese
zweite Wachstumsphase wird von endokrinen und parakrinen Faktoren gesteuert und kann in
eine Gonadotropin-unabhingige und eine Gonadotropin-abhéngige Phase unterteilt werden.
Die zweite Reifeteilung wird wéahrend der Befruchtung beendet.

Im wachsenden und dominanten Follikel befindet sich die Oozyte im
Dictyotidnstadium, welche mit der G2-Phase von mitotischen Zellen vergleichbar ist. Die
Wiederaufnahme der Meiose wird durch den praovulatorischen LH-Anstieg eingeleitet
(Tsafriri, 1979) und findet nur in vollig ausgewachsenen, meiotisch kompetenten Oozyten von
dominanten Follikeln statt (van den Hurk und Zhao, 2005). Die meiotische Kompetenz wird
zum Zeitpunkt der Antrumbildung erworben (Erickson und Sorensen, 1974, Mehlmann,
2005). Das Fortfithren der Kernreifung iiber die Prophase hinaus wird als Germinal Vesicle
Breakdown (GVBD) bezeichnet, wobei die Kernmmbran abgebaut wird. Vor und wéhrend des
LH-Anstiegs ist die Oozyte von Cumuluszellen umgeben, deren Fortsdtze durch die Zona
pellucida bis zum Oolemm reichen und mit diesem Gap Junctions (GJ) bilden (Fair et al.,
1997). Diese GJ werden kurz nach dem LH-Anstieg abgebaut. Auch im Kern und im
Zytoplasma der Oozyte kommt es zu markanten Verdnderungen (Fair et al., 1997). Die
ooplasmatische Reifung beinhaltet die Bildung kortikaler Granula, die mit zunehmender
Oozytenreifung entlang des Oolems angelagert werden, die vermehrte Einlagerung von
Lipiden, die Neuverteilung von Zellorganellen und die Migration der Mitochondrien in eine
perinukleédre Position (Hosoe und Shioya, 1997, Fair et al., 1997). Diese Verdnderungen sind
eine notwendige Voraussetzung, um eine Polyspermie bei der Befruchtung verhindern.

Die Kernreifung dauert beim Rind und beim Schaf 24, beim Schwein 44 Stunden. Sie
beinhaltet verschiedene Schritte, unter anderem zwei Mitosephasen, die unmittelbar
hintereinander, d.h. ohne DNA-Replikation (S-Phase), erfolgen. Die Oozyten verharren
anschlieBend in der Metaphase der zweiten Reifeteilung bis zur Befruchtung (van den Hurk

und Zhao, 2005).
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Verschiede Faktoren sind an der Arretierung der Meiose, bzw. an ihrer Weiterfiihrung
beteiligt. Dazu gehoren cAMP (Zyklisches Adenosinmonophosphat), MPF (Maturation
promoting factor), MAPK (Mitogen activating Protein Kinase), Calciumionen, FF-MAS
(Follicle fluid mitogen activating sterol) und Mitglieder der Epidermal growth factor (EGF)-
Familie (Park et al., 2004, Ashkenazi et al., 2005).

cAMP in hoher Konzentration ist an der Arretierung der Meiose beteiligt. Sein
Abbauprodukt dagegen ist flir ihre Fortfithrung nétig. Des Weiteren beeinflusst cAMP MPF
durch Phosphorylierung. Der Mechanismus lduft, vereinfacht dargestellt, wie folgt ab:

MPF besteht aus zwei Einheiten: Aus der regulatorischen Untereinheit Cyclin B
(CYB) und der regulatorischen Untereinheit der Cyclin abhéngigen Kinase (Cyclin dependent
kinase, CDK). cAMP fiihrt {iber Protein Kinase A (PKA) zu einer Phosphorylierung von
CDKI1. Diese Phosphorylierung geschieht iiber den Trager Cdc25 (Cell division cycle 25). Die
phosphorylierte Form des MPF (Maturation promoting factor) ist das Pra-MPF. Pri-MPF
bewirkt einen Stopp der Meiose. Eine niedrige cAMP-Konzentration fiihrt umgekehrt zu einer
Dephosphorylierung von CDK1 und einer Phosphorylierung von Cdc25 (Cell division cycle
25, dual specificity phosphatase 25). Der dephosphorylierte CDK1/ CYB Komplex ist MPF.
MPF bewirkt die Fortfiihrung der Meiose (Gordo et al., 2001, Trounson et al., 2001,
Mehlmann, 2005). Cdc25 Knock-out Méuse sind wegen permanenter Arretierung der Meiose

infertil (Lincoln et al., 2002).
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Abbildung 2.4

"Pra-MPF"

Meiose

cAMP induziert iiber PKA die Phosphorylierung von Cdc25, welches sein Phosphat daraufthin auf MPF
iibertrdgt. Dies fiihrt zur Bildung von Pra-MPF
PKA: Protein Kinase A, Cdc25: Cell division cycle 25, MPF: Maturation promoting factor

Mitglieder der MAPK-Familie sind an der Regulation der Meiose ebenfalls beteiligt:
MAPK ist flir den Erhalt von MPF-Aktivitdt, die Spindel-Bildung sowie die Arretierung der
Meiose wichtig (Gordo et al., 2001). Des Weiteren sind ebenfalls Ca™ und FF-MAS, ein vom
Cumulus oophorus gebildeter Faktor, dessen Rezeptoren noch nicht bekannt sind, an der
Steuerung des Meioseablaufes beteiligt (van den Hurk und Zhao, 2005).

Die Reifung der Oozyten wird von dem praovulatorischen LH-Anstieg ausgeldst. Die
LH-Rezeptoren sind in den muralen GC lokalisiert, nicht aber in den Cumuluszellen oder in
der Oozyte (Peng et al., 1991, Eppig et al., 1997). Somit erfolgt die Wirkung von LH indirekt.
Sie wird unter anderem von Mitgliedern der EGF Familie, Amphiregulin (AREG), Epiregulin
(EPR) und Betacellulin (BTC) vermittelt (Park et al., 2004, Hsieh et al., 2007).
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2.3 Postnatale Follikulogenese

Der Follikel ist die grundlegende funktionelle Untereinheit im Ovar. Er besteht aus den
sich entwickelnden Oozyten und den sie umgebenden somatischen Zellen. Die zwei
somatischen Zelllinien sind die Thekazellen (TC) und die Granulosazellen (GC). Sie sind
Wirkungsort und Syntheseort vieler Hormone und Faktoren, welche die Follikelentwicklung
beeinflussen. Die Proliferation dieser zwei Zelltypen ist maf3geblich an der Entwicklung des
antralen Follikels beteiligt.

Die Differenzierung der Follikelzellen steht unter dem Einfluss vieler
unterschiedlicher Hormone und Wachstumsfaktoren. Sowohl spezifische Rezeptoren fiir die
Gonadotropine FSH (Follikelstimulierendes Hormon) und LH (Luteotropes Hormon) als auch
fiir Wachstumfaktoren, wie EGF (Epidermal growth factor), IGF (Insulin-like growth factor)
und AMH (Anti-Miillerian Hormone) wurden in den sich differenzierenden Granulosazellen
gefunden. Die Wirkung der Hormone und Wachstumsfaktoren variiert in den verschiedenen
Stadien der Follikelentwicklung.

Eine wichtige Funktion der Granulosazellen ist bei Rind, Mensch und Nager die
Bildung von Ostradiol (E2) und Progesteron (P). Wihrend des Follikelwachstums und der
Differenzierung der Follikelzellen nimmt die Biosynthese von Ostrogen zu. Dieser Prozess
wird durch FSH stimuliert. Kurz vor der Ovulation entwickeln die Zellen die Fahigkeit unter
dem Einfluss von LH Progesteron zu bilden. Wahrend Sekundér-, Tertidr-, und Graaf- Follikel
Gonadotropin-abhangig sind, werden die friihen Follikelstadien von Gonadotropin nicht
beeinflusst.

AuBen werden die Follikel von der Theca folliculi begrenzt. Die Theca wird in eine
innere Schicht, die Theca interna (TT) und eine duBlere Schicht, die Theca externa (TE)
unterteilt. Die Hauptfunktion der Theca interna besteht in der Bildung von Androgen (A) aus
Cholesterol unter Einfluss von LH. Androgene diffundieren dann zu den Granulosazellen, wo
sie zu Ostradiol aromatisiert werden.

Im Stadium des Primordialfollikel sind noch keine Thekazellen vorhanden. Sie werden
erst bei dem Ubergang zum primirfollikel (Ratte) bzw. im friihen Sekundirfollikel (andere
Tierarten) rekrutiert und als bindegewebige Thekazellschicht um die Follikel angelegt
(Hirshfield, 1991, Magoftin, 2005). Die Thekazellen leiten sich von mesenchymalen Zellen ab
und differenzieren zu Steroid-sezernierenden Zellen mit den dazugehorigen ultrastrukturellen
Charakteristika (viele Mitochondrien mit vesikuldren Cristae, hdufig mit agranuldrem

Retikulum und Fett-Vesikeln) (Magoffin, 2005). Sie sind, wie die Granulosazellen, in diesem
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Stadium ebenfalls von Gonadotropinen unabhingig. Einige weitere Faktoren, welche sich an
der Differenzierung der Thekazellen beteiligen, sind der Insulin-like growth Factor I und I1
(IGF I und IGF II), der Growth differentiation factor 9 (GDF-9), der Stem cell factor (SCF)
sowie Follistatin (Fst). Die prizise Entwicklung und Aktivitét der TC ist fiir die normale
Reproduktion besonders wichtig, da sowohl eine Hyperaktivitit durch Hyperandrogenismus
als auch eine zu geringe Aktivitit durch Hypodstrogenismus zur Infertilitét fiihren (Magoffin,
2005).

Zum Zeitpunkt der Geburt befindet sich die weit iiberwiegende Zahl der Follikel im
Stadium der Primordialfollikel (PROF). Diese PROF gehen dann in Primirfollikel (PRIF)
iiber, ein Prozess der Follikeltransition genannt wird. Pro Tag beginnen beim Schaf 2-3 und
beim Rind bis zu 6 Follikel zu wachsen (van den Hurk, 1997). Hierbei werden die
Granulosazellen isoprismatisch und die Thekazellen aus dem somatischen Zellpool rekrutiert.
Dieser Ubergang ist Gonadotropin-unabhingig, da er auch in FSHB- und FSHR-Knockout
Mausen stattfindet (Kumar et al., 1997) und Primordialfollikel von Schwein und Mensch
keine FSH-Rezeptoren aufweisen (Meduri et al., 2002). Dieses Wachstum, das auch als
,Follikeltransition* bezeichnet wird, dauert von einigen Tagen beim Nager bis hin zu
mehreren Jahren beim Menschen (Fortune, 1994). Daher werden hiufig Follikel gefunden, die
sowohl von flachen als auch von isoprismatischen Zellen umgeben werden und als
Transitionsfollikel bezeichnet werden. Laut Hirshfield et al. (1991) erfolgt der Beginn des
Follikelwachstums in der Reihenfolge ihrer Bildung. Der Beginn des Follikelwachstums wird
von Faktoren, wie KL (Kit Ligand), bFGF (basic fibroblast growth factor), LIF (Leukemia
inhibiting factor), TGFa (Tumor growth factor alpha), BMPs (Bone morphogenetic proteins)
und vielen anderen Faktoren beeinflusst.

Der Durchmesser der Primirfollikel betrdgt beim Rind 40-60 pm, die Oozyte misst 30-
40 pum. Sie ist umgeben von ca 27-58 Follikelzellen (Hulshof et al., 1994, van den Hurk,
1997). Beim Schwein betrdgt der Durchmesser der Primérfollikel 120 pm, eine vollstindig
grofle Oozyte wird von einer bis drei Lagen Follikelzellen umgeben (Knox, 2005).

Im weiteren Verlauf des Oozytenwachstums proliferieren die Follikelzellen und die
Follikelwand wird mehrschichtig. Der mehrschichtige Follikel wird auch multilaminarer
Follikel genannt. Ab dem Zeitpunkt, an dem zwei oder mehr Follikelzellschichten vorhanden
sind, spricht man von einem sekundéren Follikel. Hier wéchst die Oozyte intensiv, die
Follikelzellen proliferieren noch stirker und die Thekazellschicht wird vollstédndig

ausgebildet. Sie wird durch die dem Follikel anliegenden Stromazellen gebildet, welche sich
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vergroBBern und zirkuldr um den Follikel anordnen. Es entsteht eine bindegewebige Schicht,
die Theca follicularis. Ein sekundérer Follikel weist sechs (Rind) bis 20 (Schwein) Schichten
von Granulosazellen auf. Seine maximale Grofe betrdgt 150 pm beim Rind, 300 pm beim
Schwein und 200 pm bei Mensch und Nager. Die Oozyten messen 60 pm (Rind), 90 pm
(Schwein), 70 pm (Maus) und 80 um (Mensch) (van den Hurk et al., 2005, Knox, 2005). Bei
der Bildung der Sekundirfollikel kommt es zu weiteren wichtigen Verdanderungen. Von
besonderer Bedeutung ist die Bildung einer Glykoproteinschicht, der Zona pellucida, um die
Oozyte und das Auftreten von Zwischenzellenverbindungen (Gap Junctions, GJ) zwischen
den Follikelzellen und der Oozyte. Diese GJ sind von besonderer Bedeutung sowohl fiir den
Transport von Nihrstoffen als auch fiir die Vermittlung stimulierender und inhibitorischer
Signale von den Granulosazellen auf die Oozyte. An der Steuerung der Entwicklung zum
Sekundérfollikel sind viele Hormone und Wachstumsfaktoren beteiligt, unter anderem Growth
Hormon (GH), die Transforming growth factor f Familie (TGFp), Insulin-like growth factor
(IGF), Fibroblast growth factor (FGF), Epidermal growth factor (EGF) und Leukemia
inhibiting factor (LIF). Des Weiteren exprimieren die Follikelzellen der Sekundérfollikel
FSH-Rezeptoren und die Thekazellen LH-Rezeptoren. Die Sekundirfollikel sind somit
Gonadotropin-responsiv, allerdings noch nicht unbedingt Gonadotropin-abhéingig, wie Studien
an Mausen mit defekten FSHR zeigen (McGee und Hsueh, 2000).

Die Bildung eines Antrums innerhalb der mehrschichtigen Granulosazellen ist das
auffallendste Ereignis bei der Bildung der Tertidrfollikel. Sie geschieht beim Schwein ab
einem Follikel von 400 pm Durchmesser (Knox, 2005). Zwischen den Follikelzellen bilden
sich Spaltraume aus, die dann zu einer einheitlichen Hohle, dem Antrum, zusammenflieBen.
Die Oozyte liegt dezentral im Antrum und ist iber den Cumulus oophorus mit den parietalen
Granulosazellen verbunden. Der genaue Vorgang der Antrumbildung ist nicht vollstindig
verstanden. Bei verschiedenen in vitro Studien konnte die Beteiligung von FSH, LH, Activin,
und Kit Ligand (KL) nachgewiesen werden (Driancourt et al., 2000, Mao et al., 2002). Bei
Rindern diirfte EGF eine Rolle spielen (Gutierrez et al., 2000).

Auch die Thekazellen des Tertidrfollikels haben sich weiter differenziert und bilden
zwei getrennte Schichten, die Theca follicularis interna (T1) und die Theca follicularis externa
(TE). Die Theca follicularis interna besteht aus epitheloiden Zellen des Stromas. Sie ist durch
eine Basallamina von den Granulosazellen des Follikels getrennt. Die Zellen der Theca
follicularis interna produzieren Androgene und sind von einem dichten Kapillarnetzt

umgeben. Die Zellen der Theca follicularis externa haben eine spindelférmige Gestalt und
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sind in ein Netz aus retikuldren Fasern eingelagert. Sie weisen weiterhin eine deutlich
geringere Kapillarisierung als die innere Thekaschicht auf.

Der friihe antrale Follikel beinhaltet beim Rind und Mensch eine Oozyte von 120 um
Durchmesser. Bei Nagern betrdgt der Durchmesser der Oozyte ca. 70 um. Die Oozyte erreicht
diese GroBe im spaten Sekundirfollikel und hat dort auch schon die Kompetenz, unter
experimentellen Bedingungen die Meiose zu beenden.

Das Wachstum des antralen Follikels endet im letzten Reifestadium des Follikels, dem
Graafs oder auch praovulatorischen Follikel. Bei der Ovulation 16st sich der Cumulus
oophorus von der Follikelwand. Die Oozyte ist dann nur noch von der Zona pellucida und den
Zellen des Cumulus umgeben.

Das Wachstum des antralen Follikels kann in verschiedene Phasen unterteilt werden:
Der friihe antrale Follikel ist zundchst noch Gonadotropin-unabhéngig (Findlay et al., 2002).
Ab einer Grofie von 0,2 mm (Maus), I mm (Schwein), 2 mm (Schaf, Primaten) sowie 4 mm
(Rind) wird er von der Wirkung der Gonadotropine abhingig (Driancourt, 2001). Dieser
Prozess wird auch zyklische Rekrutierung genannt und wird im Wesentlichen von FSH
induziert (McGhee und Hsueh, 2000). Die Anzahl der in einem Zyklus rekrutierten Follikel
betrdgt beim Rind 5-10 und beim Schwein ~ 50.

Beim Rind und beim Schaf werden Follikel dann rekrutiert, wenn sich bei ihnen das
Enzym P450scc und die P450arom erstmals detektieren lassen. Diese Enzyme sind fiir die
Produktion von Ostrogen aus Androgen von groBer Bedeutung.

Das Wachstum der tertidren Follikel beruht ebenfalls auf einem fein abgestimmten
Zusammenspiel sowohl endokriner als auch parakriner Faktoren. LH ist dabei fiir die
Stimulierung der Androgenproduktion zustidndig. Die Wirkung von LH wird von Activin,
welches aus den GC stammt, und von EGF, welches von den TC gebildet wird, gehemmt.
Inhibin aus den GC verstérkt die Wirkung von LH. FSH stimuliert die Produktion von
Ostrogen. Die Wirkung von FSH wird von IGF-I (aus GC), von BMP-2, -4, -7 und von
Activin gefordert, sowie von EGF gehemmt. FSH selbst wirkt sich negativ auf die Expression
von IGFBP-2 und IGFBP-4 aus, wodurch die IGF-I und IGF-II Bioverfiigbarkeit steigt. Dies
fiihrt wiederum zu einer positiven Riickkopplungsschleife der Sekretion von FSH in der
Hypophyse. In der Entwicklung des sprungreifen Follikels spielen also viele Hormone und
Wachstumsfaktoren (LH, FSH, IGF-1, IGF-II, IGFBPs, Activin, Inhibin, Follistatin, EGF,
VEGF), sowie ihre Rezeptoren und Bindungproteine eine Rolle, deren Wirkung aber teilweise

noch nicht vollstindig geklart ist.
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Ab einer Follikelgroe von 4 mm (Schaf), 5-6 mm (Schwein) und 8 mm (Rind) fangen
einige selektierte Follikel an, LH-Rezeptoren (LH-R) in den Granulosazellen zu exprimieren
(Driancourt, 2001). Die Follikel konnen sich damit unter LH-Einfluss trotz der sinkenden
FSH-Konzentration weiterentwickeln, und werden damit grof3er als andere Follikel. Dieses
Phianomen wird als Follikeldominanz bezeichnet und wird durch mindestens zwei Faktoren,
IGF-I und VEGEF, verstérkt. IGF stimuliert die LHR-Bildung (Chase et al., 1998), und VEGF
erhoht die Durchblutung der Follikelzellwand und somit auch die Zufuhr von FSH und LH
zum Follikel (Garrido et al., 1993).

AnschlieBend folgt die Sekretion des Enzyms Urokinase-Plasminogen Aktivator,
welches die Auflosung der Cumuluszellen und die Follikelruptur als Antwort auf den LH-Puls

bewirkt (Murdoch et al., 1999).

2.4 Einteilung der Follikulogenese

Unter endokrinologischen Aspekten kann die Follikulogenese in verschiedene

Abschnitte unterteilt werden:

Die Initiale Rekrutierung/ frithes Wachstum/ Gonadotropin-unabhéngige Phase
Die Zyklische Rekrutierung oder FSH-Phase
Die Selektion oder LH-Phase

Die Dominanz

Des Weiteren bestehen tierartliche Besonderheiten im zyklischen Verlauf des

Follikelwachstums
2.4.1 Initiale Rekrutierung

Die initiale Rekrutierung ist die Phase, in der aus dem ruhenden Pool der
Primordialfollikel (PROF) sukzessive und kontinuierlich einige Follikel ihr Wachstum
beginnen und sich iiber den Primérfollikel (PRIF) zum Sekundérfollikel entwickeln. Diese
initiale Rekrutierung findet je nach Spezies zu unterschiedlichen Zeiten statt. So beginnt die
Follikelentwicklung bei den Primaten und den Wiederkduern schon préanatal. Bei der Ratte
hingegen ist die erste Rekrutierung von Follikeln am dritten Tag post natum zu finden

(Fortune et al., 2000, McGhee und Hsueh, 2000).
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Die initiale Rekrutierung kann eher mit einem langsamen Reifen als mit einem
schnellen Wachsen verglichen werden. Zudem veréndert sich bei der initialen Rekrutierung
der Durchmesser der Oozyte kaum. Die initiale Rekrutierung ist Gonadotropin-unabhéngig.
Sie findet auch bei Tieren, die Stérungen in der FSH-Sekretion oder einen defekten FSH-
Rezeptor (FSHR) aufweisen, statt (Webb et al., 1999, Meduri et al., 2002). Hinzu kommt, dass
bei einigen Tierarten wie Mensch und Schwein die primordialen Follikel noch gar keine
FSHR exprimieren (Oktay et al., 1997, Webb et al., 1999). Allerdings sind die Follikel schon
Gonadotropin-sensitiv, da sowohl eine erh6hte Konzentration an FSH als auch eine erhohte
Konzentration an LH die initiale Rekrutierung beschleunigen (Wang und Greenwald, 1993,
Flaws et al., 1997). Uber welche Wege die Gonadotropine hier ihre Wirkung ausiiben, ist noch
unklar.

Die initiale Rekrutierung wird vor allem von lokalen stimulierenden und inhibierenden
Faktoren geregelt. Diese Faktoren stammen aus den Follikelzellen, der Oozyte oder aus den
somatischen Zellen. Bei diesen Faktoren handelt es sich unter anderem um KL, c-Kit, bFGF,
AMH, GDF-9, BMP-4, BMP-7, KGF sowie LIF (Skinner, 2005).

KL wird von den GC sich entwickelnder Follikel produziert und wirkt sich positiv auf
das Wachstum der TC, auf undifferenzierte Stromazellen und sich entwickelnde Oozyten aus,
in denen der KL Rezeptor c-Kit exprimiert wird (Manova et al., 1993, Nilsson et al., 2001).
KL ist damit fiir die Entwicklung der priméren zu primordialen Follikel essentiell. Dies wird
auch durch Versuche mit c-Kit Rezeptor Antikorper (ACK2) nachgewiesen. Durch diese
Versuche wird nochmals deutlich, dass KL fiir die spontane Entwicklung von priméren hin zu
primordialen Follikeln notwendig ist (Parrott and Skinner, 1999). ,,Basic Fibroblast Growth
Factor* (bFGF) induziert ebenfalls, wie KL, die Entwicklung des PROF und spielt somit eine
bedeutende Rolle bei der initialen Follikelrekrutierung. Allerdings weisen diese beiden
Faktoren keine additiven Eigenschaften bei der Initiation des Follikelwachstums auf (Nilsson
etal., 2001).

GDF-9 wird bei einigen Tierarten schon in den PROF (Primordialfollikel) exprimiert
(Schaf und Rind). In anderen wiederum erst in den primordiren Follikeln (PRIF) (Maus,
Ratte, Mensch). Uber welche Signaltransduktionswege GDF-9 wirkt, ist noch unklar.

LIF ist fiir die Follikulogenese nicht essentiell. Die Follikulogenese findet auch in LIF-
defizienten Miusen statt (Nilsson et al., 2002). Allerdings interagiert LIF wahrscheinlich mit
KL und aktiviert dadurch die PROF. Deutlich stimuliert LIF in Follikelkulturen der Ratte die
Transition der PROF in die PRIF (Nilsson et al., 2002).
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KGF (FGF-7) wird von neu rekrutierten TC, die einen Kontakt zu GC haben,
exprimiert. KGF stimuliert ebenfalls die Transition der PROF in die PRIF (Nilsson und
Skinner, 2003, Kezele et al., 2005).

Eine positive Riickkoplungsschleife besteht zwischen TC und GC bei der KGF, HGF
sowie KL eine Rolle spielen (Parrott and Skinner, 1998a). Die Behandlung von TC mit aus
GC stammendem KL stimuliert die Expression von KGF und HGF. Von TC produziertes
KGF sowie HGF stimulieren ihrerseits die Expression von KL in den GC. Allerdings ist nicht
ganz klar, inwiefern diese Riickkopplungsschleife auch in den frithen Stadien der
Follikulogenese ithre Wirkung ausiibt (Parrott and Skinner, 1998a) (Siehe Abbildung 2.5)

AMH, welches von prdantralen und antralen Follikeln produziert wird, inhibiert die
Rekrutierung der PROF zum Teil (Durlinger et al., 1999, Durlinger et al., 2002a, Durlinger et
al., 2002b).

Die Rezeptoren fiir BMP-2 und BMP-4, Typ II Rezeptor (Typ II R) und Typ I
Rezeptor (Typ I R) werden in der Oozyte der Ratte exprimiert (Erickson und Shimasaki,
2003). Ahnliche Befunde wurden vor kurzem fiir die PROF des Rindes erbracht. Bei der Ratte
aktiviert BMP-7 die PROF. BMP-7 wird dabei in interstitiellen Zellen und TC spiterer
Follikelstadien gebildet (Lee et al., 2007).

Auch wenn insgesamt iiber die Faktoren, welche an der Initiation der
Follikelentwicklung beteiligt sind, schon viele Details bekannt sind, ist der genaue
Mechanismus, welcher der Rekrutierung der PROF zugrunde liegt, noch nicht vollstindig
aufgeklart.

Die initial rekrutierten Follikel reifen anschlieBend, immer noch Gonadotropin-
unabingig, unter dem Einfluss der oben beschriebenen Faktoren, zu frithen antralen Follikeln

heran.
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Abbildung 2.5
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Schema des Ablaufs der zelluldren Interaktionen wéhrend der Entwicklung der Primordialfollikel zu den
Prinordialfollikeln. Die zelluldren Interaktionen werden von TNF (Tumor-Nekrose-Faktor), von bFGF (basischer
fibroblast growth factor), von KL (Kit Ligand), von LIF (Leukemia inhibiting factor), von BMP-4 und BMP-7
(Bone morphogenetic protein), von KGF (Keratinocyte growth factor), sowie von AMH (Anti-muellerian
Hormone) vermittelt. Modifiziert nach Skinner (2005).

2.4.2 Zyklische Rekrutierung

Die zyklische Rekrutierung beginnt bei den Primaten mit der Pubertédt. Sie wird als
Eintritt eines Pools von Follikeln in das Gonadotropin-abhdngige Stadium definiert
(Driancourt, 1991) und stellt den endokringesteuerten Beginn des gonadotropin-abhéngigen
Follikelwachstums dar. Die zyklische Rekrutierung wird von einem kleinen Anstieg des FSH
begleitet und man vermutet, dass dieser FSH-Anstieg das auslosende Signal darstellt (Ginther
et al., 1996). Ziel der zyklischen Rekrutierung ist es Follikel fiir die endgiiltige Reifung zum
prdovulatorischen Stadium bereitzustellen (Zeleznik and Hillier, 1984, Zeleznik and Hillier,

2004).
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Hinsichtlich desVerhaltens bei der zyklischen Rekrutierung konnen zwei Gruppen von
Spezies unterschieden werden, ndmlich Tierarten, die wéahrend der lutealen Phase wie auch
wihrend der follikuldren Phase eine Kohorte von zyklisch-rekrutierten Follikeln bilden, wie
Rind, Schaf und Ziege und Spezies, die ausschlieflich in der follikuldren Phase
praovulatorische Follikel bilden, wie Primaten, Schwein und Nager (Fortune, 1994). Bei
letzteren findet der FSH-Anstieg erst nach Riickbildung des Corpus luteum (C.1.) statt. Dies
fiihrt wiederum zur Aufhebung der hemmenden Wirkung von Progesteron auf andere

Hormone und die Konzentration von FSH steigt an.

Abbildung 2.6
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Zyklische Rekrutierung von Follikeln bei ausgewihlten Tierarten.

Schematische Darstellung der wellenformigen Follikelentwicklung. Im ersten Diagram findet die Selektion des
dominanten Follikels durchgehend statt, in dem zweiten nur wéahrend der follikuldren Phase. Follikel deren
Durchmesser abnimmt, atresieren. Modifiziert nach Fortune, 1994.
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Der FSH-Anstieg bewahrt eine kleine Kohorte antraler Follikel vor der Atresie und
ermOglicht ihnen dadurch das weitere Wachstum. Kleine antrale Follikel, die nicht rekrutiert
werden, atresieren (McGee und Hsueh, 2000). Die zyklische Rekrutierung findet in einem
sogenannten Rekrutierungsfenster statt. Dieser Zeitraum betrdgt beim Schaf einen Tag, beim
Rind zwei Tage und beim Pferd drei Tage. Fiir Schwein und Maus fehlen vergleichbare
Angaben (Driancourt, 2001).

Die Oozyten der rekrutierten Follikel sind in der Lage, die Meiose zu beenden. Sie
sind vollstindig ausgewachsen und haben eine Zona pellucida gebildet (McGee und Hsueh,
2000).

Die Zahl der rekrutierten Follikel ist bei den jeweiligen Spezies sehr unterschiedlich:
sie liegt bei 5-10 Follikeln beim Rind, {iber 50 Follikeln beim Schwein, 10-20 Follikeln beim
Menschen im Alter von 20 bis 30 Jahren und bei 1-4 Follikeln beim Pferd. Theoretisch haben
alle Follikel einer Kohorte die gleichen Chancen, zu ovulieren, wobei dies allerdings nur
einem bestimmten Prozentsatz gelingt.

Die Vorraussetzungen fiir die Rekrutierung eines Follikels ist, dass er gesund ist, FSH-
Rezeptoren exprimiert und damit Gonadotropin-abhingig, ist. Es besteht offensichtlich ein
positiver Zusammenhang zwischen der Grof3e der rekrutierten Follikel und dem Erlangen der
Gonadotropinabhingigkeit. Die jeweilige GroBe fiir eine Rekrutierbarkeit betrdgt bei der
Maus 0,2 mm, bei Schaf und Mensch 2 mm, beim Rind 4 mm und beim Pferd 10 mm
(Driancourt, 2001).

FSH ist das fiir die Rekrutierung der Follikel entscheidende Hormon, wie durch
Versuche mit hypophysesektomierten Nagern und Follikelkulturen deutlich wurde (Chun et
al., 1996, Nahum et al., 1996). Eine Hemmung des FSH-Anstieges filihrt zu einem verzogerten
Beginn der Follikelwelle (Turzillo und Fortune, 1990). FSH bindet an seinen in den GC
exprimierten Rezeptor. Dadurch aktiviert FSH Gene, die fiir die Proliferation und
Differenzierung der Granulosazellen von Bedeutung sind. Es besteht ein minimaler
Schwellenwert fiir FSH, unter dem die Rekrutierung nicht stattfindet. Dieser Schwellenwert
ist tierartlich unterschiedlich und kann auch innerhalb eines Tieres von Follikel zu Follikel
variieren (Driancourt, 2001, Vegetti und Alagna, 2006).

Der wichtigste Vorgang bei der Follikelreifung, der mit der Rekrutierung parallel
ablauft, ist die Expression von P450arom und P450scc in den Granulosazellen. Sie ermdglicht
die nachfolgende hohe Produktion von Ostrogen (Bao und Garverick, 1998, Driancourt,

2001). Die GroBe der Follikel bei der Rekrutierung korreliert beim Rind und beim Schaf mit
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der Grof3e bei der die Follikel P450arom exprimieren. Sie betrdgt beim Schaf 2 mm und beim
Rind 3-4 mm (Driancourt, 2001). Dies deutet darauf hin, dass die Expression dieser Enzyme
direkt an der Rekrutierung beteiligt ist. Die Expression von P450scc sowie von P450arom
wird wahrscheinlich von FSH induziert (Bao und Garverick, 1998). P450arom ist deshalb so
wichtig, weil es den Follikeln ermdglicht, Androgen, welches in den TC unter LH-Einfluss
produziert wird, in den GC in ()strogen umzuwandeln (Bao und Garverick, 1998, Driancourt,
2001), das ein entscheidender Faktor fiir das weitere Wachstum und Reifen der Follikel ist
(Drummond, 2006). Das Zusammenspiel zwischen den TC und GC wird auch als Zwei-Zell-
zwei-Gonadotropin-Modell bezeichnet (Fortune and Quik, 1988). Ostrogen wirkt in den GC
anti-apoptotisch und ist mit fiir die Proliferation der GC sowie fiir die Differenzierung der GC
(durch Forderung der Ausbildung von LHR und Prolaktin Rezeptoren), sowie fiir eine
verstirkte Expression von FSHR zustindig (Drummond, 2006). Ostrogen stimuliert
zusammen mit FSH in kleinen praantralen Follikeln die Proliferation der GC. Dieser Effekt
wird durch IGF-I weiter verstirkt (Bley et al., 1997).

Der rekrutierte Follikel kann unter FSH-Einwirkung Activin und Inhibin produzieren,
wie die mRNA Expression der a- und B-Untereinheit dieser Hormone gezeigt hat (Ireland und
Ireland, 1994). Follistatin wird ebenfalls von Follikeln der Kohorte erzeugt. Durch die
Produktion von Follistatin und Inhibin wird das Verhiltnis von Activin und Inhibin immer
weiter in Richtung Inhibin verschoben. Somit werden die Follikel von Inhibin dominiert.
Inhibin iibt eine negative Riickkopplung auf FSH aus. Dadurch sinkt dann FSH, was die
Rekrutierung weiterer Follikel verhindert (Campbell und Baird, 2001, Welt et al., 2001).

Weitere lokale Faktoren spielen bei der Rekrutierung eine wichtige Rolle: so IGF I und
Follistatin. Die durch Somatotropin induzierte Erthdhung von IGF I fiihrt zu einer groBBeren
Follikelanzahl pro Kohorte (Gong et al., 1991). Follistatin hingegen begrenzt die Gréf3e der
Kohorte (Singh et al., 1999). AMH ist bei der zyklischen Rekrutierung ebenfalls von
Bedeutung: Es reduziert die Sensitivitit der Follikel auf FSH (Visser, 2006). LH scheint
dagegen keinen wesentlichen Einfluss auf die Rekrutierung zu haben, denn diese findet

sowohl in Phasen mit niedrigem als auch hohem LH-Spiegel statt (Driancourt, 2001).
2.4.3 Selektion

Die Selektion der Follikel ist ein komplexer Prozess, bei dem sich unter Einwirkung
von LH und bei fallender Konzentration von FSH, in Abhéingigkeit von der Spezies ein oder

mehrere dominante Follikel entwickeln. Dabei reduziert sich die Anzahl der rekrutierten
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Follikel auf die Zahl, die schlieBlich ovuliert wird (Sieche Abbildung 2.6). Diese Zahl ist
tierartlich unterschiedlich. Beim Rind beispielsweise ovuliert im Normalfall ein Follikel pro
Zyklus. Beim Schwein hingegen ovulieren bis zu 20 Follikel pro Zyklus.

Wihrend der Dominanzphase durchlaufen die ausgewahlten Follikel das
praovulatorische Wachstum und die prdovulatorische Reifung. Die librigen Follikel der
Kohorte werden subdominante (SDF) Follikel und atresieren. Zwischen den dominanten
Follikeln (DF) und den subdominanten Follikeln besteht ein erheblicher GroBenunerschied,
die ,,Follikel Deviation". Sie gibt den GréBenunterschied zwischen dem dominanten und dem
ndchst groferen subdominanten Follikel an.

Die Selektion ist ein hdufig untersuchter biologischer Prozess, der aber bis heute noch
nicht vollstindig aufgeklédrt werden konnte. Jeder rekrutierte Follikel einer Follikelwelle sollte
theoretisch die gleiche Chance haben, zum dominanten Follikel zu werden. Diese Aussage
wird verdeutlicht durch:

e FEine FSH Anreicherung wéhrend der Rekrutierung produziert eine grof3ere
Kohorte und eine hoherer Anzahl an Follikeln die die GroBe eines DF erreicht
haben (Fortune, 1994)

e Die Eliminierung des DF fiihrt zum Heranwachsen des nichst groferen

Follikels zum DF (Ko et al., 1991)

Viele unterschiedliche Mechanismen sind bei der Selektion der Follikel beteiligt.

Sie lassen sich in extrazelluldre und intrazelluldre Aspekte der Selektion unterteilen.
Als extrazelluldre Aspekte werden alle von auBlen an den Follikel herangetragene Hormone
oder Wachstumsfaktoren verstanden. Bei den intrazelluldren Aspekten handelt es sich um
Vorginge im spéteren dominanten Follikel, die es ihm ermdglichen, intensiver auf die
zirkulierenden Konzentrationen von FSH und LH zu reagieren und verstarkt LH-Rezeptoren
zu exprimieren. Dabei muss weiter zwischen monoovulatorischen Tieren, die nur einen
dominanten Follikel besitzen, und polyovulatorischen Tieren, die mehrere ovulatorische
Follikel entwickeln, unterschieden werden. Zu den monoovulatorischen Tieren gehdren das
Rind und das Pferd. Zu den polyovulatorischen Tieren zéhlen das Schwein, das Schaf, die
Ratte und die Maus.

Die nachfolgenden Mechanismen treffen vor allem auf die monoovulatorischen Tiere

Rind und Pferd zu, und laufen bei den anderen Tierarten modifiziert ab.

25



Die intrazelluldren Verdnderungen der Follikel vor der Selektion miissen teilweise
schon vor einer erkennbaren Selektion stattgefunden haben (Ginther et al., 1996). Zu dem
Zeitpunkt der Selektion haben kleinere Follikel noch kein Stadium erreicht, dass ihnen eine
ausreichende Reaktion auf zirkulierende Gonadotropine ermdglicht. Damit werden diese
kleineren Follikel spéter zu subdominanten Follikeln.

Nachfolgend werden die verschiedenen wichtigen Mechanismen aufgelistet und

erldutert, welche an der Selektion der Follikel beteiligt sind:

Der Abfall von FSH

e Die Bildung von LHR in den GC

e Expression der von Steroid bildenenden Enzymen im selektierten Follikel

e Die GroBe der Follikel in der Kohorte

e Steroide, die vom Follikel produziert werden: Androgen und Ostrogen, vor
allem steigendes Ostrogen und dadurch bedingt, abfallendes FSH

e Mitglieder der IGF-Familie

e Follistatin, Activin und Inhibin

e Die Vaskularisation der Follikels und die einhergehende Erhéhung der
Gonadotropinzufuhr

e Das BMP-7/ActRII/ALK-2 System ist an der Selektion der Follikel beim Rind

beteiligt (Shimizu et al., 2006a) (ActRII: Activin Rezeptor Typ II, ALK-2:

Anaplastic lymphoma kinase-2)

Von zentraler Bedeutung bei der Follikelselektion ist der Abfall der FSH-
Konzentration. FSH ist der Uberlebensfaktor der Follikel. Sein Abfall bedeutet fiir die meisten
Follikel Atresie. Die rekrutierten Follikel produzieren im Laufe ihres Wachstums immer mehr
Ostrogen und Inhibin. Uber eine negative Riickkopplung auf die Hypophyse sinkt die FSH
Produktion. Der Abfall von FSH ist ein wichtiges Kriterium fiir die Follikelselektion. Durch
exogene FSH-Zufuhr kann der Abfall von FSH und die Selektion von Follikeln verzogert
werden (Driancourt et al., 1991). Des Weiteren fiihrt ein Abfall von FSH zu einer raschen
GroBendifferenz zwischen dem dominanten Follikel (DF) und dem nachstgroBeren
subdominanten Follikel (SDF) (Ginther et al., 1996). Trotz dieser Erkenntnisse iiber die
Bedeutung von FSH bei der Selektion, ist der genaue Mechanismus der Follikelselektion noch

nicht volltstandig geklart. Moglicherweise weist der DF durch eine bevorzugte Lage im Ovar
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eine bessere Blutversorgung auf und erhilt dadurch mehr FSH. Der Grund, warum der DF in
der Kohorte der Follikel eine Sonderstellung einnimmt, ist nicht ganz klar. Moglicherweise
hat er einen speziellen zelluldren Mechanismus entwickelt, der ihm die weitere Reifung trotz
fallender FSH-Werte erlaubt. Dies konnte durch die verstirkte Expression von LHR in den

GC sowie die verstirkte Expression von FSHR bedingt sein.

Zu den intrafollikuldren Mechanismen der Follikelselektion gehdren unter anderem
folgende:

Expression von LHR in den GC. Ab einer Grofle von 4 mm beim Schaf, 5-6 mm beim
Schwein und 8 mm beim Rind bilden die GC LH-Rezeptoren (LHR) aus (Driancourt, 2001).
Beim Rind wird diese Expression von LHR in den GC von einer Expression der 33-HSD (33-
Hydroxysteroiddehydrogenase) in den GC begleitet (Bao und Garverick, 1998). Fiir viele
Autoren ist die Expression von LHR in den GC eine wesentliche Bedingung, die die Selektion
ermOglicht. Sie erlaubt den Follikeln, sich trotz fallender Konzentration an FSH weiter zu
entwickeln. Dadurch bekommen die selektierten Follikel einen Vorteil und werden zu den DF.
Allerdings gibt es Autoren, die hierzu abweichende Ansichten vertreten. So stellt sich die
Frage, ob zuerst die Selektion des DF oder die Expression von LHR auftritt (Fortune et al.,
2004). Fortune et al. (2001) fanden in ihrem Versuch an Follikeln des Rindes heraus, dass die
Expression von LHR erst nach der Selektion stattfindet. Ahnliche Resultate von Evans et al.
(1997) beim Rind ergaben, dass die Expression der Gonadotropin-Rezeptoren wéhrend der
Selektion sich nicht verdndert, und somit nicht als Schliisselmechanismus in Frage kommt. Im
Gegensatz dazu stehen die oben erwéhnten Beobachtungen von Bao et al. (1998) und Webb et
al. (1999; 2003), die einen zeitlichen Zusammenhang zwischen der Follikelselektion und der
Expression von LHR feststellen konnten. Wenn die LH-Rezeptoren in den GC mit LH besetzt
werden, induzieren sie wie auch FSH in den GC, die Expression von Adenylatzyklase und
damit eine vermehrte Bildung von cAMP. Somit hat LH in den selektierten Follikel die
gleiche Wirkung wie FSH. Dies ermdglicht die weitere Reifung des DF (Zeleznik, 2004).

Es ist also unklar, ob die Selektion der Follikel oder die Expression von LHR zuerst
auftritt, oder beide Phanomene zeitgleich stattfinden. Diese Frage bedarf weiterer Klarung.

Der selektierte Follikel weist auBerdem eine erhdhte Expression der mRNA fiir LHR
und fiir die die an der Steroidogenese beteiligten Enzyme P450scc, P450c17, 33-HSD and
StAR in den TC sowie eine erhohte Expression der Enzyme P450scc and P450arom in GC

auf. Die erhohte Enzymexpression ist von grofler Bedeutung, da sie zu einem hohen
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Ostradiolspiegel fiihrt. Trotz dieses Anstieges der Enzyme kann der selektiere Follikel in
seinen frithen Stadien héufig nicht eindeutig an Hand dieser erhdhten Enzymexpressionen von
den anderen Follikeln unterschieden werden (Bao und Garverick, 1998). Trotz allem ist diese
erhohte Expression von groBer Bedeutung, da sie zu einem hohen Level von Ostradiol fiihrt,
welcher das Uberleben und die Entwicklung des selbigen fordert.

Generell wird angenommen, dass der selektierte Follikel der grof3te Follikel der
Kohorte ist (Ginther et al., 1996). Da aber alle Follikel funktionell unterschiedlich sind, ist
auch diese Annahme nicht bewiesen (Driancourt, 2001). Der Grof3enunterschied zwischen
dem spéteren DF (d.h. dem gréB8ten Follikel der Kohorte) und dem spéiterem grofiten SDF
(d.h. dem zweitgroBten Follikel der Kohorte) ist sehr klein, und nicht immer ein genauer
Indikator fiir die spétere Follikeldominanz (Fortune et al., 2001).

Der selektierte Follikel sezerniert eine groBe Menge an Ostrogen. Nach der Aufldsung
des Corpus luteum besteht ein reziprokes Verhiltnis zwischen der Konzentration an FSH und
der Konzentration an Ostrogen. FSH wird iiber negative Riickkopplung von Ostrogen
reguliert. Die Follikel der Kohorte aktivieren bei ihrer Rekrutierung die P450arom und
bekommen damit die Fihigkeit, Ostrogene aus Androgen zu bilden (Bao und Garverick,
1998). Die selektierten Follikel besitzen zudem das Enzym 33-HSD und sind somit in der
Lage, Androgen vermehrt herzustellen (Bao und Garverick, 1998). Mit dem Wachstum der
Follikel nimmt ihre Fihigkeit Ostrogen zu synthetisieren zu und die Konzentration von
Ostrogen steigt an. Dies wirkt sich negativ auf die FSH-Konzentration aus. Die Konzentration
von FSH sinkt dadurch unter einen kritischen Schwellenwert, der das weitere Wachstum der
Follikel verhindert und die rekrutierten Follikel atresieren. Alle bis auf den selektierten
Follikel, der wahrscheinlich LHR in den GC exprimiert und so die durch den FSH-Abfall
bedingte Atresie umgehen kann (Rind, Primaten) (Zeleznik, 2004), gehen zugrunde. Beim
Schaf verlduft der Mechanismus des Uberlebens von dominanten Follikel etwas anders, da pro
Follikelwelle zwei bis vier dominante Follikel auftreten (Duggavathi et al., 2004). Dies trifft
auch fiir das Schwein zu, bei dem ebenfalls mehrere Follikel pro Welle zu dominanten
Follikeln werden.

Das IGF-System ist flir die Follikelentwicklung sehr wichtig und beim Rind sogar
malgeblich an der Selektion der Follikel beteiligt. Nach Fortune et al. (2004) wird im spéteren
DF, schon bevor der dominante Follikel durch seine Grof3e erkennbar wird, als Antwort auf
die FSH-Stimulierung, das Pregnancy associated plasma protein-A (PAPP-A) vermehrt
exprimiert. PAPP-A fiihrt dann, {iber eine Reduktion von IGFBP-4 zu einer erhohten
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Konzentration von intrafollikulirem IGF, welches sodann in Synergie mit FSH einen
schnellen Anstieg von Ostradiol bewirkt. Dieses Ostradiol fiihrt iiber eine negative
Riickkopplung zu einem FSH-Abfall (Fortune et al., 2004) und ist so in die Follikelselektion
involviert.

Die genaue Rolle des Activin/Inhibin/Follistatin Systems bei der Selektion des DF ist
nicht geklért. Sicher erscheint, dass Inhibin die LH-induzierte Androgenproduktion in
bovinen TC sowie die FSH-induzierte Ostradiol-Produktion in GC des Schafes verstirkt
(Campbell und Baird, 2001). Das Activin-bindende Protein Follistatin wird ebenfalls vermehrt
in selektierten Follikeln produziert, wodurch das Activin/ Inhibin-Verhiltnis sich in Richtung
Inhibin verschiebt (Driancourt, 2001). Resultate anderer Studien ergaben jedoch, dass bei
unterschiedlich groBBen Follikeln keine Unterschiede in der Inhibin A oder Inhibin B
Expression zu finden waren. Somit ist die Rolle von Activin/Inhibin/Follistatin fiir die
Follikelselektion noch relativ unklar. Eventuell ist der intrafollikuldre Quotient von Activin zu
Follistatin und von Activin zu Inhibin fiir die Follikelselektion von Bedeutung (Beg und
Ginther, 2006).

Die follikuldre Produktion von VEGF konnte ebenfalls eine Rolle fiir die
unterschiedliche GroBBenzunahme der heranwachsenden Follikel spielen (Garrido et al., 1993).
Allerdings ist dies bislang fiir Hausséugetiere noch nicht exakt nachgewiesen worden. Eine
erhohte Vaskularisation konnte dem Follikel einen Wachstumsvorteil verschaffen und ihn
vermehrt mit Wachstumsfaktoren, Substraten fiir die Steroidsynthese und Nahrstoffen
versorgen, die der Follikel fiir ein weiteres Wachstum benétigt (Beg und Ginther, 2006).

Die Rolle von BMP-7 in der Follikelentwicklung, insbesondere zum Zeitpunkt der
Selektion, wurde von Shimizu et al. (2006) untersucht. Nachdem sich die Expression von
BMP-7 in TC von praovulatorischen Follikeln und postovulatorischen Follikeln unterscheidet,
haben diese Autoren untersucht, ob die Rezeptoren fiir BMP-7, ActRII und ALK-2 im Laufe
der Follikelentwicklung, insbesondere wéhrend der Follikelselektion, variieren. Dabei fanden
sie heraus, dass Ostrogen eindeutig die Expression der Rezeptoren fiir BMP-7 im Laufe der
Follikelentwicklung reguliert. Daher ist anzunehmen, dass BMP-7 wesentlich an der
Entwicklung der Follikel beteiligt ist. Die mogliche Bedeutung von LH in der Expression der

Rezeptoren fiir BMP-7 ist noch nicht untersucht worden.
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Tabelle 2.2

GroBe der Follikel Maus Schaf Rind Schwein
Angaben in mm

Rekrutierbarer Follikel 0,2 2 4 1
FollikelgrofBe bei 2 34

Expression von

P450arom

Selektierbarer Follikel 4 8 5-6
Ovulationsfahiger 8-10 15>-20 6-7
Follikel

Magnitude of 2-3 3-4 8
Dominance

Angaben in mm, LH-R: LH Rezeptor, P450arom: P 450 Aromatase

2.4.4 Follikeldominanz

Beim Rind wird immer ein DF auf die Ovulation vorbereitet. Er zeichnet sich durch
verstirktes Wachstum und eine zunehmende Sekretion von Ostrogen und Inhibin aus. Beides
hemmt FSH durch negative Riickkopplung, wodurch die subdominanten Follikel atresieren.
Zusitzlich sezernieren die GC des DF vermehrt VEGF, wodurch die Angiogenese in den TC
und dadurch die Blutzufuhr zum DF erhoht wird (Garrido et al., 1993). Dies bewirkt eine
verstirkte Versorgung des DF mit FSH und LH. IGF ist ebenfalls vermehrt verfiigbar,
wodurch die Bildung von LHR verstirkt wird (Driancourt, 2001). Hinzu kommt eine
gesteigerte Sensivitdt des DF fiir FSH durch vermehrte Expression von FSHR, wodurch ein
weiterer Selektionsvorteil entsteht.

Weiter besteht die Annahme, dass der DF Faktoren sezerniert, die andere antralen
Follikel atresieren lassen. Zu diesen Atresie-Faktoren zdhlen TGFa, Inhibin,
Superoxiddismutase und HSP 90 (Heat shock protein 090), die samtlich die FSH-induzierte
Aromatase-Aktivitéit herabsetzen konnen (Driancourt, 2001).

In den GC iiben LH und FSH ihre Wirkung iiber denselben Signaltransduktionsweg
aus. Somit fiihrt die Entwicklung der LH-Rezeptoren in den GC dazu, dass der DF weit
weniger FSH abhéngig ist, als subdominante Follikel. Bei Primaten ist der DF bei seinem
weiteren Wachstum weitestgehend FSH-unabhingig. Bei den Wiederkduern allerdings
braucht der DF eine Schwellenkonztration von FSH um weiter wachsen zu konnen (Picton
und McNeilly, 1991).

Im dominanten Follikel wird die Oozyte (Ooc) von Oozyten-assoziierten GC
umgeben, die auch Cumuluszellen genannt werden. Sie bildet mit ihnen den Cumulus-

Oozyten-komplex (COC). Dieser COC ist durch einen Sockel von GC mit den muralen GC
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verbunden. Die Ooc ist fiir die Entwicklung des DF essentiell, da der Verlust oder die
Entfernung der Ooc zu einer verfrithten Luteinisierung und hohen Progesteron-
Konzentrationen in den GC fiihrt, wihrend weiter Ostrogen produziert wird (van den Hurk
und Zhao, 2005). Dies bedeutet, dass ein oder mehrere Oozyten sezernierte Faktoren die
Steroidproduktion in den GC regulieren. Thre Identitét ist noch unklar, aber sie haben ein
niedriges Molekulargewicht und sind hitzestabil (Vanderhyden, 1996). Daher kommt BMP-15
fiir diese Funktion nicht in Frage, obwohl BMP-15 die FSH-induzierte Progesteronproduktion

hemmt.
2.4.5 ZyKklischer Verlauf der Follikelentwicklung

Die Follikelentwicklung verlduft bei den meisten geschlechtsreifen Haussdugetieren
wellenformig, wobei 2-4 Wellen beim Rind, 3-4 Wellen beim Schaf, 4-5 Wellen bei der Ziege
und 1-2 Wellen beim Pferd beobachtet werden (Driancourt, 2001). Beim Schwein dagegen
findet die Follikelentwicklung kontinuierlich statt (Knox, 2005).

Beim Rind l4uft die Follikelentwicklung in mehreren Wellen (2-4) innerhalb von 7-9
Tagen ab. Bei jeder Welle treten 7-11 Follikel in eine gemeinsame Wachstumsphase ein (4
mm Durchmesser), die ca. drei Tage dauert. Danach wichst ein Follikel schneller als die
iibrigen und wird dominant (Ginther et al., 2003). Jede Follikelwelle wird von einem FSH-
Peak ausgelost (Adams, 1999), der wiederum auf der Regression des DF beruht. Der DF
hemmt direkt durch Abgabe verschiedener Faktoren (Driancourt, 2001) sowie indirekt {iber
die (durch negative Riickkopplung von Inhibin und Ostrogen an der Hypophyse bedingten)
Hemmung der FSH-Sekretion das Wachstum weiterer Follikel und das Entstehen einer neuen
Welle. Die direkte hemmende Wirkung des DF auf die Entwicklung weiterer Follikel ist beim
Rind unter anderem durch Versuche mit physiologischer FSH-Gabe, die das Auftreten einer
neuen Follikelwelle verhindert, gezeigt worden (Adams, 1999).

Beim Schaf treten typischerweise 3-4 Wellen pro Zyklus auf. Sie sind alle 3-5 Tage zu
beobachten und ihnen geht, wie beim Rind, ein FSH-Peak voraus. Allerdings gibt es beim
Schaf keinen DF Follikel, der wie beim Rind das Wachstum der anderen unterdriickt. Dadurch
wachsen teilweise zwei oder mehr Follikel gleichzeitig pro Welle heran und es kénnen der
antrale Follikel der letzten und der vorletzten Welle gleichzeitig ovulieren (Duggavathi et al.,
2004). Somit scheint der grofBte antrale Follikel beim Schaf nicht den gleichen hemmenden

Einfluss wie der DF beim Rind auszuiiben. Dies wurde vor allem durch Versuche klar, bei
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denen die FSH-Gabe zu einer neuen Welle fiihrte, obwohl ein gut ausgebildeter DF vorhanden
war (Duggavathi et al., 2004).

Beim Schwein besteht die Besonderheit, dass die Follikelentwicklung auch bei
Anwesenheit eines C.1. stattfindet. Zusétzlich sind hier keine Follikelwellen erkennbar,
sondern die Follikel entwickeln sich kontinuierlich aus einem Pool selektierbarer Follikel bis
zum mittleren Follikeldurchmesser (>6,5 mm) in der lutealen Phase. Die Entwicklung zum
groBBen antralen Follikel (6.5 mm-10 mm) findet nach der Luteolyse statt (Knox, 2005). FSH
ist hier an dem Erhalt eines Pools mittelgroBer Follikel, die von LH selektiert werden und
ovulieren konnen, beteiligt. Die Selektion findet hier durch einen Shift von FSH zu LH statt.
Weiter besteht die Vorstellung, dass die Follikel um bestimmte Selektionsfaktoren wie EGF
(Epidermal growth factor), NGF (Nerve growth factor), IGF (Insulin-like growth factor),
Activin und Ostradiol sowie um die Atresie-Faktoren Testosteron, GnRH, Inhibin und
Interleukin konkurrieren (Knox, 2005).

Bei allen drei Tierarten (Rind, Schaf und Schwein) haben Faktoren aus der
unmittelbaren Umgebung der Follikel und Erndhrung der Tiere wesentlichen Einfluss auf die
Ovulationsrate, aber auch genetische Faktoren (z.B durch spezifische Ziichtungen) spielen
eine Rolle (Hunter et al., 2004).

Bei Schweinen (Flowers et al., 1989) und Schafen (Downing und Scaramuzzi, 1991)
wurden nahrungsbedingte erhohte pulsatile LH-Ausschiittungen gefunden.

Es gibt bestimmte Zuchtlinien, die hohere Ovulationsraten als andere aufweisen. Beim
Schaf handelt es sich unter anderem um die die Rassen Booroola, Inverdale, Romanov und
Finnish Landrace, beim Schwein um das Chinese Meishan Pig (C.M.Pig). Hier sind die
hoheren Ovulationsraten unter anderem durch Unterschiede in der Genexpression von
Oozyten-sezernierter Faktoren wie BMP-15 und GDF-9 (Booroola, Inverdale) sowie durch

Ovulation kleinerer Follikel bedingt (C.M.Pig, chinese meishian Pig).
2.4.6 Tierartliche Unterschiede

Zwischen verschiedenen Tierarten bestehen deutliche Unterschied im Zyklus sowie in
der Anzahl der ovulierenden Follikel. So wird beim Menschen und beim Rind pro Zyklus im
Regelfall nur ein ovulierender Follikel gebildet. Beim Schaf und beim Schwein hingegen tritt
eine groBBere Zahl an ovulierenden Follikeln pro Zyklus auf. Weiterhin bestehen in der Anzahl
der Rekrutierungswellen Unterschiede zwischen den Tierarten. So haben Rind, Schaf und

Ziege mehrere Wellen pro Zyklus und diese Wellen finden auch schon in der lutealen Phase
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des Zyklus statt (Xu et al., 1995). Die zum Zeitpunkt der lutealen Phase gebildeten DF
ovulieren nicht sondern atresieren und geben damit den Weg frei fiir eine neue Follikelwelle.
Beim Rind ovuliert der DF der letzen Welle. Dies entspricht dem Zeitpunkt der Luteolyse und
somit dem Abfall von Progesteron. Dadurch sinkt die hemmende Wirkung von Progesteron
auf die Expression der Gonadotropine, wodurch diese wieder ansteigen kann. Der DF einer
jeden Follikelwelle kann ovulieren, wenn dies hormonell unterstiitzt wird (Fortune et al.,
2001).

Bei der Ratte, dem Schwein und den Primaten besteht eine Entwicklung iiber das
Stadium des kleinen antralen Follikels hinaus und somit die Entwicklung eines DF nur

wihrend der follikuldren Phase eines jeden Zyklus.

Tabelle 2.3 Zyklus und tierartliche Besonderheiten

Maus Ratte Schaf Rind Schwein
Po Po Po Mo Po
Rekrutie- 1 Tag 1 Tag 2 Tage
rungsfenster
Anzahl der Follikel- | 1 1 34 2-3, teilweise 4 1
Wellen
Anzahl der Follikel 3-10 10-15 Jungsauen
pro Kohorte 15-25 Altsauen
Anzahl ovulierender 1-2? 1 10-11
Follikel

Po: Polyovulatorisch; Mo: Monoovulatorisch

2.5 Tabelle Follikelgrof3e

Es gibt verschiedene Einteilungen und Klassifizierungen der Follikel. So gibt es die
Unterscheidung in Gonadotropin-unabhingige und Gonadotropin-abhéngige Follikel. Weiter
werden priantrale und antrale Follikel unterschieden, wobei einige Autoren zwischen friihen,
spaten und mittleren antralen Follikeln differenzieren.

Die in den folgenden Kapiteln gewihlte Klassifikation lehnt sich an jene von Lundy et

al. (1999) an.
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Tabelle 2.4 Klassifikation der Follikel

Typ 1 Primordialfollikel

Typ la Ubergang zwischen Primordial- und Primérfollikel, Transitionsfollikel
Typ 2 Primérfollikel

Typ 3 Sekundirfollikel, kleiner priantraler Follikel

Typ 4 groBer préantraler Follikel

Typ 5 antraler Follikel

3 Endokrine Faktoren der Follikulogenese

3.1 Gonadotropin Releasing Hormone (GnRH)
3.1.1 Struktur von GnRH

GnRH (Gonadotropin releasing hormone, Gonadoliberin) ist ein von den GnRH-
Neuronen des Hypothalamus produzierter Botenstoff. Er ist besonders fiir die Regulation der
Sekretion von FSH und LH zustdndig. Die GnRH-Neurone stammen aus der olfaktorischen
Plakode (Schwanzel-Fukuda und Pfaff, 1989) und wandern im Laufe der friihen fetalen
Entwicklung in das rostrale Vorderhirn ein. Sie erreichen ihr endgiiltiges Zielgebiet kurz vor
der Geburt (Jennes und Conn, 1994). Bei der Geburt sind die Axone der GnRH-Neurone noch
sehr kurz und entwickeln sich wihrend ersten zwei bis drei postpartalen Wochen weiter
(Jennes und Conn, 1994). Es gibt beim Menschen circa 1500-2000 GnRH Neurone.

GnRH wurde erstmals von den Arbeitsgruppen von Schally (Schally et al., 1971) und
Guillemin (Guillemin, 1977) isoliert und seine Struktur vollig aufgeklért. Dafiir bekamen die
Autoren im Jahre 1977 den Nobelpreis verlichen. GnRH ist ein Dekapeptid und existiert bei
den Haussdugetieren in verschiedenen Isoformen. Beim Menschen wurden hingegen nur zwei
Isoformen gefunden (King und Millar, 1980, Neill, 2002). Das Gen fiir GnRH-I ist beim
Menschen auf Chromosom 8p21-p11.2 lokalisiert, das fiir GnRH-II auf Chromosom 20p13
(Wierman ME, 1996, Limonta et al., 2003, Harrison et al., 2004).

34



Tabelle 3.1 AS-Sequenz, welche an dem Aufbau der GnRH beteiligt sind

Faktor |IAminosduresequenzen Quelle
GnRH-I pGlu-His-Trp- Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly- Millar et al., 2001
INH2
GnRH-II pGlu-His-Trp-Ser-His-Gly- Trp-Tyr-Pro-Gly-NH2 |Counis et al., 2005
"chicken-
GnRH"
Abkiirzungen:
Glu: Glutamin Ser Serin
His Histidin Tyr Tyrosin
Trp Triptophan Gly Glycin
Leu Leucin Arg Arginin
Pro Prolin

GnRH-II wurde erstmals im Gehirn des Huhns gefunden (chicken-GnRH). GnRH-II
ist hoch-konserviert und wird vom Fisch bis zum Homo Sapiens exprimiert. Im Menschen
wurde die Expression von GnRH-II von White et al. gezeigt (White et al., 1998). Seine genaue
Funktion bei den Sdugetieren ist nicht geklart (Hapgood et al., 2005). GnRH-III (Millar et al.,
2001) wurde bisher nur beim Neunauge nachgewiesen.

GnRH wird als pre-pro-GnRH sezerniert, welches beim Menschen aus 92 AS
(Aminoséduren) besteht. Es enthélt ein 23 AS langes Signal Peptid, gefolgt von dem GnRH
Dekapeptid, einer drei AS langen Spaltstelle und einer 56 AS langen Region, die als GAP
(GnRH associated peptid) bezeichnet wird (Harrison et al., 2004).

Die posttranslationelle Prozessierung verlduft in mehreren Schritten: Spaltung durch
eine Prohormon-Konvertase, Entfernen von AS durch eine Karboxypeptidase, Modifikation
des Aminoende durch eine Glutamylzyklase sowie Modifikation des Karboxyl-Ende durch
eine Monooxygenase (MO) (Wierman ME, 1996, Limonta et al., 2003). Dieser enzymatische
Prozess erzeugt GnRH und GAP. Fiir GAP wurde noch keine physiologische Funktion

ermittelt.
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Abbildung 3.1 Prepro-GnRH und seine Untereinheiten

Signalpeptid Spaltsielle

29 AS GnRH Delkapeptid 2 AL

GnRH assiziiertes Peptid (GAP)
56 AS

GnRH wird von Neuronen des Hypothalamus sezerniert und in die Portalgefal3e
abgegeben. Es gelangt iiber das hypothalame-hypophysére Pfortadersystem in den
Hypophysenvorderlappen. Dort reguliert es die Synthese und die Expression der
Gonadotropine LH und FSH. Die Expression von GnRH-I und GnRH-II auch in Organen wie
der Niere, dem Knochenmark und der Prostata deutet auf weitere autokrine, parakrine und
endokrine extrahypophysire Funktionen fiir das GnRH und GnRH-R (Hapgood et al., 2005).

GnRH wird pulsatil ausgeschiittet und wirkt an den GnRH-Rezeptoren (Knobil, 1988,
Knobil, 1990). Man spricht von einem GnRH-Pulsgenerator. Dieser ist neonatal aktiv wird
aber nach der Geburt bis zur Geschlechtsreife unterdriickt. Bei diesen Prozessen spielt GABA
eine zentrale Rolle (Terasawa und Fernandez, 2001). Die pulsatile Ausschiittung ist von
zentraler Bedeutung fiir die Gonadotropin-Sekretion. Versuche mit GnRH-Analoga und
Antagonisten haben gezeigt, dass sich eine kontinuierliche Stimulation durch GnRH negativ

auf die Produktion von LH und FSH auswirkt (Neill, 2002).
3.1.2 Biosynthese und Sekretion von GnRH

Die GnRH-Neuronen des Hypothalamus sind an der Regulation des
Fortpflanzungsgeschehens entscheidend beteiligt. Sie sind in ein komplexes Netzwerk von
anderen Nervenzellen integriert, die Neurotransmitter, Neuropeptide, Zytokine und

Wachstumsfaktoren freisetzen, welche die Biosynthese und Sekretion von GnRH modulieren
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(z.B. GABAerge-Neurone, Astrozyten, etc. Dieses Netzwerk wurde von Knobil, einem der
Pioniere der neuroendokrinen Forschung, als GnRH-Pulsgenerator bezeichnet) (Knobil,
1990).

Eine prazise eingestellte, von Spezies zu Spezies geringfiigig variierende GnRH-
Pulsfrequenz ermdglicht eine ausreichende Gonadotropin-Sekretion. Auf den Pulsgenerator
wirken vielfdltige interne und externe Signale. Zu den internen Signalen gehdren die
intrinsischen Rhythmen, der metabolische Zustand sowie das hormonelle Milieu. Externe, von
der Umwelt stammende Signale sind zum Beispiel Stress, Licht und Temperatur.

Die Expression von GnRH wird von vielen autokrinen und parakrinen Faktoren
beeinflusst. Die ovariellen Ostrogene kénnen kontextabhiingig eine positive oder negative
Wirkung auf die Sekretion von GnRH ausiiben. Normalerweise iibt Ostrogen eine negative
Wirkung auf die GnRH-Expression aus. Allerdings verdndert sich diese Riickkopplung zu
einer positiven gegen Ende der follikuldren Phase und bedingt damit einen GnRH-Peak
(Christian und Moenter, 2007). GnRH {ibt seinerseits eine positive Wirkung auf die Sekretion
von FSH und LH aus, was die Expression von Ostrogen positiv beeinflusst. Somit ist hier eine
negative/positive Riickkoplungsschleife gegeben (Clarke, 1988). Hingegen ist noch ungeklart,
ob die GnRH-Neurone Ostrogenrezeptoren (ER) exprimieren (Wintermantel et al., 2006).
Allerdings zeigen ER-Knock-out Miuse keine normale homeostatische Regulation der
GnRH/LH-Achse und sind infertil (Couse und Korach, 1999). Damit scheint sicher, dass
Ostrogen bei der Regulation der GnRH-Sekretion eine Rolle spielt.

Progesteron und Testosteron stellen zwei weitere Steroide dar, welche die Expression
von GnRH beeinflussen. Auch sie wirken indirekt {iber afferente Neurone, die tiber
Neurotransmitter die GnRH-Neurone stimulieren. Progesteron iibt, wie auch Ostrogen, einen
negativen Feedback auf GnRH aus, allerdings wirkt dieser eher auf die GnRH-Sekretion als
auf die GnRH-Expression (Robinson et al., 2000). Weiterhin ist ein "Progesteron-Priming" fiir
den positiven Feedbackmechanismus von Ostrogen essentiell (Caraty und Skinner, 1999).

Da die GnRH-Neurone wahrscheinlich keine Steroidrezeptoren aufweisen, wird die
Wirkung der Steroide indirekt {iber andere Neurone, die Steroidrezeptoren exprimieren,
vermittelt. Dazu gehoren aminerge, peptiderge sowie GABAerge Neurone. Des Weiteren
kommen auch Gliazellen als Transmitter der steroiden Wirkung in Frage.

Dies soll am Beispiel GABAerger Neurone kurz dargestellt werden: hypothalamische
GABAerge Zellen exprimieren ER, und GnRH-Neurone exprimieren den GABA 4.Rezeptor.

Uber den GABA AR konnen, je nach intrazelluldrer Chlorid-Konzentration, die Zellen
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entweder stimuliert oder inhibiert werden. Ostradiol inhibiert die Weiterleitung von GABA
wihrend seiner negativen Riickkopplung und wirkt somit negativ auf GnRH, aber erh6ht sie
wihrend des LH/GnRH Peaks und iibt zu dem Zeitpunkt eine positive Riickkopplung auf
GnRH aus (Christian und Moenter, 2007). Allerdings ist es sehr unwahrscheinlich, dass
GABA allein die Feedbackwirkung von Ostrogen vermittelt. GABA wirkt eher im
Zusammenspiel mit anderen Faktoren. Die genaue Kenntnis der Wirkung von GABA bei der
Transmission der Signaltransduktion von Ostradiol sowie die Bestimmung der anderen
beteiligten Faktoren stehen noch aus. Dies wire fiir das Verstdndnis der neuronalen
Reproduktionskontrolle von Bedeutung. Es wiirde, durch Einblick in die Regelkreise, helfen,
krankhafte Verdnderungen, wie das polyzystische ovarielle Syndrom (PCOS), besser zu
verstehen.

Ein weiterer Faktor, der die Expression von GnRH positiv beeinflusst, ist GnRH
selbst. Diese Regulation wird als "Ultrashort-Feedback" bezeichnet. Sie setzt allerdings die
Expression von GnRH-Rezeptoren in den GnRH Neuronen voraus. Diese ist bisher nur bei
Nagern und bei Primaten nachgewiesen (Thind und Goldsmith, 1988, Jennes et al., 1997,
Witkin, 1999).

Ein lokaler, im Gehirn produzierter Faktor, der sich an der Sekretion von GnRH
beteiligt, ist TGFf. Dies wurde in Versuchen, bei denen Gliazellen mit einem Antikorper
gegen TGFP1 inkubiert wurden, gezeigt. Diese Inkubation fiihrte zu einer signifikanten
Reduktion der GnRH-Sekretion. Hingegen fiihrt die Inkubation von GnRH Neuronen mit
TGFp1 zu einer erhohten GnRH-Sekretion (Melcangi et al., 1995).

Weiterhin sind die von den Astrozyten sezernierten Faktoren TGFa und bFGF von
Bedeutung. Beide beeinflussen die Sekretion von GnRH. Es ist sehr wahrscheinlich, dass
Ostrogen indirekt iiber diese beiden Faktoren auf die GnRH-Neurone wirkt (Melcangi et al.,
2001).

Activin und Follistatin sind ebenfalls Faktoren, die flir die autokrine Regulation des
GnRH-Pulsgenerators in Frage kommen. Activin, wie auch Follistatin, wird von den GnRH-
Neuronen sezerniert und iibt sogleich eine autokrine Wirkung iiber eine ultra-kurze
Riickkoplungsschleife auf die GnRH-Neurone aus. Activin scheint zwar nicht an der
Erzeugung der GnRH-Pulse beteiligt zu sein, aber dieser autokrine Faktor moduliert
wahrscheinlich die GnRH-Pulsfrequenz und/oder deren Amplitude (MacConell et al., 1998).

Bedingt durch die wechselnde Konzentration an ovariellen Steroiden wéhrend des

Sexualzyklus verdandert sich in weiblichen Tieren die Aktivitdt der GnRH-Neurone. Die
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maximale Expression und Sekretion von GnRH ist periovulatorisch zu finden. Wie schon
beschrieben, sind die primiren Modulatoren der GnRH-Expression und Sekretion Ostradiol
sowie die Wachstumsfaktoren TGFB1, TGFa und bFGF. An den GnRH-Pulsen selbst sind die
Ostrogene nicht beteiligt, sie beeinflussen allerdings indirekt iiber GABA die Amplitude
sowie die Frequenz dieser Pulse (Melcangi et al., 2001).

Neurotransmitter, welche an der Entstehung sowie an der Modulierung der GnRH-
Pulse beteiligt sind, sind Noradrenalin, Dopamin, Glutamat, Endorphin sowie
Stickstoffmonooxid. Weitere Faktoren, die die GnRH-Sekretion beeinflussen sind Leptin,
olfaktorische Stimuli sowie die Photoperiode.

Der Leptin-Pegel ist eng an die Nahrungsmittelzufuhr gekoppelt. Menschen, die ihre
Nahrungsmittelzufuhr stark reduzieren, haben einen gestorten Leptin-Haushalt und verénderte
Leptinwerte, welche wiederum den Zyklus beeinflussen (Caprio et al., 2001, Tena-Sempere,
2007).

Bei einigen Tieren spielen olfaktorische Stimuli fiir die LH-Sekretion eine grof3e Rolle.
So fiihrt beim Schaf zum Beispiel die Anwesenheit eines mannlichen Tieres zu einer erhéhten
GnRH-Ausschiittung und zur Induktion eines LH-Peaks.

Die Photoperiode iibt ebenfalls eine starke Wirkung auf die GnRH-Sekretion aus. So
sind viele Tiere saisonal polyostrisch (Schaf, Ziege, Pferd, Katze, Fledermaus, Eichhérnchen,
Igel, Frettchen, Nerz und Wildschwein) und reagieren mit einer gesteigerten GnRH-
Ausschiittung auf eine verldngerte oder eine verminderte Tageslichtldnge. So wird der GnRH-
induzierte LH-Peak beim Pferd durch eine verlédngerte Photoperiode ausgelost. Beim Schaf

hingegen fiihrt eine verminderte Photoperiode zur Induktion der Zyklen.
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Tabelle 3.2 Faktoren, die die GnRH-Sekretion beeinflussen

Faktor Wirkung |Autoren
GnRH (GnRH iibt einen positiven Feedback-Mechanismus auf die Jennes et al., 1997
GnRH-Expression aus Witkin, 1999
Ostrogen [ndirekte Wirkung iiber afferente Neurone Bakker und Baum, 2000
Progesteron Ostrogen iibt im Allgemeinen ein negatives Feedback auf Chrsitian und Moenter, 2007
Testosteron GnRH aus, auer gegen Ende der follikuldren Phase. Robinson et al., 2000
Progesteron iibt ebenfalls ein negatives Feedback auf GnRH
aus
Activin Activin und Follistatin werden lokal in dem Hypothalamus MacConnel et al., 1998
Inhibin produziert und wirken sich auf die Pulsamplitude und -
frequenz aus
TGFa lerhoht als lokal sezernierter Faktor die GnRH Sekretion Melcangi et al., 1995
TGFp TGFp und bFGF beeinflussen ebenfalls positiv die Expression [Melcangi et al., 2001
bFGF von GnRH
Photoperiode  |Die Photoperiode iibt je nach Tierart eine positive oder auch  [Bakker und Baum, 2000
Leptin negative Wirkung auf den Zyklus aus.

Durch unterschiedliche Nahrungsmittelzufuhr verdnderte
Leptinwerte beeinflussen den Zyklus

Caprio et al., 2001
Tena-sempere, 2007

GnRH: Gonadotropin releasing hormone, TGFa: Transforming growth factor o, bFGF: basic fibroblast growth
factor, TGFp: Transforming growth factor

3.1.3 Gonadotropin-releasing Hormone Rezeptor (GnRH-R)

Es gibt mindestens zwei GnRH-Rezeptoren (GnRH-R): GnRH-RI und GnRH-RIIL.

Beide GnRH-Isoformen konnen an beide Rezeptoren binden, jedoch weist GnRH-RI eine 48-
fach hohere Affinitét fiir GnRH-I und GnRH-RII eine 421-fach héhere Affinitat fiir GnRH-
RII auf (Millar et al., 2001, Gault et al., 2003).

Die Genstruktur von GnRHR-I wurde bei der Maus, beim Schwein, beim Menschen

und beim Schaf charakterisiert (Zhou und Sealfon, 1994, Fan et al., 1995, Campion et al.,
1996, Jiang et al., 2001). Die GNRH-R-Gene dieser Spezies besitzen einen hohen Grad an

Homologie der kodierenden Region. Sie bestehen aus drei Exons, welche durch zwei Introns

getrennt werden (Hapgood et al., 2005).
Beim Menschen befindet sich das Gen fiir GnRH-RI auf Chromosom 4, und es gibt

zwei Genkandidaten fiir GnRH-RII. Der erste liegt auf Chromosom 1, der zweite auf

Chromosom 14 (Neill, 2002, Millar, 2003). Sowohl die Transkripte von GnRH-RI als auch

von GnRH-RII sind in den hypophyséren als auch in einigen extrahypophysiren Geweben,

z.B. in der Milchdriise, nachweisbar (Hapgood et al., 2005).
Seit Mitte der achtziger Jahre wird der GnRH-Rezeptor (GnRH-R) zur Familie der G-

Protein gekoppelten Rezeptoren gerechnet (Andrews et al., 1986). Er besteht aus sieben

transmembrandsen alpha-Helix-Anteilen (Heptahelikale Struktur), die eine Linganden-

bindende-Tasche bilden und aus drei extrazelluldren Schleifen, die fiir die Ligandenbindung

40




und die Signaltransduktion wichtig sind (Millar et al., 2004). Das auffalligste Merkmal des
Séugetier-GnRH-RI ist das Fehlen des zytoplasmatischen C-Endes. Das C-Ende ist bei den G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR, G-Protein-coupled Receptor) die Zielstruktur fiir die
GPCR-Kinasen. Sie inaktivieren dort den Rezeptor (Ferguson et al., 1996). Da dieser Anteil
dem GnRH-RI fehlt, konnen die GPCR-Kinasen den GnRH-Rezeptor nicht inaktivieren.

Wie bereits erwdhnt, gehort der GnRH-Rezeptor zur Gruppe der G-Protein
gekoppelten Rezeptoren. Das durch die Bindung des Liganden an den Rezeptor aktivierte G-
Protein aktiviert die Phospholipase C (PLC, B-Isoform). PLC spaltet Phosphatidylinositol-
triphosphat (PIP3) in Diacylglycerol (DAG) und 1,4,5 Inosit Triphosphat (IP3). IP3 entleert
die intrazelluliren Ca'"-Speicher. DAG stimuliert zusammen mit PKC (Protein Kinase C) den
Ca''-Einstrom iiber die spannungsabhingigen Ca' -Kanile (Stojilkovic et al., 1994). GnHR
kann tiber PKC ebenfalls MAPK (mitogen activating protein kinase) aktivieren. Somit
stimuliert GnRH die Expression der Gonadotropine FSH und LH (Naor et al., 2000). GnRH
induziert ebenfalls die Phospholipasen D und A2 und die Produktion von cAMP (Horton und
Halvorson, 2004, Burger et al., 2004a).

Weiter sind hier Verstirker oder Enhancer des GnRH-R Promotors beteiligt. Sie
bestehen aus einer dreiteiligen Bindungstelle fiir SF-1, AP-1 und einem Element, dass
urspriinglich GnRH-R-activating Sequence (GRAS) genannt wurde (Duval et al., 1997, Jeong
et al., 2004). Experimente an transgenen Méusen haben zur Hypothese eines Gewebe-
spezifischen Promotors geflihrt. (McCue et al., 1997). Die GnRH-R Promotoren von Mensch
(mit 18 Transkriptions-Startstellen) und Schaf sind viel komplexer als die von Maus und Ratte

(mit jeweils 5 Transkriptions-Starstellen) (Jeong et al., 2004).
3.1.4 GnRH-induzierte Genexpression

GnRH ist der wichtigste Faktor bei der Synthese und der Freisetzung der
Gonadotropine. Versuche, bei denen die Wirkung von GnRH limitiert oder sogar unterdriickt
wurde, haben das verdeutlicht. Ebenfalls von groer Bedeutung fiir die Synthese und die
Sekretion der Gonadotropine ist die Pulsatilitit der GnRH-Ausschiittung. Experimente mit
vermehrter Gabe von GnRH-Agonisten, durch die die Pulsatilitit aufgehoben wurde, haben
dies verdeutlicht (Neill, 2002). Hinzu kommt, dass Tiere oder Menschen mit natiirlichen
genetischen Defekten in den Genen fiir GnRH keine GnRH-Produktion aufweisen. Bei allen
Tieren ldsst sich durch pulsatile GnRH-Gabe die Synthese und die Sekretion der gonadotropen
Zellen leicht wiederherstellen (Neill, 2002, Harrison et al., 2004).
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Wenn tiber die Wirkung von GnRH gesprochen wird, so ist meistens die Wirkung von
GnRH-I gemeint. Die physiologische Wirkung von GnRH-II ist bis jetzt noch nicht bekannt
(Gault et al., 2003).

GnRH besitzt eine differentielle Wirkung auf die a- und B-Untereinheiten von LH und
FSH. GnRH ist zwar fiir die Expression von beiden Hormonen essentiell, aber eine kurze
Behandlung mit Gonadotropin-Antagonisten fiihrt bei Mensch, Ratte und Schaf nur zu einem
leichten Abfall von FSH wihrend LH stark vermindert wird. Dadurch wird klar, dass GnRH
unterschiedlich auf LH und FSH wirkt. Wie genau diese differentielle Wirkung von GnRH auf
die Hormone und ihre Untereinheiten stattfindet ist nicht sicher. Klar ist jedoch, dass eine
hohe Pulsfrequenz zu einer hohen LH-Produktion fiihrt. Ebenso fiihren niedrige Frequenzen
zu einer vermehrten FSH-Sekretion (Dalkin et al., 1989, Kaiser et al., 1997, Molter-Gerard et
al., 1999). Weiter weill man, dass im Vergleich zu den B-Untereinheiten die a-Untereinheiten
immer vermehrt exprimiert werden und somit die B-Untereinheiten die limitierenden Faktoren
der Gonadotropinproduktion darstellen.

GnRH induziert die Expression von liber 200 Genen (Kakar et al., 2003). Darunter
sind Gene, die an der Signaltransduktion der Gonadotropine beteiligt sind (der GnRH
Rezeptor selbst, NOS, PKA, PKC) sowie ein Teil seiner Transkriptionsfaktoren (c-Fos, c-Jun
oder Erg-1). GnRH reguliert weiter die Expression seines eigenen Rezeptors.

Die genauen Vorginge der differentiellen Aktivierung von FSHf und LHP durch
GnRH sind noch weitestgehend ungeklért. Aller Wahrscheinlichkeit nach sind einige AP-1
(Activating protein 1) Domédnen und PKC involviert (Huang et al., 2001). An dieser
differentiellen Aktivierung sind aber sicher noch viele weitere Faktoren beteiligt. So spielen
hier die GnRH-Rezeptoren eine zentrale Rolle. Weiter sind autokrine und parakrine Faktoren
und ovarielle Steroide (Androgene und Ostrogene) involviert. Die genaueren Zusammenhinge
und Wirkungen dieser Faktoren auf die differentielle Expression der Untereinheiten werden

bei LH und FSH beschrieben.

3.2 Follikel Stimulierendes Hormon (FSH)

Die Synthese und die Sekretion von FSH (wie auch von LH) in der Hypophyse wird
von einem komplexen Zusammenspiel hypothalamischer, gonadaler und hypophysérer
Faktoren reguliert. Die hypothalamische Produktion von GnRH spielt fiir die Fertilitdt eine
zentrale Rolle, da GnRH die Synthese von FSH (und auch von LH induziert). Die Synthese

dieser beiden Hormone wird aber nicht nur von GnRH, sondern auch noch von vielen anderen
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Faktoren beeinflusst. Dabei spielen verschiedene Riickkopplungsmechanismen eine wichtige
Rolle. Activine und Inhibine sind hier ebenfalls involviert. Weiter wird die Expression der
Gonadotropine von verschiedenen parakrinen Faktoren wie z.B. IGF, EGF, TGFa beeinflusst.
Im Folgenden wird auf die Expression und Sekretion dieser beiden hypophyséren
Hormone eingegangen, wobei auch die dabei ablaufenden auto- und parakrinen Mechanismen

berticksichtigt werden.
3.2.1 FSH-Struktur

FSH gehort wie auch LH zur Familie der Glykoproteinhormone, die bei den
Saugetieren aus 3 Mitgliedern besteht, und auch noch TSH (Thyreotropes Hormon) beinhaltet.
Bei den Primaten und den Equiden kommt noch ein viertes Hormon, das plazentare
Gonadotropin (CG) hinzu, das wéhrend der Graviditit produziert wird (Leigh und Stewart,
1990). Diese Hormone werden, mit Ausnahme von CG, welches in der Plazenta entsteht, in
der Hypophyse produziert.

Die Hormone haben alle eine strukturelle Ahnlichkeit und bestehen jeweils aus einer
a- und einer B-Untereinheit. Diese beiden Untereinheiten bilden {iber eine nicht-kovalente
Verbindung ein Heterodimer.

Die a-Untereinheit ist fiir alle Glykoproteinhormone einer Spezies identisch, ob sie
nun hypophysérer oder plazentarer Herkunft sind. Sie besteht aus 96 AS, auf3er bei Mensch
und Primaten (92 AS). Sie beinhaltet 10 Cysteinreste, in invariabler Position die alle an der
Bildung von Disulfidbriicken beteiligt sind. 1981 wurde von Fiddes et al. die
Nukleotidsequenz der a-Untereinheit (UE) ermittelt. Sie besteht aus 4 Exons und 3 Introns,
was ebenfalls beim Rind (Burnside et al., 1988) und bei der Ratte nachgewiesen wurde
(Goodwin et al., 1983). Die Gene fiir die FSH a-UE sind beim Menschen auf Chromosom 6
(locus 6q12-6921) (Vegetti und Alagna, 2006) und bei der Maus auf Chromosom 4 lokalisiert.

Die B-Untereinheit ist fiir jedes Hormon spezifisch. Sie besteht je nach Tierart aus 111
(hFSH, humanes FSH) bis 145 AS, enthélt 12 Cysteine und bildet somit 6 Disulfidbriicken.
Das Gen fiir die B-UE ist beim Menschen auf Chromosom 11 (Vegetti und Alagna, 2006), bei
der Maus auf Chromosom 2, beim Schwein ebenfalls auf Chromosom 2 und beim Rind auf
Chromosom 15 gelegen.

Es gibt verschiedene FSH-Isoformen mit unterschiedlicher Wirkung auf die Gonaden
(Vegetti und Alagna, 2006). Die Isoformen haben eine gleiche Primérstruktur, jedoch

unterschiedliche elektrische Ladungen, wodurch sie verschiedene Halbwertszeiten,
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unterschiedliche Rezeptoraffinitdten und somit auch verschiedene biologische Aktivititen
aufweisen (Ulloa-Aguirre et al., 1995, Zambrano et al., 1996). Weniger saure Isoformen
stimulieren eher die Aromatase, saure Isoformen eher die a-Inhibin mRNA-Produktion

(Timossi et al., 2000).
3.2.2 FSH-Expression

Die Expression von FSH wird iiber unterschiedliche Mechanismen induziert.
Besonders wichtig fiir die Expression von FSH und LH ist GnRH. GnRH fiihrt iiber seinen
GnRH-Rezeptor zur Aktivierung des FSH-Promotors. GnRH fiihrt aber ebenfalls zu der
Expression von LH. Da nun GnRH an der Expression beider Gonadotropine beteiligt ist, stellt
sich die Frage, ob GnRH die Expression der beiden Gonadotropine unterschiedlich regulieren
kann. Die Pulsfrequenz von GnRH spielt hier eine zentrale Bedeutung. Es ist seit langerem
bekannt, dass eine sehr hohe GnRH-Pulsfrequenz die Expression der a-Untereinheit, eine
hohe Pulsfrequenz die Expression von LH-f, eine niedrigere Pulsfrequenz die Expression von
FSH-f stimuliert (Dalkin et al., 1989, Molter-Gerard et al., 1999). Fraglich ist, welche
Mechanismen an der differenzierten Regulation von LH und FSH durch GnRH mitwirken.
Bedecarrat et al. (2003) haben gezeigt, dass die Expression von GnRH-R je nach
unterschiedlicher GnRH-Pulsatilitit variiert und somit GnRH-R maf3geblich an der
differentiellen Regulation von LH-$ und FSH-f beteiligt ist. Ferris et al. (2006) haben diese
differenzierte Regulation genauer untersucht und gelangten zu der Uberzeugung, diese finde
auf drei Ebenen statt:

e Aufder Ebene der Signaltransduktion
e Auf der Ebene der Proteine und

e Aufder Ebene der Transkriptionsfaktoren.

Sie kommen zu dem Schluss, dass das Pulsintervall von GnRH sich auf die Expression
einiger Aktivator-Proteine und inhibitorischer Proteine auswirkt. Die Proteine bendtigen fiir
ithre Transkription unterschiedliche Pulsfrequenzen und regulieren somit differentiell die
Promotoren der drei Gonadotropin-Gene.

Die Zellen des vorderen Hypophysenlappens werden durch GnRH stimuliert
beziehungsweise von Feedbacksignalen aus den Zielzellen negativ reguliert. Nach friiherer
Ansicht sollten die Zellen der Hypophyse unabhédngig voneinander funktionieren. Neuere

Ergebnisse zeigen aber, dass die Zellen der Hypophyse sehr wohl kommunizieren und
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ebenfalls Hormone sowie lokale Wachstumsfaktoren produzieren. Die Expression von FSH
wird auller von GnRH auch noch von weiteren Mechanismen reguliert, wobei sowohl autokrin
als auch parakrin wirkende Faktoren von Bedeutung sind. Daneben spielen aber auch
Riickkopplungsschleifen von Steroiden und Wachstumsfaktoren eine Rolle (Pernasetti et al.,
2001).

In der Hypophyse sind die Gonadotropin-produzierenden Zellen von den
follikulostelldren Zellen umgeben. Follikulostelldre Zellen (FS-Zellen) représentieren ca. 5-
10% aller Zellen der Hypophyse und haben eine charakteristische, sternférmige Morphologie.
Sie formen ein zelluldres Netzwerk und umgeben mit ihren langen Zellausldufern endokrine
Zellen des Vorderlappens. FS-Zellen sind mit hormonproduzierenden Zellen und
untereinander {iber Gap Junctions verbunden (Morand et al, 1996) und transduzieren
elektrophysiologische Signale. Die follikulostelldren Zellen produzieren verschiedene
Faktoren. Darunter befinden sich das Pituitary adenylatcyclase activating protein (PACAP),
der ,,Vascular endothelial growth factor* (VEGF), Follistatin, der ,,Epidermal growth factor*
(EGF), der ,,basische Fibroblast growth factor (bFGF), der ,,Insulinlike growth factor* (IGF-
I), der ,,Nerve growth factor* (NGF), der ,,transforming growth factor alpha” (TGF-a), der
Ltransforming growth factor beta-2 (TGF-2), Interleukin-1 (IL-1p), IL-6, Leukemia
inhibiting Factor (LIF) und noch einige weitere (Winters und Moore, 2007).

Diese Faktoren sind, insbesondere PACAP und Follistatin, an der Synthese und der
Sekretion von FSH beteiligt. PACAP erhoht die Transkription der a-UE, verlangert die
Halbwertszeit von LH-p und reduziert die mRNA-Konzentration von FSH-. Follistatin
blockiert Activin und verhindert somit dessen positive Wirkung auf die Expression von FSH.
Die Expression von Follistatin scheint unter anderem von PACAP reguliert zu werden
(Attardi und Winters, 1998). Somit sind Follistatin und PACAP an einem intrahypophysarem
Kontrollmechnismus beteiligt, iiber den sie die Expression von LH verstirken und die
Expression von FSH vermindern. Es bleibt zu kldren, welche genaue Bedeutungen die
anderen von den follikulostelldren Zellen sezernierten Faktoren haben und ob sie an der
Expression von FSH sowie LH beteiligt sind.

Activin, Inhibin und Follistatin wirken alle drei regulatorisch auf die Sekretion der
Gonadotropine und somit auf die Sekretion von FSH. Activin fordert die Expression von FSH
in der Hypophyse (Gregory und Kaiser, 2004, Gregory et al., 2005). Weiter wirken GnRH und
Activin teils unabhingig von einander teils aber auch synergistisch auf die Expression von

FSH-B (Coss et al., 2007). Inhibin hemmt die Wirkung von Activin und somit auch die
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Expression von FSH (Gregory und Kaiser, 2004). Follistatin bindet mit starker Affinitét an
Activin und verhindert so dessen Rezeptorbindung. Dadurch hemmt Follistatin ebenfalls die
positive Wirkung von Activin auf die Expression von FSH (Gregory und Kaiser, 2004).

BMP-2 ist ebenfalls ein wichtiger parakriner Coregulator der FSH-Synthese in den
gonadotropen Zellen (Lee et al., 2007). Uber die Bedeutung von BMP-6 und BMP-7 gibt es
Kontroversen. Huang et al. (2001) haben fiir diese beiden Mitglieder der ,,Bone
morphogenetic protein®“- (BMP) Familie eine positive Wirkung auf die Expression der FSH-[3
sowie der LH-B-Untereinheit nachgewiesen. Allerdings werfen sie die Frage auf, ob diese
Faktoren als Homodimere oder als Heterodimere wirken. Alle drei Transkriptionsfaktoren
(BMP-2, BMP-6 und BMP-7) sind in der Hypophyse der Maus zu finden. In vielen Geweben
haben Heterodimere von BMP-2/BMP-7 sowie von BMP-4/BMP-7 eine weitaus starkere
Wirkung als die Homodimere (Aono et al., 1995, Israel et al., 1996). Man vermutet, dass auch
in der Hypophyse Heterodimere gebildet werden und dass auch diese eine starkere Wirkung
als die Homodimere entfalten. Diese Hypothese muss allerdings erst verifiziert werden.
Otsuka und Shimasaki (2002b) haben ebenfalls die Wirkung von BMP-6 und BMP-7 auf die
Expression von FSH und LH untersucht. In ihrem Zellkultursystem aus hypophysiren Zellen
haben sie keine Wirkung von BMP-6 oder BMP-7 auf die Expression und Sekretion von LH
oder von FSH nachweisen konnen (Otsuka und Shimasaki, 2002b). Ob es sich hierbei um
tierartliche Unterschiede handelt oder diese auf den Versuchsaufbau zuriickzufiihren sind, ist
fraglich. BMP-15 hingegen wurde von Otsuka und Shimasaki (2002) durchaus als potenter
Faktor bei der Induktion der FSH-Synthese betrachtet. Allerdings, im Gegensatz zu den
anderen Faktoren, wirkt BMP-15 nur auf FSH und reguliert die Gonadotropine somit selektiv.

EGF stimuliert ebenfalls die Gonadotropin-Sekretion. Die Wirkung von EGF scheint
durch die Expression von EGFR beeinflusst zu werden, welche im Laufe des Zyklus in den
gonadotropen Zellen stark variiert. EGF diirfte iber zwei Mechanismen auf die Freisetzung
der Gonadotropine wirken: erstens iiber einen indirekten Weg, der auf den Hypothalamus
wirkt und zweitens tiber einen direkten Weg, der auf die Hypophyse wirkt. EGF vermittelt im
Laufe des Zyklus die differentielle Abgabe von FSH und LH (Armstrong und Childs, 1997).
Allerdings gibt es auch negative Ergebnisse iiber die Beteiligung von EGF an der Sekretion
der Gonadotropine. So haben Charidaun et al. (1994) keine direkte Beteiligung von EGF an
der Expression der Gonadotropin-Untereinheiten gefunden.

bFGF ist ebenfalls ein Produkt der follikulostelldren Zellen. Bislang konnte aber keine

Wirkung von bFGF auf die Synthese der Gonadotropine nachgewiesen werden.
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TGF-a wird zwar gleichfalls im Hypophysenvorderlappen exprimiert und sezerniert,
jedoch ist seine Wirkung eher auf eine Replikation der DNA der mammotropen Zellen
gerichtet. TGF-a scheint keinen besonderen Einfluss auf die gonadotropen Zellen zu haben
(Sharma et al., 2003).

Die Wirkung von IGF-I auf die Sekretion der Gonadotropine beschriankt sich im
Wesentlichen auf die Sekretion von LH. Es gibt aber eine Untersuchung iiber die Wirkung
von IGF-I auf die Expression der Gonadotropine, an der FSH ebenfalls beteiligt ist:
Kanematsu et al. (1991) haben diese Wirkung untersucht und festgestellt, dass die
Konzentration beider Gonadotropine in den gonadotropen Zellen nach IGF I-Gabe abnimmt.
Weiter stellten sie fest, dass die Sekretion beider Gonadotropine nach IGF I-Verabreichung
ansteigt.

Als weitere Regulatoren der FSH-3 Expression kommen die gonadalen und adrenalen
Steroide in Frage (Thackray et al., 2006). Diese Hormone beteiligen sich ebenfalls an der
differentiellen Regulation der Gonadotropinsekretion. Androgene sind nach Bindung an
Androgen-Rezeptoren maligeblich an der FSH-Produktion beteiligt (Rice et al., 2007).
Androgen stimuliert direkt die mRNA von FSH-8 sowohl in Zellkulturen als auch in GnRH-
defizienten Ratten (Wierman et al., 1990, Winters et al., 1992). In mehreren Studien wurde die
Wirkung von Androgenen auf FSH-Synthese und Sekretion untersucht. Dabei konnte gezeigt
werden, dass Androgene sowohl iiber ihren Rezeptor und anschlieBender Bindung des
Androgen-Rezeptor-Komplexes an eine Bindungsstelle des FSH-Promotors als auch iiber eine
Modulation der Wirkung von Activin die FSH-Synthese stimulieren (Spady et al., 2004,
Thackray et al., 2006, Burger et al., 2007). Je nach Tierart findet sich eine unterschiedliche
Anzahl von Androgen-response-elements (ARE). So existieren drei beim Schaf und sechs bei
der Maus (Burger et al., 2007).

Die Wirkung von Ostrogen auf die Transkription von FSH-B ist nicht eindeutig
geklirt. Burger et al. (2007) haben keine Wirkung von Ostrogen auf die Transkription von
FSH-mRNA f bei der Ratte nachweisen konnen. In anderen Versuche hingegen wurde,
allerdings nur bei minnlichen Ratten, ein Einfluss von Ostrogen auf die Transkription der
Gonadotropin-Untereinheit nachgewiesen (Burger et al., 2004). Diese Diskrepanz kann auf
geschlechtliche Unterschiede oder auf den Umstand zuriickzufiihren sein, dass beim ersten
Versuchsansatz eine physiologische Ostrogendosis und im zweiten Versuch eine
supraphysiologische Dosis angewandt wurde. Die Wirkung von Ostrogen auf FSH in vivo ist

indirekt, da der Promotor kein Ostrogen-responsives Element und keine Bindungsstelle fiir
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den Ostrogen-Rezeptor aufweist (Miller und Miller, 1996). Der groBe Unterschied in der
Wirkung von Ostrogen und Androgen besteht darin, dass Ostrogene die Expression von FSH
hemmen und nicht stimulieren (Miller und Miller, 1996, Baratta et al., 2001). Somit ist
Ostrogen Teil einer negativen Riickkopplungsschleife zwischen den Gonaden und den
gonadotropen Zellen der Hypophyse. Es gibt auch Hinweise dafiir, dass Ostrogen die
Expression von FSH iiber eine Activin-Komponente moduliert: Ostrogen erhéht die
Expression von hypophysdrem Follistatin und wirkt somit indirekt negativ auf FSH
(Prendergast et al., 2004).

Progesteron ist ebenfalls positiv an der Expression von FSH-f beteiligt. Innerhalb des
FSH-B-Promotors befinden sich beim Schaf sechs “Progesterone-response-elements* (PRE),
bei der Maus drei (Thackray et al., 2006).

Eine dhnliche Wirkung weisen die Glukokortikoide auf. Sie wirken auf der Ebene der
Hypophyse auf FSH, allerdings haben sie keine Wirkung auf LH (Thackray et al., 2006).

Die Kenntnisse iiber die Wirkungen der Steroide auf die Expression von FSH sind
noch unvollstindig. Insbesondere bleibt noch zu klédren, wie die Steroide sich auf die
tierartlichen Unterschiede der FSH Sekretion wéhrend des Zyklus auswirken. Die Aufklarung
der Rolle der Steroide bei Expression und Sekretion von FSH ist fiir das Verstdndnis von
Regulationsstdrungen der Hypophyse, wie z.B. dem polyzystischen ovariellen Syndrom

(PCOS) sehr wichtig und kann eventuell zu neuen Therapieansdtzen flihren.
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Tabelle 3.3 Einfluss von endokrinen und parakrinen Faktoren auf die FSH-Sekretion

Faktor Funktion |Autoren
PACAP Wirkt selektiv auf die Transkription der UE, positiv [Winters und Moore, 2007
auf die a-UE, und negativ auf die FSH-B-UE
Follistatin Blockiert Activin und hemmt somit dessen positive [Winters und Moore, 2007
Wirkung auf FSH in der Hypophyse Gregory und Kaiser, 2004
Activin Fordert die Expression von FSH in der Hypophyse  (Gregory und Kaiser, 2004
Gregory et al., 2005
Inhibin Hemmt die Wirkung von Activin und wirkt somit  |(Gregory und Kaiser, 2004
ebenfalls negativ auf FSH
BMP-2 Co-regulator der FSH Synthese Lee et al., 2007
BMP-6 Wirkung auf FSH in der Hypophyse fraglich Huang et al., 2001
Otsuka et al., 2002
BMP-7 Wirkung auf FSH in der Hypophyse fraglich Huang et al., 2001
Otsuka et al., 2002
BMP-15 [Potentieller Faktor bei der Induktion der FSH- Otsuka et al., 2002
Synthese
EGF Vermittelt im Laufe des Zyklus die differentielle IArmstrong et al., 1997
Abgabe von FSH und LH
bFGF INoch keine Wirkung an der Expression/Sekretion der
Gonadotropine nachgewiesen
TGFa 'Wird im HVL exprimiert, jedoch ohne besondere Sharma et al., 2003
Wirkung auf die gonadotropen Zellen
IGF-I Steigert die Sekretion beider Gonadotropine Kanematsu et al., 1991
Androgen st maBBgeblich an der Produktion von FSH beteiligt [Rice et al., 2007
Ostrogen Wirkung von Ostrogen auf die FSH-Sekretion
ungewiss
Progesteron Positive Wirkung auf die FSH-Expression Thackray et al., 2006

PACAP: Pituitary adenylat cyclase activating peptide, BMP: Bone morphogenetic protein, EGF: epidermal
growth factor, bFGF: basic fibroblast growth factor, TGFa: Transforming growth factor o, IFG-I: Insulin growth
factor I

3.2.3 Der FSH-Rezeptor (FSH-R) und seine Signaltransduktion

Der FSH-Rezeptor (FSH-R) ist ein Mitglied der Familie der G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren. Dieser Gruppe gehoren auch der LHR, TSHR und GHR an. Die Struktur des
FSH-R-Gens wurde schon bei verschiedenen Tierarten aufgeklirt, so bei Maus, Ratte, Schaf,
Rind, Hund, Zebrafisch, beim Menschen sowie beim Schimpansen (Hermann und Heckert,
2007). Das FSHR-Gen besteht aus zehn Exons und neun Introns. Die ersten neun Exons
kodieren fiir die Ligandenbindende Domine, das letzte kodiert alleine fiir die
Transmembranére- und Intrazelluldre-Domine (Hermann und Heckert, 2007). Bei der Maus
werden vier verschiedene Spleilvarianten gefunden (Tena-Sempere et al., 1999).

In Follikelzellen kann die Expression des FSH-R ab dem Sekundérfollikel
nachgewiesen werden (Oktay et al., 1997, Rice et al., 2007). Die FSH-R-Expression wurde

erstmals im Jahre 1974 in den Granulosazellen gefunden (Zeleznik et al., 1974, Camp et al.,
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1991). Allerdings gibt es auch andere Ergebnisse, nach denen FSH-R auch auf der Oozyte von
priméren bis zu praovulatorischen Follikeln nachweisbar ist (Meduri et al., 2002). Dieses
Ergebnis flihrt zu dem Schluss, dass die Reifung der Oozyte nicht ausschlieBlich durch von
GC sezernierten Faktoren induziert wird, sondern auch von den Oozyten selbst.

Die Expression von FSH-R findet anschlieBend bis zum groB3en antralen Follikel statt.
Die Anzahl der Rezeptoren pro Zelle verdndert sich kaum. Allerdings nimmt im Laufe der
Follikelentwicklung die Anzahl der GC stark zu, so dass die Anzahl der FSH-Rezeptoren
ebenfalls stark ansteigt (Findlay und Drummond, 1999). In dem groB3en antralen Follikel
nimmt die Expression der FSH-R wieder ab und ist zum Zeitpunkt der Selektion beim
Schwein gar nicht mehr vorhanden (Yuan et al., 1996, Abdennebi et al., 1999). Atretische
Follikel exprimieren ebenfalls viel geringere Mengen FSH-R (Yuan et al., 1996). Kontrére
Angaben machen hingegen Bao et al. (1998) zum Rind. Sie finden zum Zeitpunkt der
Selektion keine nennenswerte Unterschiede in der Expression von FSH-R und sprechen sich
somit gegen eine Beteiligung der FSH-Rezeptoren bei der Follikelselektion aus. Ob es sich
tatsdchlich um tierartliche Unterschiede handelt, oder ob diese Unterschiede auf die

verschiedenen Versuchsgestaltungen zuriickzufiihren sind, wird noch kontrovers diskutiert

Tabelle 3.4 Tierartliche Unterschiede in der Expression von FSHR in den Granulosazellen (GC)

Tier Autoren
Ratte IAbnahme der Expression in atretischen Follikeln [Rice et al., 2007
Schaf FSH-R Spiegel sind in grofen antralen Follikeln [Abdennebi et al., 1999
etwas niedriger als in mittelgro3en antralen
Follikeln.
IAbnahme der Expression in atretischen Follikeln
Rind Keine signifikante Veranderung der FSH-R Bao et al., 1995
[Expression in den GC zum Zeitpunkt der
Selektion
Schwein Grofe antrale Follikel weisen gar keine Yuan et al., 1996
[Expression von FSH-R mehr in den GC auf

FSH-R: FSH-Rezeptor, GC: Granulosazellen

Wie schon bei der Expression von FSH beeinflussen auch verschiedene Faktoren die
Expression des FSH-Rezeptors: FSH, cAMP, und Mitglieder der TGF-3 Familie regulieren
die FSH-Rezeptoren herauf, wiahrend EGF und TGFa die FSH-Rezeptoren senken (Tilly et
al., 1992, Findlay und Drummond, 1999).

So wird die Expression von FSH-R bei der Ratte und beim Schwein von FSH
stimuliert (Sites et al., 1994, Minegishi et al., 1995). Bei der Maus wiesen Findlay et al.
(1999) eine Induktion des FSH-R durch FSH nach. In GC-Kulturen der Ratte konnten Tilly et
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al. (1992) eine Erhohung der FSH-Rezeptoren durch FSH zeigen. Luo et al. (2006) konnten
beim Rind keine Beteiligung von FSH bei der Expression von FSH-R nachweisen. Eine
einzelne hohe Dosis von FSH kann allerdings die Expression seines Rezeptors
herunterregulieren (Themmen et al., 1991). Somit fiihrt der FSH-Peak zu einer verminderten
FSH-R Expression und einer Desensibilisierung fiir FSH (Minegishi et al., 1997).

Activin stimuliert sowohl die Expression FSH-R mRNA als auch die Anzahl der
Rezeptoren (Nakamura et al., 1993). Allerdings ist der Mechanismus, iiber welchen Activin
die Expression des FSH-Rezeptors erhoht, nicht ganz klar.

Die Expression von FSH-R wird ebenfalls von Androgenen iiber den Androgen-
Rezeptor stimuliert. Androgen erhoht die FSH-R mRNA in allen FSH-exprimierenden
Follikelstadien (Rice et al., 2007). Diese Ergebnisse beruhen auf Untersuchungen beim
Menschen. Luo et Wiltbank (2006) kamen beim Rind zum gleichen Ergebnis. Androgen agiert
wahrscheinlich als interzelluldrer Regulator der Granulosazellen durch direkte Stimulierung
der FSH-R Expression (Luo und Wiltbank, 2006). Da die Expression der AR auch von FSH
beeinflusst wird, scheinen der AR und FSH sich wechselseitig zu beeinflussen (Rice et al.,
2007). Diese Ergebnisse stellen eine bedeutende Erweiterung des zwei-Zell-zwei-
Gonadotropin Models dar.

FSH stimuliert cAMP in GC. cAMP seinerseits fordert die Expression von FSH-
Rezeptoren (Knecht et al., 1983). Damit wirkt auch cAMP positiv auf die
Follikelentwicklung.

Luo und Wiltbank (2006) sind der Ansicht, dass die Expression von FSH-R
unabhiingig von FSH und Ostrogen ist und somit kein Einfluss von Ostrogen, FSH und
cAMP/PKA auf die Konzentration der FSH-R anzunehmen ist. Ihre Ansicht steht im
Gegensatz zu der von anderen Autoren wie Sites et al. (1994), Minegishi et al. (1995) und
Findlay et al. (1999). Sie alle nehmen eine Induktion der FSH-R Expression durch FSH an.

Ostrogen scheint bei der Expression von FSH-R weniger wichtig zu sein. Allerdings
scheinen basale Ostrogenwerte eventuell doch notwendig zu sein, wie Versuche von Luo et al
(2006) gezeigt haben. Trotzdem ist Ostrogen bei der FSH-R Expression bei weitem nicht so
bedeutend wie die Androgene (Luo und Wiltbank, 2006).

Die Expression von FSH-R wird von BMP-15 gehemmt (Otsuka et al., 2001a). Diese
Wirkung wird von Follistatin, das an BMP-15 bindet, aufgehoben (Otsuka et al., 2001b).
Auch GDF-9, in addquaten Mengen, ist fiir die Expression von FSH-R notwendig (Orisaka et
al., 2006a).
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TGFB1 und der TGFP2 fithren in Ostrogen-behandelten Ratten zu einer erhdhten
Konzentration von FSH-R mRNA, und somit zu einer erhohten Liganden-Bindung (Dunkel et
al., 1994). Hingegen senkt die Behandlung mit TGFa die Expression von FSH-R und
vermindert die stimulatorische Wirkung von TFGB1 oder TGFf2.

Ebenfalls inhibitorisch auf die FSH-R Expression wirkt EGF, welches die Induktion
der Rezeptoren vermindert (Tilly et al., 1992). TGFB, TGFa und EGF sind lokale, im
wachsenden Follikel produzierte Faktoren und modulieren die Wirkung von FSH iiber die
Expression seines Rezeptors (Findlay und Drummond, 1999). Allerdings muss beachtet
werden, dass es auch hier tierartliche Unterschiede bei der Wirkung der verschiedenen
Faktoren gibt. So wirkt TGFf stimulatorisch auf den FSH-R beim Schwein, wihrend es bei
der Ratte eine inhibitorische Wirkung hat. Zu beachten ist, dass diese stimulatorischen und
inhibitorischen Wirkungen nicht ausschlieBlich auf der Expression der Rezeptoren beruhen,
sondern sicherlich teilweise auf der unterschiedlichen Rezeptor-Liganden-Bindung.

FSH wirkt iiber den FSH-R durch eine cAMP-Erh6hung und den PKA-
Signaltransduktionsweg. Zusitzlich zu cAMP/PKA stimuliert FSH die MAPK, die PKB und
fithrt zu der Freisetzung von intrazellulirem Ca™". Allerdings ist die genaue Rolle dieser
Transduktionswege bei der Proliferation und Differenzierung der GC noch nicht geklart
(Zeleznik et al., 2003).

Die jeweilige Wirkung der hier beschriebenen Faktoren auf die Expression der FSH-
Rezeptoren ist sehr unterschiedlich. So bestehen neben den tierartlichen Unterschieden auch
Unterschiede bei der Wirkung auf den FSH-Rezeptor. So stimulieren Activin, cAMP sowie
FSH besonders die Expression der FSH-Rezeptoren (Findlay, 1993) wihrend EGF und TGFa
inhibitorisch wirken (Findlay und Drummond, 1999). Aber nicht nur die Expression der
Rezeptoren wird beeinflusst, sondern auch deren Liganden-Bindung und die nachfolgende
Signaltransduktion.

Weitere Untersuchungen sind notwendig, um ein préziseres Bild iiber die vielfaltigen
Interaktionen zwischen lokalen Wachstumsfaktoren, Gonadotropinen und ihren Rezeptoren

bei der Follikulogenese zu erhalten.
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Tabelle 3.5 Faktoren, welche die FSH-R Genexpression beeinflussen:

'Wirkung / Anmerkung Literatur Tierart
FSH Erhoht die Expression von FSH-R Findley et al., 1999
Erhoht die Expression von FSH-R Sites et al.., 1994 Schwein
[Expression wird erhoht Minegishi., 1995 Ratte
Hat keine Wirkung auf FSH-R Luo et al., 2006 Rind
[Expression
cAMP /Analoga  |[Erhoht die Expression von FSH-R Findley et al., 1999
cAMP/ PKA Keine Wirkung auf FSH-R Expression  [Luo et al., 2006
TGFf Mitglieder |Erhoht die Expression von FSH-R , Findley et al., 1999
'Wirkung eventuell iiber E-Box
Activin [Erhoht die Expression von FSH-R , Findley et al., 1999
'Wirkung eventuell iiber E-Box
EGF Setzt die Expression herab Findley et al., 1999
TGFa Setzt die Expression herab Findley et al., 1999

Androgen iiber AR |A erhoht die Expression von FSH-R Luo et al., 2006
Rice et al., 2007

Ostrogen Basale Ostrogenwerte fiir die FSH-R Luo et al., 2006
[Expression notwendig

BMP-15 [Hemmung der Expression von FSH-R  |Otsuka et al., 2001b

Follistatin Hebt die Hemmende Wirkung von BMP- |Otsuka et al., 2001c
15 auf FSH-R auf

GDF-9 Notwendig fiir Entwicklung vom pra-  |Orisaka, 2006

antralen zum frithen antralen Follikel
FSH: Follikelstimulierendes Hormon, cAMP: cyclic adenosin monophosphat, PKA: Proteinkinase A, TGFp:
Transforming growth factor B, EGF: Epidermal growth factor, TGFa: Transforming growth factor a, AR:
Androgen Rezeptor, BMP-15: Bone morphogenetic protein-15, GDF-9: Growth differenziation factor-9, FSH-R:
FSH Rezeptor,

3.2.4 FSH-induzierte Genexpression

FSH spielt fiir die Follikelentwicklung eine entscheidende Rolle. Es induziert iiber
seinen Rezeptor die Expression einer Reihe von Genen, die an der Proliferation und
Differenzierung der Granulosazellen sowie an der Steroidogenese beteiligt sind. FSH wirkt
allerdings meistens im Zusammenspiel mit weiteren Faktoren, die seine Wirkung auf die
Expression verschiedener Gene unterstiitzen.

Die Proliferation der Granulosazellen ist eines der Hauptmerkmale beim Wachstum
der Follikel. Die Mitosen der Granulosazellen werden eingeleitet durch einen
Konzentrationsanstieg von Cyclin D2 und einen gleichzeitigen Abfall der p27 und p21-
Konzentration. Letztere sind wichtige Zellzyklusregulatoren, welche die Zellen aus dem G, in
das G; Stadium bringen.

FSH fiihrt, sowie cAMP und Ostrogen, zu einem rapiden Anstieg der Cyclin D2-
Konzentration. Dieser Anstieg von Cyclin D2 gilt als einer der Hauptfaktoren fiir die

Proliferation der GC. Sicherlich sind aber weitere Faktoren fiir Proliferation der GC
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verantwortlich, da auch Cyclin D2 Knockout Miuse eine, wenn auch limitierte, Proliferation
der GC aufweisen (Robker und Richards, 1998).

FSH induziert die Expression seines Rezeptors FSH-R (Findlay und Drummond, 1999)
und ist ebenfalls an der Expression der LH-Rezeptors beteiligt (Ascoli et al., 2002, Garverick
et al., 2002).

FSH induziert die Expression verschiedener Enzyme, die an der Steroidogenese
beteiligt sind. So wirkt FSH positiv auf die Expression von P450arom, P450scc, StAR, 3f3-
HSD. Weiters wirkt FSH ebenfalls positiv auf die Expression von ER, sowie auf die a- und
B-Untereinheiten (UE) des Activin/Inhibin-Systems (Hedin et al., 1987, Meunier et al., 1988,
Segaloff et al., 1990, Camp et al., 1991, Richards, 1994, Bao et al., 1998, Findlay und
Drummond, 1999, Sharma et al., 1999, Otsuka et al., 2000, LaVoie et al., 2004). Durch die
Induktion von P450scc und P450arom hat FSH eine Schliisselrolle bei der Follikulogenese
und stellt die treibende Kraft bei der Follikelrekrutierung dar (Garverick et al., 2002).
Weiterhin wirkt FSH noch auf die Expression von CTGF (connective tissue growth factor)
sowie von Cx43 (Connexin 43) (Harlow et al., 2002, Jamnongjit et al., 2005). Diese beiden
Faktoren sind ma3geblich am Aufbau von Zwischenzellverbindungen beteiligt und wirken
sich somit auf die Reifung und Proliferation der GC aus. FSH wirkt sich auch positiv auf die
Expression von BMP-15 aus, wihrend es keinen Einfluss auf die Expression von GDF-9 hat
(Gueripel et al., 2006).

Die Wirkung von FSH kommt in vielen Fillen durch Synergie mit anderen Faktoren,
wie Wachstumsfaktoren, Enzymen und Transkriptionsfaktoren zustande. So ist fiir die
Expression von P450scc bei der Ratte ein Zusammenspiel von FSH und IGF-I fiir die
Expression zwingend notwendig. FSH alleine kann keine Expression von P450scc bewirken.
Im Gegensatz hierzu ist bei der Expression von StAR und 33-HSD kein Mitwirken von IFG-I
notwendig (Eimerl und Orly, 2002). Diese Synergie von FSH und IGF-I tritt auch bei anderen
Tierarten, zum Beispiel beim Schwein, auf (Eimerl und Orly, 2002). Allerdings bestehen
zwischen den Tierarten Unterschiede beziiglich der Wirkung der einzelnen Faktoren auf die
Expression von P450scc. So flihrt bei der Ratte die alleinige Gabe von IGF-I zu keiner
Expression von P450scc (Eimerl und Orly, 2002). In den GC des Schweines hingegen kann
die alleinige Gabe von IGF-I sehr wohl P450scc induzieren (Urban et al., 1990). Uber die
Regulatoren der Transkription, welche die zelluldren Antworten dieser Signale weiterleiten,
ist noch wenig bekannt. Ein wichtiges Protein in diesem Zusammenhang scheint CREBP

(cAMP Responsive Element Binding Protein) zu sein (Sterneck et al., 1997, Pall et al., 1997).
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Tabelle 3.6 Enzyme, Rezeptoren und Wachstumsfaktoren, deren Expression von FSH induziert wird

Faktor IAutoren (unter anderem)

P450arom Bao et al., 1998, LaVoie et al., 2004
P450scc Bao et al., 1998, LaVoie et al., 2004
StAR Bao et al., 1998, LaVoie et al., 2004
3B-HSD Bao et al., 1998, LaVoie et al., 2004
ERB Sharma et al., 1999

- und B-UE Activin/Inhibin [Findlay et al., 1999

CTGF Harlow et al., 2002

BMP-15 Otsuka et al., 2000

P450arom: P 450 Aromatase, P450scc: Cytochrom P450 side chain cleavage, StAR: Steroidogenic acute
regulatory protein, 3f-HSD: 3 beta Hydroxysteroid-dehydrogenase, ERB: Ostrogen Rezeptor 3, UE:
Untereinheiten, CTGF: Connecitve tissue growth factor, BMP-15: Bone morphogenetic Protein 15

3.2.5 Rolle von FSH in der Follikulogenese

FSH ist ein zentrales Element bei der Follikelentwicklung. Die ersten Schritte der
Follikelentwicklung, die initiale Rekrutierung, bei der die Follikel aus dem ruhenden Pool
rekrutiert werden, erfolgen allerdings Gonadotropin-unabhéngig. Die wachsenden Follikel
entwickeln sich auch ohne Anwesenheit von Gonadotropinen zu sekundéren Follikeln. Dies
wurde durch Versuche an hypophysektomierten Mausen deutlich (Campbell et al., 2003,
Webb et al., 2003). Allerdings sind auch diese Follikel Gonadotropin-sensitiv, da erhohte
Konzentrationen von FSH sowie von LH die initiale Rekrutierung beschleunigen (Wang und
Greenwald, 1993, Flaws et al., 1997). Uber welche Faktoren die Gonadotropine hier ihre
Wirkung ausiiben ist noch unklar. Die initiale Rekrutierung wird vor allem von lokalen
stimulierenden und inhibierenden Faktoren reguliert. Darunter befinden sich unter anderem
KL, c-Kit, bFGF, AMH, GDF-9 sowie BMP-15.

Die Abhéngigkeit von FSH ist stark an die Anwesenheit der FSH-Rezeptoren
gekoppelt. Die Follikel produzieren unter anderem Androgene und Progesteron, welche die
Expression der FSH-Rezeptoren beeinflussen.

Ab dem sekundiren Follikel ist das weitere Wachstum gonadotropinabhéngig. Dies
wurde an Versuchen mit hypophysesektomierten Nagern deutlich, bei denen die Follikel ohne
Gonadotropine bald atresieren (Nahum et al., 1996). Hingegen haben Versuche an Follikel-
Kulturen gezeigt, dass die Apoptose in den Follikeln durch FSH-Gabe, aber nicht durch LH-
Gabe, verhindert werden kann. Daraus wird deutlich, dass FSH hier die wesentliche Funktion

besitzt (Chun et al., 1996).
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In der Gonadotropin-abhingigen Phase kommt es zu vielen wichtigen Veranderungen
am Follikel. Er zeigt starkes Wachstum, seine Zellen (ganz besonders die GC) proliferieren
und differenzieren sich. Der erste Schritt bei der Gonadotropin-abhédngigen
Follikelentwicklung ist die zyklische Rekrutierung der Follikel. Dabei werden Follikel, die
schon initial rekrutiert wurden, durch einen Anstieg an FSH vor der Atresie bewahrt (McGee
und Hsueh, 2000).

Bei der Rekrutierung von Follikeln bestehen tierartliche Unterschiede hinsichtlich der
Bedeutung von FSH. So ist FSH bei Schaf und Rind essentiell und unabdingbar fiir das
Uberleben der Follikel. Beim Schwein liuft die Rekrutierung im Detail etwas anders ab. Die
Rekrutierung wird hier wahrscheinlich durch eine Anderung des Verhiltnisses der FSH zu
LH-Ratio reguliert, und nicht allein durch FSH (Lucy et al., 2001). Zusétzlich ist beim
Schwein die follikuldre Phase relativ langer, so dass mehr Follikel rekrutiert werden kénnen.
Weiter fiihrt der FSH-Anstieg zu einer erhohten Expression der FSH-Rezeptoren und LH-
Rezeptoren (McGee und Hsueh, 2000).

VEGF und IGF sind bei der Rekrutierung ebenfalls erhoht und fithren zu héheren
FSH-Konzentrationen und verstiarkter FSH-Wirkung (McGee und Hsueh, 2000). Die FSH-
Zufuhr und Wirkung wird am Follikel durch eine VEGF-induzierte vermehrte Blutzufuhr
sowie durch vermehrte Rezeptorexpression in den GC gewéhrleistet.

Zudem stimuliert FSH die Produktion von Inhibin und Follistatin und verschiebt damit
das Verhiltnis von Activin/Inhibin in Richtung Inhibin. Inhibin steigert die LH-Wirkung in
den TC, wodurch u.a. mehr Androgene gebildet werden, und zur Aromatisierung zu Ostrogen
in den GC vermehrt zur Verfiigung stehen. AuBlerdem fiihrt FSH zu einer Repression des Gens
fiir IGFBP-2, wodurch die Bioverfiigbarkeit von IGF steigt. IGF verstarkt wiederum die
Wirkung von FSH auf die Aromatase in den GC und von LH auf die Androgenproduktion in
den TC (Driancourt, 2001). Unter FSH Wirkung findet somit Wachstum, Proliferation und
Differenzierung der GC, sowie erhohte Steroidsynthese statt.

Die Atresie der nicht-dominanten Follikel kommt durch eine unter den
Rekrutierungsschwellenwert fallende FSH-Konzentration und steigende LH-Konzentration
zustande (Hunter et al., 2004). Die FSH-Konzentration sinkt durch die negative
Riickkopplung iiber Inhibin und Activin, die vom dominanten Follikel sezerniert werden.
Damit wird den anderen rekrutierten Follikeln der entscheidende Wachstumsstimulus

genommen und sie atresieren.
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Fiir das Wachstum der zu ovulierenden Follikel ist FSH von groer Bedeutung.
Wihrend bei Schaf und Rind der LH-Peak der Ausloser der Ovulation ist, antworten die
selektierten Follikel beim Schwein zwar auf diesen LH-Peak, aber der Ovulationszeitpunkt

und die Meiose endet bei den einzelnen Follikeln nicht zur gleichen Zeit (Hunter et al., 2004).

3.3 Luteinisierendes Hormon (LH), Struktur und Expression

LH ist wie FSH ein G-Protein gekoppeltes Glykoproteinhormon, das in der Hypophyse
gebildet und in ihr Kapillarsystem abgegeben wird. Wie FSH besteht es aus einer a-UE und
einer B-UE. Die a-UE ist mit der von FSH identisch. Die -UE von LH hingegen variiert. Sie
besteht aus drei Exons und zwei Introns. Das Gen fiir LH} befindet sich beim Schwein auf
Chromosom 6 und bei der Maus auf Chromosom 7.

Die Transkription der B-UE ist der limitierende Schritt der LH-Produktion. Sie findet,
wie auch schon bei FSH, in den gonadotropen Zellen der Hypophyse statt. In diesen
gonadotropen Zellen wird LHP gespeichert und spéter in das Blut abgegeben. LH ist schon bei
vielen Tieren, unter anderem bei Ratte, Maus, Schaf, Schwein und beim Menschen
charakterisiert worden (Chin et al., 1983, Fiddes und Talmadge, 1984, Jameson et al., 1984,
Virgin et al., 1985, Maurer, 1985, Saade et al., 1989).

Die Expression und Sekretion von LH sind wie auch bei FSH sehr komplexe
Mechanismen und werden sowohl parakrin, autokrin als auch endokrin gesteuert.

Am wichtigsten flir die LH-Expression ist GnRH. Seine pulsatile Abgabe aus dem
Hypothalamus, wo es iiber das Portalgefa3system die Adenohypophyse erreicht, steuert die
Expression und Abgabe von LHP (Bedecarrats und Kaiser, 2003). Die Bedeutung der
pulsatilen GnRH-Ausschiittung ist schon seit den neunziger Jahren des letzten Jahrhunderts
bekannt (Knobil, 1990). Sie ist ebenfalls fiir die FSH-Sekretion wichtig. GnRH steuert, wie
schon bei FSH beschrieben, die differentielle Gonadotropin-Ausschiittung durch die Frequenz
seiner Freisetzung. So fiihren eine hohe GnRH-Frequenz und hohe GnRH-Pulsamplitude zu
einer Synthese von LHf und zu einer Abgabe von LH (Dalkin et al., 1989, Shupnik, 1990,
Haisenleder et al., 1991).

GnRH ist, wie bereits erwédhnt, das zentrale Element bei der Freisetzung von LH.

LH wird nach seiner Synthese zunichst in membranbegrenzten Vesikel gespeichert.
Zum Zeitpunkt des LH-Peaks findet eine Verlagerung der LH-haltigen Vesikel in den beta-
Zellen der Hypophyse in Richtung zur Zellmembran statt. AnschlieBend wird LH durch

Verschmelzung der Vesikelwand mit der Zellmembran freigesetzt. Die Synthese von LH und
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Speicherung in den Granula unterscheidet sich somit stark von der Synthese und Sekretion
von FSH, wo kein so langer Zeitraum zwischen Synthese und Freisetzung vorliegt (McNeilly
et al., 2003).

Die Mechanismen, iiber welche GnRH die differentielle Expression von FSH und LH
steuert, waren lange unklar. Lawson et al. (2007) haben sie genauer untersucht und
festgestellt, dass hohe GnRH-Frequenzen die mRNA fiir die ,,early growth response elements*
(ERGI und ERG?2) induzieren. Diese aktivieren dann den Promotor fiir LHB. Im Gegensatz
dazu fiihren niedrige GnRH-Frequenzen zur Expression der Co-Repressor-Gene fiir ERG,
namlich von ,,Nerve growth factor inducible (Ngfi)-gfi-A Binding protein“ (NAb1 und
NAb2). NAD inhibiert die ERG-induzierte, Frequenz-abhiangige Induktion des Promotors der
LHpB-UE und stimuliert somit FSH (Kanasaki et al., 2005, Lawson et al., 2007). GnRH
verstarkt die Expression des Transkriptionsfaktors Erg-1, der mit SF-1 und Ptx synergistische
Wirkung hat. Sie docken an ihre Bindungstellen des Promotors an und regulieren dort die
Expression von LHP hoch (Tremblay und Drouin, 1999).

Wie auch bei FSH sind auler GnRH noch weitere Faktoren an der Expression und
Synthese von LH beteiligt. Mehrere Peptide wurden als lokale Regulatoren der LH-Sekretion
vorgeschlagen. So kommen als Faktoren bei der LH-Sekretion IL-6, Neuropeptid Y (NPY),
Oxytocin, ,,pituitary adenylat cyclase activating peptide” (PACAP) sowie Substanz P (SP) in
Frage (Spangelo et al., 1989, Culler und Paschall, 1991, Shamgochian und Leeman, 1992,
O'Conner et al., 1993, Evans et al., 1995, Evans, 1999).

Allerdings konnte im Gegensatz zur autokrinen und parakrinen FSH-Sekretion bis
heute keiner dieser Faktoren als essentiell fiir die LH-Sekretion bestitigt werden. Ein System,
wie das Inhibin/Activin/Follistatin-Peptidsystem, welches fiir FSH-Bildung und Sekretion
unabdingbar ist, konnte fiir LH bisher nicht nachgewiesen werden.

Ostrogene, Androgene und Progesteron spielen hingegen bei der Regulation der
Sekretion von LH eine wichtige Rolle.

Ostrogen wirkt auf die hypothalamische-hypophysire Achse und die Modulation der
Gonadotropin-Synthese und Sekretion durch Ostrogene ist fiir die Reproduktion wichtig
(Shupnik, 1996). In den meisten Sdugetierspezies wird der Zyklus durch die bi-modale
Wirkung des aus den Ovarien stammenden Ostrogens auf die hypothalamo-hypophysire-
Achse beeinflusst. So wirken die niedrigen Ostrogen-Konzentrationen inhibitorisch auf die
LH-Sekretion wihrend der Anstieg von Ostrogen im Prodstrus den priovulatorischen LH-

Peak hervorruft (Freeman ME, 1994). Die genauen Mechanismen iiber die Ostrogen die
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positive als auch die negative Wirkungen hervorruft, wurden und werden intensiv untersucht.
Ostrogen iibt ein negatives Feedback auf GnRH aus, wie durch Versuche mit Ovarektomie
herausgefunden werden konnte. Die GnRH-Sekretion ist bei diesen Tieren stark erhdht, kann
aber durch Zufuhr von Ostrogen wieder auf ein normales Maf3 gebracht werden (Wise et al.,
1981, Zoeller et al., 1988). Zudem zeigen in vitro Studien, dass einige der Wirkungen von
Ostrogen unabhiingig vom Hypothalamus sind, z.B. die Hemmung von FSHPB (Miller und
Miller, 1996) sowie die Expression und der Anstieg von LHB (Shupnik et al., 1989). Hier
wirkt Ostrogen direkt auf die Hypophyse. Die Wirkungen von Ostrogen scheinen dabei iiber
den ER vermittelt zu werden, und zwar entweder iiber ein ERE (Estrogen-response element)
innerhalb der Promotors der Gonadotropin-Untereinheit (Shupnik et al., 1989) oder aber iiber
andere Transkriptionsfaktoren (Miller und Miller, 1996). Ostrogen moduliert gleichfalls die
hypophysdre Antwort auf GnRH {iber eine Modulation der GnRH-Rezeptor-Expression
(Turgeon et al., 1996) und reguliert somit ebenfalls die Expression von LHf. Neue
Untersuchungen von Lindzey et al. (2006) haben gezeigt, dass der ERa fiir beide Wirkungen
von Ostrogen essentiell ist.

Ostrogen stimuliert die Transkription von LHP, sowohl der basalen als auch der
GnRH-induzierten Synthese bei der Ratte (Shupnik et al., 1989, Shupnik, 1996) sowie beim
Affen (Kawakami und Winters, 1999), beim Schaf (Ben Said et al., 2007), beim Rind (Kesner
et al., 1981) und beim Schwein (Britt et al., 1991).

Androgen {ibt eine inhibitorische Wirkung auf LHP und eine stimulierende auf FSHf3
aus. Die Mechanismen, liber die Androgen die beiden Gonadotropine differenziert reguliert,
sind noch nicht klar (Burger et al., 2004).

Progesteron inhibiert das positive Feedback von Ostrogen auf die Hypophyse. Somit
inhibiert Progesteron die Expression und Sekretion von LH, vor allem wahrend der lutealen

Phase des Zyklus (Van Vugt et al., 1992).
3.3.1 Luteinisierendes Hormon Rezeptor (LH-R) und seine Signaltransduktion

Der LH-Rezeptor hat eine typische G-Protein Struktur. Er besteht aus einer
extrazelluldren, hormonbindenden, N-terminalen Doméne, siecben transmembrandsen
Domaénen und einer kleinen intrazelluldren C-terminalen Doméne (Mamluk et al., 1998).
Zwischen der LH-R ¢cDNA der Maus, des Schweines und des Rindes bestehen grosse
Homologien (Loosfelt et al., 1989, Gudermann et al., 1992, Mamluk et al., 1998). Der LH-

Rezeptor wird von elf Exons kodiert. Die ersten zehn Exons kodieren fiir die extrazellulire
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Domaéne des Rezeptors, wihrend das elfte Exon ausschlieBlich fiir die transmembranire
Region und den cytoplasmatischen Teil des Rezeptors kodiert (Richards, 1994).
Spleilvarianten von LH sind in den Gonaden des Schweins (Loosfelt et al., 1989), der Ratte
(McFarland et al., 1989), des Menschen (Minegishi et al., 1990) und des Hasens (Laborde et
al., 1996) nachgewiesen worden. Bei der Ratte existieren mindestens elf, beim Schwein und
beim Schaf vier und beim Menschen mindestens zwei Splei3varianten. Allerdings ist die
Bedeutung dieser Spleiflvarianten noch nicht ganz klar. Die Untersuchungen am Schaf von
Abdennebi et al. (2002) haben die Verteilung von Splei3varianten von dstrischen und
anostrischen Tieren verglichen. Sie haben gezeigt, dass in andstrischen Schafen, in den TC,
die kurze Spleivariante LH-R3 zwei Mal héufiger vorkommt als die Spleivariante LH-R1.
Somit diirfte beim Ubergang vom Ostrus zum Andstrus die Antwort auf LH unter anderem
von einem veridnderten Muster der Expression der Spleifivarianten bedingt sein. Im Ostrus
wird vor allem die lange Variante, im Andstrus hingegen vermehrt die kiirzeren Spleiflvariante
exprimiert. Die Ergebnisse von Abdennebi et al. (2002) veranschaulichen zudem, dass die
Regulation der Empfindlichkeit auf LH besonders bei den TC stattfindet. Das
reifungsspezifische Auftreten solcher Splei3varianten konnte eventuell als Basis fiir
diagnostische Tests dienen, um die Qualitdt und das Reifestadium der Oozyten zu ermitteln
(Abdennebi et al., 2002).

Trotz dieser umfangreichen Untersuchungen beim Schaf ist im Allgemeinen die
physiologische Bedeutung der Splei3varianten bei der Follikulogenese unklar. Insbesondere
sind die Bindungseigenschaften und die funktionellen Eigenschaften der Varianten bei den
meisten Spezies noch nicht geklart (Robert et al., 2003). So wird die Variante, der ein Teil von
dem Exon 11 fehlt zwar in ein Protein translatiert, aber nicht in die Zellmembran eingebaut
(Kawate, 2004).

Untersuchungen beim Rind ergaben ebenfalls eine zeitliche und
entwicklungsspezifische Expression von Spleiflvarianten im Laufe der Follikelexpression und
es werden auch beim Rind die lange Variante und die am Exon 11 deletierte Variante
gleichermallen exprimiert. Weiter besteht kein wesentlicher Unterschied zwischen der
Expression in den bovinen TC und der Expression in den bovinen GC (Nogueira et al., 2007).
Dieses Ergebnis steht im klaren Gegensatz zu den Untersuchungen von Abdennebi et al
(2002) nach denen ein deutlicher Unterschied in der Expression von LH-R in den GC und in
den TC besteht. Weiterhin haben Nogueira et al. (2007) untersucht, inwiefern LH-R-Varianten

in Follikeln des Rindes unter einer Gro3e von 6 mm (also in noch nicht selektierten Follikeln)
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vorkommen. LH-R mRNA war nachweisbar, aber die Follikel zeigten keine Reaktion auf LH-
Stimulation. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass vor der Selektion der Follikel noch keine
funktionsfahigen Rezeptoren vorhanden sind.

Die Promotoren der LH-R-Gene weisen nur wenige TATA und CAAT Motive auf.
Hingegen sind sie GC-reich und initiieren die Transkription an multiplen Stellen (Richards,
1994).

LH-Rezeptoren werden zuerst in den Thekazellen exprimiert. Spéter, wiahrend der
Follikelselektion werden sie dann auch in den Granulosazellen exprimiert. Die Expression von
LH-Rezeptoren in den Granulosazellen ist ein wesentliches Merkmal der Selektion. Sie ist flir
die weitere Entwicklung zum ovulierenden Follikel essentiell, da die Sekretion von FSH zu
diesem Zeitpunkt nachlésst und durch die Sekretion von LH ersetzt wird. Da fiir die spétere
Follikelentwicklung das wichtigste Hormon LH und nicht mehr FSH ist, ist die Expression
des LH-R von grofler Bedeutung. Unklar ist immer noch, ob die Expression von LH-R auch
an der Selektion der Follikel beteiligt ist. Die Expression von LH-R findet in den GC sowie in
den TC préaovulatorischer Follikel statt und nimmt wihrend der Follikelentwicklung zu. Nach
dem LH-Peak allerdings geht die Expression des LH-Rezeptors stark zuriick. Im C.1. ist sie
aber wieder zu finden (Menon et al., 2004). Bei einigen Tierarten, wie bei der Ratte, ist LH-R
ebenfalls in den interstitiellen Zellen zu finden (McFarland et al., 1989). Obwohl die géngige
Meinung lange war, dass die Expression von LH-R ausschlieBlich in den Gonaden beider
Geschlechter stattfinde, haben neuere Untersuchungen diese Ansicht modifiziert. So wurde
der LH-R ebenfalls im Uterus verschiedener Tierarten gefunden, so zum Beispiel bei der

Maus (Zhang et al., 2001) und bei dem Menschen (Reshef et al., 1990).

Die Expression von LH-Rezeptoren kann in zwei Kategorien unterteilt werden:
e die Expression von LH-R in den Thekazellen (TC).

e die Expression von LH-R in den Granulosazellen (GC).

Die Expression von LH-Rezeptoren in den Thekazellen findet schon in sehr frithen
Stadien in der Follikelentwicklung statt (Peng et al., 1991). Sie ist erstmalig kurz nach der
Bildung der Thekazellschicht zu finden (Xu et al., 1995, Bao et al., 1997a). Allerdings wird
der genaue Zeitpunkt des ersten Auftretens nicht von allen Autoren gleich angegeben. So soll
die LH-R Expression schon kurz nach der Bildung des Antrums stattfinden (Bao et al., 1997a,
Braw-Tal und Roth, 2005) oder erst spédter einsetzen (Xu et al., 1995). Die Expression von
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LH-R nimmt mit der Follikelentwicklung zu, obwohl nicht alle TC im gleichen Malle LH-R
exprimieren. Letzteres deutet darauf hin, dass die TC keine homogene Zellpopulation
darstellen und dass manche TC aktiver sind als andere (Braw-Tal und Roth, 2005).

Die Expression von LH-R steht im engen zeitlichen Zusammenhang mit der Selektion
und mit dem priaovulatorischen LH-Peak (Peng et al., 1991). Diese Beobachtungen werden
durch den Befund unterstiitzt, dass LH-R in den GC des Rindes nur in Follikeln, welche
groBer als 8 mm sind, gefunden wird (Bao et al., 1997b, Manikkam et al., 2001, Nogueira et
al., 2007). Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass die follikulire Dominanz und die LH-R
Expression in engem zeitlichen Zusammenhang stehen. Davon abweichende Ergebnisse
werden von Evans and Fortune (1997) berichtet: In ihren Beobachtungen findet die Selektion
des DF ohne besondere Veranderungen der LH-R Expression statt, welche sich erst nach der
Selektion verdndert. Somit ist die Beteiligung von LH-R an der Selektion noch nicht
zweifelsfrei geklart. Es wird aber allgemein angenommen, dass die Expression von LH-R
zwar zeitlich mit der Selektion korreliert, aber nicht als auslosender Mechanismus der
Selektion in Frage kommt. Weiterhin bestehen auch hier wieder tierartliche Unterschiede: so
wird bei der Ratte LH-R in den GC aller reifen praovulatorischen Follikel exprimiert. Beim
Schaf exprimiert dagegen normalerweise nur ein Follikel LH-R, sowohl in den TC als auch in
den GC (England et al., 1981). Beim multiovulatorischem Schwein hingegen wachsen
mehrere Follikel synchron heran und exprimieren im gleichen Ma3e LH-R in den GC (Liu et
al., 1998a). LH-R wird nur in den muralen Granulosazellen und nicht in den Cumuluszellen
der Follikel exprimiert. Die in den Cumuluszellen stattfindende Hemmung der LH-R-
Expression entsteht wahrscheinlich durch Faktoren, die von der Oozyte sezerniert werden. Die
Konzentrationen dieser Faktoren nimmt mit zunehmender Entfernung von der Oozyte ab,
wodurch die LH-R-Expression in den muralen GC nicht mehr gehemmt wird und somit dort
stattfindet. In Versuchen, bei denen die Oozyte aus dem Follikel entfernt wurde, findet die
Expression auch in den Cumuluszellen statt (Eppig et al., 1997). Diese FSH-induzierte
Expression von LH-R sinkt allerdings sofort wieder, wenn den Follikeln die von den Oozyten
sezernierten Faktoren hinzugegeben werden (Eppig et al., 1997).

Die Expression der LH-R in den GC wird so wohl von FSH als auch von cAMP
induziert (Richards, 1994, Ascoli et al., 2002, Garverick et al., 2002). Ostrogen ist ebenfalls
an der Induktion der LH-R in den GC beteiligt (Knecht et al., 1985). Die Expression von LH-
R wird in mittleren Follikeln durch eine hohe Expression von ERf in den GC initiiert.

Zwischen der Expression von ERP} von LH-R besteht in den wachsenden Follikeln eine starke
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Korrelation. Somit erscheint es als wahrscheinlich, dass E, welches in den GC synthetisiert
wird, iiber autokrine/parakrine Wege auf die GC und auf die TC wirkt. (Bao et al., 2000).
Der LH-Rezeptor gehort zu der Familie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren
(GPCR: G protein coupled receptors). Die G-Proteine sind heterodimere Einheiten und
bestehen aus einer a-, -, gamma und einer delta- UE. Die a- UE ist fiir den Austausch von
GTP nach GDP mafBigeblich und existiert in unterschiedlichen Formen (s, 12, g/11, 12, 13),

welche fiir die Namensgebung des G-Proteins verantwortlich sind.

Abbildung 3.2

G-Protein-gekoppelter Rezeptor LH-R, mit seinem transmembrandsen Anteil, und dem gekoppelten
G-Proteinen, welches aus seinen a-, -, gamma und delta-Untereinheiten besteht.
g: gamma, b. beta, d: delta

Der G-Protein gekoppelte LH-R kommt, wie geschildert, in TC, interstitiellen Zellen
und reifen GC vor. Weiters ist der LH-R in den testikuldren Leydig Zellen zu finden. Der LH-
R war einer der ersten GPCR (G-Protein coupled receptor), bei welchem nachgewiesen
wurde, dass er unabhingig von einander zwei Signaltransduktionswege aktiviert (Ascoli et al.,
2002): Autoren haben neben der Aktivierung von cAMP und IP3 die Aktivierung von PLC in
den GC der Ratte sowie im C.1. des Rindes nachgewiesen (Davis et al., 1986, Davis et al.,
1987, Davis et al., 1994). FSH-R und der TSH-R sind zwei weitere Rezeptoren mit diesen
Eigenschaften, welche als duale Kopplung bezeichnet wird. Der LH-R ist somit sowohl an die
Adenylatzyklase und damit an den cAMP- und den PKA-Signaltransduktionsweg als auch an

die Phospholipase C und somit an dem Protein-kinase C Signaltransduktionsweg beteiligt
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(Herrlich et al., 1996, Ascoli et al., 2002). Die duale Kopplung von LH-R basiert auf der
unabhingigen Aktivierungen unterschiedlicher G-Protein-Subfamilien (Gs, Gi und Gq) (Kuhn
und Gudermann, 1999). Der murine LH-R aktiviert zum Beispiel die Adenylatzyklase (AC)
iiber eine selektive Kopplung an Gs. Hingegen wird die Aktivierung der G-Proteine bei dem
PLC-Signaltransduktionsweg kontrovers diskutiert. Manche Autoren bestdtigen eine
Aktivierung von Gs und Gi2 (Herrlich et al., 1996), bei der Aktivierung der Phospholipase C,
ohne Beteiligung von G13 und Gg/11(Kuhn und Gudermann, 1999). Andere Autoren
sprechen sich hingegen bei der Aktivierung der PLC fiir eine Beteiligung von G13 und Gq/11
aus (Rajagopalan-Gupta et al., 1997). Auch hier muss noch geklért werden, ob tierartliche
Unterschiede hinsichtlich der Struktur der Heterodimere bestehen und ob sich diese
Unterschiede auf die Aktivierungen der einzelnen Signaltransduktionswege auswirken.

Weiter konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung der Adenylatzyklase durch LH-R
in allen Zellen stattfindet, wihrend die Aktivierung des PLC-Signaltransduktionsweges nicht
immer nachweisbar ist. Die Ursache fiir eine mangelnde Aktivierung des PLC-
Signaltransduktionsweges ist noch nicht vollstandig geklért. Sie kdnnten auf einer
insuffizienten Konzentration des Rezeptors auf der Oberfldche der jeweiligen Zellen beruhen
(Zhu et al., 1994, Ascoli et al., 2002).

Die duale Kopplung des Rezeptors ist auch von der Dichte der Rezeptorexpression
abhingig. So wird zum Beispiel der PLC-Signaltransduktionsweg bevorzugt bei hoher
Rezeptor-Dichte induziert (Zhu et al., 1994).

Allerdings sind noch nicht alle Mechanismen der dualen Kopplung vollstindig
aufgeklart, insbesondere ist die Bedeutung des -Komplexes im Vergleich zu dem Ga-
Komplex bei der Signaltransduktion noch unklar (Puett et al., 2007). Die meisten Autoren
sind sich dartiber einig, dass Gs wesentlich an der Aktivierung der Adenylat-zyklase beteiligt
ist (Ascoli et al., 2002). Die Aktivierung der Phospholipase C durch LH-R ist hingegen noch
nicht endgiiltig geklért (Herrlich et al., 1996).

Der LH-R wurde ebenfalls als Initiator anderer Signaltransduktionswege identifiziert.
So vermittelt der Rezeptor die Aktivierung des Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK)
Signaltransduktionsweges (Salvador et al., 2002, Srisuparp et al., 2003) so wie des Janus-
Kinase (JAK) Signaltrasduktionsweges (Carvalho et al., 2003). Uber die
Transkriptionsfaktoren, welche die zelluldren Antworten dieser Signale weiterleiten, ist noch

nicht viel bekannt. Ein wichtiger und schon seit einigen Jahren bekannter Faktor in diesem
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Zusammenhang ist CREBP (cAMP Responsive Element Binding Protein) (Sterneck et al.,
1997, Pall et al., 1997).

Die Herabregulation des LHR ist ein komplexer, Liganden induzierter Prozess (Menon
et al., 2004). Dieser Prozess wird von LH induziert und verhindert dass im Ovar nach dem
LH-Peak noch weitere Ovulationen stattfinden. Die Konzentration an LH-Rezeptoren nimmt
somit nach dem LH-Peak rasch ab. Im Corpus Luteum treten LH-R dann wieder vermehrt auf.
Fiir das Verstindnis der ,,Down-regulation” des LH-R ist das Prinzip der
Rezeptorfunktionalitit von groBer Bedeutung. Glaubte man lange bei dem GPCR (G-Protein-
gekoppelten Rezeptor) an ein durch zwei Stadien charakterisiertes System, so weisen neuere
Untersuchungen darauf hin, dass es sich hierbei um ein ,,Multiple-State-System* handelt. Im
System gibt es mehrere aktive (R) sowie mehrere inaktive (R*) Rezeptorkonformationen (und
nicht nur zwei), die in einem Gleichgewicht stehen. Die Energieschwelle zwischen diesen
beiden Stadien ist sehr niedrig. Damit kommt es zum Teil auch zu spontanen

Konformationsédnderungen von dem inaktiven in den aktiven Zustand (Schwartz TW, 1995).

Folgende Mechanismen sind an einem Verlust der LH-Rezeptor-Responsivitét
beteiligt:
e Desensibilisierung des Rezeptors
e Verdnderung der Rezeptortranskription

e Posttranskriptionale Regulation der Dichte der Oberfldchenrezeptoren

Die Desensibilisierung des Rezeptors findet durch die Entkopplung des Rezeptors und
des G-Proteins statt. Daran ist auch B-Arrestin beteiligt. Allerdings ist unklar, ob die
Phosphorylierung des GPCR fiir die Bindung von B-Arrestin notwendig ist. Die Entkopplung
des Rezeptors fiihrt zu einer verminderten Produktion des Signaltransduktionsmolekiils cAMP
und somit zu einer reduzierten Responsivitdt auf LH. Die Desensibilisierung des Rezeptors
durch Entkopplung ist im Vergleich zu den beiden anderen Wegen eine schnelle aber
tempordare Moglichkeit, die Rezeptoraktivitdt herabzusetzen.

Die posttranskriptionelle Verdnderung der Rezeptordichte an der Zelloberflache erfolgt
unter anderem durch Endozytose des Rezeptors. An diesem Prozess ist B-Arrestin beteiligt. B-
Arrestin (es gibt B-Arrestin-1 und B-Arrestin-2) bildet mit dem phosphorylierten G-Protein
einen Komplex. Durch ihn wird der GPCR zum Ziel verschiedener Molekiile, zum Beispiel

von Clathrin-ummantelten Stachel, welche fiir die darauf folgende Internalisation der
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Rezeptoren verantwortlich sind. Verschiedene Autoren haben die Bedeutung dieses GPCR-f3-
Arrestin-Komplexes fiir die Inaktivierung des Rezeptors untersucht. Dabei wird vor allem
diskutiert, ob die Phosphorylierung des LH-Rezeptors eine notwendige Vorraussetzung fiir die
B-Arrestin-Bindung darstellt (Gether, 2000, Ascoli et al., 2002, Hunzicker-Dunn et al., 2003,
Menon et al., 2004).

3.3.2 Rolle von LH in der Follikulogenese und LH-induzierte Genexpression

Die Bedeutung von LH in der Follikelentwicklung kann in zwei Phasen eingeteilt

werden:

3.3.2.1 Die Bedeutung von LH in den TC

Ab dem Zeitpunkt, an dem die Follikel Gonadotropin-abhéngig werden, wirkt LH tiber
die LH Rezeptoren auf die TC und fiihrt somit zu der Produktion von Androgen, welches
anschlieBend in die GC transportiert wird und zu Ostrogen umgewandelt wird (zwei-Zell-
zwei-Gonadotropin-System). Zudem fiihrt das Androgen iiber den AR zu einer erhohten

Expression von FSH-R und beteiligt sich somit an einer Erh6hung der Sensibilitdt von FSH.

3.3.2.2 Die Bedeutung von LH in den GC, welche erst zu/ab dem Zeitpunkt der Selektion
stattfindet.

Die Bedeutung von LH in den GC kann ebenfalls in zwei Phasen geteilt werden. Es
findet zuerst eine LH-Induzierte Reifung der Follikel statt, ab dem Zeitpunkt, wenn die FSH-
induzierten Gene unter LH-Kontrolle fallen (McGee und Hsueh, 2000). Diese LH-responsive
Reifung wird durch hohe Konzentrationen an Ostrogen und Inhibin, welche einen Abfall an
FSH initiieren, hervorgerufen. Darauf folgt der, von den hohen Ostrogen-Konzentrationen
induzierte, LH-Peak. Dieser tritt in ca. der Mitte des Zyklus auf und induziert eine ganze
Reihe von Genen als Antwort auf die hohen cAMP-Konzentrationen. Die Expression dieser
Gene fiihrt zu der terminalen GC-Differenzierung (Luteinisierung) sowie zu der Follikelruptur
und der Fortfiihrung beziehungsweise Beendigung der Meiose I der Oozyte (McGee und
Hsueh, 2000; Hillier, 2001). Der LH Peak fiihrt zu einem dramatischen Anstieg von cAMP
und auch der PKC-Signaltransduktionsweg wird aktiviert. Besonders die hohe Konzentration
an cAMP induziert eine Verdnderung in dem Expressionsmuster von den
Zellzyklusregulatoren Cyclin D2, p27 sowie p21. Die Konzentrationen der beiden letzten

werden massiv erhdht, die Konzentration von D2 sinkt. Diese neue Verteilung der
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Konzentrationsverhéltnisse (relevant sind hier die relativen und nicht die absoluten

Konzentrationen) fiihrt zu einem Stopp der GC Proliferation und fordert die Luteinisierung

(Robker und Richards, 1998).

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass der LH-Peak zu der Fortfithrung der

meiotischen Reifung der Oozyte, zur Differenzierung der GC (Luteinisierung) sowie zur

Verdnderung ihrer steroidogenen Aktivitdt fiihrt. AuBerdem fiihrt der LH-Peak zur Ruptur der

Follikelwand und somit zur Freisetzung der Eizelle. Dies wird durch die Synthese und

Expression verschiedener Enzyme, welche die die Follikelwand anbauen und abbauen,

erreicht (Tsafriri und Reich, 1999).

Bei diesen LH-induzierten Genen handelt es sich insbesondere um die folgenden:

Gene, die besonders an der Progesteron Produktion bzw. an einem Steroid-shift
beteiligt sind. Der LH-Peak fordert die Expression von P450scc und von StAR
(McRae et al., 2005), hingegen hemmt er die Expression der P450arom, welche
von FSH induziert wurde (Fitzpatrick et al., 1997, McRae et al., 2005). Damit
steigt die Produktion von Progesteron an wihrend die von Ostrogen sinkt.
Allerdings ist zu beobachten, dass die meisten dieser Ergebnisse auf
Experimenten mit muralen GC beruhen. Diese unterscheiden sich deutlich in
ihrer Steroidproduktion von den Cumuluszellen. Die Heterogenitét der GC ist
auch schon bei der Expression des LH-R aufgefallen. Die Besonderheit der
Cumuluszellen basiert auf ihrer unmittelbaren Nihe zu der Oozyte. Die
Cumuluszellen stehen unter dem Einfluss von Faktoren, die von der Oozyte
sezerniert werden (Eppig et al., 1997). Die unmittelbare Nihe zur Oozyte
beeinflusst auch hier wieder die Cumuluszellen in ihrer Steroidproduktion. Die
Cumuluszellen weisen deutlich weniger P450arom und P450scc auf als die
muralen GC. Dadurch ist die Steroidproduktion der Cumuluszellen deutlich
geringer als die von muralen Granulosazellen (GC) (Zlotkin et al., 1986,
Whitelaw et al., 1992).

Gene, die an der Wirkung von Progesteron beteiligt sind. So induziert der LH-
Peak besonders stark die Expression des Progesteronrezeptors (PR) (Natraj und
Richards, 1993, Hillier, 2001)

Zu den pro-inflamatorischen Genen gehdren Faktoren wie Interleukin-1 und

Interleukin-1BR (Adashi, 1998). Die Prostaglandin Endoperoxidase Synthase-2
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und COX-2 (Cyklooxigenase-2) (Morris und Richards, 1995) werden ebenfalls
induziert. LH induziert die Expression von COX-2 in den Cumuluszellen
wahrscheinlich tiber die der EGF-Familie zugehorigen Faktoren Epiregulin,
Ampiregulin sowie Betacellulin. Diese Faktoren binden in den Cumuluszellen
an den EGF-Rezeptor und induzieren dadurch die Expression von COX-2 (Park
et al., 2004).

e Weiterhin induziert der LH-Peak die Expression von 11B-HSD1, und fiihrt
gleichzeitig zu einem Abfall der 11B8-HSD2 in den GC pridovulatorischer
Follikel. Dies fiihrt zu einem Anstieg von Cortisol, welches anti-inflamatorisch
wirkt (Tetsuka et al., 1997, Tetsuka et al., 1999).

e Es werden ebenfalls Proteasen exprimiert, die fiir den Umbau der Zellen von
Bedeutung sind (Liu et al., 1998b). Die Expression dieser Gene filihrt schon vor
der Ovulation zu einer Umstrukturierung des Gewebes, welche die spitere
Freilassung der Oozyte sowie fiir die Umwandlung des Follikels in ein C.L
wichtig sind.

e LH induziert in den DF die Expression von VEGF, welches zu einer erhohten
Blutzufuhr und somit auch zu einer erhohten Zufuhr von Gonadotropinen fiihrt
(Ravindranath et al., 1992).

e LH istan der Expression einer ganzen Reihe weiterer Faktoren beteiligt. Diese
werden hier nur genannt und nicht weiter behandelt: ALAS
(Aminolevulinsidure Synthase), ERG-1, GCS, Epiregulin, PACAP, TSG-6
(Tumornekrosefaktor a induziertes Protein 6, RGS2 (Regulator of G-Protein
Signaling-2), Adrenoxin, 33-HSD, CD63 und noch einige mehr.

Die raumliche Expression der Gene in den Stratum Granulosum deutet darauf hin, dass

der Grofteil der Antworten auf die Gonadotropine eher uniform in den GC stattfindet und

somit nicht auf die apicale Region des Follikels, in dem die Ruptur stattfindet, beschrénkt ist.
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4 Schliisselenzyme der Steroidgenese

4.1 Steroidogenic acute Regulatory Protein (StAR)

StAR ist fiir den Transport von Cholesterol in das Mitochondrium essentiell und
kontrolliert diesen limitierenden Schritt der Progesteron-Biosynthese (Stocco, 1997, Stocco
und Clark, 1997, Stocco, 2001). Die Expression von StAR steigt mit zunehmender
FollikelgroBe. Dies korreliert mit der erhohten Androgenproduktion wihrend des
Follikelwachstums und dem damit verbundenen erhdhten Bedarf an Vorldufermolekiilen.
Wihrend der Rekrutierung der Follikel ist keine Verdnderung des Expressionsmusters von
StAR zu finden. Im Unterschied dazu steigt die Expression von StAR bei der Selektion der
Follikel (Bao et al., 1998). Dieser Anstieg wird durch den LH-Peak induziert und ist fiir die
dann ansteigende Ostradiolproduktion von groBer Bedeutung (Rusovici et al., 2005, Su et al.,
2006). Die Expression von StAR ist FSH-induziert (Orisaka et al., 2006) und wird durch den
LH-Peak verstérkt (Rusovici et al., 2005).

Die Expression von StAR findet ab dem Stadium des kleinen antralen Follikels in den
TC statt. Die Expression von StAR ist in den TC, die unmittelbar unter der Basalmembran der
Granulosazellschicht liegen, am héchsten und nimmt mit zunehmender Entfernung von dieser
ab (Braw-Tal und Roth, 2005). Eine Expression in den GC findet nach Bao et al. (1998) nicht
statt, wohingegen andere Autoren sie beim Schwein (Garmey et al., 2000), beim Rind
(Pescador et al., 1996), beim Schaf (Logan et al., 2002) und der Maus (Su et al., 2006)
nachweisen konnten. Logan et al. (2002) haben ebenfalls eine Expression von StAR in der
Oozyte des Schafes nachgewiesen. Hier scheint StAR aber eine andere, noch nicht bekannte,
Funktion zu besitzen.

StAR wurde unter anderem auch in humanen renalen distalen Tubulus-Epithelien, in
Sertolizellen und humanen fetalen Oozyten gefunden. Diese Zellen bzw. Gewebe exprimieren
keine P450scc (Pollack et al., 1997). Die Bedeutung von StAR in diesen Zellen ist noch
unbekannt. Eventuell beteiligt sich StAR hier am Cholesterol-Transport, der einen anderen

metabolischen Prozess als der Steroidsynthese dient.
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Tabelle 4.1 Tierartliche Besonderheiten der StAR Expression

Tierart Quelle

IAllgemein  |[Kein Expression von StAR in den GC, nur in den TC Bao et al., 1998

Maus Expression von StAR in den GC so wie in den TC Su et al., 2006

Rind FSH verstarkt die Expression von StAR in den GC Orisaka et al., 2006

Logan et al., 2002

Keine Expression von StAR in den GC Bao et al., 1998

Schaf Expression von StAR in den GC und den TC, sowie in der Logan et al., 2002
Oozyte

Schwein [Expression von StAR in den GC Rusovici et al., 2005

StAR: Steroid acute regulatory protein, GC: Granuoosazellen, TC: Thekazellen

Die ersten 250 bp des proximalen Promotors von StAR sind fiir die FSH und cAMP-
stimulierte Gen-Transkription sehr wichtig. Als beteiligte Transkriptionsfaktoren sind unter
anderem zu erwéhnen: CCAAT/enhancer binding protein (CEBP), GATA-4 und splicing
factor 1 (Sf-1) (LaVoie et al., 2004, Rusovici et al., 2005).

GDF-9 spielt in humanen GC eine wichtige Rolle und inhibiert die cAMP-stimulierte
StAR-Expression (sowie die Expression von P450scc und P450arom) beim Menschen in den
GC und in den TC. GDF-9 reduziert die Progesteron-Synthese um 40% (Yamamoto et al.,
2002). Welche Faktoren an dieser Inhibition beteiligt sind und inwiefern ,,splicing factor 1
(Sf-1) involviert ist, bleibt noch zu kléren. Abweichende Ergebnisse wurden allerdings bei
Nagern gefunden. Die Untersuchungen von praovulatorischen GC der Ratte durch Vitt et al.
(2002) ergaben, dass GDF-9 die Forskolin-induzierte Stimulation der Progesteron-Synthese
nicht inhibiert. Elvin et al. (1999a) fanden, dass GDF-9 bei der Maus keinen inhibitorischen
Einfluss auf die FSH-stimulierte Progesteron Produktion hat, hingegen aber die basale
Progesteron Produktion erhoht. Moglicherweise ist das unterschiedliche Verhalten von GDF-9
auf Unterschiede zwischen mono- und polyovulatorischen Tieren zuriickzufiihren.

Die Mitglieder der TGF-B-Familie BMP-4, -6, -7 und -15 inhibieren die FSH
induzierte Progesteronproduktion (Pierre et al., 2005, Lee et al., 2001) und beim Schaf (Pierre
et al., 2004, Shimasaki et al, 2004). FGF-9 dagegen erhoht die Progesteron Synthese durch
verstdrkte Expression von StAR (Drummond et al., 2007). EGF supprimiert die FSH-
stimulierte GC-Differenzierung durch Hemmung der StAR-Gentranskription (Rusovici et al.,

2005).
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Tabelle 4.2 Faktoren, welche an der Expression von StAR beteiligt sind

Faktor [Funktion Quelle

GDF-9 [nhibiert die cAMP stimulierte StAR Expression beim  [Yamamoto et al., 2002
Menschen
Keine Inhibition der StAR Expression bei den Nagern  |Vitt et al., 2000
Bei der Maus: Stimulation der basalen Progesteron Elvin et al., 1999
Synthese

BMP-4, -6, -7, -[Inhibieren StAR und somit die Progesteron Produktion [Pierre et al., 2005

15 Pierre et al., 2004

Shimasaki et al., 2004

FGF-9 \Verstérkt die Expression von StAR und somit die IDrummond et al., 2007
Produktion von Progesteron

EFG [Hemmt die Gentranskription von StAR Rusovici et al., 2005

GDF-9: Growth differentiation factor 9, cAMP: cyclic adenosin monophosphat, StAR: steroid acute regulatory
protein, BMP: Bone morphogenetic protein, FGF-9: Fibroblast growth factor 9, EGF: epidermal growth factor

4.2 P450 side chain cleavage (P450scc)

Das P450scc ist ein Enzym, das an der Umwandlung von Cholesterol zu Pregnenolon
beteiligt ist. Es ist in den Mitochondrien lokalisiert. P450scc tritt erstmals in den TC der
kleinen antralen Follikel auf. Die Expression von P450scc in den GC, zusammen mit der
Expression von P450arom, ist ein wesentliches Merkmal der Follikelrekrutierung (Bao und
Garverick, 1998), und findet erstmals in GC von antralen Follikeln statt.

Die Expression steigt mit der Gro8enzunahme des Follikels an. Beim Schaf ist keine
Expression von P450scc in den Follikeln vom Typ 1 bis 3 zu finden. P450scc kann erst in den
Thekazellen ab Follikel-Typ 4 nachgewiesen werden, allerdings nicht in allen Follikeln. Ab
einem Follikeldurchmesser von mehr als 2,2 mm kann in mehr als 80% der Follikel P450scc
in den GC nachgewiesen werden. In den Oozyten dagegen wurde keine Expression gefunden
(Logan et al., 2002). Die Expression von P450scc findet beim Rind kurz vor dem Auftreten

von StAR statt und kommt erstmals in Thekazellen nicht rekrutierter Follikel vor.

Tabelle 4.3 Expression von P450scc in den verschiedenen Kompartimenten bei verschiedenen FollikelgroBen

Typ 1-2 Typ 3 Typ 4: kleiner Typ 5 Typ 5>2,2mm Typ 5>3mm
praantraler
Follikel
TC [GC|Ooc| TC | GC|Ooc| TC | GC |Ooc| TC | GC |Ooc|TC| GC |Ooc| TC [GC| Ooc
Maus - |- - | - - - + | - + [ 2 I
Schaf | - |-|-|-|-|-|+-1-1+-]-1+{+-1+]+] -
Rind -l -1-1-1-1-1+1-1-1+-1-1+]-71-1+1+ -
Schwein

TC: Thekazellen, GC: Granulosazellen, Ooc: Oozyte,
+: Expression konnte nachgewiesen werden, ?: unklar
-: Expression konnte nicht nachgewiesen werden
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Die Expression von P450scc in den GC wird vor allem durch FSH im
Zusammenwirken mit IGF I stimuliert (Eimerl und Orly, 2002). Allerdings bestehen hier
tierartliche Unterschiede, z.B. hat IGF I allein keine stimulierende Wirkung auf die P450scc
Expression in den GC der Ratte, wihrend IGF I beim Schwein allein die P450 Expression
induzieren kann (Eimerl und Orly, 2002, Urban et al., 1990).

Tabelle 4.4 Tierartliche Besonderheiten bei der Expression von P450scc

Tierart Faktoren, welche die P450scc Expression beeinflussen [Quelle

Maus Synergie von IGF-I und FSH in Verstarkung der [Eimerl et al., 2002

Ratte P450scc Expression. Allerdings ist der Mechanismus
unklar.

Rind Eine Abnahme von FSH, IGF-I und Inhibin flihrt zu Silva et al., 2002
einer verminderten Expression von P450scc (Kultur)

Schwein IGF I verstirkt die Wirkung von FSH auf die 'Winters et al., 1998
[Expression von P450scc in den GC; [Einmerl et al., 2002
IGF-I alleine induziert Expression von P450scc

P450scc: Cyctochrom P450 side chain cleavage, IGF-I: Insulin-like growth factor I, FSH: Follikel stimulierendes
Hormon, GC: Granulosazellen

BMP-4, -6, -7, und -15 haben bei der Ratte laut Pierre et al. (2005) eine inhibierende
Wirkung auf die FSH-induzierte Progesteron Produktion und senken unter anderem die
Expression von P450scc. Dies wurde auch schon von Otsuka et al. (2001) festgestellt.
Allerdings ist beim Rind nach Glister et al. (2004) die Expression von P450scc nur wenig
betroffen und wird nur geringfiigig gesenkt. TGFf hingegen scheint die Expression von
P450scc zu steigern (Magoffin et al., 1989). Auch FGF-9 stimuliert durch verstirkte

Expression von P450scc die Progesteron-Synthese (Drummond et al., 2007).

Tabelle 4.5 Faktoren, welche die Expression von P450scc beeinflussen

Faktor Wirkung Quelle

BMPs Inhibieren die Expression von P450scc bei der Ratte und beim Rind|Pierre et al., 2005
Otsuka et al., 2001
Glister et al., 2004

TGFp Steigert die Expression von P450scc Magofin et al., 1989
FGF-9 Steigert die Expression von P450scc IDrummond et al., 2007
FSH Stimuliert die Expression von P450scc [Eimerl et al., 2002
IGF-1 Stimuliert, meist zusammen mit FSH, die Expression von P450scc |Eimerl et al., 2002

Urban et al., 1990

BMP: Bone morphogenetic protein, TGFB: Transforming growth factor B, FGF-9: Fibroblast growth factor 9,
FSH: Follikel stimulierendes Hormon, IGF-I: Insulin-like growth factor-I, P450scc: Cytochrom P450 side chain
clevage

Transkriptionsfaktoren, die an der Expression von P450scc beteiligt sind, sind unter

anderem der an den proximalen Promotor bindende Steroidogene Faktor 1 (SF-1) die an den
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distalen Promotor bindende Faktoren SF-1, Activating Protein-2 (AP-2), (CRE-binding
Protein-1 (CREB-1) und GATA-4 (Sher et al., 2007). Nach dem LH-Peak steigt die
Expression der P450scc weiter an, zusammen mit der Expression von StAR. Da zeitgleich die
P450arom Expression abnimmt, kommt es zu einem LH-induzierten Shift von Ostrogen zu
Progesteron. Diese Verschiebung der Steroidogenese ist ein wesentliches Kennzeichen der

terminalen Differenzierung der Follikel und essentiell fiir die Ovulation (Su et al., 2006).

4.3 3p-Hydroxysteroiddehydrogenase (3p-HSD)

3B-HSD ist ein Enzym, das im Endoplasmatischen Reticulum lokalisiert ist und die
Umwandlung von Pregnenolon zu Progesteron in den TC sowie in den GC bewirkt. Dieser
Umwandlungsweg wird auch als D4-Pfad bezeichnet. Bei dem D5 Pfad wird Pregnenolon
durch die P450c17 in Dihydroepiandrosteron (DHEA) und anschlieBend zu Androstenedion in
den TC und dann durch die P450 Aromatase in den GC zu Ostradiol umgewandelt. Beim Rind
und beim Schaf wird bevorzugt der D5-Umwandlungspfad beschritten (Bao et al., 1997a).

Die Expression der 3-HSD weist groB3e tierartliche Unterschiede auf. Conley et al.
(1995) fanden, dass sich die Expression von 33-HSD beim Schaf und beim Schwein auf die
TC des antralen Follikels beschrankt und in den GC gar nicht nachweisbar ist, wihrend beim
Rind ausschlieBlich die GC des prdovulatorischen Follikels 3f-HSD exprimieren. Die
Ergebnisse von Duggavatti et al. (2006) besagen, dass die Aktivitdt von 33-HSD beim Schaf
nicht, wie bislang beschrieben, nach dem praovulatorischen LH-Peak abfillt, sondern gleich
hoch bleibt, wenn nicht sogar ansteigt und mafB3geblich an der hohen Progesteronbildung nach
dem LH-Peak beteiligt ist. Logan et al. (2002), fanden beim Schaf, dass die Expression von
3B-HSD in fast allen GC von Typ 1, 1a und Typ 2 Follikel vorhanden ist. In den Follikeln von
Typ 3 und Typ 4 ist sie in einigen GC nahe der Oozyte lokalisiert. Ab Typ 4 fangt die
Expression auch in den TC an, um im Typ 5 Follikel eine maximale Expression zu erreichen
(Fiir die Einteilung der Follikel in Typen sieche Kapitel 2, Punkt 2.5.).

Die Untersuchungen von Bao et al. (1997b) beim Rind ergaben, dass die Expression
von 33-HSD in den TC ab dem prédantralen Follikel (Typ4) stattfindet und in den GC ab dem
praovulatorischen Follikel (>/= 8mm) vor dem LH-Peak ansteigt. Nach dem LH-Peak nimmt
die Expression wieder ab. Diese Autoren haben ebenfalls beobachtet, dass die Expression von
LH-R und 3B-HSD immer in den GC der selektierten Follikel anzutreffen ist. Die
Konzentration von 33-HSD steigt mit dem Wachstum der Follikel an. In den TC ist keine

Verinderung in der Expression um den Zeitpunkt der Follikelselektion zu erkennen.
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Zum Schwein sind ebenfalls kontroverse Angaben iiber die 3B-HSD Expression zu
finden. Laut Conley et al. (1995) ist die 3B-HSD Expression im Vergleich zum Schaf und
Rind hoch und findet ausschlieBlich in den TC und in einigen endothelialen Zellen von
kleinen Geféallen statt. Dagegen fanden Yuan et al. (1996) ein Expressionsmuster, das dem der
anderen Tierarten gleicht. Dabei weisen die TC eine Expression von 33-HSD schon im
praantralen Follikel auf. Die Konzentration von 33-HSD mRNA steigt in kleinen antralen
Follikeln an und ist schlieBlich in prdovulatorischen Follikel am hdchsten.

Die Expression von 33-HSD wird vor allem von LH, aber auch von FSH sowie
Ostradiol hoch, und von Progesteron herunter reguliert (Bao et al., 1997a).

Auch hier spielt die TGFB-Familie wieder eine gro3e Rolle: beim Rind wird die
Expression durch BMP-4, -6, und -7 leicht gesenkt (Glister et al., 2004). BMP-2 und -4
senken die 3B-HSD Expression beim Schwein (Brankin et al., 2005), und die Expression bei
der Ratte wird von BMP -4, -6, -7, und -15 inhibiert (Pierre et al., 2005).

Tabelle 4.6 Faktoren, welche die Expression der 3f-HSD beeinflussen

Faktor Wirkung Quelle
BMP -2, 4, -6, -7 Inhibieren die Expression von 3f-HSD Glister et al., 2004
Brankin et al., 2005
Pierre et al., 2005
FSH/LH Regulieren die Expression von 3f-HSD  [Bao et al., 1997b
lhoch
Ostrogen Reguliert die Expression von 3f-HSD Bao et al., 1997b
hoch
Progesteron Reguliert die Expression von 38-HSD Bao et al., 1997b
herab
EGF [Erhoht die Aktivitdt und die Expression  [Bendell et al., 1990
ivon 33-HSD
TGFB1 Erhoht die Aktivitdt und die Expression  [Bendell et al., 1990
ivon 33-HSD
aFGF, bFGF Inhibieren die 38-HSD in Leydig Zellen [Herrmann et al., 2002

BMP: Bone morphogenetic protein, FSH: Follikelstimulierendes Hormon, LH: Luteinisierendes Hormon, EGF:
Epidermal growth factor, TGFB1: Transforming growth factor f1, FGF: Fibroblast growth factor, 3-HSD: 3
beta Hydoxysteroiddehydogenase

4.4 Cytochrom P450 17-alpha-Hydroxylase (P450c17, 170-OH)

P450c17 ist ein steroidbildendes Enzym, das je nach Substrat zwei Funktionen
aufweist. Es wirkt an der Umwandlung von Pregnenolon zu Progesteron als 17-a-Hydroxlase

wihrend es bei den Substraten 17-Hydroxypregnenolon und 17-Hydroxyprogesteron eine
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17,20-lyase Aktivitdt aufweist (Herrmann et al., 2002). Das Enzym befindet sich im
Endoplasmatischen Retikulum der Zellen und wird erst katalytisch aktiv, wenn es als
Komplex an die NADPH-Cytochrom P450 Reduktase gebunden ist.

Die Untersuchungen zur Expression von P450 wurden unter anderem deshalb
durchgefiihrt, um herauszufinden, welche Schritte fiir die Ostradiol-Synthese limitierend sind
(die Umwandlung von P450c17 in Androgen oder die anschliefende Aromatisierung durch
P450arom (Corbin et al., 2003)). Da die Aktivitdt der P450c17 fast 100-mal hoher ist als die
der P450arom ist es unwahrscheinlich, dass P450c17 bei der Ostrogensynthese der
limitierende Faktor ist.

Allen vier Tierarten (Maus, Schaf, Rind und Schwein) ist gemeinsam, dass die
Expression von P450c17 ausschlieflich in der TI stattfindet und zwar erst mit der
Differenzierung der TC kurz vor der Antrum-Bildung, bzw. im spéten praantralen Follikel (je
nach Autor) auftritt (Xu et al., 1995, Bao et al., 1997b, Braw-Tal et al., 2002). Sie findet nie in
GC statt. Die Intensitéit der Expression nimmt mit dem Heranreifen zum praovulatorischen
Follikel zu und sinkt post-ovulatorisch wieder ab.

Tierartliche Unterschiede treten lediglich hinsichtlich der Lokalisation der P450c17
synthetisierenden TI Zellen auf. Beim Schwein ist eine Zellschicht der TI, die unmittelbar
unter der Basalmembran der Granulosazellschicht liegt, bei immunhistochemischen
Untersuchungen fiir P450c17 negativ, wihrend bei Rind und Schaf immunonegative Zellen
diffus in der TI verteilt sind (Conley et al., 1995). Dieses Ergebnis ldsst den Schluss zu, dass
nicht alle Thekazellen funktionell identisch sind (die Theca interna besteht somit aus Zellen,
die aktiv Steroide bilden und solchen, die inaktiv sind). Ein weiterer Unterschied besteht in
der postovulatorischen Expression, die bei allen Tierarten fast bis auf null herabsinkt aber
beim Schwein in der friihen lutealen Phase, in niedriger Konzentrationen, noch nachweisbar
ist (Conley et al., 1995).

Die Expression von P450c17 findet kurz vor der Expression der P450arom statt (Xu et
al., 1995, Bao et al., 1997). Das Expressionsmuster ist dem von LH-R sehr dhnlich (Braw-Tal,
2002). Sie wird von FSH und von LH stimuliert. Allerdings scheint die Wirkung von FSH
iiber parakrine Faktoren vermittelt zu werden (Smyth et al., 1993, Gray et al., 1996).

Die Expression von P450c17 wird beim Rind durch Faktoren wie BMP-4, -5 und -7
deutlich herab gesenkt, was zu einer verminderten Androgen-Produktion fiihrt (Glister et al.,

2004). Die inhibitorische Wirkung von TGFB1 auf P450c17 wurde bis dato nur in
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adrenokortikalen Zellen nachgewiesen (Biernacka-Lukanty et al., 2004). GDF-9 erhoht die
Expression von P450c17 in Thekazellen (Vitt et al., 2000).

Tabelle 4.7 Faktoren, welche an der Synthese und Sekretion von P450c17 beteiligt sind

Faktor Wirkung Quelle
FSH Stimuliert die Expression von P450c17 Smith et al., 1993
Gray et al., 1996
LH Stimuliert die Expression von P450c17 Smith et al., 1993
Gray et al., 1996
BMP-4, -5, -7 Senken die Expression von P450c17 Glister et al., 2004
TGFpB1 In adrenokortikalen Zellen inhibiert TGFB1 die Bernacka-Lukanty et al., 2004
Expression der P450c17
GDF-9 Erhoht die Expression von P450c17 in den Vitt et al., 2000
Thekazellen

FSH: Follikelstimulierendes Hormon, LH: Luteinisierendes Hormon, BMP: Bone morphogenetic protein,
TGFp1: Transforming growth factor B1, GDF-9: Growth differentiation factor 9, P450c17:Cytochrom P450 17a-
Hydroxylase

4.5 P450 Aromatase (P450arom)

Diese Aromatase (P450arom oder CYP19A1) ist fiir die Aromatisierung der C19
Steroide zustindig und wandelt Androgene in Ostrogene um (Androstenedion in Ostradiol und
Testosteron in Ostradiol-17p). Sie ist ein Mitglied der Cytochrom P450 Familie. Die
P450arom ist erst im Komplex mit NADPH-Cytochrom-P450-Reduktase aktiv und im
Endoplasmatischen Retikulum lokalisiert (Corbin et al., 2003).

Die Expression der P450arom in den GC findet gleichzeitig mit der Expression von
P450scc statt und wird mit der Rekrutierung der Follikel assoziiert (Bao und Garverick, 1998).
Die Induktion der P450scc und der P450arom erfolgt in den GC durch den FSH-Anstieg vor
der Follikelrekrutierung, zu Beginn einer neuen Follikelwelle. Die Expression ist bei Rind,
Schaf und Maus auf die GC beschridnkt. Beim Schwein ist hier eine Besonderheit anzutreffen:
die Aromatase wird hier auch in den TI exprimiert (Garrett und Guthrie, 1997). Die
Expression der Aromatase steigt mit dem Follikelwachstum an und fiihrt damit zu steigenden
Ostrogen-Konzentrationen (Tetsuka und Hillier, 1997). Nach dem LH-Peak fallen sowohl die
Expression der P450arom als auch die Ostrogenwerte stark ab. Im friihen lutealen Stadium
sind noch minimale Werte vorhanden wéhrend im mitt-lutealen Stadium das Enzym nur noch
in Spuren nachweisbar ist (Slomczynska und Tabarowski, 2001, Su et al., 2006). Dies liegt
vor allem an einer Verdanderung der Expressionsmusters nach dem LH-Peak, wobei P450arom

vermindert und P450scc sowie StAR verstarkt induziert werden. Dies fuhrt zu einer
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Verschiebung des Ostrogen-Progesteron-Verhitnisses (Su et al., 2006). Atretische Follikel
weisen keine P450arom Expression auf. Ein Verlust der P450 Expression ist einer der
frithesten Anzeichen fiir eine Atresie. Wie schon bei P450c17 erwihnt, ist die Aromatase der
limitierende Faktor der Ostrogen-Synthese (Corbin et al., 2003). Der Verlauf der P450
Expression im Follikel korreliert daher mit den Ostrogen-Werten.

In verschiedenen Studien wurden die Wechselwirkungen der Aromatase mit lokalen
Faktoren untersucht. So haben Knight et al (2001) gezeigt, dass Activin die Aktivitét der
P450arom verstérkt. Otsuka et al. (2005) haben herausgefunden, dass die Oozyte an der
Ostrogenamplifikation der FSH-Signale in den GC beteiligt ist und diese verstirkt. Silva et al.
(2002) konnten zeigen, dass eine Reduktion der Insulin- und IGF-Konzentration zu einer
reduzierten Aktivitdt der P450arom fiihrt. Spicer et al. (2007) konnten zeigen, dass beim Rind
sowohl IGF-I als auch IGF-II die Aromatase in den GC stimulieren. Allerdings geschieht dies
durch eine IGF induzierte ,,Auf*-Regulierung der FSH-R und nicht durch eine “down‘-
Regulierung der IGF-IIR. Desweiteren beeinflussen die BMPs iiber die Expression der
Aromatase die Ostrogenkonzentration. So stimulieren BMP-4 und BMP-7 die FSH-induzierte
Ostrogenproduktion iiber einen Anstieg der P450arom Expression (Lee et al., 2001, Shimasaki
et al., 2004).

In nicht-luteinisierten GC der Ratte steigert Prostaglandin E, (PGE,) die GATA-4
induzierte CYP19 Expression in den GC, wihrend PGE, (Prostaglandin F;) in luteinisierten
GC keine Wirkung hervorruft, dafiir aber PGF,, welches im C.1. die Expression von CYP19
sinken lésst (Cai et al., 2007). PGE, stimuliert die Bindung von GATA-4 an den Promotor von
CYP19. Dies konnte durch Mutationen der GATA-4 Bindungsstelle nachgewiesen werden,
durch die PGE; seine stimulierende Wirkung verliert. Daher ist GATA-4, zumindest teilweise,
fiir die Vermittlung des stimulierenden Effekts von PGE, verantwortlich (Cai et al., 2007).
Der Transkriptionsfaktor GATA-4 wird ebenfalls von FSH stimuliert (Kwintkiewicz et al.,
2007).
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Tabelle 4.7 Faktoren, welche die Expression der P450arom beeinflussen

Faktor Wirkung auf die P450arom Quelle
FSH Steigert die Expression der P450arom Bao et al., 1998
K wintkiewicz et al., 2007
LH LH-Peak reduziert die Expression der P450arom Su et al., 2006
|Activin Steigert die Aktivitdt von P450arom Knight et al., 2001
[nsulin Steigert die Aktivitdt der P450arom Ostuka et al., 2005
IGFI/II Stimulieren die Expression und Aktivitdt von P450arom  [Otsuka et al., 2005
Silva et al., 2002
Spicer et al., 2007
BMP-4/-7 Steigern die Expression der P450arom Lee et al., 2001
Shimasaki et al., 2004
PGE, Steigert tiber den Transkriptionsfaktor GATA-4 die Cai et al., 2007
P450arom Expression
11-1 Inhibiert die Expression der P450arom in bovinen GC 'Yasuda et al., 1990
11-6 Stimuliert die Expression von P450arom Machelon et al., 1994
TNF Inhibiert die Aktivitdt/Expression der P450arom lAdashi et al., 1989
EGF Inhibiert die Aktivitdt/Expression der P450arom Steinkampf et al., 1988
TGFpB1 Stimuliert die Aktivitdt/Expression der P450arom Bendell et al., 1988
TGFa Inhibiert die Aktivitdt/Expression der P450arom Ying et al., 1986
FGF Inhibiert die Aktivitdt/Expression der P450arom /Adashi et al., 1988

FSH: Follikelstimulierendes Hormon, LH: Luteinisierendes Hormon, BMP: Bone morphogenetic protein, PGE,:
Prostaglandin E,, II: Interleukin, TNF: Tumor necrose factor, EGF: Epidermal growth factor, TGF: Transforming

growth factor, FGF: Fibroblast growth factor
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5 Activin, Inhibin und Follistatin

Activin und Inhibin sind Mitglieder der TGFB-Familie. Sie gehoren, zusammen mit
Inhibin, zu einer Gruppe von lokalen und hypophysiren Regulatoren der Follikulogenese.
Activin wurde kurz nach der Isolierung von Inhibin aus follikulédrer Fliissigkeit gewonnen und
wirkt positiv auf die FSH-Sekretion und die FSH-Expression.

Activin besteht aus B-Ketten, welche Homodimere bilden. Es sind mittlerweile 5 -
Untereinheiten (UE) identifiziert worden (Ba-f¢). Davon sind Ba und Bb an der Bildung von
Activin und Inhibin beteiligt, fc und fd wurden in Sdugetieren gefunden und die Untereinheit
Be beim Krallenfrosch (Xenopus laevis) (Bernard et al., 2001, Bilezikjian et al., 2004). Es sind
drei Dimerformen bekannt: BaPa BaPb, Bbpb (Gregory und Kaiser, 2004). Die meisten
Untersuchungen wurden mit Activin A durchgefiihrt. Die Wirkung von Activin B und Activin

AB ist hingegen wenig erforscht (Drummond, 2005).
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Abbildung 5.1 Struktur von Activin und Inhibin
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Struktur von Activin und Inhibin: Entstehung der Untereinheiten aus einer Vorlaufer-Form (Precursor) und
mogliche Zusammensetzung der Untereinheiten, modifiziert nach Knight et al. (2001).

Activin wird, wie auch Inhibin, in einer Vorlduferform synthetisiert. Nach Abspaltung
der pra- und pro-Region enstehen die reifen Pa-, fb- und a-Untereinheiten. Diese sind dann
zur Dimerisation fahig und konnen Activin A, Activin AB und Activin B, sowie Inhibin A
und Inhibin B bilden (Knight, 1996). Die Activine binden an einen Zell-Membran-Rezeptor
mit Serin/Threonin-Protein-Kinase-Aktivitit vom Typ I oder Typ II. Der Mechanismus ist
dabei folgendermaflen: Activin bindet an seinen Rezeptor Typ II, welcher dann den Rezeptor
Typ I rekrutiert und mit diesem einen Rezeptorkomplex bildet. Der Komplex vermittelt
seinerseits die Activinwirkung {iber die intrazelluldren Mediatoren Smad 2 oder Smad 3, die
mit dem Co-Smad 4 assoziieren. Der Smad-Komplex ist in der Lage, in den Zellkern
einzutreten und die Transkription der Activin-responsiven Gene zu regulieren (Siehe

Abbildung 5.3).
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Activin und Inhibin wirken im Wechselspiel mit Follistatin. Follistatin ist nicht
Mitglied der TGFB-Familie, aber ist funktionell Activin und Inhibin zugehdrig. Follistatin

bindet an Activin und reduziert damit dessen Bioverfiigbarkeit und Wirkung.

5.1 Die Activin-Wirkung

Die Wirkungen von Activin auf die gonadale Achse sind vielféltig und lassen sich
grob in zwei Kategorien einteilen: Die auto- und parakrinen Wirkungen am Ovar sowie die

auto- und parakrinen Wirkungen an der Hypophyse.
5.1.1 Die autokrinen/ parakrinen Wirkungen am Ovar

Activin hat lokale Wirkung am Ovar, wo es autokrin auf die GC sowie parakrin auf die
TC und die Oozyte wirkt.

Des Weiteren reguliert Activin auch {liber einen negativen Feedback LH, ACTH sowie
GH.

Activin wird erstmals in Sekundérfollikeln produziert und ldsst andere kleinere
Follikel im Ruhestadium verharren. Daraus kann abgeleitet werden, dass eine Abnahme des
lokalen Activin-Einflusses, zum Beispiel infolge einer Atresie von frithen Sekundérfollikeln,
zu einer Initiation der frithen Follikulogenese fiihren kann und dass Activin damit einen
entscheidenden Regulator fiir die frithe Follikelentwicklung darstellt (Mizunuma et al., 1999).

Activin ist ein Mitogen der Granulosa Zellen und stimuliert deren Proliferation. Dies
ist durch Versuche an KO-Méusen fiir den Typ II Rezeptor verdeutlicht worden, deren
Follikelwachstum im friithen antralen Stadium endet. Allerdings sinkt in diesen Versuchen das
Plasma-FSH ebenfalls ab, was die Frage aufwirft, ob der Entwicklungs-Stopp nur an Activin
oder auch an FSH liegt (Knight und Glister, 2001).

Activin hat am Ovar vielfiltige Effekte und wirkt vor allem in der préantralen und in
der frithen antralen Follikulogenese als ein autokriner Regulator der Follikel. Wesentliches
Kriterium fiir die Wirkung von Activin ist das Stadium der Follikel (Miro et al., 1995): In den
praantralen Follikeln fordert Activin die Expression der FSH-R (Nakamura et al., 1993) und
bewirkt somit eine Responsivitit auf FSH. Activin wirkt im Gegensatz zu IGF auch in
Abwesenheit von cAMP auf die FSR-H (Findlay, 1993). Somit nimmt Activin eine

Schliisselrolle in der Gonadotropinsensitivitit der Follikel durch die Expression von FSH-R,
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einer der ausschlaggebenden Dreh- und Angelpunkte in der Lebensgeschichte eines Follikels,
ein. Im antralen Follikel behilt Activin zwar seine positive Wirkung auf die Proliferation der
GC, aber diese Wirkung riickt in den Hintergrund. Vordergriindig wird FSH (und spéter dann
LH) zur treibenden Kraft (Knight und Glister, 2001).

Bei der Steroidogenese fordert Activin in kleinen antralen Follikeln die Expression der
P450arom und wirkt somit positiv auf die Umwandlung von Androgen zu Ostrogen.
Zeitgleich inhibiert Activin aber die Expression der P450scc so wie die Progesteron-Synthese
(Hillier und Miro, 1993, Knight und Glister, 2001).

Die Progesteron-Produktion wird von Activin ebenfalls abhéngig vom Follikelstadium
reguliert: sie wird in nicht differenzierten GC gefordert und in differenzierten GC gehemmt.
Activin erhdht in nicht-differenzierten GC die Expression und Aktivitdt von P450scc.
Hingegen wird selbige in differenzierten GC gehemmt. So fungiert Activin als ein Forderer
kleiner Follikel und hemmt die Luteinisierung sowie die Atresie groB3er antraler Follikel.
Activin steigert zudem die FSH-induzierte Expression von P450scc (auch hier wieder in
kleinen antralen Follikeln) das gleiche Element wird in gro3en antralen Follikeln gehemmt
(Miro et al., 1995).

Im Gegensatz zu der stimulatorischen Wirkung von Activin auf die FSH-induzierte
P450scc Expression weist es keine Wirkung auf die Expression von 33-HSD auf. Allerdings
weist Activin einen positiven Effekt auf die FSH-induzierte Expression von 33-HSD auf,
weshalb eine posttranscriptionelle Beeinflussung der Enzym-Aktivitdt vermutet wird (Miro et
al., 1995). Diese bedarf allerdings noch des Nachweises.

Zusétzlich zu seinen autokrinen Wirkungen auf die GC besitzt Activin ebenfalls
parakrine Wirkungen. In den TC reduziert Activin die LH-induzierte Androgen-Produktion
und antagonisiert somit den Inhibin-Einfluss auf die TC. Activin reguliert die Ostradiol-
induzierte Androgen Produktion ebenfalls negativ. Die Bedeutung von Activin fiir die
erwdhnten Mechanismen ist durch ihre Antagonisierbarkeit durch Follistatin (Fst)
nachgewiesen (Wrathall und Knight, 1995).

Die Oozyten exprimieren ebenfalls Activin Rezeptoren, deswegen hat Activin auch
eine parakrine Wirkung auf die zytoplasmatische und nukleare Reifung und ist am Erhalt des

meiotischen Stopps bis zum LH-Peak beteiligt (Eppig, 1996).
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Tabelle 5.1 Ubersicht iiber die Wirkungen von Activin im Follikel

Activin (In GC groBer praantraler Follikel)
Wirkt auf: bewirkt

Primordialfollikel Wissenschaftlich nicht geklart

Primérfollikel bis priantrale Follikel Anstieg der GC-Proliferation

Anstieg von FSH-R so wie der FSH-induzierten P450arom
Expression

Minderung der LH-induzierten Androgen-Produktion der TC

Antrale Follikel Anstieg der GC-Proliferaration

Anstieg der FSHR sowie der FSH-induzierten P450arom
Expression

Minderung der LH-induzierten Androgen-Produktion in den
TC

Forderung der Oozyten-Reifung

Corpus luteum Abfall der GC-Luteinisierung sowie der GC-Atresie
Abfall der lutealen P4-Produktion

GC: Granulosazellen, FSH: Follikelstimulierendes Hormon, FSH-R: FSH Rezeptor, P450arom: P 450
Aromatase, LH: luteinisierendes Hormon, P4: Progesteron

Tabelle 5.2 Faktoren und Zellen, welche von Activin beeinflusst werden

Faktor/Element Activin-Wirkung auf diese Faktoren/Zellen

GC [Erhoht die Mitose und Proliferation

FSH-R [Erhoht die Expression in frithen antralen Follikeln
erhoht ebenfalls die Expression in undifferenzierten GC

GnRH-R Activin erhoht die GnRH-induzierte Aktivierung der GnRH-R-Expression.

P450arom Erhoht ihre Expression und somit die Ostradiol-Produktion bei gleichzeitiger
[Verminderung der Progesteron-Produktion.

P450scc [Erhoht ihre Expression in nicht-differenzierten GC, vermindert die Expression in
differenzierten GC.

33-HSD Activin erhoht die FSH induzierte Expression von 33-HSD.

ERpB 'Wird von Activin stark hoch reguliert (Kipp et al., 2007a)
(Feedbackmechanismus, da Ostrogen die Aktivitit von Activin herabreguliert,
Kipp et al., 2007a).

Regulation der Keimzellen [Die prénatale Gabe von Activin erhdht die postnatale GroB3e des Follikelpools
(Bristol-gould et al., 2006).

GC:Granulosazellen, GnRHR: GnRH Rezeptor, P450arom: P450 Aromatase, P450scc: Cytochrom P450 side
chain cleavage, 3p-HSD: 3p-Hydoxysteroid-dehydrogenase, ERB: Ostrogen Rezeptor B, FSH-R: FSH Rezeptor
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Abbildung 5.2
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Die verschiedenen Faktoren mit [hrem Synthese-Ort sowie dem Ort, den sie beeinflussen.
BMP: Bone morphogenetic protein, AMH: Anti mullerian hormone, GDF: Growth differentiation factor, TGFf3
Transforming growth factor B, FSH: Follikelstimulierendes Hormon, LH: Luteinisierendes Hormon

5.1.2 Die Wirkungen an der Hypophyse

Activin, Inhibin und Follistatin wirken gemeinsam und beeinflussen sich gegenseitig.
Die Wirkung von Activin ist sehr vielfdltig und sowohl auto- als auch parakrin (Bilezikjian et
al., 2004).

Activin wirkt iiber zwei grundlegende Mechanismen positiv auf die FSH-Sekretion:

1) tiber eine direkte Wirkung auf die gonadotropen Zellen. Diese Wirkung kann durch
Inhibin und Follistatin moduliert werden. Die Stimulation der gonadotropen Zellen fiihrt vor
allem zu einer gesteigerten Expression von FSHf (Ling et al., 1986).

2) iiber eine indirekte Modulation der Promotor-Aktivitit des GnRH-Rezeptor-Gens,
der Zahl der GnRH-R in der Zellmembran der gonadotropen Zellen und deren Sensitivitét

(Norwitz et al., 2002).
Neuere Befunde besagen, dass Activin A und GnRH synergistisch bei der

transkriptionellen Aktivierung von FSHf bei der Ratte wirken (Gregory et al., 2005). Die

Wechselwirkung zwischen den beiden Transkriptionswegen ist von den Smad-Bindungen
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abhéngig (Gregory et al., 2005). Activin, in Synergie mit BMP-2, steigert die FSHf-
Transktiption und somit auch die FSH-Synthese (Lee et al., 2007).

Der Einfluss von Activin und Inhibin auf FSHP} bewirkt vor allem eine gesteigerte
Transkription, eine verldngerte Halbwertszeit des Transkripts und eine erhohte Expression des
Activin-Rezeptors (Knight, 1996).

Neuere Untersuchungen widerlegen frithere Ergebnisse, nach denen Activin
ausschlieBlich die FSH-Expression und -Sekretion stimulieren soll (Weiss et al., 1993).
Activin beeinflusst ndmlich nicht nur die FSHB-Expression sondern auch die LHB-Expression
und damit die LH-Produktion positiv (Coss et al., 2005). Erste Ergebnisse fanden eine
Wirkung von Activin auf LH nur iiber die GnRH-induzierte LH-Sekretion (Weiss et al.,
1993). Spitere Untersuchungen hingegen konnten auch einen Einfluss von Activin auf die
basale LH-Produktion aufweisen (Coss et al., 2005).

Beim dem Schaf ist allerdings eine Besonderheit zu beobachten: die Activin-induzierte
FSH-Sekretion wird von einem Abfall der GnRH-induzierten LH-Sekretion begleitet.

Activin moduliert ebenfalls die Sensitivitit der gonadotropen Zellen der Hypophyse
fiir GnRH (durch Erleichterung der GnRH-Wirkung bei der Transkription von FSHf3 und
GnRH-R) (Gregory et al., 2005).

Desweiteren wird Activin auch eine wichtige Funktion in der GnRH-unabhingigen
Ausbildung des sekundidren FSH-Anstieges beigemessen. Tebar et al. (2000) schlagen ein
Modell vor, in dem der sekunddre FSH-Anstieg als Ergebnis der praovulatorischen LH-
Sekretion- und somit eines Abfalls des ovariellen und hypophyséren Inhibins resultiert.
Weiterhin resultiert der sekunddre FSH-Anstieg ebenfalls aus einem Anstieg des
hypophyséren Activins B- und der im Prodstrous stattfindenden Corticosteron-Produktion mit
folgendem hypophysédrem Inhibin- und Follistatinabfall. Zur Wirkung von Activin wurde
beobachtet, dass es einen Effekt auf weitere hypophysédre Hormone auller FSH besitzt, so zum
Beispiel auf LH, ACTH und GH (Knight, 1996). Bei der Ratte stimuliert Activin die FSH-
Sekretion und -Synthese, inhibiert aber GH, ACTH und PRL (Bilezikjian et al., 1996).
Kontrire Angaben iiber die Wirkung von Activin auf GH wurden von Tamura et al. (2000)

angeben. Danach stimuliert Activin die Expression von GH bei der Ratte.

5.2 Die Activin-Expression

Die Expression von Activin lésst sich ebenfalls in zwei Kategorien einteilen, und zwar

in die ovarielle und in die hypophysire Expression von Activin
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5.2.1 Die ovarielle Expression von Activin

Lange Zeit war vorherrschende Meinung, dass die Expression der drei Activin/Inhibin
Untereinheiten fast ausschlieBlich in den GC stattfindet. Die Expression von -UE mRNA
wurde schon vor einiger Zeit in den GC antraler Follikel der Ratte nachgewiesen (Meunier et
al., 1988), spiter auch bei Primaten (Schwall et al., 1990) sowie Schafen (Tisdall et al., 1994)
gefunden. Beim Rind (Ireland und Ireland, 1994) wurde die Expression der B-UE ebenfalls in
den GC der antralen Follikel nachgewiesen. Neuere Experimente zeigen beim Schwein eine
deutliche Expression der a- und B-UE in den GC von unilaminaren (Typ 1 bis Typ 2),
multilaminaren (Typ 3-4) und antralen (Typ5) Follikeln (inklusive Cumuluszellen im Typ 5
Follikel). Weiter wurde die Expression dieser UE ebenfalls in den TC von multilaminaren und
kleinen antralen Follikeln sowie in der TI mittlerer antraler Follikel gezeigt werden. Eine
Expression von Activin wurde in atretischen Follikeln nicht gefunden (van den Hurk und Van
de Pavert, 2001).

Eine Expression der Activin-Untereinheiten in den TC wurde bei mehreren Tierarten
nachgewiesen, wie beim Schwein (van den Hurk und Van de Pavert, 2001) und bei der Ratte
(Findlay et al., 2001). Juengel et al. (2000) hingegen konnte beim Schaf keine Expression der
UE in den TC finden.

Tabelle 5.3 Expression- der Ba- und Bb- Untereinheiten beim Schwein, modifiziert nach Van den Hurk et

al.(2001).

Stadium und Kompartimente fa mRNA b mRNA Act A
[Unilaminarer Follikel

Oozyte - - -
GC + + +
multilaminarer Follikel

Oozyte - - +
GC + + +
TC + + -
[kleiner antraler Follikel

Oozyte - - +
GC + + +
TC + + +
mittlerer antraler Follikel

Oozyte - - +
GC + + +
TC + + -

+: konnte nachgewiesen werden, -: konnte nicht nachgewiesen werden
GC: Granulosazellen, TC: Thekazellen, Act A: Activin Rezeptor A, fa mRNA: mRNA der fa Untereinheit, fb
mRNA: mRNA der b Untereinheit
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Van den Hurk et al. (2001) fanden keine Expression der Activin-UE in Oozyten. Diese
Ergebnisse stehen im Widerspruch zu Untersuchungen bei der Ratte (Zhao J., 2000) und beim
Rind (Izadyar et al., 1998), bei denen eindeutig eine Expression der UE in der Oozyte
nachgewiesen wurde. Dieser Unterschied konnte an der von van den Hurk et al. (2001)
verwendeten Methode der In-Situ-Hybridisierung liegen. Moglicherweise wiirden RT-PCR
Studien weitere Aufklarung iiber die Expression der B-UE in der Oozyte geben.

Die beiden B-UE werden wéhrend der Follikelselektion und der Follikelreifung
unterschiedlich reguliert (Muttukrishna et al., 1994) und unterliegen teilweise zyklusbedingten
Veranderungen. Die Ba-UE wird beim Rind am stérksten in den groBten Follikeln mit dem
hochsten Aromatase-Gehalt exprimiert und diirfte somit in die Ausbildung eines dominanten
Follikels involviert sein (Ireland und Ireland, 1994). Zudem wird die Expression der fa-UE
nach Ireland et al. (1994) im nicht-ovulatorischen Follikel wesentlich von FSH, und LH sowie
von Verinderungen der Konzentrationen von Ostrogen und Progesteron beeinflusst. Nach
Ireland et al. (1994) bleibt beim Rind die Expression der Bb-Untereinheit hingegen
unbeeinflusst von FollikelgroBe, Differenzierungsstadium der Theca oder Atresie des
Follikels. Weiterhin sinkt die Bb-Expression bei der Ratte im tertidren Follikel wéhrend des
Prodstrous ab. Daraus resultiert die Vorstellung, dass b teilweise hormonell reguliert wird

und eine differenzierte Expression der UE stattfindet.

Tabelle 5.4 Expression von Activin in den verschiedenen Kompartimenten

TC GC Ooc
Maus +
Ratte + + +
Schaf +
Rind + + +
Schwein + + +

+: Konnte nachgewiesen werden,
TC: Thekazellen, GC: Granulosazellen, Ooc: Oozyte

5.2.2 Hypophysire Expression von Activin

Das hypophysére Expressionsmuster von Activin, Inhibin und Follistatin ist
auBBerordentlich komplex.

Die Activin- und Inhibin-Untereinheiten wurden schon sehr friih in der Hypophyse der
Ratte nachgewiesen. Die Zellen des HVL sezernieren Activin A und Activin B (Bilezikjian et

al., 1993). Anderen Angaben zufolge wird in der Hypophyse der Ratte die fa-UE nicht
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exprimiert und somit Inhibin A und Activin A auch nicht synthetisiert (Knight, 1996). Nach
Bilezikjian et al. (1996) wird Activin A allerdings in der Hypophyse der Ratte in geringem
MafBe exprimiert, aber die Expression von Activin B liberwiegt. Die Expression beider
Untereinheiten von Activin wurden in den gonadotropen Zellen des Menschen nachgewiesen,
was eine physiologische Funktion von Activin als autokriner Regulator der Gonadotropin-
Sekretion unterstreicht (Uccella et al., 2000). In der Hypophyse der Ratte und des Rhesus-
Affen wird mehr Bb als Ba exprimiert (Attardi et al., 1992). Die Produktion von Inhibin a
sowie der Inhibin/Activin-B-UE ist erstmals sowohl auf transkriptionaler Ebene als auch auf
translationaler Ebene in den GC der Rattenhypophyse nachgewiesen worden (Attardi et al.,
1992, Bilezikjian et al., 1996). Diese UE werden zusammen mit FSH und LH in den
sekretorischen Granula der GC gespeichert. Eine Expression der 3-UE ist auch in den
Hypophysen anderer Spezies, inklusive Primaten und Mensch, nachgewiesen worden (Attardi
et al., 1992, Uccella et al., 2000). Allerdings war auch hier die Expression von 3b deutlich
hoher als die Expression von 3. Beim Schwein haben Li et al (1997) Ba und b nachgewiesen,
wobei bei Bb rassenspezifische Unterschiede in der Expression bestehen, wéahrend Pa keine
Unterschiede aufweist. Li et al (1997) haben keine Expression der a-UE in der Hypophyse des
Schweines nachweisen konnen.

Wie auch die gonadale Expression variiert die hypophysédre Expression bei der Ratte
stark wihrend des Zyklus. Das praovulatorische LH hemmt zusammen mit Progesteron die
hypophysére Inhibin-Expression und fordert die Expression von Activin B, was wiederum zu
einer gesteigerten FSH Expression fiihrt. Diese Steigerung der Activin-Expression geschieht
vor allem iiber ein erhohtes f/a-Verhiltnis (Tebar et al., 2000). Eine Ovarektomie fiihrt in
Ratten zu einem Anstieg der mRNA-Spiegel der a- und B-UE (Bilezikjian et al., 1996).

In diesen Regelkreis sind noch weitere Komponenten involviert. So moduliert beim
Schaf Ostradiol GnRH-unabhiingig die Activin-Expression in der Hypophyse (Baratta et al.,
2001). Hinzu kommt bei der Ratte die Beobachtung, dass Activin A die lokale Produktion von
der Bb-Untereinheit negativ und Follistatin sowie Inhibin A diese positiv reguliert (Bilezikjian

etal., 1996).
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Tabelle 5.5 Tierartlich spezifische Expression der Activin-Untereinheiten

Tierart Literatur Quelle

Maus Keine Angaben gefunden

Ratte Hypophysére Expression von b Hypophysére Expression von Bilezikjian et al., 1993
Follistatin, o und Bb Bilezikjian et al., 1996
Kein Expression von Pa Bilezikjian et al., 2004
|Auto und parakrine Regulation, Expression von Activin A und Activin |[Knight et al., 1996
B Bilezikjian et al., 2006

Schaf Activin Expression wird GnRH unabhiingig von Ostradiol reduziert  [Baratta, 2001

Rind [Keine Angaben gefunden

Schwein Ba und Bb in der Hypophyse, Ziichtungs-spezifische Unterschiede Li et al., 1997

GnRH: Gonadotropin releasing hormone

5.3 Der Activin-Rezeptor

Wie auch bei anderen Mitgliedern der TGFB-Familie wird die Signaltransduktion von
Activin liber eine membranstdndige Serin-Threonin-Proteinkinase vermittelt. Zuerst bindet
Activin an den Activin-Typ-II Rezeptor, der in zwei Subformen existiert: ActRII und ActRIIb.
Das c-Terminale Ende von Activin bindet an den Rezeptor Typ II. Dieser Komplex bildet ein
Heterodimer mit ActRI (ALK2=ActRI und ALK4=ActRIB), welches nach Phosphorylierung
die nachgeschaltete Signaltransduktionskette ausldst. Die Komplexbildung ist der
ausschlaggebende Moment, der die Transphosphorylierung des Typ II Rezeptors ermoglicht
und den Rezeptor Typ I aktiviert. An der Signaltransduktion sind Smad 2, 3 und 4 beteiligt
(Findlay et al., 2002). Der Smad-Komplex wird in den Zellkern transloziert und 16st die
Transkription der Activin-responsiven Gene aus. Es gibt drei Gruppen von Smads: die
regulatorischen Smads (1, 2, 3, 5 und 8), co-Smad 4 und zwei inhibitorische Smads (smad 6
und 7).

Bei der Ratte und der Maus kann der Smad-Komplex an ein Konsensus-Smad-
Bindungselement, das im proximalen Promotor von FSHf3 lokalisiert ist, binden. Diese
Konsensussequenz fehlt dem Schaf, dem Schwein und dem Menschen. Daher diirfte der
Mechanismus der Smad-Wirkung bei diesen Spezies anders sein (Lamba et al., 2006, Lee et

al., 2007).
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Tabelle 5.6 Liganden, Rezeptoren der TGFB-Mitglieder, u.a. Activin und Inhibin, und Thre Smads

Ligand Typ II Rezeptor [Typ I Rezeptor R-Smad [-Smad  [Co-Smad
TGFp TBRIT IALKS5 (TBRI) 2 oder 3 7 4
ALK 1
IActivin ACtRITA IALK4 (ActRIA) 2 oder 3 7 4
ActRIIB
BMP BMPRII IALK?2 (ActRIA) 1,5 oder 8 6 4
ActRIIA ALK3 (BMPRIA)
ActRIIB ALK6 (BMPRIB)
AMH AMHRII IALK?2 (ActRIA) 1,5 oder 8 6 4
IALK6 (BMPRIB)

TGFp: Transforming growth factor B, TBRII (I): TGFB Rezeptor Typ II (I), ALK: Activin receptor like kinase,
ActRI (II): Activin receptor typ I (II), AMH: Anti muellerian hormone, AMHR: AMH Receptor, BMPRIB: BMP
receptor Typ I B

Abbildung 5.3 Activin-Rezeptor und Smads, modifiziert nach Findley et al. (2002)
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Der Activin-Rezeptor, bestehend aus seinen zwei Anteilen, induziert den Smad2/3, welcher mit dem co-Smad 4
die Transkription aktiviert Smad 6 und 7 sind antagonisierende Smads

Wie auch schon bei Activin findet die Expression des Activin-Rezeptors ebenfalls in

verschiedenen Organen statt, ndmlich in den Gonaden und in der Hypophyse
5.3.1 Die Expression der Activin Rezeptors in der Hypophyse

Nach den Ergebnissen von Aono und Schneyer (1997) werden in der Hypophyse der
Ratte alle vier Rezeptoren exprimiert. Die Konzentration von ActRIIB, ALK4 und ALK2

beim Schaf variiert wihrend des Zyklus und ist vor dem prdovulatorischen Peak und wahrend
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des sekundidren FSH-Antieges hoher als wiahrend des praovulatorischen Peaks und in der
lutealen Phase. Der Anstieg der ActRIIB mRNA Expression geht einher mit einem Anstieg
von ActRII-Protein. Die Expression von ActRIIA hingegen erfolgt wihrend des gesamten
Zyklus hindurch gleichmifBig (Fafioffe et al., 2004).

Da Activin maB3geblich an der erhohten Synthese und Sekretion von hypophysérem
FSH beteiligt ist, wurde die Hypothese aufgestellt, dass die erhohte ActRIIB-Expression kurz
vor und kurz nach dem Gonadotropin Peak wesentlich an dem Erhalt einer basalen FSH-
Synthese und am sekundidren FSH-Anstieg beteiligt ist.

Halvorson et al. (1994) fanden dhnliche Ergebnisse bei der Ratte. Sie zeigten, dass die
hypophysére Expression von ActRIIA mRNA wihrend des Zyklus unveréndert bleibt.
Allerdings haben sie ActRI und ActRIIB nicht untersucht.

Somit wird deutlich, dass ActRIIA im Vergleich zu den anderen Rezeptor-Subtypen
differentiell exprimiert wird. Auch Dalkin et al. (1996) konnten zeigen, dass Activin die
mRNA von ActRI und ActRIIB steigert, aber nicht die von ActRIIA. Erkenntnisse {iber die

Expression der Activin-Rezeptoren stehen beim Schwein und beim Rind noch aus.

Tabelle 5.7 Verlauf der Expression der Rezeptor-Subtypen in der Hypophyse im Verlauf des Zyklus

Ratte Schaf Rind Schwein
ALK2 (%] Variiert (%) (%)
ALK4 (4] Variiert (%) (%)
ActRIIA Unverandert Unveradndert (%) (%)
ActRIIB (%] Variiert (%] (%)

©: Keine Ergebnisse, ALK: Activin receptor like kinase, ActRII: Activin receptor Typ II

Die Expression der Activin-Rezeptoren in den gonadotropen Zellen ist wesentlich an

der Expression und Sekretion von FSH beitligt (Gregory et al., 2004).
5.3.2 Die Expression des Activin-Rezeptors im Follikel

Der Activin-Rezeptor wird in den Follikeln speziesspezifisch in den GC, in den
Oozyten und in den TC exprimiert. Beim Schwein wird der ActRII in der Oozyten der
unilaminarenn der multilaminaren und der kleinen antralen bis zum mittleren antralen Follikel
exprimiert. In den GC findet die ActRII Expression ab dem multilaminaren Follikel statt. Ab
dem kleinen antralen Follikel ist der Activin-Rezeptor auch in den TC nachweisbar. Im
atretische Follikel findet keine Expression statt. Eine Expression des Activin-Rezeptors fehlt
auch in den TC multilaminarer und mittlerer Antraler Follikel (van den Hurk und Van de

Havert, 2001).
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Tabelle 5.8 Expression von Pa, b, Activin sowie ActRII in dem Follikel des Schweines.

Schwein B.mRNA B, mRNR Act A ActR 11
Unilaminarer Ooc - - - +
Follikel GC + + T i
Multilaminarer Ooc - - + +
Follikel GC + + T T
TC + + - -
Kleiner antraler Ooc - - + +
Follikel GC + + T T
TC + + + +
Mittlere Antraler Ooc - - + +
Follikel GC + + T T
TC + + - -
Atretischer Follikel - - - -

+: Nachgewiesen, -: nicht nachweiflbar
GC: Granulosazellen, TC: Thekazellen, Ooc: Oozyten, Act: Activin, ActRII: Activin Rezeptor Typ II

Der Typ II Rezeptor wird beim Menschen in den Oozyten und den GC exprimiert
(Sidis et al., 1998), ebenso bei der Maus (Wu et al., 1994). Bei der Ratte lasst sich der Typ II
Rezeptor in den Oozyten und den umgebenden Follikelzellen (GC und TC) nachweisen (Zhao
J., 2000). Beim Rind haben Izadayar et al. (1998) die Expression von ActRII in vitro in COC
nachgewiesen (Izadayar et al., 1998).

Die Ergebnisse iiber die Expression der Activin-Rezeptoren beschrinken sich beim
Schaf auf die Hypophyse. Es liegen keine Ergebnisse iiber die Rezeptor-Expression im Ovar
des Schafes vor, wohl aber fiir das der Ziege (Silva et al., 2004). Diese Studie hatte folgenden
Ergebnisse: das Protein fiir ActRIIA/B wurde in den Oozyten aller Follikel gefunden,
weiterhin in den GC ab dem primordialen Follikelstadium sowie in den TC antraler Follikel,
im C.I. und im Oberflidchenepithel des Ovars. Bei antralen Follikel findet die Expression in
Cumuluszellen und in muralen GC statt. Die Expression von ActRIA ist &hnlich, bis auf den

Unterschied, dass keine Expression des Proteins in den TC grof3er antraler Follikel stattfindet.
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Tabelle 5.9 Expression von Activin und seiner Rezeptoren im Follikel der Ziege, modifiziert nach Silva et al.

(2004)

Stadium und
Kompartiment

Activin A

ActRITA/B
Protein

ActRITA
mRNA

ActRIIB
mRNA

ActRIA
Protein

ActRIA
mRNA

ActRIB
mRNA

\Unilaminarer Follikel

*)

©)

*)

*)

Oozyte

++

++

++

Granulosazellen

+/-

++

+

multilaminarer
Follikel

)

Q)

)

)

Oozyte

++

Granulosazellen

++

Thekazellen

antraler Follikel (k)

Oozyte

++

Cumuluszellen

++

murale GC

++

Thekazellen

+/-

|+ +

|+ +

[+ +]+

|+ +

|Antraler Follikel
(mittlerer)

Oozyte

+++

++

Cumuluszellen

++

+++

++]+

++]+

++

murale GC

+++

+++

++

Thekazellen

++

+

J’_

[+ +]+

|+ +

(1), (-): ganzer Follikel untersucht

+, ++, +++: Intensitdt der Expression

+/-: Spuren gefunden

-: keine Expression gefunden

GC: Granulosazellen

ActRI (II): Activin Rezeptor Typ I (II)

Tabelle 5.10 Expression der Activin-Rezeptor mRNA bei der Maus

Stadium und Kompartiment

Activin A

ActRITA
mRNA

ActRIIB
mRNA

ActRIA
mRNA

ActRIB
mRNA

[Unilaminarer Follikel

Oozyte

Granulosazellen

multilaminarer Follikel

Oozyte

Granulosazellen

Thekazellen

kleiner antraler Follikel

Oozyte

++

++

++

++

Cumuluszellen

++

++

++

++

murale Granulosazellen

ThekazellenC

Mittlerer antraler Follikel

Oozyte

++

++

++

++

Cumuluszellen

++

++

++

++

murale GranulosazellenC

Thekazellen

(1), (-): ganzer Follikel untersucht

+, ++, +++: Intensitdt der Expression

+/-: Spuren gefunden

-: keine Expression gefunden

GC: Granulosazellen

ActRI (IT): Activin rezeptor Typ I (IT)
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Tabelle 5.11 Expression des Typ II Rezeptors in den verschiedenen Kompartimenten des Ovars

Type I1 Rez mRNA TC GC Oozyte
Maus + +
Ratte + + +
Mensch + +
Schaf

Ziege + + +
Rind + +
Schwein + + +

+: Expression nachgewiesen,
GC: Granulosazellen, TC: Thekazellen

Diese Expressionsmuster weisen darauf hin, wie wichtig Activin fiir die Entwicklung
der Follikel ist. Ein wichtiger Befund ist die Expression des Rezeptors in der Oozyte. Diese
deutet darauf hin, dass Activin an der Entwicklung und Reifung der Oozyte wesentlich
beteiligt ist. Weiterhin belegen diese Ergebnisse, dass Activin wesentlich an den parakrinen
Mechanismen zwischen Oozyte, Granulosazellen und Thekazellen beteiligt ist (Gilchrist et al.,
2006).

Der Activin-Rezeptor konkurriert mit Follistatin um Activin (Siehe Follistatin). Somit
beeinflusst die Konzentration von Follistatin wesentlich die Wirkungsmdglichkeit von
Activin.

Inhibin hat durch seine B-Kette ebenfalls eine Bindungsaffinitit zu den ActR,
allerdings ist die Affinitit viel niedriger. Ein Uberschuf an Activin reguliert die Expression
seines Rezeptors sowie die Activin-Biosynthese herunter (van den Hurk und Van de Pavert,

2001).

5.4 Inhibin

Inhibin ist ein Peptidhormon und gehort wie Activin in die TGFB-Familie. Es besteht
aus einer a-UE, das Dimere mit einer Ba- oder fb-UE bildet und so zum Inhibin A (afa) oder
Inhibin B (afb) flihrt. Die UE sind iiber Disulfid-Briicken miteinander verbunden.
Unterschiedliche posttranslationale Prozessierung, besonders des a-Precursors, fiihrt zu
verschieden grof3en Inhibin A- und Inhibin B-Molekiilen. Die a-UE besteht, wie auch schon
bei den B-UE erwéhnt, aus einem pre-pro-aN-aC Precursor. Nach Abspaltung der Pre-Region
wird daraus Pro-aN-aC. Nach weiterer Abspaltung entstehen Pro-aC und aN, und danach aC.
aN sowie pro-aN-aC sind beide ebenfalls in der Follikelfliissigkeit zu finden und haben
intrinsische biologische Aktivitét, die sich aber wesentlich von der klassischen Inhibin-

Bioaktivitdt unterscheidet (Knight, 1996) (siehe Abbildung 5.1).
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Inhibin wirkt als Gegenspieler von Activin, indem es die Bindung von Activin an seine
Rezeptoren und/oder dessen intrazelluldre Signaltransduktion blockiert (Matzuk et al., 2000).
Inhibin wird vornehmlich im Ovar gebildet und wirkt endokrin im Sinne einer negativen
Riickkopplung supprimierend auf die Sekretion von FSHf und somit auf die FSH-Synthese.
Inhibin hat, wie auch Activin, sowohl eine hypophysére als auch eine gonadale Wirkung.

Zur hypophysdren Wirkung gehort die negative Riickkopplung des gonadal
produzierten Inhibins auf die hypophysiare FSH-Synthese und -Sekretion. Die Hypothese einer
negativen Riickkopplung wurde durch Immunoneutralisationsstudien von Inhibin bestatigt.
Diese Studien wurden an den verschiedensten Tierarten durchgefiihrt, so zum Beispiel bei der
Ratte (Rivier et al., 1986), dem Schaf (Findlay et al., 1989), dem Rind (Glencross et al., 1994)
und dem Schwein (Brown et al., 1990). Die Inhibin a-UE wird zwar ebenfalls in der
Hypophyse exprimiert. Die Produktion von hypophysédrem Inhibin und seine Wirkung sind
aber nicht eindeutig geklért. Ob eine lokale Produktion von Inhibin Einfluss auf die Wirkung
des zirkulierenden Inhibins in der Regulation der Gonadotropinsekretion hat, bleibt noch zu
klaren (De Kretzer et al., 2002, Bilezikjian et al., 2004). Das gonadale Inhibin erreicht die
Hypophyse auf dem Blutweg und reguliert dort die FSH-Produktion, vor allem durch eine
Hemmung der Activin-Wirkung (Bilezikjian et al., 2004, Phillips und Woodruff, 2004).

Zu den parakrinen Wirkungen von Inhibin gehdort, dass Inhibin in den Thekazellen die
Androgen-Synthese fordert, und somit die Ostrogen-Synthese in einer Phase fallender FSH-
Werte anhebt. An der Oozyte verhindert Inhibin dessen Maturation.

Ob und inwiefern Inhibin eine Wirkung auf die Aromatase besitzt, bleibt noch zu
kldaren (Knight et al, 1996).

Keine der drei a-UE-Precursor-Formen besitzt eine Inhibin-dhnliche Wirkung. Die
freie aN-pre-From von Inhibin konkurriert aber mit FSH um die Bindung an den FSH-R und
setzt somit die biologische Aktivitdt von FSH in den GC herab (Knight, 1996). Zu den
weiteren parakrinen Wirkungen von Inhibin gehort der von Inhibin A hervorgerufene Anstieg
der LH-stimulierten thekalen Androgen-Synthese (Campbell und Baird, 2001). Ahnliche
Ergebnisse wie hier beim Schaf wurden bei der Ratte von Hsueh et al. (1987) und beim
Mensch von Hillier et al. (1991) gefunden. Wrathall et al. (1995) konnten hingegen beim Rind
keine parakrine Wirkung von Inhibin A bei der Androgen-Synthese feststellen.

Die Expression von Inhibin kann, wie auch die von Activin, in zwei Kompartimente

unterteilt werden: Die hypophysdre Expression und die gonadale Expression.
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Tabelle 5.12 Autokrine, parakrine und endokrine Wirkungen von Inhibin

Granulosazellen Autorkrin Eventuell findet eine Wirkung von Inhibin auf die Aromatase statt.

Thekazellen Parakrin Inhibin steiget die LH-induzierte Androgen-Produktion in den TC

Oozyte Parakrin Inhibin verhindert, verzogert die Reifung der Oozyte

Gonadotrope Endokrin Inhibin vermindert die FSH-Produktion

Zellen Inhibin moduliert die Sensitivitdt der GnRH-Rezeptoren in den
Gonadotropen Zellen

FSH: Follikelstimulierendes Hormon, LH: Luteinisierendes Hormon, GnRH: Gonadotropin-releasing hormone

5.4.1 Die hypophysire Expression von Inhibin

Die Expression der I/a Untereinheiten sowie die Expression von Inhibin A und Inhibin
B in der Hypophyse wird kontrovers diskutiert. Die hypophysédre Expression der B-UE ist
nachgewiesen. Die UE werden zusammen mit FSH und LH in den Speichergranula der
Hypophyse angetroffen.

Die Expression der a-UE ist noch nicht bei allen Spezies geklért. Es bestehen
kontroverse Ansichten iiber ihre Expression. So wurde zum Beispiel die a-UE in der
Hypophyse der Ratte lokalisiert (Meunier et al., 1988). Allerdings scheint bei dieser Tierart
die Hypophyse nur o und Bb zu exprimieren, wiahrend Pa fehlt (Meunier et al, 1988).

Weiterhin scheint das in der Hypophyse produzierte Inhibin nicht gleich sezerniert zu
werden, sondern wird zusammen mit den Gonadotropinen, Activin und Follistatin in den
Speichergranula der gonadotropen Zellen gelagert (Roberts et al., 1992). Weiter gibt es
unterschiedliche Angaben {iber die Expression der fa- und Bb-Untereinheiten bei der Ratte.
Einige Studien sprechen von der Expression beider UE (Roberts et al., 1989). Andere
wiederum weisen ausschlieBlich die Expression der Bb-UE nach (Bilezikjian et al., 1993,
Bilezikjian et al., 1996). Diese Diskrepanzen sind auch bei anderen Spezies zu finden. So
behaupten Alexander et al. (1995) dass die a-UE beim Menschen exprimiert wird (allerdings
ohne Expression von Pfa) wihrend von Schlatt et al. (1991) nur eine sehr schwache Expression
von a-Inhibin nachgewiesen werden konnte.

Weiter bestehen unterschiedliche Angaben tiber die Verdnderungen der Expression der
UE wiéhrend des Zyklus. So findet nach Bilezikjian et al. (1996) vorwiegend die Expression
von Inhibin B statt. Und wéhrend die Expression der a-UE durch den Zyklus ziemlich
konstant ist, ist die Expression der fb-UE zwar mifig aber an die Verdnderung in der
Expression von Follistatin angelehnt.

Nach Marshal et al. (1997) wird die a-UE stérker als die fb-UE exprimiert. Die fa-UE

wird nur sehr schwach exprimiert. Dies deutet darauf hin, dass Activin B und Inhibin B lokal
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produziert werden konnen. Activin B wird auch lokal sezerniert. Nach Li et al. (1997) wurde
die Ba UE in der Hypophyse der Ratte gar nicht gefunden. Beim Schwein lisst sich die a-UE
kaum, die Ba- und Bb-UE sehr deutlich nachweisen, wobei die Expression der B-UE stark
rassespezifisch erfolgt.

Die meisten Befunde deuten somit auf eine Expression von Inhibin in der Hypophyse
hin (obwohl dies bei Mensch und Affe noch im Detail zu kléren ist). Es muss aber noch
untersucht werden, ob Inhibin gespeichert wird und wie seine Sekretion ablauft. Weiterhin
nimmt man an, dass gonadales Inhibin auf die Hypophyse und die dort sezernierten Faktoren

wirkt (De Kretzer et al., 2002, Bilezikjian et al., 2004).
5.4.2 Die gonadale Expression von Inhibin

Die gonadale Expression von Inhibin findet vor allem in den GC des Follikels statt.
Die Expression der a-UE wurde auch in den TC nachgewiesen. Es gilt mittlerweile als
gesichert, dass GC einen Uberschuss an der a-UE im Vergleich zu der B-UE synthetisieren.
Damit diirfte zusitzlich zu den Activin/Inhibin-Dimeren auch noch freie a-UE sezerniert
werden (Knight, 1996). Bei Menschen haben Welt et al. (2001) gefunden, dass fb v.a. in
kleinen antralen Follikeln und Ba v.a. in praovulatorischen Follikeln exprimiert wird. Die a-
UE wird von allen Follikelstadien gleichermal3en exprimiert. Bei der Ratte werden nach
Findlay et al. (2001) auch alle drei UE in den GC exprimiert, wobei die Expression der a-
Untereinheit wesentlich starker erfolgt als die der B-UE. Zu diesem Ergebnis kamen auch
schon Knight et al. (1996). Weiter fanden Findlay et al. (2001), dass in FSH behandelten GC-
Kulturen die Konzentration an Inhibin A mit den Follikelwachstum zunimmt wéhrend die von
Inhibin B mit dem Follikelwachstum abnimmt. Diese Ergebnisse stimmen mit denen von Welt
et al. (2001) tiber die zeitliche Expression der B-UE {iberein. Wéhrend Ireland et al. (1994)
behaupten, dass Bb beim Rind durchgehen exprimiert wird und nur o und Pa in ihrer
Expression von den Gonadotropinen reguliert werden, beschreiben andere Gruppen, dass bei
den Primaten kein b in den DF zu finden ist (Schwall et al., 1990) und dass bei der Ratte die
Expression von b im Prodstrous deutlich sinkt (Meunier et al., 1988). Kaneko et al. (2002)
konnten zeigen, dass die Schwankungen der Inhibin A Konzentration mit der FollikelgroB3e
und dem Plasma-FSH-Spiegel korrelieren. Sie sind gleichfalls der Ansicht, dass die GC vor
allem Inhibin A und kaum Inhibin B produzieren. Li et al. (1997), wie schon frither Guthrie et
al. (1992), haben gezeigt, dass a und Ba beim Schwein im Verlauf der Follikelentwicklung

zum mittleren Follikelstadium stark zunehmen. Der Konzentrationsunterschied betrigt fiir o/
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bei 20 zu 1, wodurch klar wird, dass die B-UE den limitierenden Faktor in der Inhibin
Synthese darstellt. Die Synthese von Inhibinen nimmt nach dem LH-Peak stark ab und
ermoglicht damit das Auftreten einer neuen Follikelwelle. Beim Schaf ist die Expression von
Inhibin A und Ostrogen in den GC zeitlich sehr eng verbunden, obwohl die Inhibin A
Expression kurz vor der Ostrogen-Expression stattfindet (Campbell und Baird, 2001).

Die Expression der Activin/Inhibin-UE in Oozyten wurde ebenfalls untersucht. Silva
et al. (2003) konnten in der Oozyte des kleinen bis zum mittleren antralen Follikel alle drei
UE beim Rind nachweisen. Diese Befunde stimmen mit Ergebnissen von Albano et al. (1993)
bei der Maus und mit Izadyar et al. (1998) beim Rind {iberein. Sie sind allerdings der
Meinung, dass die a-UE vor allem von den umliegenden Cumuluszellen produziert und dann
von der Oozyte aufgenommen werden. Ba verhélt sich ebenso, wird aber zudem noch in
bovinen Oozyte exprimiert. Nach Reifung der Oozyte lisst die Immunfarbung fiir die a- und
B-UE sowie fiir Follistatin deutlich nach, was an der Abkopplung der Oozyte von den
umliegenden Cumuluszellen und einer damit verminderten Aufnahme liegen diirfte.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass Inhibin A eher ein Produkt ovulatorischer
Follikel ist, wiahrend Inhibin B hingegen von der Kohorte der rekrutierten Follikel auf ihrem
Weg zur Selektion gebildet wird (Phillips und Woodruff, 2004).

Es gibt verschiedene Untersuchungen iiber die Korrelation der Inhibin-Expression mit
den FSH/LH Kurven und dem Zyklus. Durch Studien an der Ratte, dem Menschen und dem
Primaten wurde deutlich, dass FSH die Inhibin-Sekretion in kleinen antralen Follikeln sowie
FSH und LH die Inhibin-Sekretion in prdovulatorischen Follikeln stimuliert (Welt et al.,
2001). Inhibin B kann damit als ein Produkt der FSH-Stimulation von kleinen antralen
Follikeln aufgefasst werden, wihrend Inhibin A in den spéteren Stadien des
Follikelwachstums als Antwort auf FSH und LH im préovulatorischen Follikel gebildet wird.
Insofern sind sowohl die FSH/LH-Sekretion als auch das Follikelstadium fiir das Inhibin-
Expressionsmuster von grofler Bedeutung. Weiteren Untersuchungen von Campbell et al.
(2001) ist zu entnehmen, dass die Synthese von Inhibin A beim Schaf ebenfalls FSH-
ansprechbar ist und dass die Inhibin A Sekretion kurz vor der Ostrogen-Sekretion stattfindet.

Die Expression von Inhibin wird wiederum von verschiedenen endokrinen, parakrinen
und autokrinen Faktoren beeinflusst. FSH und LH (in niedrigen Konzentrationen), IGF-I,
TGFP und Activin kénnen die Produktion von Inhibin in den GC stimulieren. EGF, TGFa,
Interferon-a sowie hohe Dosen von LH regulieren die Inhibin Produktion in Anwesenheit von

FSH oder anderen cAMP stimulierenden Elementen herunter (Findlay, 1993).
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Abbildung 5.4 Wirkungen sowie Wechselwirkungen von Activin, Inhibin und Follistatin, modifiziert nach
Knight and Glister (2001).
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Tabelle 5.13 Faktoren, welche sich auf die Expression von Inhibin auswirken
FSH Kann Produktion von Inhibin in den GC stimulieren
LH Kann Produktion von Inhibin in den GC stimulieren
IGF-1 Kann Produktion von Inhibin in den GC stimulieren
TGFp Kann Produktion von Inhibin in den GC stimulieren
Activin Kann Produktion von Inhibin in den GC stimulieren
EGF Kann die Produktion von Inhibin, in Anwesenheit von FSH oder andere cAMP erzeugender
Faktoren negativ regulieren
TGFa Kann die Produktion von Inhibin, in Anwesenheit von FSH oder andere cAMP erzeugender
Faktoren negativ regulieren
Interferon Kann die Produktion von Inhibin, in Anwesenheit von FSH oder andere cAMP erzeugender
Faktoren negativ regulieren
Hohe LH- Kann die Produktion von Inhibin, in Anwesenheit von FSH oder andere cAMP erzeugender
Dosen Faktoren negativ regulieren

FSH: Follikelstimulierendes Hormon, LH: Luteinisierendes Hormon, IGF-I: Insulin-like growth factor I, TGFp:
Transforming growth factor B, EGF: Epidermal growth factor, TGFa: Transforming growth factor a, cAMP:
cyclic adenosine monophosphat

5.5 Der Inhibin Rezeptor

Bei der Regulation der FSH-Sekretion in der Hypophyse ist sowohl lokal produziertes

als auch gonadales Inhibin involviert. Der Mechanismus der Inhibin-Wirkung ist noch nicht
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vollstindig geklirt. Vor allem die Expression des Inhibin-Rezeptors ist umstritten und daher
auch die Wirkung von Inhibin unklar.

Wie schon zuvor erwihnt geschieht die Bildung von Inhibin tiber Dimerisation einer
a- und einer B-UE, die Bildung von Activin iiber die Dimerisation zweier B-UE. Es wird daher
angenommen, dass die Verfiigbarkeit der B-UE iiber die Dimerisation zu Inhibin reguliert
werden kann. (Gregory und Kaiser, 2004). Der zweite Aspekt der Inhibin-Wirkung ist die
direkte Bindung von Inhibin iiber seine B-UE an den ActRII. Inhibin 16st aber im Gegensatz
zu Activin keine Komplexbildung mit dem ActRI und daher auch keine Signaltransduktion
aus. Dies konnte ein weiterer antagonisierender Regulationsmechnismus auf die Activin-
induzierte FSH-Stimulation sein. Die Bedeutung dieses Mechanismus muss jedoch noch
geklart werden, da Inhibin wesentlich geringere Affinitit zu dem Rezeptor aufweist als
Activin (Bilezikjian et al., 1996).

Auf der Suche nach einem geeigneten Inhibin-Rezeptor sind zwei Molekiile
identifiziert worden, die als Rezeptor-Kandidaten in Frage kommen. Zum einen ist das der
TGFB-Typ-I11-Rezeptor (auch Betaglykan), welcher von Lewis et al. (2000) erstmals
identifiziert wurde und zum anderen das Inhibin-Bindungsprotein InhBP. Bernard et al. (2001)
haben diese beiden Molekiile genauer untersucht, um zu kliren ob sie als spezifische Inhibin
Rezeptoren in Frage kommen.

Betaglykan bindet Inhibin nur schwach. Es bildet aber in Anwesenheit von ActRII
einen Komplex mit Inhibin und ActRII (Ethier et al., 2002), der die Affinitit von Inhibin A fiir
den ActRII erhoht (Lewis et al., 2000) und durch Activin nicht beeinflusst werden kann.
Betaglykan konnte daher als ein Inhibinkorezeptor fungieren, der die Bindung von Inhibin an
ActRII erhoht und die Bindung von Activin an seinen Rezeptor verhindert. Dadurch wird die
Activin-induzierte Stimulation der FSH-Synthese verhindert (Cook et al, 2004). Dass selbst
hohe Mengen an Activin nur einen Teil der Komplexbildung von Inhibin und Betaglykan
verhindern kdnnen, zeigt wie wirksam dieser Mechanismus ist.

Betaglykan fungiert auch als TGF-Typ-III Rezeptor und bindet TGFf2 mit hoherer
Affinitdt als TGFB1 oder TGFB3. Es wird vermutet, dass Betaglykan die TGFB-Bindung an
seinen eigenen Rezeptor Typ II verstirkt. Betaglykan besitzt zwei extrazellulire Doménen, die
an diesem Prozess beteiligt sind: die Endoglin-Doméne und die Uromodulin-Doméne.
Betaglykan bindet Inhibin tiber die Uromodulin-Doméne (Ethier et al., 2002). Die Wirkung
von TGFB1 und TGFP2 auf die Inhibin-Aktivitét entsteht folgendermalen: sie konkurrieren

mit Activin um Betaglykan und antagonisieren somit dessen Wirkung (Ethier et al., 2002).
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Die Untersuchungen der Betaglykan-Expression in der Hypophyse der Ratte liefern
unterschiedliche Ergebnisse fiir Betaglykan-mRNA und das von ihm kodierte Protein:

Bernard und Woodruff (2001) fanden heraus, dass der Betaglykan mRNA Spiegel
wihrend des gesamten Ostruszyklus konstant bleibt und nicht mit dem FSH-Spiegel korreliert.
Daraus schlossen sie, dass bei der Regulation der FSH-Sekretion die Verfiigbarkeit der f-UE
als Dimerisationspartner fiir Activin oder Inhibin entscheidend ist und nicht etwa Betaglykan.

Chapman and Woodruff (2003) haben die Lokalisation von Betaglykan Protein in der
Hypophyse von Ratten untersucht, insbesondere den Zusammenhang mit der Konzentration
von zirkulierendem Inhibin, mit der Expression von FSHf und den Serum-FSH Werten
wihrend des Ostrus. Unter Beriicksichtigung der Tatsache, dass in den Hypophysen dieser
Ratten kein Inhibin A, kein Inhibin B und kein Activin A gefunden wurde, sind die folgenden
Ergebnisse erzielt worden: Die Betaglykan-Produktion und seine Expression in der
Zellmembran fluktuiert wéhrend des Zyklus. Die grofite Anzahl von gonadotropen Zellen mit
membrangebundenem Betaglykan findet sich wiihrend des Ostrous, zu einem Zeitpunkt also,
an dem Inhibin nur langsam ansteigt und daher die Unterstiitzung eines Korezeptors benotigt
um einen schnellen Abfall von Serum- und hypophysiren-FSH zu bewirken. Betaglykan
erleichtert die Bindung von Inhibin A an ActRIIA und ActRIIB und verhilft Inhibin B zur
erhohten Bindung an ActRIIA (Dyson und Gurdon, 1998). Die Immunoreaktivitit von
Betaglykan auf der GC-Membran ist bei hohen Serum- und hypophyséren-Inhibin-Werten
intensiv. Damit tritt Betaglykan vermehrt zu jenem Zeitpunkt des Zyklus auf, in dem die
Activin-stimulierte FSH-Synthese-Inhibierung durch Inhibin grof3e Bedeutung hat (Chapman
und Woodruff, 2003).

Fafioffe et al. (2004) haben die Inhibin-Rezeptor Genexpression in der Hypophyse des
weiblichen Schafes untersucht. Sie fanden heraus, dass Betaglykan auch hier exprimiert wird
und dass sich die Konzentration von Betaglykan mRNA wihrend des Zyklus nicht verédndert.
Auch hier muss wieder die Mdglichkeit in Betracht gezogen werden, dass die Konzentration
von Betaglykan wéhrend des Zyklus Unterschiede aufweist.

In der Rattenhypophyse kdnnen zwei Transkripte des Inhibin-bindenden Proteins
(InhBP) nachgewiesen werden. Das groBere Transkript (InhBP-Long, InhBP-L) kodiert das
ganze Protein wihrend das kleinere Transkript (InhBP-short, InhBP-S) eine Spleiflvariante
darstellt (Bernard und Woodruff, 2001). Wie Betaglykan bildet InhBP mit dem Activin-
Rezeptor einen Komplex, bindet allerdings im Gegensatz zu Betaglykan ActRI. Bernard et al
(2001) haben die Interaktion des InhBP und der Activin-Rezeptoren untersucht. InhBP
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interagiert sehr stark mit den Typ IB Rezeptor, dafiir aber kaum bis gar nicht mit dem Typ II
oder dem Typ IIB Rezeptor. InhBP kann ebenfalls Komplexe mit dem BMP-Typ-IB Rezeptor
(Alk 6) bilden. Auf dieser Basis entstand die Hypothese, dass InhBP die Activin-induzierte
Komplexbildung von ActRI und ActRII verhindert und somit die Activin-induzierte
Signaltransduktionskaskade unterbricht (Cook et al, 2004).

Inhibin B, aber nicht Inhibin A antagonisiert zusammen mit InhBP die von Activin A
stimulierte Gentranskription durch Blockieren der Activin-induzierten Signaltransduktion.
Bernard et al. (2001) formulierten die Hypothese, dass die Anwesenheit von InhBP den
Activinrezeptor Komplex flir Inhibin B sensitiv werden lésst, so dass auch niedrige
Konzentrationen von Inhibin B die Activinwirkung antagonisieren kdnnen.

Es bleibt noch zu kldren, ob Betaglykan und InhBP spezifische Rezeptoren fiir Inhibin
A bzw. Inhibin B sind. InhBP scheint beide Inhibine binden zu kénnen, aber mit einer héheren
Affinitdt das Inhibin B. Insofern konnte InhBP ein Rezeptor fiir Inhibin B sein. Die Frage ob
Betaglykan bei der Activinantagonisierung vorwiegend das Inhibin-A- oder das Inhibin-B-
Signal vermittelt, bleibt noch zu kldren (Bernard et al., 2001).

Neue Studien an Knock-out-Méusen belegen, dass Tiere, die kein InhBP exprimieren,
und eine normal Betaglykan Expression haben, dennoch fertil sind und keine bedeutende
Verdnderungen in der FSH-Synthese und -Sekretion aufweisen (Bernard et al., 2003).
Hingegen sterben Betaglykan Knock-out-Mause schon in utero (Stenvers et al, 2003). Dies
unterstreicht die wichtige Rolle des Betaglykan-Rezeptors.

5.6 Follistatin
5.6.1 Struktur von Follistatin und gonadale Expression

Follistatin (Fst) ist strukturell vollig anders aufgebaut als Activin und Inhibin und
somit nicht Mitglied der TGFB-Familie, aber funktionell diesen beiden Substanzen
nahestehend, da es als FSH-regulatorisches Element fungiert. Follistatin wurde wie Inhibin
und Activin erstmals aus ovarieller Fliissigkeit isoliert (Esch et al., 1987). Es ist ein
zysteinreiches monomeres ,,single-chain® Protein. Es ist auB8er in der Follikelfliissigkeit auch
in hypophyséren gonadotropen Zellen und in vielen weiteren Geweben, wie Niere, Uterus,
Gehirn zu finden. Follistatin ist ein hoch-affines Activin-Bindungsprotein.

Follistatin wird von einem einzigen Gen kodiert. Es wird in den Ovarien von den GC

gebildet und existiert in verschiedenen Isoformen, die auf alternatives Spleilen und
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unterschiedliche Glykosylierung zuriickzufiihren sind (Shimasaki et al., 1988a, Shimasaki et
al., 1988b, Sugino et al., 1993). Beim Schwein sind zum Beispiel sechs Isoformen vorhanden:
Die drei alternativen Spleiflingformen FS-315, FS-303 und FS-288 werden teilweise
anschliefend noch glykosiliert. Beim Schwein ist die am meisten vertretene Form FS-303
(Sugino et al., 1993, Li et al., 1997)

Die Primérstruktur von Follistatin ist zwischen den verschiedenen Spezies hoch
konserviert (>97%). Follistatin wurde erstmals in boviner und porciner Follikelfliissigkeit
(FF) identifiziert. Hauptsyntheseort ist, wie schon erwdhnt, die GC-Schicht im Follikel
(DePaolo et al., 1991, Findlay, 1993). Vor kurzem konnte Follistatin auch in Oozyten
nachgewiesen werden (Silva et al., 2004).

Follistatin hat eine Bindungstelle fiir die B-UE und bindet demnach sowohl an Activin
als auch an Inhibin. Dadurch bindet ein Follistatin an Inhibin wihrend Activin zwei
Follistatinmolekiile binden kann. Die Bindung zwischen Follistatin und Activin ist sehr stark,
so dass der gebildete Komplex nicht dissoziiert und lysosomal abgebaut werden muss
(Shimonaka et al., 1991). Follistatin ist ein Modulator der Activin-Funktion und fiihrt durch
die Blockierung der Activin-Wirkung zu einer Unterdriickung der hypophysédren FSH-
Sekretion.

Das Expressionsmuster von Follistatin ist von dem der I (Inhibin)/A (Activin)-UE sehr
verschieden (Li et al., 1997b).

Die Expression von Follistatin mRNA wurde bei diversen Tierarten studiert. So haben
Sidis et al. (1998) bei der Maus die Expression von Follistatin mRNA in der Oozyte und den
GC untersucht. Sie fanden eine deutliche und starke Expression in den Cumuluszellen, aber
keine in den Oozyten. Bei der Ratte haben Nakatani et al. (1991) eine Expression von
Follistatin in den muralen GC und in Cumuluszellen ab dem sekundéren Follikel
nachgewiesen. Auch hier findet weder eine Expression in den Oozyten noch in den TC statt.
Beim Rind ist das Expressionsmuster dem der Ratte und der Maus &hnlich. Allerding kann
eine Expression von Follistatin mRNA schon in den GC primordialer Follikel sowie in
Oozyten ab den kleinen antralen Follikeln nachgewiesen werden. Die beobachteten
Unterschiede konnten eventuelle darauf zuriickzufiihren zu sein, dass die Ergebnisse beim
Rind auf deutlich spéteren Versuchen resultieren, bei denen schon wesentlich sensitivere
Methoden zur Verfiigung standen, oder aber auch auf tierartliche Unterschiede. (Sing et al.,
1998, Izadayar et al., 1998). Die Follistatin-Expression beim Schaf wurde von Tisdall et al.
(1994), McNatty et al. (1994), sowie Braw-Tal et al. (1994) untersucht. Die Expression von
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Follistatin mRNA findet beim Schaf ebenfalls ausschlielich in den GC ab dem sekundéren
Follikel statt. Li et al., (1997b), kamen beim Schwein zum gleichen Ergebnis. Ein
signifikanter Unterschied ist hingegen von Silva et al. (2004a) bei der Ziege gefunden worden.
Hier findet zusétzlich zur Expression in den GC auch eine Expression in der Oozyte ab dem
primordialen Follikelstadium statt, sowie eine Expression von Follistatin in den TC ab dem
kleinen antralen Follikel.

Follistatin Protein wurde mittels Immunozytochemie in GC und teilweise auch in
lutealen Zellen nachgewiesen (DePaolo et al., 1991).

Follistatin wird von GC der Ratte (Nakamura et al., 1990, Saito et al., 1991) und des
Rindes (Klein et al., 1991) sezerniert, aber nicht von der TI (Klein et al., 1991). Die
Expression von Follistatin wurde bei Rind und Ziege in den GC und in der Oozyte
nachgewiesen (ab den antralen Follikeln) (Izadayar et al., 1998, Silva et al., 2003, Silva et al.,
2004a). Weiterhin wurde das Follistatin-Protein in den Oozyten primordialer Follikel sowie in
den Oozyten und Granulosazellen primérer und sekundédrer Follikel lokalisiert, obwohl die
mRNA erst in den GC sekundirer Follikel gefunden wurde (McNatty et al., 1999).

Bei der Ziege und beim Rind scheint Follistatin in den Kompartimenten, in denen das
Protein aufgefunden wurde, auch gebildet zu werden, da die mRNA auch in diesen
Kompartimenten exprimiert wird. Die Anwesenheit von Follistatin in diesen Kompartimenten,
deutet zusammen mit einer Anwesenheit von Activin darauf hin, dass das Activin-Follistatin
System eine wichtige Komponente bei der antralen Follikelentwicklung darstellt (Silva et al.,

20064a).
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Tabelle 5.14 Expression von Follistatin bei den verschiedenen Tierarten

Maus Ratte Schaf Ziege Rind Schwein

mRNA Protein mRNA Protein mRNA Protein mRNA Protein mRNA Protein mRNA Protein
Primordialfollikel +
Oozyte - - + +
Granulosa - - - - + +
Primaérfollikel +
Oozyte - - + +
Granulosa - + +/- + +
Sekundérfollikel +
Oozyte - - + +
Granulosa + + + + + +
Theka - - - - -
Antraler Follikel (k)
Oozyte - - - + +++ + +
Cumuluszellen ++ + + + |+ + + +
Murale GC + + + | ]+ +
Theca - - + + -
Antraler Follikel (gr)
Oozyte - - - + ++ + +
Cumuluszellen ++ + + + + + + +
Murale GC + + + | ]+ +
Theca - - + ++ -
Corpus Luteum + + + ++
Atretischer Follikel
(+), (-): ganzer Follikel untersucht GC: Granulosazellen, kl: klein, gr: gross

+, ++, +++: Intensitdt der Expression
+/-: Spuren gefunden
-: keine Expression gefunden

Die Produktion von Follistatin mRNA durch die GC wird von FSH aber nicht von LH
reguliert. Dies haben in vivo und in vitro Untersuchungen ergeben (DePaolo et al., 1991).
FSH hat einen konzentrations- und zeitabhéngigen Stimulationseffekt auf die Expression der
Follistatin mRNA, wihrend LH, Prolaktin, GH und IGF-1 keine oder kaum eine Wirkung
besitzen (Findlay, 1993). Activin wirkt auf Follistatin konzentrationsabhingig: in niedrigen
Konzentrationen wirkt Activin auf Follistatin inhibitorisch, in hohen Konzentrationen
stimulatorisch auf die basale wie auch auf die FSH-induzierte Follistatin-Konzentration
(Findlay, 1993). LH hat keinen Einfluss auf die Follistatin Expression und somit ist die
Produktion von Follistatin FSH- aber nicht LH-abhéngig (Findlay, 1993) Allerdings hat
cAMP eine positive Wirkung auf die Fst-Expression. Es gibt noch keine Erklarung fiir die
fehlende Wirkung von LH (Findlay, 1993).
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Follistatin zeigt an den Ostruszyklus angelehnte Schwankungen seiner mRNA als auch
Proteinexpression Diese zylkusbedingten Konzentrationsverdnderungen sind fiir die Ratte von
Nakatani et al. (1991) beschrieben worden. Follistatin mRNA und Protein-Konzentration
nehmen mit Antrumbildung zu und werden in der gesamten GC-Schicht exprimiert. Bei den
Ratten ist nachgewiesen worden, dass die Expression von Follistatin-Protein und auch der
mRNA nach dem priméiren Gonadotropin-Anstieg absinkt. Dies bedeutet, dass der
Gonadotropinanstieg die Expression von Follistatin hemmt (Shimasaki et al., 1989).

Das stdrkste Signal fiir Follistatin wird in prdovulatorischen Follikeln und in neu
gebildeten C. 1. gefunden (Findlay, 1993). Neuere Untersuchungen bei der Ratte ergaben, dass
Follistatin zwei Anstiege im Verlauf des Zyklus durchmacht, einen im Prodstrous und einen
nach dem primiren Gonadotropin-Anstieg (Arai et al., 2002). Der Anstieg von Follistatin geht
einem von Progesteron voraus und Follistatin scheint die Progesteronsekretion zu unterstiitzen
(Arai et al., 2002). Beim Rind wird Follistatin ebenfalls zunehmend in der mittleren
follikuldren und praovulatorischen Phase exprimiert. Zudem gibt es beim Rind einen
deutlichen Unterschied in der Expression zwischen dem dominanten Follikel (DF) und den
subdominanten Follikel (SDF), der allerdings erst einige Tage spiter messbar wird. Hinzu
kommt der Befund, dass ein Verlust der funktionellen Dominanz eines Folliekels mit einem
starken Abfall der Follistatin-Expression in den GC einhergeht (Singh und Adams, 1998).
Somit findet sich beim Rind eine zeitliche Korrelation zwischen der Expression von
Follistatin, der Ostradiol-Produktion sowie dem Auftreten der DF und der SDF (Sing und
Adams, 1998).

Beim Schwein fanden Li et al. (1997b) dass die Genexpression von Follistatin in
antralen Follikeln im Laufe der pubertiren Entwicklung und wihrend der lutealen Phase des
Zyklus zunimmt.

Der Gehalt an Follistatin in der Follikelfliissigkeit folgt der Expression von Follistatin
in den GC und nimmt daher ebenfalls wiahrend der letzen Stadien der Follikelentwicklung ab
(Li et al., 1997b). Beim Schwein wurden zudem die Isoformen FS-315 und FS-288 untersucht
und festgestellt, dass das Verhéltnis dieser Isoformen im Laufe der Follikelentwicklung nicht

variiert (Li et al., 1997b).
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5.6.2 Die Wirkung von Follistatin

Follistatin und der Activin-Rezeptor konkurrieren beide um Activin (siche Abbildung
5.4). Daher besteht eine wesentliche Wirkung von Follistatin in der Regulation der
Bioverfiigbarkeit von Activin und dadurch in der Regulierung der FSH-Biosynthese.

Es besteht beim Rind eine zeitliche Korrelation zwischen der erhohten Expression von
Follistatin, der Produktion von Ostradiol und dem Auftreten von DF (Singh und Adams,
1998). Eventuell ist dieser zeitliche Zusammenhang zufdllig oder aber Follistatin ist in den
Prozess der Selektion involviert und verstarkt die Differenzierung der GC und der TC (Singh
und Adams, 1998). Follistatin verstirkt ebenfalls die Produktion von Progesteron der nicht
praovulatorischen GC (Singh und Adams, 1998)

Im Gegensatz zu der FS-315 Form wird bei den kleineren FS-288 und FS-303 Formen
iiber die potentielle Wirkung noch diskutiert. Beide konnen reversibel Zell-Membran-
Proteoglykane binden. Ob sie einen Einfluss auf Activin haben, wird noch debattiert, da durch
Zugabe von Heparin oder Heparin-Sulfat ihre Bindung an die Zell-Oberflichen Proteoglykane
verhindert werden kann, dies aber die Wirkung von Activin nicht beeintrachtigt (Schneyer
A.L., 1997).

Neben Activin und Inhibin kann Follistatin die Wirkung von BMP, insbesondere von
BMP-2, BMP-4, BMP-7 und BMP-15, sowie von Myostatin, antagonisieren (Yamashita et al.,
1995, Findlay et al., 2002, Otsuka et al., 2002).

5.7 Die hypophysire Expression von Follistatin

Follistatin wird in der Hypophyse nicht wie die A/I UE nur in gonadotropen Zellen
sondern auch in follikulostelldren Zellen gebildet (Bilezikjian et al., 2004). Die Hypophyse
der Ratte sezerniert Follistatin-mRNA und Zellkulturen aus hypophysiren Zellen der Ratte
und des Rindes sezernieren Follistatin ins Medium (Gospodarowicz und Lau, 1989, Kogawa
et al., 1991). Eine Follistatin-Expression in der Hypophyse des Schafes wurde von Farnworth
et al. (1995) nachgewiesen.

Die Expression und somit die Funktion von Follistatin mRNA in der Hypophyse ist
noch nicht gianzlich geklart. Bekannt ist, dass der Spiegel der Follistatin-mRNA im Laufe des
Zyklus bei der Ratte stark variiert (Halvorson et al., 1994). So steigt Follistatin im Prodstrous
stark an. Dieser Anstieg stimmt mit dem Anstieg von FSHJ iiberein, geht ihm allerdings etwa

sechs Stunden voraus. Dieser zeitliche Zusammenhang kdnnte bedeuten, dass Follistatin die
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FSHp-Expression stimulatorisch beeinflusst, oder dass beide Gene durch ein und dasselbe
Element, z.B. Activin, reguliert werden.

Die hypophysidre Expression von Follistatin wird von vielen Faktoren beeinflusst. Wie
bereits gezeigt spielt der Zyklus eine wichtige Rolle. Desweiteren wirkt sich GnRH positiv auf
Follistatin aus (und neuerdings sind auch die Signaltransduktionsmechanismen geklart,
welche an der GnRH-induzierten Follistatin-Expression beteiligt sind (Winters et al., 2007b))
und Follistatin steigt nach einer Gonadektomie stark an (Liu et al., 1996, Dalkin et al., 1998).
Die GnRH-induzierte Follistatin-Expression konnte einen Mechanismus darstellen, welcher
die differentielle Expression von FSHP und LHP durch GnRH erméglicht (Winters et al.,
2007b).

Allerdings bleiben noch einige Aspekte, wie z.B. die Follistatin-Expression bei

verschiedenen Tierarten zu verschiedenen Zyklusstadien, offen.

5.8 Der Follistatin-Rezeptor

Follistatin, insbesondere die am Carboxy-Ende gekiirzte Form (FS-288), bindet an den
Heparin-Seiten-Strang von Proteoglykanen, die sich auf vielen Zelloberflachen und somit
auch auf GC befinden. Dennoch scheint diese Bindung keine funktionelle Liganden-Rezeptor-
Interaktion zu besitzen. Es wird eher angenommen, dass Membran-fixiertes Follistatin die
Wirkung von Activin und eventuell auch von Inhibin tiber ihre Féhigkeit, diese Molekiile zu
binden und somit ihre Wirkung auf Zielzellen zu reduzieren, reguliert (Knight und Glister,

2001).
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6 Steroidhormone

6.1 Progesteron (P)

Progesteron ist ein Steroidhormon, das zyklusabhéngig von den Granulosazellen (GC)
bzw. dem Corpus luteum produziert wird. Progesteron wird aus Cholesterol synthetisiert. Die
an dieser Umwandlung beteiligten Steroidenzyme sind StAR (Steroid acute regulatory
Protein), P450scc (P450 side chain cleavage) und 33-HSD (3B-Hydroxysteroid
Dehydrogenase) (R.E. Gore-Langton und D.T. Armstrong, 1994). Progesteron ist ebenfalls die
Vorstufe von Androgen.

Die Synthese von Progesteron in den GC erfolgt erstmals zum Zeitpunkt der
Follikelrekrutierung. Progesteron wird in erhhten Mengen von differenzierten GC durch die
FSH-Induktion der P450scc, welche den limitierenden Schritt der Konversion von Cholesterol
zu Pregnenolon katalysiert, produziert (Richards et al., 1998). Eine erhohte Aktivitit der
P450scc findet ebenfalls nach Stimulation der LH-R statt. Nach dem LH-Peak, bedingt durch
Vaskularisation der GC-Schicht, und dem dadurch erhdhten Angebot an Cholesterol steigt die
Progesteron-Synthese massiv an.

Die FSH-Stimulation der Progesteron-Synthese kann durch verschiedene autokrine
und parakrine Faktoren beeinflusst werden. So modulieren BMP-4, -6, -7, -15 sowie GDF-9
stark die FSH-induzierte Progesteron-Sekretion in den GC der Ratte und beim Schaf. Sie
fiihren zu einer verminderten Expression von P450scc, von StAR und 3B-HSD (Pierre et al.,
2004). BMP-5 fiihrt bei der Ratte ebenfalls zu einem Abfall von StAR und hemmt somit die
Progesteron-Sekretion der GC. Diese Wirkung kann allerdings von Follistatin aufgehoben
werden (Pierre et al., 2005).

An der Progesteronsynthese sind neben den Enzymen StAR und P450scc noch weitere
Faktoren beteiligt, wie Smad, SF-1 (Steroidogener Faktor 1) und Sp-1 (spezifisches Protein 1)
(Pierre et al., 2004). Diese werden teilweise durch Mitglieder der TGF-beta Familie in ihrer
modulierenden Wirkung auf die Progesteron-Synthese beeinflusst. So moduliert z.B. BMP-4

Progesteron durch Inhibition der Transkriptions-fordernden Aktivitit von SF1 auf die

109



Promotoren der steroidogenen Gene (Pierre et al., 2004). BMP-7 hemmt ebenfalls die FSH-
induzierte Progesteron Synthese.

Am Follikel hat Progesteron hat mehrere Wirkungen:

e Progesteron hemmt zusammen mit Ostradiol die FSH- und LH-Sekretion, und
wirkt hemmend auf die GnRH-Pulsfrequenz

e Progesteron wirkt beim Rind in der Lutealphase auf die untergeordneten
Follikel: Der DF (dominante Follikel) kann auf Grund der niedrigen LH-
Freisetzung nicht ovulieren, atresiert und verliert seine blockierende Wirkung
auf die Hypophyse. Dies bewirkt das Reifen einer neuen Follikelwelle.

e Beim Schwein ist der nach der Luteolyse auftretende Abfall von Progesteron
eines der Hauptsignale, welches fiir die Auslosung der praovulatorischen
Reifung zustindig ist. Eventuell ist der Progesteron-Abfall allein ausreichend,
um die prdovulatorische Reifung, die Inhibin-Produktion und die
Steroidogenese einzuleiten (Guthrie et al., 1992).

e Progesteron hat wichtige Funktionen, unter anderem am Ovar, an der
Milchdriise und an den fiir sexuelles Verhalten zustdndigen Gehirnarealen.
Progesteron spielt zudem eine Rolle in der Modulation des Follikelwachstums
und der Ovulation. Allerdings muss die genaue Rolle in diesen Fallen noch

ermittelt werden.

6.2 Progesteron-Rezeptor (PR)

Das Progesteron-Signal wird durch den Progesteron-Rezeptor (PR) umgesetzt. PR
wird allerdings nicht nur von Progesteron sondern kann {iber den proximalen Promotor auch
von Ostrogen aktiviert werden (Richards et al., 1998). Daher kénnen viele beobachtete
Antworten von dem PR an einer Kombination von Progesteron und Ostrogen liegen.

Der Progesteron-Rezeptor kommt in zwei Isoformen vor: PRA und PRB (Conneely et
al., 1989). Diese beiden Isoformen werden von dem gleichen Gen kodiert und sind Mitglieder
der ,,Nuclear-Receptor* Superfamilie von Transkriptionsfaktoren. PR besitzt zwei Promotor-
Regionen. Der distale Promotor beinhaltet eine Sp1- und eine CCAAT-Bindungstelle wihrend

der proximale Promotor eine ERE dhnliche Region aufweist (Richards et al., 1998).
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Progesteron und sein Rezeptor sind fiir die Vermittlung der LH-Induktion der
Ovulation, sowie fiir die Entwicklung des Uterus und der Milchdriise essentiell. Studien an
PRA oder PRB Knock-out Mausen haben ergeben, dass die beiden Rezeptoren
unterschiedliche Transkriptionseigenschaften besitzen, wenn sie Progesteron gebunden haben.
Versuche beim Schwein haben weiter gezeigt, dass PRA und PRB zu unterschiedlichen Zeiten
exprimiert werden. So ist die PR Expression in Cumuluszellen von Schwein, die mit FSH und
LH kultiviert werden, bis zur 20. Stunde sehr hoch. (Shimada et al., 2004).

Die Konzentration von PRB sinkt stark im Zusammenhang mit einer erhohten
Konzentration von Progesteron. Behandlungen mit dem Antiprogesteron fiithren zu einer
Inhibition der Meiose. Daraus wurde geschlossen, dass ein Abfall von PRB fiir die
Reifeteilung essentiell ist (Shimada et al., 2004). Weiters gibt es erste Befunde, dass ein
Abfall von PRB in den Cumuluszellen nétig ist, um die Connexin-43 Expression (welche eine
der Hauptkomponenten der Gap Junctions darstellt) zu hemmen (Shimada et al., 2004).

Studien an PRKO (PR-Knock-out) Miusen haben zu folgenden Ergebnissen beziiglich
der Rolle von PR gefiihrt: PRKO Maiuse kdnnen nicht ovulieren, trotz Gabe von
superovulatorischen Gonadotropin-Konzentrationen. PRKO Maiuse exprimieren aber P450scc.
Dadurch wird deutlich, dass PR fiir die zur Ovulation filhrenden Ruptur des Follikels notig ist,
nicht jedoch fiir die Differenzierung der GC (Conneely et al., 2002). PRKO Maéuse haben
zudem eine normale Follikelentwicklung bis zum tertidren Follikel (Lydon et al., 1996). Diese
Follikel enthalten voll entwickelte Oozyten, die auch funktionell vollwertig sind (Lydon et al.,
1996).

Die Expression von PR im praovulatorischen Follikel findet als Reaktion auf die LH-
Stimulation statt (Natraj und Richards, 1993), wihrend die Expression von PR in den kleinen
Follikeln durch FSH ausgelost wird. Es gibt auch hier wieder eine Reihe von Untersuchungen

an verschiedenen Tierarten mit teilweise widerspriichlichen Ergebnissen:

e Soist z.B. nach Robert et al. (2000) die PR Expression ausschlieBlich in den
muralen GC und nicht in Cumuluszellen zu finden, wihrend Shimada et al.
(2004) die Expression der PR in den Cumuluszellen des Schweines nachweisen
konnten.

e Bei der Maus ist PR laut Shimada et al. (2004) in den GC der Primérfollikel zu
finden. Seine Expression verschwindet dann im wachsenden Follikel und tritt

erst wieder in den GC der praovulatorischen Follikel auf. Thekazellen
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exprimieren nach seinen Befunden PR ab ihrer Ausdifferenzierung. Hingegen
haben Gava et al. (2004) bei der Maus die Expression von PRA durchgehend in
allen Follikeln nachgewiesen. Das Expressionsmuster flir PR bei der Maus ist
dem der Ratte sehr dhnlich. PR wird bei der Maus vor allem in gesunden GC
prdovulatorische Follikel exprimiert und wird mit der Luteinisierung herunter
reguliert. Im C.I. kommt es zu keiner PR-Expression. Bei der Ratte soll die PR
Expression in GC aber nicht in TC von prédovulatorischen Follikeln
vorkommen (Park und Mayo, 1991).

Die PR Expression beim Schaf ist nach Juengel et al. (2006) durchgehend in
den TC, und ab dem groB3en priaantralen Follikel auch in den GC zu finden.
Beim Rind gibt es in den prdovulatorischen Follikeln ein triphasisches
Expressionsmuster fiir PR mRNA, mit einem ersten Anstieg einige Stunden
nach dem LH-Peak und einem zweiten Anstieg nach der Ovulation (Jo et al.,
2002). Beim Rind konnte eine LH-induzierte Hochregulierung der PR mRNA
in den TC nachgewiesen werden (Jo et al., 2002). Der stimulatorische Effekt
von Gonadotropinen auf die PR Expression ist schnell aber kurzlebig.

Beim Schwein weisen kleine und mittlere antrale Follikel keine PR-Expression
auf. Diese kann aber durch Stimulation mit LH und FSH induziert werden
(Shimada et al., 2004). Die Expression von PR in den GC kann dagegen nicht
durch Ostrogen induziert werden (Shimada et al., 2004).

Tabelle 6.1 Literaturquellen zu der Expression von Progesteron Rezeptor A (PRA) und Progesteron Rezeptor B

(PRB).
Tierart Literatur Quellen
Maus Gava et al., 2004 Expression von PRA und PRB
Shimada et al., 2004
Shao et al., 2003
Schaf Juengel et al., 2006 Steroide und ihre Rezeptoren
Rind v. den Boerk et al., 2002 PR Expression beim Rind
Jo etal., 2002 PR Expression
Schwein Shimada et al., 2004 PRA und PRB Expression in GC Cumulus Zellen
Slomcczynska et al., 2000 PR und seine Expression in den GC, TC und C.1.

PR: Progesteron Rezeptor, PRA (B): Progesteron Rezeptor A (B), GC: Granulosazellen, TC: Thekazellen, C.1.:

Corpus luteum
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6.3 Androgene

Androgene werden in den TC aus Pregnenolon unter dem Einfluss von LH
synthetisiert. Androgene sind vor allem im frithen Follikelwachstum wesentlich an der
Stimulierung des Follikelwachstums beteiligt.

Androgene wirken in der frithen Phase der Follikel-Entwicklung in den noch wenig
differenzierten GC iiber den Androgen-Rezeptor (AR). Spiter werden Androgene in den
differenzierten GC, nach Expression der P450arom, in Ostrogene umgewandelt (Slomczynska
und Tabarowski, 2001). Wihrend des Follikelwachstums kommt es damit zu einem Shift im
Ovar von Androgen zur Ostrogenproduktion.

Die genaue Rolle von Androgenen fiir die Follikulogenese ist noch nicht gekldrt. Mann
weil}, dass Androgen ein wichtiger Regulator des frithen Follikelwachstums ist und die
Proliferation von GC sowie die Wirkung von FSH fordert (Hampton et al., 2004). Sobald sich
ein Antrum im Follikelgebildet hat, sinkt die AR Expression in GC und A dient dann vermehrt

als Substrat fiir die Aromatase zur Ostrogenbildung.

6.4 Androgen Rezeptor (AR)

Das Gen fiir den AR ist auf dem X-Chromosom lokalisiert. AR wird bei der Maus vor
allem in den GC ab dem Transitionsfollikel exprimiert. Seine Konzentration ist im frithen
antralen Follikel am hochsten und nimmt mit zunehmender Reifung des Follikels wieder ab
(Walters et al., 2007). Bei der Ratte wurde keine Expression von AR in den TC gefunden
(Tetsuka et al., 1995). Beim Schaf wird die mRNA von AR erst ab dem Typ 3-Follikel (Siche
2.5 Tabelle Follikelgrdsse) in den GC und in den TC exprimiert. Die Ergebnisse iiber die
Expression von AR in den Oozyten sind nicht eindeutig (Juengel et al., 2006). Beim Rind
findet die Expression wie bei der Maus erstmals im Transitionsfollikel statt und die
Expression steigt mit zunehmender FollikelgroBe. D.h. die Expression des AR nimmt mit dem
Follikeldurchmesser, unabhingig von der Zeit, zu. Auch hier ist die Expression am stérksten
im préantralen und frithen antralen Follikel und sinkt dann im spéten antralen Follikel. Der
Hauptexpressionsort sind die GC (Hampton et al., 2004). Beim Schwein wird AR ebenfalls

vor allem in den GC exprimiert, bevorzugt in der an das Antrum grenzende Zellschicht. AR
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wird beim Schwein erstmals im Transitionsfollikel exprimiert. Die maximale Expression ist
im frithen antralen Follikel zu finden (Slomczynska und Tabarowski, 2001). Laut einer
Untersuchung von Garrett et al (1996) wird AR in den GC nicht atretischer Follikel exprimiert
und seine Expression sinkt in atretischen Follikeln.

Weil et al. (1999) fanden heraus, dass die Konzentration von ARmRNA in GC positiv
mit der von FSH-R korreliert und zudem dass FSH die Expression von AR in priméren
Follikeln erhoht.

Der genaue Wirkungsmechanismus von A iiber seinen Rezeptor ist noch nicht vollig
geklért, aber bis jetzt ist bekannt, dass A iiber den AR zu einer Erh6hung von FSH
induziertem cAMP fiihrt (Hillier, 2004). AR beeinflusst die Riickkopplungs-mechanismen,
welche die hypothalamische GnRH- und die hypophysédre FSH- und LH-Sekretion steuern.
Dieser Vorgang ist teilweise Activin-abhéngig und weist Spezies-spezifische Unterschiede
auf. z.B. ist in der Hypophyse die Stimulation der FSH-Synthese durch Androgen bei der
Ratte GnRH-unabhéngig, wahrend bei den Primaten eine GnRH-unabhingige Inhibition der
FSH-Synthese stattfindet (Spady et al., 2004). A inhibiert die FSH-stimulierte LH-R
Expression durch GC und verstarkt die Wirkung von Komponenten des IGF-Systems (Hickey
et al., 2004).

Die sinkende Expression von AR im antralen Follikel wird durch ERP reguliert. Eine
erhohte Konzentration von AR in antralen Follikeln bindet verstdrkt A und fiihrt zu einem

Substratmangel fiir die Ostrogenbildung und in Folge zur Follikelatresie (Cheng et al., 2002).

6.5 Ostrogen (E) und der Ostrogenrezeptor (ER)

Ostrogene sind aus Androgenen synthetisierte Steroide und werden, auBer beim
Schwein, vor allem in den GC produziert. Das fiir die Ostrogen-Synthese notige Enzym ist die
Aromatase (P450arom). Beim Schwein tritt eine Besonderheit auf: hier kommt die Aromatase
(P450arom) auch in den TC vor, wodurch Ostrogen in den TC synthetisiert werden kann. Es
findet keine Produktion von Ostrogen in priantralen und kleinen antralen Follikeln statt, da
die P450arom erst bei mittleren antralen Follikeln exprimiert wird. E ist einer der
wesentlichen Faktoren, die an der Follikelselektion beteiligt sind.

Die FSH-induzierte Ostradiolproduktion wird von dem Mitgliedern der TGFB-Familie,
wie BMP-4 und BMP-7, in Abhéngigkeit von Follikelstadium verstérkt (Pierre et al., 2004).
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E wirkt iiber die beiden ER-Rezeptorsubtypen, ERa und ER (und dessen
Spleiflvarianten). Es iibt einen proliferativen bzw. differenzierenden Einfluss auf die
Follikelentwicklung aus (Drummond und Findlay, 1999). Die zelluldre Verteilung von ERa
und ERp ist fiir die Wirkung von E2 (Ostradiol) im Ovar essentiell.

ERa wird vor allem in lutealen Zellen, ER} dagegen starker in GC exprimiert (Sharma
et al., 1999). Die ER liegen sowohl als Homodimere als auch als Heterodimere vor.

Die genaue Wirkung von Ostrogen iiber seine beiden Rezeptoren im Follikel ist noch
nicht in allen Einzelheiten geklért. Experimente an KO-Maéusen, bei denen gezielt ERa oder
ERp oder ERaf ausgeschaltet wurden, haben die Bedeutung der einzelnen Subtypen erkennen
lassen. Es wurden ebenfalls ArKO-Maiuse untersucht (Aromatase Knock-out Méuse), die nicht
in der Lage sind, Ostrogen herzustellen. Aus den Untersuchungen ist zu entnehmen, dass E fiir
die Entwicklung der Follikel besonders wichtig ist. Aromatase Knock-out-Mause (ArKO) sind
infertil. Ihre Follikel entwickeln sich nur bis zum antralen Follikel und es sind keine C.1. zu
finden (Britt und Findlay, 2002).

In Abwesenheit eines Y Chromosoms entwickeln Ostrogen-defiziente ArKO Miuse
virilisierte Gonaden, in denen zwischen einzelnen somatischen Ovarzellen ebenfalls Sertoli-
Zell-dhnliche Zellen zu erkennen sind (Britt und Findlay, 2002). Dies zeigt, dass die
Abwesenheit eines Y Chromosom nicht zwangsliufig zur Ausbildung weiblicher
Genitalorgane fiihrt und demonstriert die Bedeutung von Ostrogen bei der phinotypischen
Entwicklung der Geschlechtsdriisen.

ER iibt seine genregulierenden Eigenschaften liber zwei Wege aus: erstens liber direkte
Bindung an Ostrogen responsives Element (ERE) oder zweitens iiber
Signaltransduktionswege an der Zellmembran. ERa und ERJ haben trotz gleicher Wirkung
auf der ERE-Ebene unterschiedliche Wirkungen an den AP-1 Bindungstellen. ERa aktiviert
die Transkription durch die AP-1 Bindungstelle wiahrend ERJ diese inhibiert (Liu et al.,
2002).

Im Follikel fiihrt Ostrogen iiber Bindung an ERB zu einer Herabregulierung von AR
und reduziert damit die Atresie (Cheng et al., 2002). ERaKO Méiuse zeigen, wie wichtig ERa
fiir die Modulierung der Androgene in den TC ist: in ERoKO Maéusen findet eine Repression
des Enzyms P450c17 statt. Die Umwandlung von Androgenen zu Ostrogenen findet nicht statt
und die Follikel atresieren (Taniguchi et al., 2007). Die prizise Regulierung der Steroide ist
fiir die Follikelentwicklung von gro3er Bedeutung. Sehr lange wurde angenommen, dass

Ostrogen eine negative Wirkung auf die Androgensynthese hat. Taniguchi et al. (2007) haben
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gezeigt, dass an dieser negativen Riickkopplung der ERa in den TC maligeblich beteiligt ist.
Bei seiner Abwesenheit wird Androgen in den TC vermehrt produziert.

Britt et al. 2002 vertreten die Hypothese, dass die proliferative Wirkung von E tiber
ERa und die zelldifferenzierende Wirkung von E iiber den ER vermittelt wird. Zusétzlich
moduliert ERB die Wirkung von ERa indem es dessen Wirkung auf das Cyclin D1 Gen oder
anderer Schliisselgene, die CRE oder AP-1 Bindungstellen beinhalten, blockiert. ERa und
ERP haben also entgegengesetzte Wirkungen auf die Cyclin D2 Genexpression (Liu et al.,
2002).

In mehreren Studien wurden genaue Untersuchungen tiber die ER-Expression im
Follikel gemacht und deutliche tierartliche Unterschiede festgestellt: So fanden Juengel et al.
(2006) dass beim Schaf ERa in den GC von Follikeln des Typs 4-5 exprimiert wird wahrend
ERp in Follikeln des Typs 1-3 in GC und in der Oozyte, in Follikeln des Typs 3-5 in den GC,
in der Ooc und in den TC exprimiert wird. D'Haesseler et al. (2006) fanden in Primordial-,
Primir- und Sekundéirfollikeln keine Expression von ERa und eine sehr niedrige Expression
von ERP. Das deutet darauf hin, dass Ostrogen in den friihen Follikelstadien {iber den ERp
wirkt. Dieses Expressionsmuster wurde von Couse et al. (1997) auch bei der Maus gefunden.
Im tertidren Follikel wurden von D'Haesseler et al. (2006) nur niedrige Konzentrationen von
ERa in GC und TC ermittelt, wihrend deutlich hohere Mengen an ER} vorhanden waren.
Diese Ergebnisse stimmen mit denen von Slomczynska et al. (2001) beim Schwein {iberein.
Die ERB-Konzentrationen in den tertidren Follikeln variieren allerdings stark mit den
Zyklusphasen: so ist ERB im Ostrus relativ hoch, steigt im Metdstrus an, sinkt im Didstrus
wieder ab um in spaten Didstrus und im Prodstrus dann wieder anzusteigen.

Beide ER sind im C.1. zu finden, was eine Beteiligung von ERa und ERP am Erhalt
und an der Luteinisierung des C.1. vermuten ldsst. Auch hier finden wieder starke Variationen
in der Genexpression in Abhédngigkeit von dem Zyklusstadium statt.

Die spezifische zelluldre Lokalisation und die zyklische Abhingigkeit der Expression
weil3t darauf hin, dass jeder Rezeptorsubtyp spezifische Funktionen besitzt. Allerdings sind

hierfiir noch weitere Studien notig.

6.6 Wirkung der Ostrogene

Es gibt drei Ostrogene: Ostradiol, Ostron und Ostriol. Das wichtigste und hier
behandelte ist Ostradiol.
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Die endokrine Rolle von Ostrogenen auf die hypothalamische-hypophysire Achse und
die Modulation der Gonadotropin-Synthese und -Sekretion ist fiir die Reproduktion essentiell
(Shupnik, 1996). In den meisten Sdugetierspezies wird der Zyklus durch die bi-modale
Wirkung des von den Ovarien stammenden Ostrogen auf die hypothalamo-hypophysére-
Achse beeinflusst. So wirken die niedrigen Ostrogen-Konzentrationen inhibitorisch auf die
LH-Sekretion wihrend der akute Anstieg von Ostrogen im Prodstrus den priovulatorischen
LH-Peak hervorruft (Freeman, 1994). Die genauen Mechanismen, iiber die Ostrogen die
positive als auch die negative Wirkung hervorruft, wurden und werden immer noch intensiv
untersucht. Ostrogen iibt einen negativen Feedback auf GnRH aus, welches durch Versuche
an ovarektomierten Tieren gezeigt werden konnte. Die GnRH-Sekretion ist in diesen Tieren
stark erhdht, kann aber durch Zufuhr von Ostrogen wieder auf ein normales Maf} gebracht
werden (Wise et al., 1981, Zoeller et al., 1988). Allerdings zeigen in vitro Studien, dass einige
der Wirkungen von Ostrogen unabhingig vom Hypothalamus sind. So zum Beispiel die
Hemmung von FSHf (Miller und Miller, 1996) sowie die Expression und der Anstieg von
LHP (Shupnik et al., 1989). Hier wirkt Ostrogen direkt auf die Hypophyse. Die Wirkungen
von Ostrogen scheinen hier iiber den ER vermittelt zu werden, entweder iiber ein ERE
(Estrogen-response element) innerhalb der Promotors der Gonadotropin-Untereinheit
(Shupnik et al., 1989) oder aber iiber andere Transkriptionsfaktoren (Miller und Miller, 1996).
Ostrogen moduliert ebenfalls die hypophysére Antwort auf GnRH iiber eine Modulation der
GnRH-Rezeptor Expression (Turgeon et al., 1996). Neue Untersuchungen von Lindzey et al.
(2006) haben gezeigt, dass der ERa fiir beide Wirkungen von Ostrogen essentiell ist.

Ostrogen stimuliert weiter die Transkription von LHB, sowohl die basale als auch der
GnRH-induzierte Synthese, bei der Ratte (Shupnik et al., 1989, Shupnik, 1996) beim Affen
(Kawakami und Winters, 1999), beim Schaf (Ben Said et al., 2007), beim Rind (Kesner et al.,
1981) und beim Schwein (Britt et al., 1991).
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7 Lokale Wachstumsregulatoren, Faktoren der Follikulogenese

7.1 Allgemein

Im letzten Jahrzehnt wurde immer deutlicher, dass parakrine Faktoren, von der Oozyte
oder den somatischen Zellen sezerniert, eine iiberaus wichtige Funktion in der Follikulogenese
einnehmen indem sie wichtige Prozesse beim Oozytenwachstum sowie beim frithen
Follikelwachstum regulieren. Die Follikulogenese kann unterteilt werden in eine
Gonadotropin-unabhingige Phase und in eine Gonadotropin-abhéingige Phase. Dadurch wird
noch mal unterstrichen, dass die frithe Follikulogenese nicht vorwiegend von Hormonen
geregelt wird, sondern von parakrinen Faktoren, die mit den Hormonen vielfiltige
Wechselwirkungen eingehen und sich gegenseitig verstiarken oder hemmen konnen.

Die parakrinen Faktoren sind zahlreich und werden meist ihrer Wirkung und/oder

Struktur nach in Gruppen oder Familien zusammengefasst.

Die wichtigsten Gruppen/Familien sind:

e Kit Ligand und c-Kit-Rezeptor

e  Wachstumsfaktor B-Familie (TGFp)

e Insulin Wachstumsfaktor und Wachstumshormon (GH)
e Keratinozyten Wachstumsfaktor (KGF)

e Fibroblasten Wachstumsfaktor (FGF)

e Epidermaler Wachstumsfaktor (EGF)

e Hepatozyten Wachstumsfaktor (HGF)

e Vaskulédrer endothelialer Wachstumsfaktor (VEGF)
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7.2 Kit Ligand und der c-Kit Rezeptor
7.2.1 Allgemein

Kit Ligand (KL), auch Stem Cell Factor (SCF) genannt, wurde 1985 urspriinglich als
muriner Leukdmie-Antikorper und spéter ,1990, als von humanen Fibroblasten und
Leberzellen gebildeter Faktor beschrieben (Copeland et al., 1990, Huang et al., 1999).
Gebrauchliche Synonyme sind Mast Cell Growth Faktor (MGF), Stem Cell Factor (SCF),
Steel Factor (SLF) oder auch c-Kit Ligand oder Kit Ligand (KL).

7.2.2 Struktur von Kit Ligand

Kit Ligand gehort, wie auch andere Wachstumsfaktoren ( z.B. Macrophage colony
stimulating Factor (M-CSF) oder auch Plateled-derived growth Factor (PDGF)) zu der Familie
der Zytokine und befindet sich auf den steel (S1) Locus, der bei Menschen auf Chromosom 12,
bei Ratte und Maus auf Chromosomen 10, und beim Schaf auf Chromosom 3 liegt (Tisdall et
al., 1996).

Kit Ligand liegt in zwei Splice-Varianten vor, deren Proteine eine 16sliche KL-1 Form
(auch sSCF, soluble SCF genannt, mit einem Molekulargewicht von 20-35 kDa) und eine
membrangebundene KL-2 Form (mSCF, membrane-bound SCF mit einem MG von 37- 42
kDa) bilden (Huang et al., 1992, Lu et al., 1992).

In der Maus besteht KL-1 aus 248 AS und ist urspriinglich membrangebunden. Durch
eine Proteolyse an der durch Exon 6 kodierten Schnittstelle, wird eine 164-165 AS lange
Kette, die den extrazelluldren Teil des Proteins enthélt, gebildet (Lu et al., 1992). Weiterhin
enthélt das Protein eine hydrophobische transmembrandse Doméne und eine zytoplasmatische
Domine. In der 220 AS transmembrandsen KL-2 Form fehlt das Exon 6, wodurch dieses
Protein membrangebunden bleibt. Trotz der Tatsache, dass dem KL-2 eine durch Exon 6
kodierte Proteolyse-Stelle fehlt wurde eine 16sliche KL-2 Form gefunden (Huang et al., 1992).
Dies deutet darauf hin, dass noch andere Proteolysemechanismen existieren. Das Verhiltnis
von KL-1 zu KL-2 variiert je nach Alter erheblich (Manova et al., 1993). Zusétzlich haben
Versuche gezeigt, dass das Gleichgewicht der KL-1/KL-2 Produktion fiir das optimale
Oozytenwachstum in vitro nétig ist (Thomas et al., 2005).

Unter physiologischen Bedingungen liegt Kit Ligand als Monomer vor (Hsu et al.,
1997), dass sich allerdings durch polare und nicht polare Verbindungen zu Dimeren

zusammenlegen kann (Zhang et al., 2000). Es wird angenommen, dass die biologische
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Aktivitdt sowohl des sSCF als auch des mSCF von der Bildung dieser Homodimere abhingt
(Hsu et al., 1997). Weiter konnte gezeigt werden, dass die Dimerisation die Aktivierung des
Rezeptors sowie dessen Bindungsaffinitit beeinflusst (Lemmon et al., 1997, Zhang et al.,
2000).

Um die fiir die biologische Aktivitét kritischen Regionen herauszufinden, wurden
zahlreiche Untersuchungen mit Mutationen, Deletionen und Bildung chimérer KL-Proteine
unternommen (Langley et al., 1994, Matous et al., 1996). Diese Versuche haben gezeigt, dass
die Deletion der ersten drei Aminosaurereste die Bindungsaffinitit auf bis zu 50% herabsetzt
(Langley et al., 1994), und das die Deletion des Cysteins auf Position vier das Zytokin
vollkommen inaktiviert, wihrend die Deletion des Cystein auf Position 138 nur dessen
Aktivitdt herabsetzt (Langley et al., 1994). Es sind also das Aminosdure-Ende und die
Cysteine auf Position 4 bis 138 fiir die biologische Aktivitdt von SCF essentiell, wihrend die
zweite intramolekulare Disulfidbriicke nicht so wichtig ist (Langley et al., 1994). Studien an
chiméren KL/m-SCF M4iusen haben Folgendes ergeben (Matous et al., 1996):

Arg 121, Asp 124, Lys 127 so wie Asp 128 so wie die Aminosduren (AS) 61 bis 65
und 91 bis 94 sind fiir die biologische Aktivitit von SCF wesentlich. Die Rolle des
zytoplasmatischen Endes von KL wird durch eine Mutationsstudie veranschaulicht. Bei diesen
Maiusen wurden 36 AS, die den zytoplasmatischen Teil von KL bilden, durch 28 neue AS
ersetzt (Tajima et al., 1998, Kapur et al., 1999). Minnliche, nicht aber weibliche Tiere mit
dieser Mutation sind infertil, und in beiden Geschlechtern sind Pigmentierungsdefizite und
Andmie zu beobachten. Die Defekte sind auf einen Dimerisationsdefekt, und eine geringere
Oberflichenexpression des Zytokins zuriickzufiihren. Dies deutet darauf hin, dass der

zytoplasmatische Teil von KL keine direkte Funktion fiir die Signaltransduktion besitzt.
7.2.3 Der c-Kit Rezeptor

Der c-Kit Rezeptor ist auf dem W-Locus lokalisiert. Dieser befindet sich beim
Menschen auf Chromosom 4, bei der Maus auf Chromosom 5 und beim Schwein auf
Chromosom 8. c-Kit ist eine transmembrandse Glykoprotein-Rezeptor-Tyrosin Kinase Typ III
(Lemmon et al., 1997) aus der Familie der PDGF-Rezeptoren (Platlet derived growth factor)
und der CSF-1 Rezeptoren (colony stimulating factor). Er besteht aus einer extrazelluldren
Domaéne, die wiederum aus fiinf Immunglobulin-dhnlichen Regionen besteht. Die ersten drei
binden SCF. Die vierte ist fiir die Dimerisation zusténdig, die Rolle der fiinften ist noch nicht

geklart. Des Weiteren besteht c-Kit-Rezeptor aus einer hydrophilen transmembrandsen
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Domaéne und aus einer zytoplasmatischen Doméne, in dessen Mitte eine aus 80 AS bestehende
Kinase-Domane inseriert ist (Roskoski, 2005).

c-Kit ist in verschiedenen Zelltypen, wie in Erythrozyten, Lymphozyten, Mastzellen,
Zellen der Ovarien und des Hodens und noch einigen anderen Organen zu finden.

SCF (Stem cell factor) bindet an die ersten drei Immunglobulin-dhnlichen Regionen
vom c-Kit-Rezeptor und dies fiihrt zur Autophosphorylierung des Rezeptors am Tyrosin-
Ende. Dies wiederum aktiviert verschiedene Signaltransduktionswege wie den PI3K/AKT
Weg und den Rass/MEK/MAPK Weg (Blume-Jensen et al., 1998, Ueda et al., 2002), in den
Thekazellen (TC) auch zwei Komponenten der MEK-Transduktionsweges (ERK 1/2) (Jin et
al., 2005a).

7.2.4 Die Expression von KL und c-Kit im Ovar

Grobschematisch dargestellt findet die Expression von KL in den GC statt, die

Expression von c-Kit hingeben in den TC und den Oozyten.

Abbildung 7.1 Expression von KL und c-Kit in dem Follikel

TC

GC

Wirkung von KL, welches in den Granulosazellen exprimiert, auf die umliegenden Kompartimente, welche den
dazugehorigen Rezeptor c-Kit exprimieren
KL: Kit Ligand, Ooc: Oozyte, GC: Granulosazellen, TC: Thekazellen

Die Expression von KL findet in den Granulosazellen (GC) und in den Zellen des
Oberfldchenepithels statt (Maus (Huang et al., 1992, Manova et al., 1993, Huang et al., 1993),
Rind (Parrott und Skinner, 1999), Schaf (Tisdall et al., 1997), Schwein (Brankin et al., 2004)).
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Entgegen der fritheren Annahme, dass c-Kit-Transkripte zwischen dem 13,5 und dem 17,5
Tag post coitum (day post coitum, dpc) bei der Maus nicht vorkommen (Manova et al., 1990),
konnte man spiter durch Anwendung sensitiverer Methoden die Expression von KL und c-Kit
mRNA in den primordialen Keimzellen (PGC, primordial germ cells) zwischen Tag 16,5 und
17,5 nachweisen (Doneda et al., 2002). Am Tag 18,5 pc ist die KL-Expression auf die
somatischen Zellen im Mark des Ovars beschriankt (Doneda et al., 2002). Bei der Geburt ist
die Expression von KL mRNA und dessen Protein in den medulldren Bereichen des Ovars
besonders hoch. Nach der Geburt ist die KL-Expression auf die GC beschriankt (Manova et al.,
1993, Doneda et al., 2002).

c-Kit wird in primordialen Keimzellen, in den Thekazellen (TC) und in der Oozyte
exprimiert (Maus (Huang et al., 1992, Manova et al., 1993, Huang et al., 1993), Rind (Parrott
und Skinner, 1999), Schaf (Tisdall et al., 1997), Schwein (Brankin et al., 2004)). c-Kit mRNA
liegt in hoher Konzentration in wandernden und mitotischen PGC vor. c-Kit mRNA ist aber in
den PGC, die die ersten Stadien der Mitose I durchlaufen haben, nicht mehr vorhanden. Dies
wurde sowohl bei der Maus (Manova et al., 1993) als auch beim Schaf gefunden (Clark et al.,
1996). Die c-Kit Expression ist ab dem Diplotdn-Stadium wieder zu beobachten (Maus
(Manova et al., 1990, Doneda et al., 2002), Schaf (Clark et al., 1996)). Der Grund fiir diese
Unterbrechung der Expression ist noch nicht aufgeklért. Oozyten primordialer und spiterer
Follikel exprimieren alle c-Kit mRNA und das zugehdrige Protein, aber auch hier sinkt die
Expression wieder in antralen Follikeln (Clark et al., 1996, Tisdall et al., 1999). c-Kit mRNA
und sein Protein werden ebenfalls in TC exprimiert (Rind (Parrott und Skinner, 1997), Maus
(Kang et al., 2003)).

Wie schon bei der Struktur von KL erwidhnt, kommt KL in zwei verschiedenen
Isoformen vor, KL-1 und KL-2 (Huang et al., 1992). Das Verhéltnis dieser beiden Isoformen
variiert zwischen verschiedenen Geweben, verschiedenen Ovarien von Méausen
unterschiedlicher Alterskategorien so wie zwischen GC pridovulatorischer und ovulatorischer
Follikel (Huang et al., 1992, Manova et al., 1993, Ismail et al., 1997). Somit wird deutlich,
dass die Expression der beiden Isoformen differenziert reguliert wird. Obwohl KL-1-
defiziente Méuse infertil sind, sind Méuse, welche ausschlieBlich KL-2 produzieren fertil
(Tajima et al., 1998). Daraus wird ersichtlich, dass KL.-2 wahrscheinlich das wichtigere
Element ist. Die Versuche von Thomas et al. (2005) haben gezeigt, dass eine niedrige

Konzentration von FSH das Verhéltnis von KL-1 zu KL-2 durch Erh6hung von KL-2
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verdndert. Dieser Effekt verbessert wiederum das Wachstum der Oozyten in Kultur (Thomas
et al., 2005).

Die Expression von KL wird von unterschiedlichen Faktoren beeinflusst. GDF-9
reguliert sehr wahrscheinlich die Expression von KL herunter, da die KLmRNA in
Abwesenheit von GDF-9 erhoht ist (Elvin et al., 1999). Dieses Ergebnis stimmt mit der
Aussage von Joyce et al. (1999) {iberein, dass in den GC der Maus die Expression von KL
durch die Oozyte kontrolliert wird.

BMP-15 wirkt sich positiv auf die Expression von KL in GC-Kulturen der Ratte aus
(Otsuka et al., 2002). Thomas et al., (2005), fanden weiterhin, dass die Expression der beiden
Isoformen durch BMP-15 hochreguliert wird. Allerdings wirkte sich BMP-15 in diesem
Versuch nicht auf das Verhiltnis von KL-1 zu KL-2 aus.

FSH in niedriger Konzentration erh6ht die Expression von KL-2 und somit das
Wachstum der Oozyten. Eine hohe Konzentration von FSH hingegen erhoht das KL-1/KL-2
Verhiltnis (Thomas et al., 2005).

Diese Ergebnisse lassen eine Riickkoplungsschleife vermuten, bei der die FSH-
stimulierte KL-Expression in einer Suppression von BMP-15 resultiert, welche wiederum eine
Erhohung der Expression des FSH-Rezeptors so wie eine Erhohung der FSH-Sensitivitét

verursacht. Diese induziert dann die Expression von KL.

Tabelle 7.1 Faktoren, welche die Expression von KL beeinflussen

Faktor Wirkung Quelle

FSH FSH in hoher Konzentration positiv auf das Thomas et al., 2003
KL-1/KL-2 Verhéltnis

FSH in niedriger Konzentration negativ auf
die KL-1/KL-2 Verhéltnis

GDF-9 Inhibiert die Expression von KL Elvin et al., 1999

BMP-15 Stimuliert die Expression von KL Otsuka et al., 2002
Veréndert allerdings nicht das Verhéltnis von | Thomas et al., 2005
KL-1 zu KL-2

FSH: Follikelstimulierendes hormon, GDF-9: Growth differentiation factor 9, BMP-15: Bone morphogenetic
protein 15, KL-1 (-2): Kit ligand -1 (-2).
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Abbildung 7.2

Negative Riickkopplungsschleife von KL und BMP-15.
KL: Kit ligand, BMP-15: Bone morphogenetic protein 15, GC: Granulosazellen, Ooc: Oozyte

7.2.5 Funktionen und Wirkungen von KL und c-Kit

7.2.5.1 KL und die primordialen Keimzellen (Primordial germ cells, PGC)

Die Bedeutung von KL und c-Kit bei der Migration der primordialen Keimzellen
(primordial germ cells, PGC) und der Bildung der primordialen Follikel ist noch nicht vollig
geklart. KL und c-Kit werden dabei unterschiedliche Funktionen zugesprochen.

Im Embryo der Maus wird KL in den somatischen Zellen, die auf dem Migrationsweg
der PGC lokalisiert sind, gefunden. Die Konzentration von KL nimmt zu, je ndher man an zu
den Keimleisten kommt (Keshet et al., 1991). Da die PCG Zellen c-Kit exprimieren, liegt die
Vermutung nahe, dass die Interaktion von KL und c-Kit die Migration vermittelt. Diese
Hypothese wird durch mehrere Studien an Mausen mit Mutationen am Steel-Locus (SI),
welcher KL kodiert, gestiitzt: Bei diesen Mausen migrieren die PGC an ektopische Stellen
(McCoshen und McCallion, 1975). Migrationsdefekte sind ebenfalls bei einigen Mutationen
des White Spotting-Locus (W, kodiert fur c-Kit) zu finden. Zum Beispiel findet man in
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W¢/W°¢-Tieren Gruppen von Keimzellen im Dickdarm und die PGC migrieren langsamer
(Buehr et al., 1993).

Die Abhéngigkeit der PGC von KL ist je nach Migrationsphase unterschiedlich. So ist
KL absolut notwendig fiir die Proliferation der PGC nach Verlassen des Mesenteriums,
wihrend es flir die Proliferation auf dem Weg zum Darm nicht so wichtig ist (Matsui et al.,
1991).

KL ist also fiir das Uberleben und die Proliferation von PGC von groBer Bedeutung
und spielt in der Migration zu und der Kolonisation der Keimleisten eine zentrale Rolle
(Fleischman, 1993). Relativ neu sind die Befunde, dass KL zusammen mit IGF-I und LIF
(leukemia inhibiting factor) den Eintritt der PGC in die Meiose fordert (Lyrakou et al., 2002),
und die Aktivierung von c-Kit Rezeptor die Fas (Apoptosis-mediating surface antigen )-
vermittelte Apoptose der PGC negativ reguliert (Sakata et al., 2003).Weiterhin scheint KL
auch fiir die fetalen Oozyten von Bedeutung zu sein: die Co-Expression von KL und c-Kit in
den Oozyten fetaler Méuse lédsst auf einen autokrinen Mechanismus des KL-c-Kit Systems in

der Meiose und dem Uberleben der fetalen Oozyten schlieBen (Doneda et al., 2002).

7.2.5.2 KL und der Primordialfollikel: Aktivierung und friihes Follikelwachstum

Die Aktivierung des Wachstums des primordialen Follikels zum Priméarfollikel ist
noch nicht vollig geklart. KL und c-Kit sind zwei der wenigen bekannten Faktoren, die diesen
Schritt fordern beziehungsweise beeinflussen. Der Nachweis, dass KL und c¢-Kit in der frithen
Follikelentwicklung eine Rolle spielen, kommt aus Untersuchung nach Behandlung neonataler
Maiuse mit dem c-Kit Antikorper ACK-2 (Yoshida et al., 1997). Daraus wurde deutlich, dass
die KL/c-Kit Interaktion fiir die Aktivierung der primordialen Follikel, besonders in den ersten
fiinf Tagen post natum (p.n.) sehr wichtig ist. Die mit ACK-2-AK behandelten Méuse zeigten
eine Storung der initialen Follikelrekrutierung, eine Stérung des Wachstums der priméaren
Follikel, eine Stérung der Antrumbildung, sowie mangelnde Granulosazellproliferation. Schon
Parrott und Skinner (1999) haben durch Oozyten-Kulturen mit und ohne ACK-2 gezeigt, dass
die Aktivierung der Primordialfollikel durch KL gefordert wird und dass KL zur Rekrutierung
von Thekazellen aus den umliegenden Stroma-Zellen fiihrt. Sie formulierten die Hypothese,
dass KL nicht nur fiir dass Follikelwachstum wichtig ist, sondern auch ausreicht, dieses zu

induzieren, obwohl in vivo eine multifaktorielle Regulation wahrscheinlicher ist.
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Nilsson et al., (2004) kamen zu dem Ergebnis, dass KL zusammen mit bFGF
(basischer Fibroblast growth factor) am Ubergang des primordialen zum priméren Follikel
beteiligt ist. Reynaud et al. (2000) haben gezeigt, dass KL direkt auf die Thekazellen wirkt.
Sie fanden auch, dass KL eine wichtige Funktion fiir die Zellvermehrung, bei der thekalen
Steroidogenese und der zytoplasmatischen Reifung der Oozyten besitzt.

Der Einfluss von KL auf die Reifung der Oozyten wurde schon mehrfach beschrieben
(Packer et al., 1994, Klinger und De Felici, 2002). Die Oozyten wachsen in Gegenwart von
KL deutlich. Die KL/c-Kit-Interaktion ist nicht nur fiir das Wachstum sondern auch fiir das
Uberleben der Oozyte von Bedeutung. Die Stérung dieser Interaktion durch ACK-2 fiihrt
zum Absterben der Oozyte (Reynaud et al., 2000). Dieser Zusammenhang wurde in PGC, in
Primordialfollikeln so wie in priantralen Follikeln nachgewiesen (Yoshida et al., 1997,
Reynaud et al., 2000, Jin et al., 2005).

KL wirkt sich ebenfalls auf die Proliferation der Granulosazellen (GC) aus (Reynaud
et al., 2000, Otsuka und Shimasaki, 2002). Da aber die GC selber nur KL produzieren und
kein c-Kit exprimieren, muss ein anderes Signal an der Ubermittlung beteiligt sein. Hierfiir
wurden schon einige Kandidaten vorgeschlagen, wie zum Beispiel GDF-9 oder BMP-15
(Otsuka und Shimasaki, 2002, Gilchrist et al., 2004).

KL hat ebenfalls eine wichtige Funktion bei der Antrumbildung, was durch Versuche
mit ACK-2 belegt wird, in denen die Antrumbildung blockiert wurde (Yoshida et al., 1997,
Reynaud et al., 2000).

Ebenfalls wichtig zu erwdhnen ist, dass KL iiber die Proteine der Bcl-2 (Apoptose
Regulator Bcl-2) Familie die Oozyten beeinflusst: KL reguliert die Expression der anti-
apoptotischen Proteine Bcl-2 und Bcl-cl hoch, wihrend es die den pro-apoptotischen Faktor
Bax (Bcl-2 assoziiertes X Protein) herunter reguliert (Yan et al., 2000, Jin et al., 2005b). Dies

bewirkt ein verbessertes Uberleben der Follikel.

7.2.5.3 KL und die spdteren Stadien der Follikulogenese

In kleinen antralen Follikeln besteht ein Expressionsgradient der KL mRNA:
Cumuluszellen zeigen eine deutlich hohere Konzentration von KL-1 und KL-2 als murale
Granulosazellen (Ismail et al., 1996, Ismail et al., 1997). Ismail et al. (1997) haben weiter

gezeigt, dass die Meiose der Oozyten blockiert ist, wenn diese mit KL kultiviert werden.
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Andererseits kommt es zur Fortsetzung der Meiose, wenn man die Oozyten mit c-Kit AK
kultiviert. Somit wird KL eine wichtige Rolle in der Meiose der Oozyten zugeschrieben.

Ausgereifte Oozyten inhibieren die KL-Expression in GC. Diese Wirkung soll durch
GDF-9 vermittelt werden (Joyce et al., 2000). Eine weitere Regulationsschleife besteht
zwischen der Oozyte und den somatischen Zellen: BMP-15 stimuliert die Expression von KL
in den Granulosazellen, welches im Gegenzug die Expression von BMP-15 in der Oozyte
herabreguliert (Otsuka und Shimasaki, 2002).

Beim Rind koordiniert KL zusammen mit dem Keratinocyte growth factor (KGF) und
dem Hepatocyte growth factor (HGF) einige Granulsazell-Thekazell- Interaktionen, die in den
spéteren Phasen der Follikelentwicklung wichtig sind und vermitteln den
wachstumsfordernden Effekt der Gonadotropine (Parrott und Skinner, 1998, Parrott und
Skinner, 2000, Ito et al., 2001).

KL tragt zur Regulation der Androgenproduktion in den Thekazellen von antralen
Follikeln bei (Maus (Reynaud et al., 2000), Rind (Parrott und Skinner, 1997), Schwein
(Brankin et al., 2004)) und reguliert die mRNA- und Proteinexpression von SF-1, StAR und
P450arom hoch (Jin et al., 2005¢).

7.2.5.4 KLI1 und KL2: Unterschiedliche Rollen bei der Follikulogenese

KL1 und KL2 werden in den verschiedenen Geweben und den verschiedenen
Granulosazell-Populationen unterschiedlich exprimiert (Ismail et al., 1996, Ismail et al.,
1997). Kawase et al. (2004) konnten zeigen, dass in Abwesenheit der 16slichen Form von KL
die membrangebundene Form zusammen mit dem Fibroblast growth factor (FGF) die PGC-
Proliferation fordert, wihrend (bei Anwesenheit der membrangebundenen Form) die 16sliche
Form die FGF induzierte PGC Proliferation hemmt. Somit kdnnen, in Abhingigkeit von dem
KL1/ KL2-Quotienten die beiden Formen unterschiedliche Funktionen haben. Wahrend die
l6sliche Isoform die Oberflichenexpression von c-Kit herabreguliert sowie die Proteolyse des
Rezeptors fordert, erhoht die membram-gebundene Form eher die Expression von c-Kit (Hutt

et al., 2006).
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7.2.5.5 KL und andere lokale Faktoren

Es gibt verschiedene andere lokale Faktoren, die die Expression beziehungsweise die
Wirkung von KL beeinflussen. Zu diesen Faktoren gehéren GDF-9, BMP-15, FGF, LIF, KGF
und HGF. Die Beobachtung, dass GDF-9 die KL-Expression herunter reguliert stammt von
Versuchen an GDF-9-defizienten Mausen, die erheblich hohere KL-Expression aufwiesen als
die Kontrollméuse (Elvin et al., 1999). Durch Joyce et al. (2000) wurde bestdtigt, dass GDF-9
die KL mRNA Expression in murinen GC inhibiert. BMP-15 stimuliert die KL-Expression,
und KL reguliert BMP-15 {iber c-Kit herunter. Somit besteht durch BMP-15 und KL zwischen
der Oozyte und den Granulosazellen eine negative parakrine Riickkopplungsschleife (Moore
und Shimasaki, 2005, Thomas et al., 2005, Thomas und Vanderhyden, 2006). Joyce et al.
(2000) fanden heraus, dass GC in Kultur zusammen mit noch reifenden Oozyten die KL-
Expression erhoht, wihrend GC in Kultur mit schon ausgereiften Oozyten die KL-Expression
erniedrigt. Sie schlugen daher vor, dass reifende Oozyten BMP-15 und ausdifferenzierte
Oozyten GDF-9 sezernieren.

FGF (fibroblast growth factor) reguliert die Expression von KL hoch und unterstiitzt
dessen Wirkung bei der Rekrutierung der TC. KL hat aber keinen Einfluss auf die bFGF-
Expression. bFGF hat also eine direkte Wirkung durch die Aktivierung der GC-Mitose und
eine indirekte Wirkung durch die Erhéhung der KL-Expression (Nilsson und Skinner, 2004).

Allerdings wirken KL und bFGF beim Ubergang vom primordialen zum priméren
Follikel zusammen (Nilsson und Skinner, 2004).

LIF (leukemia inhibitung factor) reguliert die Expression von KL in kultivierten GC
hoch (Nilsson et al., 2002). KL, KGF und HGF haben synergistische Funktionen bei der
Rekrutierung der Primordialfollikel. Sie bilden eine positive Riickkopplungsschleife zwischen
den GC und den TC, was fiir die spateren Entwicklungsstadien des Follikel von Bedeutung ist

(Nilsson und Skinner, 2001).
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7.3 Hepatocyte growth factor, HGF
7.3.1 Hepatocyte growth factor, HGF, Struktur und Funktion

HGF wurde erstmals in Kulturen von Hepatozyten als ein mitogener Faktor
nachgewiesen. HGF ist ein 87-kDa Protein, das aus einer a-und einer -Untereinheit besteht.
HGEF spielt bei der Morphogenese verschiedener Gewebe und Organe eine Rolle. HGF ist ein
lokaler Faktor, der vor allem von mesenchymal abgeleiteten Zellen produziert wird und als ein
Mitogen fiir epitheliale Zellen wirkt. Der Rezeptor von HGF ist ein Produkt des c-met
Protoonkogens und ist vorwiegend in den epithelialen Zellen lokalisiert (Parrott und Skinner,
1998a). Es existieren zwei Spei3varianten von HGF: NK1 (Baculovirus expressed HGF) und
NK2 (naturally occuring HGF). Sie haben moglichweise antagonistische Wirkung (Schwall et
al., 1996).

Die ersten Ergebnisse zur zelluldren Lokalisation von HGF zeigten, dass HGF in
bovinen TC vorhanden ist, in bovinen GC aber nicht exprimiert wird (Parrott et al., 1994).
Hinzu kam das Ergebnis, dass HGF in bovinen GC die Proliferation, nicht aber das TC-
Wachstum fordert. Dies fithrte zum Modell der mesenchymal-epithelialen Wechselwirkung
von HGF (Parrott et al., 1994, Ito et al., 2001). Neuere Ergebnisse machten allerdings
deutlich, dass die Expression von HGF ebenfalls in den GC stattfindet und dass HGF sowohl
die TC- als auch die GC-Funktion beeinflussen kann. So zeigten GC des Menschen, der Ratte
und des Schweins eine HGF Expression in den GC (Zachow et al., 1997, Shimizu et al.,
2003a, Uzumcu et al., 2006). Diese Ergebnisse bei der Ratte und beim Schwein stehen im
Widerspruch zu den Ergebnissen beim Rind (Parrott et al., 1994). Eine Behandlung von GC
der Ratte mit eCG (equines Choriogonadotropin) induziert eine Reduktion der HGF
Expression in den GC und eine Erhhung der Expression in den TC (Uzumcu et al., 2006).

Die Vorstellung der Bildung von HGF und HGFR in den Granulosazellen wurde
dahingehen erweitert, dass vor kurzem gezeigt werden konnte, dass die Expression von HGF
einer hormonellen Einfliissen unterliegt und somit in beiden Kompartimenten (GC und TC)
exprimiert werden kann (Uzumcu et al., 2006, Zachow und Uzumcu, 2007).

In TC fungiert HGF als ein Modulator der Steroidogenese. Nach Zachow et al. (1997)
supprimiert HGF die LH-abhédngige Sekretion von Androsteron und blockiert die Expression

des fiir die Umwandlung von Pregnolon in Androsteron zustidndigen Enzyms P450c17.
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Weiterhin fanden die gleichen Autoren, dass die basale so wie die LH-induzierte Produktion
von Progesteron ansteigt, ohne dass jedoch die Expression der Enzyme 33-HSD und P450scc
betroffen sind. Allerdings sind die Effekte von HGF in den TC nicht allein auf die
Steroidogenese beschriankt. So ist HGF Teil einer positiven Riickkopplungsschleife. HGF
stimuliert in den GC die Expression von KL, welches sich wiederum auf die TC auswirkt und
deren Proliferation so wie deren Expression von HGF positiv beeinflusst (Parrott und Skinner,
1998b, Parrott und Skinner, 2000). Ein dhnliches System wurde in TC und GC des Menschen
gefunden (Ito et al., 2001).

Die Wirkung von HGF besteht vor allem in einer Erh6hung der Proliferation der GC,
einhergehend mit einer verminderten Differenzierung. Beim Menschen wirkt sich HGF
negativ auf die Produktion von Progesteron aus (Ito et al., 2001). Dieser negative Einfluss
findet bei der Ratte nicht statt (Zachow und Woolery, 2002). Beim Rind senkt HGF die hCG
induzierte Progesteron-Produktion (Parrott und Skinner, 1998a). Weiterhin hemmt HGF die
Aromatisierung von Androgen zu Ostrogen in den GC, welche durch FSH und IGFI induziert
wird (Zachow und Woolery, 2002). HGF {ibt hier seine Wirkung durch Blockierung eines
oder mehrerer Schritte der Ostrogen-Synthese aus (Parrott und Skinner, 1998a, Zachow et al.,
2000). Der suppressive Effekt von HGF scheint von dem Reifestadium der GC abhéngig zu
sein. (Zachow und Woolery, 2002, Zachow und Uzumcu, 2007).

Zu dem Einfluss verschiedener Hormone auf HGF ist bekannt, dass LH und LH-
Agonisten wie cAMP die Expression von HGF mRNA in TC erh6hen, wie durch Versuche
von TC-Kulturen bekannt wurde (Parrott und Skinner, 1998a). Ostrogen hingegen scheint
keinen Einfluss auf die Expression von HGF mRNA zu haben. Es bleibt allerdings zu kléren,
ob nicht in anderen Zyklusstadien Ostrogen doch einen Einfluss auf die HGF mRNA
Expression aufweist. Die HGF mRNA Expression in den GC wird in kleinen aber nicht in
mittleren und groBen antralen Follikeln als Antwort eCG (equines Choriogonadotropin) erhéht

(Shimizu et al., 2003b).
7.3.2 HGFR

HGFR, auch c-met, wird vor allem in den GC von kleinen priantralen Follikeln
exprimiert und spielt dort eine wichtige Rolle bei der HGF-HGFR-Interaktion (Zachow et al.,
1997). Allerdings ergaben spétere Untersuchungen, dass HGFR ebenfalls in den TC
exprimiert wird (Uzumcu et al., 2006). Diese Expression des Rezeptors in den TC erfolgte

auch hier nach Zugabe von eCG und bewirkte einen Shift der Expression von HGFR von den
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GC zu den TC. Somit werden in kleinen preantralen Follikeln die HGFR vermehrt in den GC
exprimiert und in grofen antralen Follikeln hingegen eher in den TC (Uzumcu et al., 2006,
Zachow und Uzumcu, 2007). Damit scheint nachgewiesen, dass die Expression von c-met im
Laufe der Follikulogenese hormonell reguliert wird.

Wie auch schon bei HGF nimmt die Konzentration der HGFR Expression in grof3en
antralen Follikeln im Vergleich zu kleineren Follikeln zu (Parrott und Skinner, 1998a).

HGFR wird vor allem in den GC exprimiert und bildet somit zusammen mit HGF ein
lokales parakrines System, das an der Proliferation der GC und somit am Follikelwachstum
beteiligt ist (Uzumcu et al., 2006). Wie auch schon bei HGF wird HGFR bei isolierten
bovinen Follikeln vermehrt in den groflen antralen Follikeln exprimiert, und ist somit
zusammen mit HGF an der erhohten Proliferationsrate der GC beteiligt. Hinzu kommt, dass
die Expression von c-met die Ansprechbarkeit der Zellen auf HGF erhoht.

Die Suppression der Ostradiol-Produktion durch HGF sollte reversibel sein, um die
priovulatorische Erhdhung von Ostradiol zu ermdglichen. Dies konnte durch drei

verschiedene Mechanismen erreicht werden:

e Herabregulierung von HGF
e Herabregulierung der HGFR

e Unterbrechung der post-c-met-Signaltransduktion

Die Untersuchungen von Zachow et al. (2000) haben ergeben, dass c-met noch von
FSH, HGF und cAMP reguliert wird. Es wird daher postuliert, dass mehrere Mechanismen an
der Verdnderung der c-met Expression beteiligt sind. Wahrscheinlich ist, dass diese zum Teil
von HGF selber induzierte Herabregulation von c-met eine Blockierung der E2-Synthese in
GC verhindert. HGF ist, zusammen mit seinem Rezeptor Teil eines komplexen Mechanismus,
der die frithe Synthese und Sekretion von E2, an der FSH, TGFp und IGF-I beteiligt sind,

verhindert und dennoch die prdovulatorische Sekretion ermdglicht.
7.3.3 Aktivatoren und Inhibitoren von HGF

Eine andere Komponente des HGF Systems ist der HGF-Aktivator (HGFA). HGFA ist
eine Serin-Protease, welche die Vorstufe von HGF spaltet und zu dem reifen HGF fiihrt.
HGFA ist in vielen Geweben, in denen HGF exprimiert wird, vorhanden. Es wird vermutet,

dass HGFA Kontrolle auf die HGF-Expression ausiiben konnte.
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Uber die Expression von HGFA im Follikel ist noch recht wenig bekannt. Bei der
Ratte kommt HGFA bei praantralen Follikeln in den TC und GC vor, nicht aber in der Oozyte.
Das gleiche Expressionsmuster wurde auch in kleinen antralen Follikeln gefunden. Grof3e
antrale Follikel wiesen hingegen keine Expression von HGFA in GC mehr auf (Uzumcu et al.,
2006, Zachow und Uzumcu, 2007).

Kiirzliche wurde eine weitere Komponente des HGF-Systems identifiziert, HAI oder
HGFA Inhibitor Protein (Shimomura et al., 1997). Die Wirkung von HAI besteht, wie sein
Name schon verrit, in der Blockierung von HGFA. Bis jetzt sind aber weder der genaue

Wirkungsmechanismus noch der Ort seiner Expression im Ovar bekannt.

7.4 Keratinocyte growth factor (KGF)

KGF oder Keratinocyte Growth Factor (FGF-7) ist ein Mitglied der FGF-Familie. Er
ist zusammen mit HGF und KL an einer Feedbackschleife beteiligt (Parrott and Skinner,
1998¢) und wird daher zusammen mit HGF in einem Kapitel behandelt. KGF hat ein
Molekulargewicht von 28 kDa. Er wurde als wichtiger Faktor bei der Bildung von antralen
Follikel identifiziert (Bottaro et al., 1990, Berisha et al., 2004). KGF wird von den TC
produziert (Parrott et al., 1994), wirkt auf die Granulosazellen und fordert dort die Expression
von KL, welches wiederum in einer positiven Riickkopplungsschleife auf die TC wirkt
(Parrott und Skinner, 1998b). KGF vermittelt daher mesenchymal-epitheliale-Zell-
Interaktionen in vielen Geweben. Auller dem Ovar sind hier unter anderem das Endometrium,
die Blase und die Haarfollikel zu nennen (Parrott et al., 1998b). Die Expression von KGF wird
durch Hormone wie Androgene, Progesteron und Glukokortikoide reguliert (Koji et al., 1994,
Chedid et al., 1996, Fasciana et al., 1996).

Der KGF-Rezeptor (KGFR) ist eine Spleilvariante des FGFR-2, und ist primér auf
epithelialen Zellen lokalisiert. Zusammen mit fritheren Befunden, dass KGF das Wachstum
der GC stimuliert (Parrott et al., 1994), deutet dies darauf hin, dass KGF wie auch HGF an der
Proliferation der GC beteiligt ist. Allerdings sind noch weitere Untersuchungen nétig um zu
kldren, ob die Expression von KGF-Protein ebenfalls einer entwicklungsbedingten Regulation
unterliegt.

KGF wird schon in mesenchymalen TC-Vorlduferzellen exprimiert und beteiligt sich
somit an der Primordial- zu Primérfollikeltransition. Hier ist KGF in einer positiven
Riickkoplungsschleife mit KL involviert: GC primordialer Follikel produzieren KL, welches

auf die mesenchymalen Zellen wirkt, und die Rekrutierung der TC fordert. Diese wiederum
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produzieren KGF, welches auf die GC wirkt und die Wirkung von KL verstérkt, die GC-
Proliferation fordert und damit die Entwicklung der Primordialfollikel induziert (Kezele et al.,
2005). BMP-4 wird ebenfalls in mesenchymalen Voérldaufern der TC exprimiert. Ob diese
beiden Faktoren eine Kolokalisation aufweisen, ist noch nicht bekannt.

Die Wirkung von KGF beruht vor allem in einer Stimulation der GC und in der
Induktion der Primordial- zu Primirfollikel-Transition (Kezele et al., 2005). KGF ist
zusammen mit KL an einer positiven Riickkopplungsschleife beteiligt, welche sich positiv auf
die Follikeltransition auswirkt. Interessanterweise ist festgestellt worden, dass KL-Antikorper
die KGF-Wirkung auf die Follikeltransition nicht beeinflussen. Das weist darauf hin, dass
KGF iiber einen KL-unabhidngigen Mechanismus den Follikeliibergang bewirkt. KGF hat
damit zwei Wege liber den es die Follikeltransition beeinflusst, einmal iiber eine Erh6hung der
KL-Expression, und zweitens iiber einen KL-unabhdngigen Mechanismus (Kezele et al.,
2005). Weiterhin stimuliert KGF die Proliferation bei gleichzeitiger Hemmung der GC-
Differenzierung. Ostrogen und LH stimulieren das Follikelwachstum iiber KGF indirekt, was
zur Vorstellung fiihrte, dass KGF ein Ostromedin (ein lokaler Mediator der Ostrogen Aktion)
im Follikel sein konnte. Damit diirften Hormone das Follikelwachstum iiber Erh6hung der
lokalen Produktion von Wachstumsfaktoren regulieren. Als weitere Indizien fiir eine KGF
mediierte Hemmung der GC-Differenzierung sind folgende Befunde zu nennen: KGF
reduziert sowohl den basalen als auch den Hormon-spiegel der Aromatase- und der
Progesteron-Produktion.

Neben dem Einfluss und der Wirkung auf die GC scheint KGF, zusammen mit HGF,
noch erhebliche Wirkung auf die Follikelreifung, speziell auf die Oozyten-Reifung zu
besitzen. So unterstiitzen die Untersuchungen von Parrott und Skinner (1998) die Annahme,
dass HGF und KGF, iiber eine Regulierung der KL-Expression in den GC, indirekt die

Funktion der Oozyte regulierten.
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Abbildung 7.3
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Transitionsfollikel

Wirkung von KGF und HGF wihrend des Primordial-Primirfollikel-Uberganges.
TNF: Tumor nekrose Faktor, KL: Kit Ligand, bFGF: basic fibroblast growth factor, LIF: Leukemia inhibiting
factof, BMP: Bone morphogenetic protein, KGF: Keratinocyte growth factor

Abbildung 7.4

Schematische Darstellung der Theka-Granulosa-Zell Interaktionen wihrend der Follikelentwicklung

GC: Granulosazellen, TC: Thekazellen, KGF: Keratinocyte growth factor, HGF: Hepatocyte growth factor, KL:
Kit Ligand
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7.5 Fibroblast growth factor Familie
7.5.1 Fibroblast growth factor (FGF)

Die ,,Fibroblast-Growth-Factor*“- Familie oder FGF Familie besteht mindestens aus 22
Mitgliedern, die alle ein Molekulargewicht zwischen 17 und 34 kDa aufweisen. Die
Gemeinsamkeiten dieser Mitglieder basiert auf einer hohen Affinitdt fiir Heparin und fiir
Heparin-like Glykosaminoglykane (HLGAGSs), sowie auf einer dhnlichen Struktur im
zentralen Bereich der Molekiile, der aus 140 AS besteht.

Die Rezeptoren fiir die FGFs bestehen aus 4 der Familie der Tyrosin-Kinasen Familie
zugehorigen Rezeptoren. Sie binden alle die verschiedenen FGFs mit unterschiedlicher
Affinitdt (Partanen et al., 1993, Ornitz et al., 2001). Alle FGFR bestehen aus einer
extrazelluldren Liganden bindenden Doméne, einer transmembranidren Doméane und einer
intrazelluldren Tyrosin-Kinase-Domine.

Die Bindung eines Liganden fiihrt zur Dimerisation der Rezeptoren und anschlie3end
zu einer Aktivierung des Ras/Mapk-Signaltransduktionsweges.

Die FGFs sind an unterschiedlichen biologischen Prozessen beteiligt und vermitteln
mitogene, chemotaktische so wie angiogene Aktivitdten. Sie wurden von Gospodarowicz und
Thakral (1978) zusammen mit den VEGF als Hauptfaktoren der ovariellen Angiogenese
ermittelt. Auler am Ovar sind die FGFs lokal wirkende Faktoren im Knochen, im
Endometrium, im Epithel und vielen weiteren Geweben. Als bedeutende Faktoren treten die
FGFs besonders bei der Wanderung der PGC auf. Sie werden wihrend der Migration der PGC
von den umliegenden Zellen sezerniert und wirken daher parakrin auf die PGC. Sobald aber
diese in die Gonaden eingetreten sind, sezernieren die PGC diese beiden Faktoren (FGF-1 und
FGF-2) selbst und somit wirken diese dann autokrin (Kawase et al., 2004). FGF-17 scheint
ebenfalls an der Entwicklung der PGC beteiligt zu sein. Dieser Faktor wird ebenfalls nicht von
den PGC selbst exprimiert sondern von den umgebenden Zellen.

Sobald die PGC in den Gonaden angelangt sind, sezernieren sie auch FGF-4 und FGF-
8. Somit ist die FGF-Familie sowohl an der parakrinen Signalinduktion wahrend der
Migration sowie an der Proliferation der PGC nach Eintritt in die Gonaden beteiligt (Kawase

et al., 2004).
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Die fiir die postembryonale ovarielle Entwicklung bedeutendsten Faktoren sind: FGF-
1 (acid FGF, aFGF), der FGF-2 (basic FGF, bFGF) sowie der FGF-7 (KGF). Sie haben unter
anderem Bedeutung als potentielle angiogene Faktoren, sowohl des reifenden Follikels als

auch nach der Ovulation bei der Entstehung des C.1.
7.5.2 Fibroblast growth factor 1

Wie auch schon bei FGF-7 beschrieben, wird FGF-1 (acid FGF, aFGF) ebenfalls in
unterschiedlichsten Geweben exprimiert, unter anderem in der Niere, im Muskel, im Larynx
und im Endometrium. Im Ovar wird FGF-1 vor allem in glatten Muskelzellen der Gefal3e
exprimiert und ist anti-apoptotisch wirksam (Carmeliet, 2000).

FGF-1 mRNA wurde in dem Ovar der Ratte (Koos und Olson, 1989), des Schafes
(Jablonka-Shariff et al., 1997) und des Rindes (Zheng et al., 1993) nachgewiesen.

FGF mRNA ist vor allem in dem Zytoplasma glatter Muskelzellen der Gefa3e und der
GC lokalisiert (Berisha et al., 2004). Die FGF mRNA Expression ist in TC relativ hoch und in
GC viel niedriger. Es wurden keine Konzentrationsverdnderungen in beiden Kompartimenten
im Verlauf des abschlieBenden Follikelwachstums beobachtet. Da die Expression von FGF-1
im Verlauf der Follikelentwicklung konstant ist, {ibt der Faktor wahrscheinlich keine direkte
Wirkung auf die Rekrutierung und die Selektion der Follikel aus (Berisha et al., 2004). Die
Expression von FGF mRNA nimmt erst in der frithen C.1. Phase zu, in einer Zyklusphase in
der die Angiogenese von grofler Bedeutung ist (Berisha et al., 2006). Daher ist FGF-1
wahrscheinlich ein wesentlicher Faktor bei der Angionenese zu Beginn der C.1. Bildung. Er
diirfte aber keine grof3e Rolle bei der Angiogenese in den TC bei der Follikelreifung spielen.
FGF-1 ist im Vergleich zu FGF-2 und FGF-7 nicht besonders Rezeptor-spezifisch und kann
alle FGFR-Varianten binden (Berisha et al., 2004).

7.5.3 Fibroblast growth factor 2

FGF-2 ( basic FGF, bFGF) ist ebenfalls ein Mitglied der FGF-Familie. Von ihm gibt es
mehrere Isoformen. Die 18 kDa Isoform ist vor allem im Zytoplasma vorhanden wéhrend die
vier grofleren Isofomen (22, 22,5, 24 und 34 kDa) vor allem in Kern lokalisiert sind.

FGF-2 besitzt viele verschieden wichtige Funktionen. Bei der Entwicklung der
Primordialenfollikel und somit beim Beginn der Follikulogenese fordert bFGF, wie auch
schon KL, die Follikelentwicklung. Allerdings sind die Effekte von KL und bFGF nicht
additiv (Nilsson et al., 2001). Somit resultiert die Behandlung von Ovarien mit bFGF in einer
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Abnahme der Primordialfolliel verbunden mit einer Zunahme der Primérfollikel. Der bFGF,
sowie auch KL, gehoren zu den ersten Faktoren, bei denen gezeigt wurde, dass sie die
Entwicklung der Primordialfollikel fordern (Nilsson et al., 2001). Diese Ergebnisse stammen
aus Untersuchungen bei der Ratte und beim Rind. Die Beteiligung von bFGF an der Initiation
der Follikelentwicklung wurde ebenfalls bei der Ziege nachgewiesen (Matos et al., 2007).

bFGF beeinflusst bei Primirfollikeln verschiedene Zelltypen. So wirkt bFGF auf das
Wachstum der GC, der TC, der Stromazellen positiv. Desweiteren sind hohe Konzentrationen
an bFGF in den Oozyten der frithen Follikelstadien zu finden. Diese hohen Konzentrationen
lassen vermuten, dass das aus den Oozyten stammendes bFGF das Wachstum der Stroma-,
Granulosa-, und Thekazellen positiv beeinflusst. Diese Ergebnisse wurden vor allem in
Zellkulturen des Rindes gewonnen (Nilsson et al., 2001).

Untersuchungen von Berisha et al. (2004) an bovinen Follikeln, haben nur sehr
schwache mRNA Expression und keine Protein-Expression von bFGF in GC gezeigt. Diese
Ergebnisse sind im Einklang mit fritheren Ergebnissen bei der Ratte (Koos und Olson, 1989),
in denen FGF mRNA keine signifikante Konzentration in GC prdovulatorischer Follikel
aufweist, aber stark in TC und interstitiellen Zellen exprimiert wird. In bovinen GC in vivo
wurde keine Expression von FGF mRNA gefunden aber in Zellkulturen von bovinen GC
praantraler und antraler Follikel wird FGF-2 produziert (Neufeld et al., 1987, Stirling et al.,
1991). Dies beruht entweder auf dem Effekt von Luteinisierung der GC oder GC produzieren
FGF-2 nur in Zellkultur. Berisha et al. (2004) haben gezeigt, dass die Expression von FGF
mRNA in der TI wéhrend der abschlieBenden Wachstumsphase stark steigt, vor allem in den
Kapillaren der TI. Diese Ergebnis deutet auf eine autokrine Funktion von FGF-2 und eine
starke angiogene Aktivitdt hin, die vor allem das weitere Wachstum des DF beim Rind fordern
konnte (Berisha et al., 2000). Zusétzlich reguliert FGF-2 die Expression fiir VEGFR-2 mRNA
herauf und verstirkt somit die angiogene Aktivitidt von VEGF (Pepper et al., 1998).

7.6 TGF-B-Superfamilie
7.6.1 Einleitung TGF-B-Familie

Die TGF-B-Familie besteht aus mehreren Wachstumsfaktoren und ist maf3geblich an
der Regulierung der ovariellen Entwicklung und Funktion beteiligt. Sie besteht aus mehr als
35 strukturell verwandten Mitgliedern. Auf der Basis zusétzlicher Kriterien wurden die

Mitglieder der TGF-B-Superfamilie in mehrere Subfamilien eingeteilt:
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e die TGF-B-Subfamilie (besteht aus TGFB1, TGFB2, TGFf3)

e die grole BMP-Subfamilie (Bone Morphogenetic Protein), mit mehr als 20
Mitgliedern.

e die Gruppe der GDF (Growth and Differentiation Factors), mit mindestens
neun Mitgliedern.

e die Activin/Inhibin Subfamilie (beinhaltet Activin A, AB, B, Inhibin A, B)

e die GDNF (Glial cell-derived neurotrophic factor)-Subfamilie (beinhaltet
GDNF, Artemin und Neuturin).

e 5o wie einige zusétzliche Mitglieder, wie AMH (Anti-Muellerian Hormone,

auch MIS, Muellerian-inhibinting Substance) und Nodal.

Die Gruppe der BMP Proteine wurde urspriinglich als am Knochengewebe wirksame

Proteine angesehen. Es handelt sich hierbei um Proteine, die eine Homologie zeigen.

Tabelle 7.2 Auflistung der Mitglieder der TGF-B-Familie

TGFB 1, 2,3

GDF-1, -3, -5 (CDMP1), -6 (BMP13), -7(BMP12), -8, -9, -9B (BMP15), -10 (BMP3B), -14 und -15

(MIC1)

BMP-2, 4, -5, -6, -7 (OP1), -8 (OP2-Mensch), -8a (Maus), -8b (Maus), -9, -10, -11 und -16 (Nodal)

AMH/MIS

Inhibin o

Activin Ba, BB, fc und Be

Lefty 1 und 2

GDNF

Neuturin, Persephin und Artemin
TGF: transforming growth factor, GDF: growth and differentiation Factor, CDMP: cartilage-derived
morphogenetic proteins, MIC: MHC class I chain-related, OP: ovine prolactin, AMH/MIS: anti-muellerian
hormone/ Muellerian inhibiting substance, GDNF: glial-cell-derived neutrotrophic factor
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Tabelle 7.3 Alternative Namen fiir die BMP-Familie

Ligand Alternativer Name
BMP-2 BMP-2A

BMP-3 Osteogenin
BMP-3b GDF-10

BMP-4 BMP-2b

BMP-6 Ver-1

BMP-7 OP-1

BMP-8a OP-2

BMP-8b OP-3

BMP-9 GDF-2

BMP-12 GDF-7, CDMP-3
BMP-13 GDF-6, CDMP-2
BMP-14 GDF-12

BMPI15 GDF-9B

BMP-16 Nodal

GDF-3 Ver-2

GDF-5 CDMP-1

GDF-15 PLAB, MIC-1, PDF, PTGF-$
MIS AMH

Vgr: Vg-related Protein, MIC: Macrophage inhibiting Cytokine, PTGF-f: placental TGF-, BMP: Bone
morphogenetic protein, GDF: Growth differentiation factor , CDMP: cartilage-derived morphogenetic proteins,
MIC: Macrophage inhibitory cytokine, PLAB: Placental bone morphogenic protein, PDF: Prostate
differentiation factor, OP: Ovine prolactin

Die strukturelle Gemeinsamkeit der Mitglieder dieser Familie ist das Vorkommen von
sieben Cysteinresten, die an der drei-dimensionalen Struktur der Molekiile wesentlich beteiligt
sind. Das vierte Cystein, welches nicht wesentlich zur drei-dimensionalen Struktur beitrédgt, ist
an der Bildung von Disulfid-Briicken beteiligt, was zur Bildung von Dimeren fiihrt. Die
Bildung der Dimere ist fiir die biologische Aktivitidt der Molekiile von grof3er Bedeutung.
Interessanterweise fiihrt die Co-Expression von BMP-2, -4, -5, -6, und 7 zu der Bildung von
Heterodimeren. Diese Heterodimere besitzen teilweise eine groBere biologische Aktivitdt als
die Homodimere (Aono et al., 1995, Israel et al., 1996). Interessanterweise besitzen BMP-15
und GDF-9 nur sechs der ansonsten sieben vorhandenen Cysteinen. Beiden fehlt das vierte,
normalerweise fiir die Disulfid-Briickenbildung verantwortliche Cystein (Dube et al., 1998).
Diese ungewohnliche Struktur wirft die Frage auf, ob BMP-15 und GDF-9 als Monomere
oder als nicht-kovalent verbundene Dimere existieren. Neuere Untersuchungen haben
ergeben, dass BMP-15 und GDF-9 in der Tat in der Lage sind, Dimere zu bilden (Liao et al.,
2003). Allerdings ist die Bedeutung der Dimerbildung fiir die biologische Aktivitdt noch
unklar.

Alle Mitglieder der TGFB-Familie werden als Pra-Protein synthetisiert und werden

nach anschlieender enzymatischer Spaltung zum reifen Protein. Allerdings erfolgt die
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enzymatische Spaltung der Mitglieder der TGFB-Familie erst nach ihrer Dimerisation. Die
Sekretion erfolg erst nach Dimerisation und Abspaltung der Pro-Region (Hogan, 1996).

Mitglieder der TGFB-Familie vermitteln ihre biologische Wirkung tiber Serin-
Threonin-Kinasen und intrazelluldren Smad Proteinen (Findlay et al., 2002). Untersuchungen
des Signaltransduktionsmechanismus der Mitglieder der TGFB-Familie ergab, daf3 die meisten
Mitglieder dhnliche Wege der Signaltransduktion verwenden, die verwandte Rezeptoren
sowie Smads involvieren. Die Rezeptoren der TGFB-Familie beinhalten fiinf Typ 11
Rezeptoren (RII) und sieben Typ I Rezeptoren (RI), auch bekannt als ALK oder Activin-like
receptor Kinase 1-7. Die Smad-Familie besteht aus mehr als acht Mitgliedern (Findlay et al.,
2002). Die Vorstellung, wie die biologische Aktion ablduft, soll am Beispiel des Activins
dargestellt werden:

Der Ligand bindet an seinen Typ II R, welcher dann den RI rekrutiert. Diese
Komplexbildung fiihrt zu Phosphorylierung des RI durch den RII. Dieses Signal wird dann
durch Phosphorylation auf Smad 2 oder Smad 3 {ibertragen. Die Phosphorylierung dieser
Smads induziert ihre Bindung zu Smad 4. Der Smad-Komplex kann dann in den Zellkern
eintreten und die Transkription der Activin-responsiven Gene aktivieren (Findlay et al., 2002).
Dieses Schema trifft auch auf TGFf zu. Dieses Modell wurde durch die Tatsache unterstiitzt,
dass weder TGFf noch Activin eine Affinitét fiir den Typ-I-Rezeptor allein aufweisen
(Attisano et al., 1993). Das Model der Oligomerisation der BMP-Rezeptoren ist noch nicht
vollstindig geklirt und es scheint von dem Activin- und TGFp-Modell abzuweichen. Diese
Uberlegung basiert auf der Tatsache, dass die BMP-Liganden kaum eine Affinitit fiir BMPR-
IT und eher eine Affinitdt fiir den Typ I Rezeptor aufweisen. Dabei scheinen zwei Alternativen
in Betracht zu kommen: Zum einen konnten BMPR-II und der Typ I Rezeptor
zusammenwirken und einen hoch-affinen Komplex fiir die die BMP-Liganden bilden. Eine
zweite Moglichkeit wire, dass die BMP-Liganden zuerst an den Typ-I Rezeptor binden und
erst danach erfolgt die Rekrutierung des BMPR-II. Wenn die zweite Hypothese zutréife, wire
die BMP-Rezeptor-Liganden-Bindung der von Activin und TGFp unterschiedlich (Liu et al.,
1995, Moore et al., 2003).

Durch die Rezeptor-Liganden Bindung wird eine Reihe intarzelluldrer Signalproteine,
sogenannter Smads, transphosphoryliert (Findlay et al., 2002). Die spezifischen Smad-
proteine, die durch die Rezeptor-Liganden-Bindung aktiviert werden sind R-Smads (Rezeptor-
Smads). Zu dieser Gruppe gehoren Smad 1, 2, 3, 5 und 8. Die aktivierten R-Smad bilden mit

einem anderen Molekiil, dem Smad 4, welcher ein gemeinsamer Partner fiir alle Smads
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darstellt und auch als co-Smad (common-Smad) genannt wird, einen Komplex bildet. Dieser
Komplex tritt in den Zellkern ein, wo er anschlieend die Transkription verschiedener
Zielgene auslost. Der Smad-Transduktionsweg kann durch inhibitorische Smads (Smad 6 und
7) gechemmt werden (Findlay et al., 2002). Wie in der Tabelle 7.4 zu sehen, fiihren
unterschiedliche Liganden zu der Aktivierung verschiedener Smad-Proteine. So wird das
intrazelluldre Signal von Activin und TGFf iiber Smad 2 und 3 vermittelt, wihrend die
meisten BMP Liganden Smad 1, 5 und 8 aktivieren (Findlay et al., 2002).

Obwohl klar erscheint, dass je nach BMP-Ligand andere Smads aktiviert werden, ist
bis jetzt wenig liber die genaue Rolle der verschiedenen Smad-Proteine bekannt (Miyazono et
al., 2001). Trotz der Tatsache, dass die meisten Untersuchungen der BMP-Signaltransduktion
sich vor allem mit Smad-transduktionswegen beschéftigt haben, gibt es mittlerweile einige
Anhaltspunkte die belegen, dass auch andere Signaltransduktionswege bei der BMP-Wirkung
involviert sein konnen (Iwasaki et al., 1999, von Bubnoff und Cho, 2001). So scheinen
Mitglieder der MAPK Familie (ERK1/2, p38, Jun-N) hier ebenfalls eine Rolle zu spielen und
mit dem Smad-Transduktionsweg zu interagieren (Yamaguchi et al., 1995, Nakamura et al.,

1999).

Tabelle 7.4 Liganden, Rezeptoren der TGFB-Mitglieder und ihre Smads

Ligand Typ I Typ I Rezeptor R-Smad I-Smad Co-Smad
Rezeptor
TGFp TRRII ALKS5 (TBRI) 2 oder 3 7 4
ALKl
Activin ActRITA ALK4 (ActRIA) | 2 oder 3 7 4
ActRIIB
BMP BMPRII ALK2 (ActRIA) | 1,5 oder 8 6 4
ActRITA ALK3
ActRIIB (BMPRIA)
ALK6
(BMPRIB)
AMH AMHRII ALK2 (ActRIA) | 1,5 oder 8 6 4
ALK6
(BMPRIB)
Modifiziert nach Findlay et al.,(2002),
ALK 1-6: Activin-receptor like Kinase 1-4
ActRIA: Activin Rezeptor Typ IA
BMPRI, BMPRII: BMP Rezeptor Typ I, 11
TBRI, II: TGFp Rezeptor Typ I, I

Die Rolle der TGFB-Mitglieder im Ovar ist vielfdltig und umfasst die Stimulierung
verschiedener Zellfunktionen wie Proliferation, Differenzierung, Adhésion, Motilitit und

Apoptose (Findlay et al., 2002).
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Die wichtigsten Mitglieder dieser Familie sind: BMP-2, BMP-4, BMP-8b, BMP-7,
GDF-9, BMP-15, BMP-6, Activin, Inhibin, TGFf so wie MIS/AMH.

Activin und Inhibin wurden bereits in Kapitel 5 beschrieben.
7.6.2 BMP-2

BMP-2 ist einer von ungefahr zwanzig BMP-Mitgliedern und ist von besonderer
Bedeutung bei der Bildung des Neuralrohres und besitzt ebenfalls osteoinduktive Fahigkeiten
(Ying und Zhao, 2001).

BMP-2 besitzt iiber 90% Sequenz-Homologie zu BMP-4, aber BMP-2 wird spéter als
BMP-4 exprimiert (Ying und Zhao, 2001). Studien an heterozygoten Mdusen haben gezeigt,
dass die Wirkungen von BMP-2 und BMP-4 additiv sind (Ying und Zhao, 2001).

Die Rezeptoren fiir BMP-2 sind als Typ II Rezeptor der BMPRII und als Typ I
Rezeptor die ALK3/ALK6 (Vitt et al., 2002, Juengel et al., 2006a). Wie auch bei den anderen
TGFB-Familienmitgliedern bilden diese beiden Rezeptor-Typen Dimere und aktivieren
anschlieBend Smads (hier Smad 1,5 oder 8), die zusammen mit dem Co-Smad 4 einen
Komplex bilden und dann die Fahigkeit besitzen, in den Zellkern einzutreten und dort die
Transkription spezifischer Gene zu aktivieren (Juengel et al., 2006b).

In der embryonalen Follikelbildung beteiligt sich BMP-2, zusammen mit BMP-8b an
der Bildung der PGC. BMP-2 Knock-out Méuse sterben schon frith wiahrend der embryonalen
Entwicklung. Die Wirkungen von BMP-2 in der Follikulogenese sind mehrmals untersucht
worden. Nach Souza et al. (2002) erhoht die Gabe von BMP-2 in einer Kultur in den GC die
FSH-induzierte Ostrogen- und Inhibin-A-Produktion (Souza et al., 2002). Brankin et al.
(2005) hingegen fanden heraus, dass die Synthese von Ostradiol von BMP-2 gehemmt wird.

In welchem Umfang BMP-2 an der Progesteron-Produktion beteiligt ist, konnten
Shimasaki noch nicht eindeutig kliaren (Shimasaki et al., 2004). Brankin et al. (2005) hingegen
untersuchten Kulturen von porcinen TC und kamen zu den Ergebnissen, dass BMP-2 (wie
auch BMP-6) die Steroidogenese der TC und der GC beeinflusst. Es wirkt suppressiv auf die
Progesteron- sowie auf die Androgen-Synthese. Ahnliche Ergebnisse fanden Glister et al.
(2005) in TC sowie GC des Rindes. Allerdings ist die Wirkung von BMP-2 schwicher als die
von BMP-6. BMP-2 wirkt sich auf die Sekretion der Steroide zum Teil iiber die Expression
von Enzymen aus. So wirkt sich BMP-2 (wie auch BMP-6, welches eine stiarkere Wirkung
aufweist) in porcinen GC negativ auf die Expression von 33-HSD aus. Die Expression von

StAR scheint in den GC nur von BMP-6 und nicht von BMP-2 beeinflusst zu werden
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(Brankin et al., 2005). Ob ein Mangel an 17a-OH (P450 17 a-Hydroxylase) an der
erniedrigten Synthese von Androsteron beim Schwein beteiligt ist, oder ob dieser eventuell
nur auf eine zu geringe Progesteronkonzentration zuriickzufiihren ist, bleibt noch zu klédren
(Brankin et al., 2005). In den TC des Rindes jedenfalls ist das Enzym 17a-OH deutlich
erniedrigt (Glister et al., 2005).

Diese Erkenntnis iiber die Wirkungen von BMP-2 fiihrte zur Vermutung, dass BMP-2
die Expression von FSH beeinflusst. Diese Hypothese wurde von Lee et al. (2007)
aufgegriffen und fiihrte zu dem Ergebnis, dass BMP-2 in Synergie mit Activin A die
Transkription der FSHB-UE stimuliert. Diese Synergie ist umso interessanter, da in vielen
anderen Bereichen diese beiden Faktoren antagonistisch wirken (diese beiden Element knnen
kompetitiv wirken, unter anderem da sie um Smad 4 konkurrieren. So erhilt Activin zum
Beispiel die pluripotenten Eigenschaften der Zellen und inhibiert die differenzierende
Wirkung von BMP auf humane Stamzellen (Xiao et al., 2006)). BMP-2 wirkt auch alleine auf
die FSHB-Expression der Maus. Der genaue Mechanismus der BMP-2-Wirkung ist noch nicht
geklart, aber BMP-2 wirkt bei der Stimulation von FSHJ} iiber den BMPRII und ALK2 und
aktiviert somit eine Smad 8/4-abhéngige Signaltransduktionskaskade (Lee et al., 2007).

BMP-2 hat keinen Einfluss auf die Reifung der Oozyte (Fatehi et al., 2005).
Zusammen mit BMP-6 iibt BMP-2 einen negativen Einfluss auf die cAMP-Produktion in den
TC und somit auch auf die TC-Steroidogenese aus (Brankin et al., 2005). Die Wirkung von
BMP-2 kann durch Follistatin inhibiert werden (Glister et al., 2004).

Einige Autoren haben sich mit der Expression von BMP-2 und seiner Rezeptoren
befasst. So wird BMP-2 tierartlich sehr unterschiedlich exprimiert. Wéhrend die Ratte BMP-2
sowohl in GC als auch in TC bildet (Erickson und Shimasaki, 2003), exprimiert das Rind
BMP-2 vor allem in den TC und gelegentlich in den Oozyten und den Cumuluszellen, aber nie
in den muralen GC. Zu dem ist beim Rind das vollstindige Fehlen von BMP-2 in den
Primordial-, Primar- und Sekundérfollikeln zu beobachten. Dies ist ein deutlicher Unterschied
zu den Ergebnissen bei der Ratte und beim Schaf (Fatehi et al., 2005). Beim Schaf wird
wieder ein ganz anderes Expressionsmuster gefunden. BMP-2 ist hier ausschlieBlich in GC

atretischer Follikel zu finden (Juengel et al., 2006a).
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Tabelle 7.5 BMP-2-Expression in dem Follikel, tierartspezifisch

BMP-2 Maus

Ratte Schaf Rind Schwein Mensch

Primordialfollikel Typ 1

Qozyte

Granulosa

Primirfollikel Typ 2

Qozyte

Granulosa

Sekundérfollikel Typ 3/4

Qozyte

Granulosazellen

Thekazellen

Antraler Follikel
klein Typ 5

Qozyte

Cumuluszellen

++ - +/-

Murale GC

++ - -

Theca

Antraler Follikel
(grofler) Typ S5a

Oozyte

_ _ 1/-

Cumuluszellen

++ - +/-

Murale GC

++ - -

Theca

+ - +

Corpus luteum

Atretischer Follikel

++ +

+: Expression vorhanden, ++: Stiarkere Expression

+/-: in Spuren vorhanden

Follikeltypen: Nach Tabelle 2.4 Klassifikation der Follikel

GC: Granulosazellen

Tabelle 7.6 Bedeutung und Wirkung von BMP-2 im antralen Follikel

Induziert die Expression von FSHf3

Inhibiert die Ostrogen-Produktion

Es wird vermutet, dass die Aromatase betroffen ist

Inhibiert die Progesteron-Produktion

3B-HSD in den GC reduziert

Inhibiert die Androgen-Produktion

170-OH in den TC reduziert

FSHp: B-Untereinheit von FSH, 33-HSD: 33 Hydroxysteroiddehydrogenase, GC: Granulosazellen, TC:

Thekazellen, 17a-OH: P450 170-Hydroxylase

7.6.3 BMP-4

BMP-4 wird, wie auch BMP-8b, vom extraembryonalen Ektoderm produziert und ist

fiir die Generierung der primordialen Keimzellen bei der Maus essentiell (Ying et al., 2000,

Ying und Zhao, 2001). Die Gene fiir BMP-4 und BMP-8b werden schon vor der Gastrulation,

d.h. vor Auftreten der PGC exprimiert. Die meisten BMP-4 Knock-out-Méuse sterben schon

im Laufe der friihen Gastrulation, allerdings {iberleben einige lange genug, um zu zeigen, dass

keine PGC gebildet werden. Dieser Mangel kann auch nicht durch externe BMP-4-Zugabe
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behoben werden (Lawson et al., 1999). Lange war unklar, ob BMP-4 an der Entwicklung der
Primordialfollikel beteiligt ist. Neuere Untersuchungen von Nilsson und Skinner (2003)
ergaben, dass BMP-4 in den Stromazellen, welche den Follikel umgeben, exprimiert wird, und
somit eine Wirkung auf die Entwicklung der Primordialfollikel sowie auf den Ubergang der
Primordial- in die Primérfollikel haben.

BMP-4 wird zusammen mit BMP-7 in adulten Ovarien exprimiert, vor allem in TC der
Graaf-Follikel (Shimasaki et al., 1999). Zusammen verstirken BMP-4 und BMP-7 die FSH-
induzierte Ostradiol-Produktion wihrend sie die FSH-induzierte Progesteron Produktion
reduzieren. Dieser bifunktionale Effekt von BMP-4 und BMP-7 auf FSH ldsst vermuten, dass
diese beiden Faktoren als Inhibitoren der Luteolyse fungieren (Shimasaki et al., 1999).
Interessanterweise beeinflusst BMP-4 bei der Ratte nur die FSH-induzierte Steroidsynthese,
wihrend bei dem Schaf auch die basale Progesteron-Synthese in den GC beeinflusst wird
(Shimasaki et al., 1999, Mulsant et al., 2001).

In der Follikulogenese wird BMP-4 vor allem in den TC der Graaf-Follikel produziert
(Shimasaki et al., 1999). Das in den TC produzierte BMP-4 interagiert mit den in den GC
exprimierten Rezeptoren und reguliert somit unter anderem die FSH-induzierte
Steroidogenese, BMP-4 hat daher parakrine Wirkung in der Follikulogenese.

BMP-4 wird zwar vor allem in TC produziert, allerdings bestehen auch hier wieder
tierartlichen Unterschiede. So findet man bei der Ratte die BMP-4 Genexpression in den TC
aller Follikel (Shimasaki et al., 1999) wihrend beim Schaf die Expression nur in atretischen
Follikeln nachzuweisen ist (Juengel et al., 2006b). Beim Rind wiederum ist die Expression des
Faktors zwar im Prinzip auf die TC beschrinkt, dennoch sind hin und wieder Oozyten antraler
Follikel (~25%) positiv fiir BMP-4 (Fatehi et al., 2005).

Als Rezeptoren fiir BMP-4 fungieren auch hier wieder BMPRII und ALK3/6 (Siehe
Tabelle 7.4). Sie befinden sich auch hier wieder in den GC und somit ist BMP-4 ein in den TC
produzierter Faktor, der in den GC seine Wirkung entfaltet. BMP-4 hat sowohl
stimulatorische als auch inhibitorische Effekte auf verschiedene Schritte der Steroidsynthese.

Die Wirkung von BMP-4 kann durch seine Bindung an Follistatin inhibiert werden
(Shimasaki et al., 1999, Glister et al., 2004, Fatehi et al., 2005).

BMP-4 wird ebenfalls in den Endothelzellen einiger Blutgetfifle des Ovars exprimiert

(Erickson und Shimasaki, 2003) und spielt somit eine Rolle in der Blutzirkulation des Ovars.
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Tabelle 7.7 Expression von BMP-4

BMP-4 Maus Ratte Schaf Rind Schwein Mensch

Primordialfollikel Typ 1 +1

Oozyte - - -

Granulosa - - -

Primirfollikel Typ 2

Qozyte - - -

Granulosa - - R

Sekundérfollikel Typ 3/4

Qozyte - - -

Granulosa - - R

Theka + - -

Antraler Follikel (klein) Typ 5

Qozyte - - +/-

Cumuluszellen - - R

Murale GC - - -

Theca ++ - +

Antraler Follikel (groB3) Typ Sa

Oozyte - - +/-

Cumuluszellen - - R

Murale GC - - R

Theca ++ - +

Corpus luteum + -

Atretischer Follikel - +

+1=in umliegenden Stromazellen vorhanden

+: Expression nachgewiesen, ++: stirkere Expression nachgewiesen
+/-: in Spuren nachgewiesen

-: nicht nachweisbar

GC: Granulosazellen

Einteilung der Follikeltypen nach Tabelle 2.4.

7.6.4 Bone morphogenetic protein 6 (BMP-6)

BMP-6, ein weiteres Mitglied der TGFB-Familie, wird je nach Tierart spezifisch
exprimiert. BMP-6 wird bei der Ratte und beim Rind in den GC sowie in der Oozyte ab dem
Zeitpunkt exprimiert, an dem der Follikel zwei Schichten von GC aufweist. Die BMP-6-
Expression nimmt mit dem weiteren Follikelwachstum zu. Bei der Ratte sind in den Oozyten
der Graaf Follikel die hochsten Konzentrationen an BMP-6 zu finden. Ebenfalls bei der Ratte
konnte in den GC dominanter Follikel keine BMP-6 Expression nachgewiesen werden. Dies
lasst vermuten, dass die Inhibition der BMP-6-Expression in den GC fiir die Bildung
dominanter Follikel von groBer Bedeutung ist. Diese Hypothese wird durch die Ergebnisse
unterstiitz, die zeigen, dass BMP-6 wihrend der Atresie in GC stark exprimiert wird. Im C.1.
der Ratte wird BMP-6 ab dem Zeitpunkt der Ovulation bis zur Luteolyse exprimiert (Erickson
und Shimasaki, 2003, Glister et al., 2004). Das Schaf nimmt hinsichtlich BMP-6, wie auch
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schon bei den anderen BMP-Faktoren, eine besondere Stellung ein, da BMP-6 bei dieser
Spezies ausschlieflich in der Oozyte exprimiert wird (Juengel et al., 2006b).

Die Wirkungen von BMP-6 sind sehr vielfiltig, allerdings beinhalten diese nicht
Stimulierung der Zellteilungen in den GC (Shimasaki et al., 2004). Kontrdre Angaben, von
Knight et al. (2006) besagen allerdings, dass BMP-6 sehr wohl an der Proliferation der GC
beteiligt ist. Zu den Funktionen von BMP-6 gehort die Hemmung der Luteinisierung. BMP-6
inhibiert, wie auch einige andere BMPs, in GC der Ratte die FSH-induzierte Progesteron
Produktion, die Stimulation von StAR sowie von P450scc. BMP-6 hat aber keine Wirkung auf
die P450arom Expression und auf die Ostradiol Produktion. In den GC des Rindes und des
Schweines stimuliert BMP-6 hingegen die Produktion von Ostradiol, Inhibin A, Activin A
und Follistatin, und supprimiert die Produktion von Progesteron, StAR und von P450scc
(Shimizu et al., 2004, Glister et al., 2004). Allerdings konnten Glister et al. (2004) keine
Wirkung von BMP-6 auf die FSH-induzierte Zellproliferation oder auf die Hormonexpression
nachweisen. Da BMP-6 die Wirkung von FSH reduziert, konnte ein starker Abfall der BMP-6
Expression in den GC notwendig sein, damit FSH seine Wirkung auf den Selektionsprozess

der Follikel entfalten kann (Erickson et al., 2003).
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Tabelle 7.8 Expression von BMP-6

BMP6 Maus Ratte Schaf Rind Schwein Mensch

Primordialfollikel Typ 1 +

Qozyte - + -

Granulosa - - _

Primirfollikel Typ 2 +

Qozyte +/- + -

Granulosazellen +/- - -

Sekundérfollikel Typ 3/4 +

Qozyte + + +

Granulosazellen + - +

Thekazellen - - -

Antraler Follikel (klein) Typ 5

Oozyte

Cumuluszellen

++|+
1
+|+|+

Murale GC

Theca - - -

Antraler Follikel (grof3) Typ Sa

Oozyte

Cumuluszellen

++|+
1
+|+|+

Murale GC

Thecazellen - - -

+
1

Corpus luteum

Atretischer Follikel +

+: Expression nachgewiesen

-: Keine Expression nachgewiesen

+/-: Spuren nachgewiesen

GC: Granulosazellen

Einteilung der Follikeltypen nach Tabelle 2.4.

7.6.5 Bone morphogenetic protein 7 (BMP-7)

BMP-7 ist sowohl in seiner Funktion als auch in der Lokalisation seiner Expression
dem BMP-4-Faktor sehr dhnlich. Die Expression von BMP-7 wurde bei verschiedenen
Tierarten untersucht und beim Rind und bei der Ratte ausschlieBlich in den TC gefunden
(Shimasaki et al., 1999, Erickson und Shimasaki, 2003, Glister et al., 2004, Shimizu et al.,
2006). Beim Schaf ist die BMP-7-Expression im Follikel viel weniger ausgepragt. Juengel et
al. (2006) haben in nicht-atretischen Follikeln des Schafes gar keine BMP-7 Expression
nachweisen konnen.

Lee et al. (2001) haben die Wirkung von BMP-7 auf die Follikulogenese und die
Ovulation bei der Ratte untersucht. Dabei konnten sie zeigen, dass BMP-7 die FSH-induktion
der Ostradiol-Produktion verstirkt und die FSH-induzierte Progesteron-Produktion hemmt.

Die vermehrte Bildung von Ostradiol kommt durch eine verstirkte Expression der P450arom
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zustande und die Abnahme an Progesteron durch eine reduzierte Expression von StAR mRNA
und von P450scc (Lee et al., 2001). Weiters fiihrt BMP-7 zu einer vermehrten GC -
Proliferation. Somit ist BMP-7 ein Follikel-fordender Faktor und zugleich ein
Antiluteinisierungsfaktor (Lee et al., 2001, Shimizu et al., 2006, Lee et al., 2007). Weiterhin
verstarkt BMP-7 in den GC die Wirkung von IGF.

Bei Nagern ist, wie auch schon bei BMP-4 beschrieben, wird BMP-7 auch in
Stromazellen exprimiert und fordert den Ubergang vom Primordial- zum Primérfollikel
(Nilsson und Skinner, 2003). BMP-7 wirkt iiber den ActRII, einen Typ II Rezeptor (siche
Tabelle 3 Kapitel 6.5), und bindet anschlieBend sehr stark an den ALK-2 (Typ I Rezeptor).
Beide Rezeptoren werden in den TC und der Oozyte, nicht aber in den TC exprimiert.
Shimizu et al. (2006) haben den Einfluss von FSH und Ostradiol auf die Expression dieser
Rezeptoren beim Rind untersucht. Sie konnten zeigen, dass FSH und Ostradiol die Expression
der beiden Rezeptoren hochregulieren. Dabei war Ostradiol fiir sich allein wirksam, nicht aber
FSH. Die Autoren vermuten, dass das BMP-7/ActRII/JALK-2 System entscheidend an der
Selektion der Follikel mitwirkt.

Die Wirkung von BMP-7 kann durch Follistatin und seine Bindung an den Faktor
inhibiert werden (Findlay et al., 2002).
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Tabelle 7.9 Expression von BMP-7

BMP-7

Maus

Ratte

Schaf

Rind

Schwein

Mensch

Primordialfollikel

Typ 1

Oozyte

Granulosazellen

Primirfollikel

Typ 2

Oozyte

Granulosazellen

Sekundairfollikel

Typ 3/ 4

Oozyte

Granulosazellen

Thekazellen

Antraler Follikel (klein)

Typ 5

Oozyte

Cumuluszellen

Murale GC

Thecazellen

Antraler Follikel (grof3)

Typ 5a

Oozyte

Cumuluszellen

Murale GC

Thecazellen

Corpus luteum

Atretischer Follikel

+: Expression nachgewiesen

-: Keine Expression nachgewiesen

+/-: Spuren nachgewiesen

Einteilung der Follikeltypen nach Tabelle 2.4.

GC: Granulosazellen

7.6.6 Bone morphogenetic protein 8b (BMP-8b)

BMP-8b spielt zusammen mit BMP-4 bei der Bildung der PGC eine zentrale Rolle.

Die Gene fiir BMP-4 und fiir BMP-8b werden schon vor der Gastrulation exprimiert, also

bevor iliberhaupt PGC zu finden sind. Aus Versuchen mit Knock-out Méausen wurde deutlich,
dass BMP-8b fiir die PGC Bildung nétig ist. Allerdings konnen BMP-8-Knock-out Méuse, im
Unterschied zu BMP-4-Knockout-Méusen, durch der Defekt BMP-8b-Gabe iiberleben (Ying
et al., 2000). BMP-8b scheint im Rahmen der weiblichen Reproduktion ausschlieBlich fiir die

PGC-Bildung von Bedeutung zu sein (Shimasaki et al., 2004).
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7.6.7 Growth differentiation factor 9 (GDF-9)

GDF-9 ist ein Mitglied der TGFB-Familie und ein Schliisselmolekiil, welches die
Proliferation und Differenzierung der GC moduliert. Es ist ein von den Oozyten sezernierter
intraovarieller Wachstumsfaktor (Erickson und Shimasaki, 2000). GDF-9 wird mit der frithen
Follikulogenese assoziiert und eine gezielte Deletion des GDF-9-Gens resultiert in einer
Unfahigkeit der TC zur einer geordneten Ausbildung der Theca, in einem abnormalen
Wachstum der Oozyten und zu einer verminderten GC-Proliferation. Dadurch endet die
Follikulogenese schon im Stadium des Primordialfollikels (Dong et al., 1996, Shimizu, 2006).
GDF-9 wirk autokrin bei der Regulation der Entwicklung und Reifung der Oozyte und
parakrin bei der Differenzierung und Proliferation der GC (Bodensteiner et al., 1999).

Die Genkartierung fiir GDF-9 wurde bei mehreren Tierarten durchgefiihrt. GDF-9
konnte beim Schwein auf Chromosom 2 (Cepica et al., 2004) und beim Schaf auf Chromosom
5 lokalisiert werden (Sadighi et al., 2002).

GDF-9 zeigt eine starke Verwandtschaft zu BMP-15. Es wird ausschlielich in den
Gonaden und der hypothalamisch-hypophyséren-Achse exprimiert (Gilchrist et al., 2004).
Dabei wird es als Vorldufer-Protein sezerniert. Beim Schaf weist das Vorldufer-Protein 453
AS auf. Es besteht aus einer kurzen sekretorischen Region, gefolgt von einer Pro-Region,
welche die biologisch aktive Region des Proteins (135 As) beinhaltet (Bodensteiner et al.,
1999). Das humane GDF-9-Gen besteht aus zwei Exons, welche von einem Intron getrennt
werden. Auch das GDF-9 bei Maus und Rind sind in gleicher Weise organisiert.

GDF-9 ist, zusammen mit BMP-15, eines der wenigen TGFB-Familienmitglieder, dem
das Cystein, das fiir die Ausbildung von Dimeren notwendig ist, fehlt. Daher ist noch unklar,
ob einer Dimerisation eine notwendige Vorraussetzung fiir die biologische Aktivitit von
GDF-9 darstellt. In Zellkulturen kénnen sowohl Homo- als auch Heterodimere produziert
werden (Liao et al., 2003, Moore und Shimasaki, 2005). Da in vivo beide Faktoren zur
gleichen Zeit exprimiert werden, scheint es sehr wahrscheinlich, dass Heterodimere in vivo
gebildet werden (Moore und Shimasaki, 2005). In welcher Form dieser von den Oozyten-
produzierter Faktor nun in vivo vorkommt, ist noch in keiner Spezies eindeutig geklért.

Wihrend BMP-15 ausschlieBlich von wachsenden Oozyten exprimiert und sezerniert
wird, und dies ebenfalls zunéchst fiir GDF-9 angenommen wurde, (McGrath et al., 1995),

haben neuere Untersuchungen gezeigt, dass GDF-9 aul3er in der Oozyte auch in weiteren
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Geweben, wie den Hoden (Maus, Ratte und Mensch), und in geringen Konzentrationen auch
in einigen extragonadalen Geweben, wie dem Hypothalamus, der Hypophyse, dem Uterus so
wie des Knochenmarks gefunden wird (Fitzpatrick et al., 1998).

Die Expression von GDF-9 weist speziesspezifische Unterschiede hinsichtlich des
Zeitpunktes der ersten Expression sowie der Lokalisation der Expression auf.

Bei der Maus und bei der Ratte findet die Expression von GDF-9 nur in Oozyten statt
und wird dabei erstmals bei Primérfollikeln beobachtet (McGrath et al., 1995, Fitzpatrick et
al., 1998, Elvin et al., 1999a, Elvin et al., 1999b).

Bei Schaf und Rind ist die Expression von GDF-9 gleichfalls Oozyten-spezifisch,
allerdings findet sie hier schon ab dem Primordialfollikeln statt (Bodensteiner et al., 1999,
McNatty et al., 1999, Bodensteiner et al., 2000, McNatty et al., 2000, McNatty et al., 2001,
Juengel et al., 2002, Sadighi et al., 2002, Juengel et al., 2004a, McNatty et al., 2005). Somit ist
bei diesen Tieren GDF-9 wahrscheinlich nicht nur fiir das Follikelwachstums beteiligt sondern
auch bei der Rekrutierung der Primordialfollikel (Prochazka et al., 2004).

Beim Schwein findet die Expression von GDF-9 ebenfalls schon ab dem primordialen
Follikel statt. Zusétzlich zu den Oozyten exprimieren hier auch die GC (Cumuluszellen und
murale GC) GDF-9, allerdings in einer deutlich niedrigeren Konzentration (4-mal weniger) als
die Oozyten (Bodensteiner et al., 1999, Bodensteiner et al., 2000, Prochazka et al., 2004).

Somit ist GDF-9 kein ausschlieBlich von Oozyten-sezernierter Faktor sondern wird

auch in GC exprimiert.
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Tabelle 7.10 Expression von GDF-9
GDF-9 Maus Ratte Schaf Rind Schwein Mensch

Primordialfollikel Typ 1
Qozyte - - + + + -
Granulosazellen
Primirfollikel Typ 2
Qozyte + + + + + +
Granulosazellen
Sekundérfollikel Typ 3/4
Qozyte + + + + + +
Granulosazellen
Thekazellen
Antraler Follikel (klein) Typ 5
Oozyte + + + + + +
Cumuluszellen ~+ ~+
Murale GC ~+ ~+
Thecazellen
Antraler Follikel (grof3) Typ Sa
Oozyte + + + + + +
Cumuluszellen ~+ ~+
Murale GC ~+ ~+
Thecazellen

Corpus Luteum
Atretischer Follikel

+: Expression nachgewiesen
-: Keine Expression nachgewiesen

+/-: Spuren nachgewiesen

Einteilung der Follikeltypen nach Tabelle 2.4.
GC: Granulosazellen

Die GC miissen iiber ,,Gap Junctions* gekoppelt sein, um optimal auf eine
Stimulierung durch GDF-9 antworten zu kénnen. Die Abnahme an ,,Gap Junctions® in
Cumuluszellen, wie sie kurz vor der Ovulation beobachtet wird, reduziert die Menge der von
den GC als Antwort auf GDF-9 sezernierten autokrinen und parakrinen Wachstumsfaktoren
(Gittens et al., 2005).

Gilchrist et al. zeigten 2004 erstmals, dass GDF-9 ein wichtiger, von Oozyten
sezernierter Faktor ist, aber nur einen Teil der Oozytenfunktionen beeinflusst. GDF-9 mRNA
und das korrespondierende Protein werden wihrend der gesamten Follikulogenese exprimiert
und auch noch nach der Ovulation (bis zu anderthalb Tage nach der Befruchtung) exprimiert
(McGrath et al., 1995). Dies ldsst eine zusétzliche Rolle fiir GDF-9 bei der Fertilisation und
bei der frithen embryonalen Entwicklung vermuten.

Viele Daten iiber Funktion und Bedeutung von GDF-9 wurden aus Versuchen mit

Knock-out Méusen erhalten. GDF-9 Knock-out Méause sind steril und ihre Follikel bleiben im
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Stadium der Primérfollikel blockiert. Weiterhin existieren Schafe (Belclare Schafe (FecG™),
die eine Mutation am GDF-9-Locus aufweisen. In ihren Ovarien lduft die Follikelentwicklung
bis zum antralen Follikel ab, aber diese Follikel weisen eine anormale Morphologie. Bei ihnen
liegt eine non-konservative Aminosdure-Substitution auf Position 77 der reifen Proteinregion
vor (McNatty et al., 2005) (Siehe Tabelle 7.15).

GDF-9 stimuliert in niedriger Konzentration wéhrend der friihen Follikulogenese die
Proliferation der GC durch Suppression von Kit-ligand und LH-R. In héheren
Konzentrationen fordert GDF-9 die Expression von HAS-2 und von COX-2 und unterdriickt
die Synthese des Urokinase-Plasminogen-Aktivators (uPA). Weiter kann rekombinantes GDF-
9 die StAR Synthese induzieren (Elvin et al., 1999a, Elvin et al., 2000). Dies sind
Schliisselelemente, welche die Produktion der Hyaluronséure-reichen extrazelluldren Matrix
und damit die Cumulusexpansion regulieren (Elvin et al., 1999a, Prochazka et al., 2004).
Daraus kann geschlossen werden, dass GDF-9 wesentlich an der Cumulusexpansion beteiligt
ist, aber weitere Untersuchungen sind notwendig, um die Bedeutung der
Konzentrationsunterschiede von GDF-9 in den praovulatorischen Follikeln zu kldren. In
praovulatorischen Follikeln scheint die Oozyte GDF-9 in gro3eren Mengen zu sezernieren
(Eppig et al., 2001). Diese konnte zu einer verstirkten Expression von HAS-2 und COX-2
filhren damit eine Expansion des Cumulus oophorus auslosen. Eine niedrigere Konzentration
an GDF-9 fiihrt iiber KL und LH-R (negative Riickkoplungsschleife) zur Proliferation der GC
und inhibiert ihre Differenzierung (Prochazka et al., 2004). Allerdings ist die Bedeutung der
unterschiedlichen GDF-9 Konzentrationen in den Follikeln noch ungeklért. Prochazka et al.
(2004) haben die relative Konzentration von GDF-9 in den Follikeln untersucht und gefunden,
dass die Unterschiede nicht auf eine vermehrte Expression zuriickzufiihren sind, da die
Konzentration der GDF-9 mRNA in der periovulatorischen Periode nicht ansteigt. Sie fanden
aber eine Abnahme der GDF-9-Konzentration in den Cumuluszellen. Diese Abnahme fiihren
sie auf eine verminderte Expression zurtick.

Weiterhin wird GDF-9 fiir die Rekrutierung der TC benétigt (Dong et al., Elvin et al.,
2000). GDF-9 Knock-out Méuse sind nicht in der Lage, TC zu rekrutieren. GDF-9 reguliert
auch, liber eine vermehrte Expression von StAR, die Progesteron-Synthese.

Es erscheint zudem als gesichert, dass GDF-9 das Verhiltnis
Primordialfollikel/Primérfollikel zugunsten der Primérfollikel verschiebt. Der dabei zugrunde

liegende Mechanismus ist unklar, zumal diese Verschiebung auf keine direkte Stimulation des
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Ubergangs vom Primordial- zum Primérfollikel zuriickzufiihren ist (Nilsson und Skinner,

2002).

Tabelle 7.11 Faktoren, welche durch die Anwesenheit von GDF-9 beeinflusst werden

Anwesenheit von GDF-9 bewirkt: Und darauf hin:

uPA wird vermindert produziert

LH-R wird weniger exprimiert verhindert Luteinisierung

KitL wird vermindert exprimiert

HAS-2 wird vermehrt produziert HA vermehrt vorhanden, fodert Cumulus Expansion
StAR Expression erhoht Progesteron steigt an

COX-2 Expression ist erhOht Prostaglandin steigt an

KitL: Kit Ligand, HAS-2: Hyaluronsdure Synthase 2, StAR: steroid acute regulatory protein, COX-2:
Cyclooxigenase 2, HA: Hyaluronsidure, GDF-9: Growth differentiation factor 9, uPA: Urokinase plasminogen
activator, LH-R: LH Rezeptor

Tabelle 7.12 Faktoren, welche durch die Abwesenheit von GDF-9 beeinflusst werden

Fehlen von GDF-9

uPA wird vermehrt produziert Follikelruptur

LH-R werden vermehrt exprimiert Luteinisierung

GDF-9: Growth differentiation factor 9, uPA: Urokinase plasminogen activator, LH-R: LH Rezeptor

7.6.8 GDF-9-Rezeptor

GDF-9 iibt seine Wirkung tiber ein Serin-Threonin-Rezeptorsystem, das aus dem Typ
I1 BMP Rezeptor (BMPR-II) und dem TGFB-Typ I Rezeptor (AKL-5) besteht. Die Bindung
des Liganden an den Typ II Rezeptor flihrt zur Heterodimerisation mit dem Typ I Rezeptor,
was wiederum die intrazelluldren Signaltransduktionsmolekiile Smad 2 und 3 aktiviert. Diese
bilden einen Komplex mit den Co-Smad 4. Dieser Komplex ist fahig, in den Zellkern zu
gelangen und dort Transkriptionsprozesse einzuleiten (Findlay et al., 2002, Drummond, 2005).
Die Identifizierung von BMPRII als Typ II Rezeptor fiir GDF-9 gelang Vitt et al. (2002) und
die von ALKS als Typ I Rezeptor fiir GDF-9 Mazerbourg et al. (2004).

Die Expression von BMPRII wurde vormals schon in bovinen GC und TC (Glister et
al., 2004) und in GC der Ziege (Silva et al., 2005) untersucht. Die Expression von ALKS5
wurde im Ovar des Hamsters so wie in porcinen GC nachgewiesen (Goddard et al., 1995,
Roy, 2000). Die Expression der GDF-9-Rezeptoren findet beim Schaf schon in den Oozyten
primordialer Follikel statt. Daraus kann geschlossen werden, dass GDF-9 auch das Wachstum
der Oozyte in diesen Spezies beeinflusst (Juengel et al., 2004b).

Jayawardana et al. (2006) untersuchten den Einfluss von Ostradiol und FSH auf die
GDF-9-Rezeptor-Expression. Sie konnten zeigen, dass Ostradiol und FSH die Expression der

Rezeptoren in den GC verstérken, nicht aber in den TC. Weiter ist die Expression in den GC
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abhédngig vom Follikelstadium. Sie nimmt in den praovulatorischen Follikel bis zur Ovulation
zu. Diese Zunahme findet in den TC nicht statt (Jayawardana et al., 2006). Diese Ergebnisse
fithren zur Hypothese, dass die Typ I und Typ II Rezeptoren zusammen mit GDF-9 bei der

Follikelselektion eine Rolle spielen konnten (Jayawardana et al., 2006).

Tabelle 7.13 GDF-9-Rezeptor Expression

Expression des GDF-9 Rezeptors in den GC Expression des GDF-9 Rezeptors in den TC
Zunahme der Expression durch FSH und Keine Zunahme der Expression durch FSH oder
Ostradiol Ostradiol

Zunahme der Expression wihrend des Keine Zunahme der Expression wihrend des
Follikelwachstums Follikelwachstums

GDF-9: Growth differentiation factor 9, GC: Granulosazellen, TC: Thekazellen, FSH: Follikelstimulierendes
Hormon

7.6.9 Bone morphogenetic protein 15 (BMP-15)

BMP-15, auch GDF-9B genannt, ist ein von den Oozyten sezernierter Faktor, der
ebenfalls der TGFB-Familie angehdrt. Das Gen fiir BMP-15 ist ein ,,single copy gene* das bei
Saugetieren auf dem X Chromosom liegt (Dube et al., 1998). Wie auch schon bei den anderen
Mitgliedern der TGFB-Familie wird BMP-15 zunichst als pra-pro-Protein gebebildet. Fiir die
Abspaltung der Pro-Region muss das Protein ein Dimer bilden (Hogan, 1996). Da bei BMP-
15 wie auch schon bei GDF-9 das vierte Cystein, das fiir die Disulfid-Briicke bei der
Dimerbildung verantwortlich ist, fehlt, kommen die BMP-15-Dimere durch nicht-kovalente
Bindungen zustande (Liao et al., 2003). BMP-15 bildet sowohl Homodimere als auch
Heterodimere mit GDF-9 (Liao et al., 2003). Die biologische Wirksammbkeit dieser Dimere ist
noch nicht ganz klar, aber da GDF-9 und BMP-15 Co-exprimiert werden, ist eine
Heterodimerblildung in vivo wahrscheinlich.

Die Expression von BMP-15 findet ausschlieBlich in Oozyten wachsender Follikel
statt (Dube et al., 1998). Bei Schaf, Rind, Ratte, Maus und auch beim Menschen wird die
Expression ab den Primirfollikeln beobachtet.

Die beiden Schafrassen Inverdale und Hanna weisen hohere Ovulationssraten und
hohere Wurfzahlen auf als das Wild-typ Pendant. Inverdale und Hanna sind beide
heterozygote Triger einer BMP-15 Punktmutation. Inverdale (FecX') und Hanna (FecX")
weisen beide eine Punktmutation auf, die in der Synthese eines sehr kurzen Peptids miinden,
welches mit groBer Wahrscheinlichkeit nicht biologisch aktiv ist. Die Bedeutung von BMP-15
fiir die Fertilitit des Schafes wurde anschlieBend durch zwei weitere Mutationstréger bestatigt:

FecX© (Galway) und FecX® (Belclare). Sie miinden in dem gleichen Phénotyp wie Inverdale
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und Hanna (Hanrahan et al., 2004, Moore et al., 2005). Zusammen mit weiteren Versuchen
von Mc Natty et al. (2005) so wie Juengel et al. (2004, 2006) wird klar, dass BMP-15 eine
grof3e Bedeutung in der frithen Follikulogenese besitzt, in der Promotion der Transition des
primordialen zu dem priméren Follikel, und zeitgleich aber die Entwicklung zum dominanten
Follikel fordert. Somit spielt BMP-15 eine wichtige Rolle in der Bestimmung der
Ovulationsquote so wie der Wurfgrosse (Shimasaki et al., 2003, Shimasaki et al., 2004, Moore
und Shimasaki, 2005).

Bei Schaf und Mensch ist BMP-15 fiir die normale Fertilitit essentiell. Heterozygote
Tiere haben eine erhohte Ovulationsrate und erhohte Wiirfe wihren homozygote Tiere infertil
sind und verdnderte Ovarien aufweisen. Bei der Maus scheint die Bedeutung von BMP-15 in
der Follikulogenese von der bei Schaf und Mensch sehr unterschiedlich zu sein. Homozygote
Tiere sind nur subfertil und in Heterozygoten ist keine klare Verdnderung des Phanotyps zu
erkennen. Somit wird deutlich, dass die essentielle Bedeutung von BMP-15 in der
Follikelentwicklung des Nagers im Vergleich zu der des Schafes nicht gegeben ist (Yan et al.,
2001, Rajkovic et al., 2002).

Beim Menschen werden Mutationen an BMP-15 mit fiir die ,,premature ovarian
failure* verantwortlich gemacht (Laissue et al., 2006, Suzumori et al., 2007). Somit ist auch
hier BMP-15 ein wichtiges Element bei der Follikelentwicklung.

Ergebnisse iiber Untersuchungen beim Schwein und beim Rind scheinen noch zu
fehlen. Lediglich die Lokalisation von BMP-15 auf dem X-Chromosom des Schweines ist
geklért (Grapes und Rothschild, 2002).

Die biologische Aktivitit von BMP-15 ist in der Follikulogenese bedeutend, da BMP-
15 wie auch schon GDF-9, ein Oozyten-sezernierter Faktor ist, der auf die umliegenden
somatischen Zellen wirkt und ihr Wachstum anregt. Ganz besonders in der Regulation der
GC-Funktion ist BMP-15 bedeutend (Shimasaki et al., 2004). BMP-15 ist ein potenter
Stimulator der GC-Mitose und der GC-Proliferation (Otsuka et al., 2001). Zu dem ist BMP-15
in GC ein starker Stimulator der mRNA Expression von Kit Ligand, welcher besonders in
dem frithen Follikelwachstum von Bedeutung ist (Otsuka und Shimasaki, 2002). In Bezug auf
KL ist BMP-15 in einer negtiven Feedback-schleife zwischen der Oozyte und den
somatischen Zellen involviert: BMP-15 stimuliert die Expression von KL in GC, welches im
Gegenzug die Expression von BMP-15 in der Oozyte herabreguliert (Siehe Abbildung 7.2).

Weiterhin ist BMP-15 ein potenter Suppressor der FSH-induzierten Progesteron-
produktion (Otsuka et al., 2000). BMP-15 hat allerdings keinen Einfluss auf die Synthese von
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Ostrogen. Diese Tatsache unterstiitzt die Hypothese, dass BMP-15 das friihe
Follikelwachstum so wie die frithe Follikelentwicklung fordert, und zeitgleich die
Luteinisieung verhindert.

Weitere Untersuchungen tiber den genauen Vorgang der Progesteron-inhibition durch
BMP-15 brachten die Erkenntnis, dass BMP-15 dieses iiber eine Suppression der FSH-R
mRNA bewirkt (Otsuka et al., 2001). Somit sind die FSH-induzierten mRNA Expressionen
von StAR, P450scc, 38-HSD, LH-R so wie die a- und B-UE von Activin und Inhibin ebenfalls
inhibiert und reduziert (Moore et al., 2003, Moore und Shimasaki, 2005). Auf die FSH-
induzierte Expression von Ostradiol hat BMP-15 hingegen keine Wirkung (Moore und
Shimasaki, 2005).

Diese Mechanismen konnten eine Erklarung fiir die erh6hte Ovulationsrate in
heterozygoten Tieren darstellen: die Reduktion von bioaktivem BMP-15 in diesen Tieren
konnte zu einer erhohten FSH-sensitivitét fiihren und dies wiirde zu einer schnelleren
Follikelentwicklung und somit zu einer verfrithten Ovulation fiihren.

Otsuka et al. (2001) fanden heraus, dass der inhibitorische Effekt von BMP-15 auf die
FSH-induzierte StAR- und P450scc-Expression liber cAMP gesteuert wird.

In Zellen der Hypophyse stimuliert BMP-15 die Expression des FSH-Promotors und -
Synthese, nicht aber die Expression von LH (Juengel et al., 2004a).

BMP-15 iibt, wie die anderen Mitglieder der TGFB-Familie, seine Wirkung {liber zwei
Serin-Threonin-Kinasen aus, der BMPRII und AKL-6. Diese phosphorilieren anschlieBend
Smad 2 und 3, die zusammen mit Smad 4 einen Komplex bilden. Dieser Komplex ist
zellkernfahig und aktiviert dort die Transkription diverser Elemente.

In Bezug auf AKL-6, so gibt es, beim Schaf, heterozygote Triger einer inaktivierenden
AKL-6-Mutation. Diese Tiere zeigen deutlich vermehrte WurfgroBen, durch eine erhohte
Ovulation hervorgerufen, und der Phianotyp dieser Tiere ist demjenigen der BMP-15
heterozygoten Mutanten sehr dhnlich. Interessanterweisen haben homozygote Tiere eine noch
gesteigerte Ovulationsquote als die heterozygoten Tiere, Phanomen das in starkem Kontrast
zu homozygoten BMP-15 Mutanten steht. Die ALK-6 Mutation wurde erstmals in Booroola
Schafen (FecB) identifiziert, und nach ihnen auch benannt, als eine Punktmutation in den
Nucleotid 830, die zu einem Arginin anstelle eines Glutamins fiihrt (McNatty et al., 2005).
Der dominante Phénotyp wird durch eine verfriihte Follikelentwicklung sowie durch eine
aullergewohnliche Fruchtbarkeit gekennzeichnet. Einige Sekundér Effekte sind ebenfalls

beobachtet worden und beruhen darauf, dass ALK-6 ebenfalls in vielen weiteren Geweben
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wie Gehirn, Hypophyse, Nieren, Muskel, Uterus, Prostata und Hoden exprimiert wird. Im
Gegensatz zu dem Booroola Schaf zeigt die ALK-6-Knock-out Maus eine normale
Entwicklung der Ovarien und eine normale Ovulationsrate. Eine leicht verminderte Fertilitit
kann beobachtet werden, wahrscheinlich auf einer fehlerhaften Cumuluszellen Expansion
beruhend. Im Gegensatz zu den Booroola Schafen haben ALK-6 Knock-out Schafe einen

deutlichen Defekt in der Chondrogenese (McNatty et al., 2005).

Tabelle 7.14 Wirkung von BMP-15 auf die Expression und Sekretion verschiedener Elemente

Faktor/ Element Wirkung von BMP-15 auf diesen Faktor/dieses Element
Progesteron Inhibiert die Synthese und Sekretion

StAR Wirkt inhibitorisch auf die Expression von StAR
P450scc Wirkt inhibitorisch auf die Expression von P450scc
3B-HSD Inhibitorische Wirkung

FSH-R Inhibitorische Wirkung

LH-R Inhibitorische Wirkung

a- und B- UE Inhibitorische Wirkung

BMP-15: Bone morphogenetic protein 15, StAR: Steroid acute regulatory protein, P450scc: Cytochrom P450
side chain cleavage, 3f-HSD: 33-Hydoxysteroid-dehydogenase, FSH-R: FSH Rezeptor, LH-R: LH Rezeptor

Tabelle 7.15 Mutationen beim Schaf

Name Allel Chr. Phénotyp | Ovulationsrate Gen Quelle
Inverdale FecX' X ++ 1-2 BMP15 Galloway et al., 2000
I+ 2-3
1I 0
Hanna FecX" X ++ 1-2 BMP15 Galloway et al., 2000
H+ 2-3
HH 0
Booroola FecB® 6 ++ 1-2 BMPR-IB | Wilson et al., 2001
B+ 34 Mulsant et al., 2001
BB >5 Souza et al., 2001
Woodlands | FecX2" | X ++ 1-2 Un Davis et al., 2001
W+ ~20% mehr als ++ be-
WW unbekannt kannt
Romney Fec” ?, Keine Infertilitit bei Nicht klar | Davis et al., 2006
Wishart nicht homozygoten
X- Tragern der Mutation
linked
Belclare FecG™ | Nicht | GG Follikelentwicklung
X- bis zum antralen
linked Follikel, aber
anormale Follikel

Chr.: Chromosom

GC: Granulosazellen

++: Homozygote Tiere, welche keine Mutation exprimieren

I+: Heterozygote Tiere, H+: Heterozygote Tiere, B+: Heterozygote Tiere, W+: Heterozygote Tiere
II:Homozygote Triager der Mutation Inverdale, HH: Homozygote Triager der Mutation Hanna, BB: Homozygote
Tréager der Mutation Booroola, WW: Homozygote Tréger der Mutation Woodlands
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Tabelle 7.16 Vergleichende Tabelle iiber die Wirkung der BMPs und GDF-9

Ligand | Primordial Primérfollikel bis | antraler Follikel Corpus luteum
zum préantralen
Follikel
BMP-2 | ? ? inhibiert die Ostrogenproduktion ?
inhibiert die Progesteron- so wie die
Androgen-Produktion
Senkt die Expression von 3f-HSD in
GC
Senkt 170-OH in TC
BMP-4 | Aus Steigert GC Steigert basale FSH-induziertes E, Inhibiert die
BMP-7 | Stroma/TC Proliferation, Inhibin, Activin Produktion und Luteinisierung der
Steigert Follikel steigert GC-Proliferation GC,
primordiale Wachstum und Senkt Progesteron-Produktion in GC inhibiert eventuell
Follikel das Uberleben Senkt basale und LH-induzierte die Ovulation.
Aktivierung der Follikel Androgenproduktion in TC
BMP-6 | ? ? Senkt die Progesteron-Produktion in Verhindert die
GC und die Androgenproduktion in TC | Luteinisierung der
Proliferation der GC ?? GC und die Atresie
der Follikel
BMP- ? Essentiel fiir die Steigert die GC-Proliferation, und senkt | ?
15 Follikelentwick- | die Progesteron-Produktion. Reguliert
lung, essentiel eventuell die FSH Responsivitét der
bei schafen, nicht | GC
bei Nagetieren
GDF-9 | Eventuelle Follikelwachs- Steigert die GC-Proliferation, senkt die | ?
Bedeutung bei | tum nach dem Progesteron-Produktion, steigert die
der Bildung Primordial- Cumulus-Expansion, beeinflusst die
der follikel Ovulationsrate beim Schaf, reguliert
primordialen die FSH-Ansprechbarkeit bei Schafen
Follikel

?: noch nicht klar, FSH: Follikelstimulierendes Hormon, LH: Luteinisierendes Hormon, 33-HSD: 3f3-
Hydoxysteroid-dehydrogenase, 170-OH: P450 17a Hydroxylase, BMP: Bone morphogenetic protein, GDF:

Growth differentiation factor,

GC:Granulosazellen, TC: Thekazellen

160




Abbildung 7.5 Schematische Darstellung der BMP- und GDF-Faktoren und ihrer Expressionsorte so wie
Wirkungsorte

LH FSH
Thela
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ggg 5 Granulosa
BMP4 e
BME7 m
TGF B C)\l
5 = AMH
BMP2,6
, . Inhibin
Activin
Progesron
Ostrogen

In den Kompartimenten des Follikels werden die verschiedenen Faktoren produzierte, welche teilweise autokrin
aber auch Parakrin auf andere Kompartimente ihre Wirkung ausiiben

LH: Luteinisierendes Hormon, FSH: Follikelstimulierendes Hormon, BMP: Bone morphogenetic protein, TGFf:
Transforming growth factor B, AMH: Anti-muellerian hormone, GDF: Growth differentiation factor

7.6.10 TGFp

Die Transforming growth Factor B Superfamilie (TGFB-Superfamilie) umfasst mehrere
Subfamilien. Es gibt drei Hauptisoformen von TGFp, ndmlich TGFB1, TGFB2 und TGFB3
(Massague, 1990). Knock-out Experimente haben gezeigt, dass die unterschiedlichen
Isoformen fiir unterschiedliche physiologische Funktionen zusténdig sind. Die aktiven TGFf3
Isoformen binden alle an den TGFBRII, der anschlieBend mit dem TGFBRI dimerisiert und
diesen phosphoryliert. Der phosphoylierte Rezeptor-Komplex aktiviert seinerseits wieder
Smads (Smad 2 und 3).

Die Expression der TGFp-Isoformen wurde in den Ovarien verschiedener Tierarten
nachgewiesen. Die die Expression von TGFf1 zeigt in den Zellen des Follikels ein
charakteristisches Verteilungsmuster:

TGFB1 wird bei der Maus in den kleinen und mittleren Follikeln nicht exprimiert
sondern erst in den TC und GC groBer Follikel (Christopher, 2000). Bei der Ratte ist die
TGFB1 Expression vor allem in den TC und interstitiellen Zellen zu finden, mit besonders
hohen Konzentrationen zum Zeitpunkt der Antrumbildung (Levacher et al., 1996). Beim

Schaf ist die Expression von TGFB1 ausschlieBlich in den TC zu finden (Juengel et al., 2004).
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Beim Rind fanden Nilsson et al. (2003) die Expression des Proteins in den GC friiher antraler
und préantraler Follikel. In spateren Follikeln konnte der TGFB1 nicht mehr nachgewiesen
werden. Die mRNA ist allerdings auch in groeren Follikeln vorhanden. Beim Schwein wurde
TGFBImMRNA sowohl in TC als auch in GC antraler Follikel nachgewiesen. Allerdings wurde
das Protein nur in TC gefunden (May et al., 1996). Beim Menschen wurde TGFB1 sowohl in
GC als auch in TC nachgewiesen, wobei seine Konzentration wéahrend des Follikelwachstums
zunimmt (Chegini und Flanders, 1992).

Die Expression von TGFB2 bei der Maus wurde in GC und TC antraler Follikel
nachgewiesen (Ghiglieri et al., 1995). Bei der Ratte haben Levacher et al. (1996) TGFB2 in
GC ab dem primordialen Follikel bis zum frithen antralen Follikel sowie in den Interstiellen
Zellen friiher antraler Follikel gefunden. Bei dem Schaf kommt eine Expression von TGF[32
ausschlieBlich in den TC vor Juengel et al. (2004). Beim Schwein wurden antrale Follikel
untersucht, in denen allerdings keine Expression von TGFB2 vorkam (Mulheron et al., 1992).

Die Expression von TGF3 wurde noch wenig untersucht. Bei der Maus ist die
Expression von TGFB3 in allen Zelltypen praantraler und antraler Follikel vorhanden (Schmid
et al., 1994). Diese Ergebnisse stimmen mit den Ergebnissen von Nilsson et al. (2003) beim
Rind tiberein. Beim Schaf haben Juengel et al. (2004) die Expression von TGF[33
ausschlieBlich in dem vaskuldren System der Follikel finden kdnnen.

Die Expression der beiden Rezeptoren fiir TGFB, TGFBRI und TGFBRII wurden
mehrfach untersucht. Der Typ I Rezeptor wird in den Oozyten primordialer, praantraler und
antraler Follikel exprimiert. Weiters wird der Rezeptor auch in den GC und TC praantraler
und friiher antraler Follikel exprimiert (Mensch, Rind, Maus) (Schmid et al., 1994, Roelen et
al., 1998, Roy und Kole, 1998). Ahnliche Ergebnisse fanden beim Schaf die Gruppe von
Juengel et al. (2004). Der TGFBRII-Rezeptor wird nach Angaben von Roy et al. (1998)
ebenfalls in den Oozyten, den GC und den TC der Follikel exprimiert. Diese Ergebnisse
stimmen nicht mit den Befunden von Juengel et al. (2004) {iberein. Nach Juengel et al. (2004)
wird der TGFBRII-Rezeptor ausschlieBlich in den Oozyten der primordialen und priméren
Follikeln und nicht in anderen Zelltypen exprimiert.

Das von Juengel et al. (2004) identifizierte Fehlen von TGFBRII in den GC
widerspricht in vitro Studien, die das Vorkommen von TGFB1 und TGFB2 in GC
nachgewiesen haben. Fiir diese unterschiedlichen Befunde gibt es mehrere Erkldrungen. Zum
einen kann es durchaus sein, dass TGFBRII doch in den GC exprimiert wird, aber dass die

Nachweismethode zu wenig sensitiv war. Zum anderen ist moglich, dass ein anderer Typ II-
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Rezeptor existiert, der sich an der Wirkung der TGFp beteiligt. Diese zweite Hypothese wird
durch TGFBRII- exprimierenden Zelllinien unterstrichen, welche nicht fahig sind, TGFB3 zu
binden, aber doch TGFB1. So wie durch TGFB-responsive Zelllinien die keinen detektierbaren
TyplI-Rezeptor aufweisen (Massague, 1990, Lawler et al., 1994).

Die Wirkungen von TGFp1, -2, -3 sind vielfiltig. So inhibiert zum Beispiel TGFB1 die
ovarielle Produktion von Androgen, wahrscheinlich tiber die direkte Inhibition der 17a-
Hydroxylase. Beim Menschen stimuliert TGFB1 die FSH-induzierte P450arom-Aktivitit in
GC-Kulturen. Desweiteren inhibiert TGFp das Wachstum der GC beim Rind und Schwein
(Mondschein und Hammond, 1988), und beim Rind zudem das Wachstum der TC (Roberts
und Skinner, 1991). Ebenfalls beeinflusst wird die Produktion von Ostrogen, die durch TGFp
in den GC von Maus und Ratte erhoht wird. Die Progesteronproduktion in den TC des Rindes
wird ebenfalls durch TGFf stimuliert (Roberts und Skinner, 1991). In den GC der Ratte
erhoht TGFpB zudem die Expression der FSH-Rezeptoren (Dunkel et al., 1994).

Tabelle 7.17 Expression von TGFf1

TGFp1 Maus Ratte Schaf Rind Schwein Mensch
R P R P R |[P| R |P| R P R P

Primordialfollikel Typ 1

Oozyte

Granulosazellen - - - + +

Primirfollikel Typ 2

Oozyte

Granulosazellen - - - + +

Sekundirfollikel Typ 3/4

Oozyte

Granulosazellen - - + + - + |+ ++ | ++

Thekazellen - - + + + ++ | ++

Antraler Follikel (kl.) | Typ 5

Oozyte

Cumuluszellen - - + + - + |+ [+ - |+ |+

Murale GC - - + + - + |+ || - | A |

Thecazellen - o s s B NUNEURS [NIUIFRN NI NS

Antraler Follikel (gr.) | Typ Sa

Oozyte

Cumuluszellen =+ [+ | + + - FUNUUER N [UFEFIN |

Murale GC + | ++ + + - A+ - ot | 4t

Thecazellen | A | | [ ot | A | A |

R: mRNA, kl: klein, gr: gross

P: Protein

G: Granulosazellen

+: Expression vorhanden, ++: mittelstarke Expression vorhanden, +++: starke Expression vorhanden,
-: Keine Expression nachweisbar
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Tabelle 7.18 Expression von TGFf2

TGFB2 Maus Ratte Schaf Rind Schwein | Mensch
RNA RNA [P | RNA RNA RNA [P [RNA | P
Primordialfollikel Typ 1
Qozyte
Granulosazellen + +
Primirfollikel Typ 2
Qozyte
Granulosazellen + +
Sekundérfollikel Typ 3/4
Qozyte
Granulosazellen + +
Thekazellen + + + +
Antraler Follikel (klein) Typ 5
Oozyte
Cumuluszellen + + + -
Murale GC + + + -
Thecazellen + + + + - + +
Antraler Follikel (grof3) Typ Sa
Oozyte
Cumuluszellen + + - -/+ [+
Murale GC + + - -/+ [+
Thecazellen + + + + - + +
R: mRNA
P: Protein
GC: Granulosazellen

+: Expression vorhanden, ++: mittelstarke Expression vorhanden, +++: starke Expression vorhanden,

-: Keine Expression nachweisbar, -/+: in Spuren
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Tabelle 7.19 Expression von TGFf3

TGFB3 Maus Ratte Schaf Rind Schwein | Mensch

RNA P RNA | P RNA P RNA P RNA | P RNA | P

Primordialfollikel Typ 1

Oozyte

Granulosazellen

Primirfollikel Typ 2

Oozyte

Granulosazellen

Sekundérfollikel Typ 3/4

Oozyte

Granulosazellen + +

Thekazellen + + +

Antraler Follikel (klein) Typ 5

Oozyte

Cumuluszellen + +

Murale GC + +

Theca + + +

Antraler Follikel (grof3) Typ Sa

Oozyte

Cumuluszellen + +

Murale GC + +

Thecazellen + + +

R: mRNA

P: Protein

GC: Granulosazellen

+: Expression vorhanden, ++: mittelstarke Expression vorhanden, +++: starke Expression vorhanden,
-: Keine Expression nachweisbar

7.6.11 Anti-Muellerian hormone oder Muellerian inhibing substance (AMH/MIS)

AMH (Anti-Muellerian hormone) auch MIS (Muellerian inhibing substance) genannt,
ist ein Mitglied der TGFB-Superfamilie. Es wird vor allem von den Sertolizellen fetaler Hoden
produziert und induziert die Regression der Miiller Génge, den Anlagen wesentlicher Teile
(Eileiter, Uterus, Teile der Vagina) des weiblichen Reproduktionstraktes (Josso et al., 1993).
Nach der Geburt wird AMH in den GC wachsender Follikel exprimiert. Untersuchungen an
Nagern haben ergeben, dass die Expression in den GC schon friih beginn, ndmlich unmittelbar
nach der Differenzierung der GC aus Priagranulosazellen in den Primordialfollikeln. Die
Expression wird in den GC préaantraler und kleiner antraler Follikel am stirksten und nimmt
dann wihrend der weiteren Follikelentwicklung wieder ab. AMH wird in den FSH-
abhéingigen Follikelstadien nicht mehr exprimiert. Zudem verschwindet die AMH-Expression

in atretischen Follikeln vollig. Interessanterweise finden wihrend des Zeitraums der
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Expression von AMH gleich zwei wichtige Schritte der Follikelentwicklung statt, ndmlich die
initiale und die zyklische Follikelrekrutierung.

Die Stiarke der AMH-Expression in Follikeln der gleichen Kategorie scheint wéhrend
des Ostrus nicht zu variieren, dagegen wurden Unterschiede zwischen priantralen und
antralen Follikeln sowohl im Ostrus als auch im Didstrous beobachtet (Durlinger et al., 1999,
Durlinger et al., 2001, Durlinger et al., 2002a). Eine Expression von AMH findet in den GC
bis zum friihen antralen Follikel bei der Maus, bis zum mittleren antralen Follikel beim
Menschen und bis zum praovulatorischen Stadium beim Schaf statt.

In mehreren Studien, unter anderem mit Knock-out-Méusen, wurde gezeigt, dass
AMH fiir zwei Schritte der Follikulogenese von besonderer Bedeutung ist, und zwar fiir die
initiale Follikelrekrutierung und fiir die zyklische Selektion des dominanten Follikels (DF)
(Durlinger et al., 2002a, Durlinger et al., 2002b).

Erste Hinweise fiir eine Beteiligung von AMH an der initialen Rekrutierung kamen aus
den Untersuchungen von Durlinger et al. (1999). Sie stellen mit Versuchen mit AMH-Knock-
out-M4éusen fest, dass diese eine stark vermehrte Anzahl an rekrutierten Follikel aber weitaus
weniger Priomordialfollikel als die entsprechenden Wild-Type Mause besitzen. Damit diirfte
AMH einen inhibitorischen Effekt auf die initiale Rekrutierung der Primordialfollikel
bewirken. Dies wird durch die Untersuchungen von Durlinger et al. (2002) bestitigt, bei
denen exogen zugefiihrtes AMH eindeutig das Follikelwachstum beeintrdchtigt. Der genaue
Mechanismus dieser Inhibition ist noch nicht geklért. Eine direkte Wirkung von AMH auf die
primordialen Follikel kann nicht ausgeschlossen werden, obwohl noch keine konkreten
Angaben iiber die Expression des AMHRII Rezeptors in den primordialen Follikeln vorliegen.
Alternativ kann die Wirkung von AMH auf die primordialen Follikel auch autokriner Natur
sein, da die GC kleiner Follikel sowohl AMH als auch seinen Rezeptor exprimieren. Die
kleinen Follikel werden eventuell durch AMH zu der Produktion eines noch nicht nidher
definierten Faktors, der auf die primordialen Follikel wirkt, stimuliert (Durlinger et al., 1999).

Weiters vermindert AMH die FSH-Sensitivitdt der Follikel, da AMH den FSH-
abhingigen Anstieg der P450arom sowie der LHR verhindert und auch die Proliferation der
GC reduziert (di Clemente et al., 1994, Durlinger et al., 1999). Diese Vorgénge spielen
wahrscheinlich eine grof3e Rolle bei der Selektion des dominanten Follikels (Visser et al.,
2006).

Wie auch die anderen Mitglieder der TGFP Familie iibt AMH seine Wirkung iiber

Serin-Threonin-Kinase Rezeptoren aus. Auch hier liegt wieder ein Rezeptorkomplex vor, der
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aus einem Typ [ und einem Typ II Rezeptor besteht. AMH hat den gleichen Typ I Rezeptor

wie die BMP-Familie. Der Typ II Rezeptor ist dagegen AMH spezifisch. Die intrazelluldre

Signaltransduktion wird iiber die Smad 1,5 und 8, zusammen mit Smad 4, vermittelt

(Baarends et al., 1995, Visser et al., 2006). Es wird angenommen, dass es nur einen Typ II

Rezeptor gibt, da AMHR Knock-out Méuse phanotypisch mit den AMH-defizienten Méusen
identisch sind (Visser et al., 2006). Der AMHRII wird postnatal vor allem in den GC von

praantralen und antralen Follikeln exprimiert. Die Expression des Rezeptors zeigt dabei eine

Kolokalisation mit der Expression von AMH (Baarends et al., 1995).

Tabelle 7.20 Wirkung von TGF so wie AMH auf die Follikel

Ligand Primordialer Follikel Primérfollikel bis zum antraler Follikel Corpus Luteum
praantralen Follikel
TGFp ? ? Senkt die basale so wie die | Vermittelt eventuell
LH-Abhéngie Androgen- luteotrophe Wirkung,
Produktion in TC erhoht die
Unklare Wirkung auf GC Inhibin/Activin
Expression in
Granulosa-luteinzellen
AMH Inhibiert die Senkt die GC-Mitosen ? ?
Rekrutierung und das FSH-responsive

primordialer Follikel

Follikelwachstum

?: noch nicht klar
GC: Granulosazellen, TC: Thekazellen, AMH: Anti-muellerian hormone, TGFf: Transforming growth factor 3
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7.7 Epidermal growth factor (EGF)
7.7.1 Familie (EGF-Familie)

Die EGF-Familie umfasst mindestens acht Mitgliedern, die eine dhnliche Struktur wie
EGF aufweisen. Sie lassen sich in drei Kategorien einteilen:

¢ EGF und seine funktionellen Analoge TGFa (Transforming growth factor o) und

AREG (Ampiregulin). Sie binden an EGFR aber nicht an andere Rezeptoren

e NRG (Neuregulin) und NRG-2. Sie binden an ihre Rezeptoren ErbB3 und ErbB4

e BTC (Betacellulin), EPR (Epiregulin) und HB-EGF (Heparin-binding EGF-like

growth Factor). Sie binden an EGFR und ErbB4

¢ Insgesamt binden die Mitglieder der EGF-Familie an vier verschiedene Rezeptoren:

® Den EGFR auch HER oder ErbB genannt, den ErbB2 (Neu, HER-2), den ErbB3
(HER3), und den ErbB4 (HER4) (Riese und Stern, 1998).

7.7.2 EGF im Ovar

Die genauen Mechanismen, die nach dem LH-Peak zu den funktionellen
Veranderungen in den Cumuluszellen fiihren, sind noch nicht vollstindig geklért.
Offensichtlich ist ist, dass der LH-Peak der Ausldser verschiedener Verdnderungen ist, aber
weder Cumuluszellen noch die Oozyte exprimieren den LHR. Daher diirfte die Wirkung tiber
parakrine und autokrine Faktoren vermittelt werden. EGF ist bei der Maus und bei der Ratte
wesentlich an der Expansion des COC (Cumulus-oocyte-complex) beteiligt (Prochazka et al.,
2000). Desweiteren spielt EGF eine wichtige Rolle bei der Reifung der Oozyte (Dekel und
Sherizly, 1985) und kann somit als parakriner Mediator der LH-induzierten Ovulation
angesehen werden.

Uber die Expression des EGF ergibt sich zurzeit folgendes Bild:

EGF-Protein wurde in Oozyten und GC von frithen und spéten Follikelstadien
gefunden. Sie wurden beim Menschen (Maruo et al., 1993), beim Hamster (Roy und
Greenwald, 1990), beim Schwein (Singh et al., 1995) und bei der Ziege (Silva et al., 2006)
nachgewiesen. Die EGF mRNA wurde vor allem in der Oozyte und den GC antraler Follikel

des Schweines (Singh et al., 1995) und der Ziege (Silva et al., 2006) lokalisiert.
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Silva et al. (2006) haben als erste mRNA von EGF in frithen (Primordial-, Primér- und
Sekundirfollikel) nachgewiesen. Dies unterstiitze die Hypothese (Silva et al., 2004), dass EGF
am Wachstum der Oozyte beteiligt ist. Die Hauptwirkungen von EGF im Follikel sind:
Forderung der Proliferation der GC (Morbeck et al., 1993), Reduktion der Atresie-Rate
(Wandji et al., 1996), Regulierung der TGFBR- und Connexin-43-Expression (Yang und Roy,
2001, Kennedy et al., 2003). Hinzu kommen die Stimulation der Oozyten-Reifung, die
Verstirkung des Ca™ -Efflux in Cumuluszellen sowie die Forderung der Expansion der
Cumuluszellen wiahrend der Reifung (Hill et al., 1999, Prochazka et al., 2000). Weiter
stimuliert EGF ebenfalls die Antrumbildung (van den Hurk und Zhao, 2005). EGF nimmt
zudem Einfluss auf die Ostrogen-Produktion iiber die Inhibition der P450arom, aber inhibiert
die FSH-induzierte StAR-Genexpression in GC (Misajon et al., 1999, Rusovici et al., 2005).
SchlieBlich supprimiert EGF die cAMP- oder FSH-induzierte LH-R Expression in

Granulosaluteinzellen (Pescador et al., 1999, Rusovici et al., 2005).

Tabelle 7.21 EGF-Expression

EGF Maus Ratte Schaf Ziege Rind Schwein
mRNA | Protein [ mRNA | Protein | mRNA [ Protein | mRNA | Protein | mRNA | Protein | mRNA | Protein

Primordialfollikel +

Oozyte ++ +++

Granulosazellen ++

Primarfollikel +

Oozyte ++ +++

Granulosazellen ++

Sekundérfollikel +

Qozyte + +++ |+

Granulosazellen ++ + +++

Thekazellen + + +/-

Antraler Follikel (k)

Qozyte + +++ +++ |+

Cumuluszellen + +++ + +++

Murale GC + -+ + +++

Thecazellen + + + +/-

Antraler Follikel (Gr)

Oozyte + + +++ |+

Cumuluszellen + ++ + -+

Murale GC + ++ + +++

Thecazellen + + + +/-

Corpus luteum - +++ + +

Atretischer Follikel + +

R: mRNA

P: Protein

GC: Granulosazellen

+: Expression vorhanden, ++: mittelstarke Expression vorhanden, +++: starke Expression vorhanden,
-: Keine Expression nachweisbar +/-: in Spuren
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7.7.3 EGF-Rezeptor Expression (EGF-R)

Die Expression von EGF-mRNA und EGF-Protein sind in antralen Follikeln vieler
Spezies gefunden worden, wie z.B. beim Schwein (Singh et al., 1995), Hamster (Garnett et al.,
2002) und Mensch (Maruo et al., 1993). Garnett et al. (2002) fanden die Expression von
EGFR mRNA und Protein vor allem in muralen GC, TC und in interstitiellen Zellen. Zudem
wurde die Expression des EGF-R durch FSH in diesen Zellen verstirkt. Ostrogen stimulierte
die EGFR Expression in praantralen GC und Progesteron und hCG haben ausschlieBlich eine
Wirkung auf die Expression in den TC und in den interstitiellen Zellen.

Der nach der Aktivierung von EGF-R eingeleitet Signaltransduktionsweg ist in den
meisten Geweben der klassische MAP-Kinase Transduktionsweg. Allerdings konnen auch
andere Signaliibertragungswege wie der Protein-kinase-C (PKC), der PI3K
(Phosphatidylinositol-3-Kinase)-Transduktionsweg oder der G-Protein-gekoppelte Rezeptor
aktiviert werden (Garnett et al., 2002).

Versuche am Hamster haben ergeben, dass EGF-R im Laufe der Follikelentwicklung
nicht einheitlich exprimiert wird: in Follikeln, in denen die Zellproliferation dominiert, ist nur
eine schwache Expression vorhanden, wéhrend in antralen Follikeln, bei denen die
Zelldifferenzierung liberwiegt, ist die EGF-R Expression deutlich hoher ist.

Die EGF-R mRNA und Protein Expression in antralen Follikeln wird von FSH
stimuliert (Garnett et al., 2002). Da EGF-R mRNA und das Protein ebenfalls in Primordial-,
Primér- sowie Sekundérfollikeln gefunden wurde (Schwein (Singh et al., 1995), Hamster
(Garnett et al., 2002), Ziege(Silva et al., 2006)) liegt die Vermutung nahe, dass EGF an dem
Wachstum der frithen Follikelphasen beteiligt ist. Dies unterstiitzt die
Untersuchungsergebnisse von Silva et al. (2004) in denen EGF das Wachstum der Oozyte
fordert, und die Ergebnisse von Wandji et al. (1996) in denen EGF die Atresie-Rate reduziert.
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Tabelle 7.22 Expression von EGF-R

EGF-R Maus Ratte Schaf Ziege Rind Schwein
mRNA | Protein [ mRNA | Protein | mRNA | Protein | mRNA [ Protein | mRNA [ Protein | mRNA [ Protein

Primordialfollikel +
Qozyte ++ +/-
Granulosazellen +/- ++
Primaérfollikel +
Qozyte + +/-
Granulosazellen + ++
Sekundarfollikel +
Oozyte + + ++
Granulosazellen ++ + ++
Thekazellen - ++ ++
Antraler Follikel kl.
Oozyte + -+ + +
Cumuluszellen + + ++ ++
Murale GC + + ++ ++
Thecazellen + +/- ++ ++
Antraler Follikel Gr.
Qozyte + + + +
Cumuluszellen + ++ ++ ++
Murale GC + ++ ++ ++
Thecazellen + ++ ++ ++
Corpus luteum + ++ + +
Atretischer Follikel

R: mRNA

P: Protein,

Gr: gross, kl.: klein

GC: Granulosazellen

+: Expression vorhanden, ++: mittelstarke Expression vorhanden, +++: starke Expression vorhanden,
-: Keine Expression nachweisbar, +/-: in Spuren

7.7.4 EGF-like Growth factors

Neuere Untersuchungen belegen, dass LH in praovulatorischen Follikeln der Maus und
der Ratte die Expression der EGF-like GF Amphiregulin (AREG), Epiregulin (EPR) und
Betacellulin (BTC) induziert. Das rdumliche und zeitliche Expressionsmuster dieser Faktoren
ist der Expression von Prostaglandin Synthase 2 (Prgs2) und PGR sehr &hnlich (Shimada et
al., 2006) sehr dhnlich.

Die Expression aller drei Fakoren wird durch eine ovulatorische Dosis des humanen
LH Analogs hCG (humanes Choriogonadotropin) eine bis drei Stunden nach Verabreichung in
Ovarien der Maus induziert. AREG und EPR mRNA erscheinen zuerst, BTC folgt kurz darauf
(Park et al., 2004).
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EPR wird vor allem in der Plazenta und in den peripheren Leukozyten adulter Tiere
exprimiert. Strukturell ist EPR dem TGFa sehr dhnlich. Sein Gen-Locus befindet sich in
unmittelbarer Nihe von AREG und BTC auf Chromosom 4 beim Menschen und auf
Chromosom 5 bei der Maus (Harris et al., 2003).

AREG wurde urspriinglich als EGFR Ligand aus Phorbol-Ester-behandelten humanen
Brustadenokarzinom-Zelllinien identifiziert. Reifes AREG wird zunéchst als ein 252
transmembrandser Precursor synthetisiert. Als Ergebnis von posttranslationeller
Modifizierung kommt es dann zur Bildung mehrerer Isoformen (Harris et al., 2003).

BTC wurde urspriinglich aus einer pankreatischen -Zelllinie identifiziert und ist
seitdem in vielen epithelialen so wie mesenchymalen Zellverbénden identifiziert worden. Die
hochste Expression zeigt BTC im Pankreas, in der Leber, in der Niere und im Diinndarm
(Harris et al., 2003).

Die meisten Studien iiber die ,,EGF-like Growth factors* wurden in vitro durchgefiihrt.
In Kulturen priaovulatorischer Follikel induzieren AREG und EPR die Reifung der Oozyte fast
genau so effektiv wie LH, wihrend BTC nur partiell wirksam ist (Park et al., 2003, Park et al.,
2004, Ashkenazi et al., 2005). Somit haben die EGF-like Faktoren parakrine Wirkung und
vermitteln das LH-Signal. In vitro induzieren AR, EPR und BTC die Expression von COX-2
(Cyklooxigenase 2), tnfaip6 (TNF-a induced Protein) so wie von HAS-2 (Hyaluronsynthase
2), Gene die fiir die Synthese und Stabilisierung des extrazelluliren Matrix durch
Cumuluszellen nétig sind und potente Stimulatoren der Cumulus-Expansion darstellen (Hsieh
et al., 2007).

Ashkenazi et al. (2005) haben in priovulatorischen Follikeln der Ratte die Wirkungen
von AREG, ER und BTC untersucht. Diese Versuche wurden mit und ohne Inhibition der
EGF-Rezeptoren durchgefiihrt. Sie kamen zu dem Ergebnis, dass AR und ER die LH-
induzierte Fortfiihrung der Meiose in vitro stimulieren, wihrend BTC hier bedeutend weniger

wirksam ist.
7.7.5 Transforming Growth Factor a (TGFa)

Der TGFa oder ,.transforming growth factor alpha“ ist ein 5,6 kDa Protein, das
biochemisch und physiologisch mit EGF verwandt ist. TGFa besitzt 40 % Homologie zu
EGF. Er besteht aus 50 AS und wird wie EGF in einer Pro-Form synthetisiert, die erst durch

die Abspaltung des Pro-Elementes aktiv wird. Zusammen mit EGF stimuliert TGFa die
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Kernreifung der Oozyte sowie die Reifung des Zytoplasmas (Reeka et al., 1998), obwohl er
mit EGF um den EGFR konkurriert.

Die erste umfassende Untersuchung von TGFa in Follikeln des Schweines wurde von
Singh et al. (1995) durchgefiihrt. Sie stellten fest, dass die mRNA fiir TGFa in GC und in
Cumuluszellen in relativ hoher Konzentration zu finden ist, in TC hingegen nur schwach
nachweisbar ist. Immunhistochemisch zeigt TGFa Protein eine starke Anfarbung in GC und
Cumuluszellen aller Follikelstadien. In primordialen und priméren Follikeln ist TGFa Protein
auch in der Oozyte zu finden. In antralen Follikeln ist das TGFa Protein ausschlieBlich in den
GC lokalisiert. Spéter haben Reeka et al. (1998) beim Menschen die Expression von TGFa in
den Oozyten der Primordial- und Primérfollikel, sowie in minimaler Menge in den piantralen
Follikeln nachweisen konnen. In den priantralen Follikeln war die Expression von TGFa auch
in GC vorhanden und die Expression in den TC, die ab dem préantralen Follikel nachweisbar
war, nahm mit dem Wachstum der Follikel zu. Weiters haben Reeka et al. (1998) TGFa in
atretischen Follikeln so wie im C.I. nachgewiesen. Die Expression von TGFa in den Follikeln
anderer Tierarten ist noch nicht vollstindig untersucht. Bisherige Untersuchungen haben
ergeben, dass TGFa deutlich in den Oozyten der Rindes exprimiert wird (Glister et al., 2003).
Desweiteren wird TGFa bei der Ratte vor allem in den GC und Blutgefdssen des Ovars
gefunden (Ozcakir et 1., 2005).

Die Wirkung von TGFa ist der von EGF sehr dhnlich. Es besitzt eine hohe mitogene
Aktivitit auf eine Vielzahl von entodermalen und ektodermalen Geweben. Beide
Wachstumsfaktoren sind hoch potente angiogene Faktoren. Zudem bindet TGFa an die
gleichen Rezeptoren wie EGF.

Beim Menschen sind EGF und TGFa besonders fiir die frithe FSH-induzierte
Follikulogenese von Bedeutung. Sie spielen ebenfalls eine wichtige Rolle bei der
Steroidogenese. In GC-Kulturen in stimulieren TGFo und EGF, in Kombination mit FSH, die
Synthese von Progesteron und 20-a-Dihydroprogesteron. Diese verstérkte
Progesteronsynthese ist wahrscheinlich mit am Mechanismus, durch den EGF und TGFa die
GC vital erhalten, beteiligt.

In der Hypophyse wird TGFa nur im Vorderlappen exprimiert. Es wird vor allem von
mammotropen so wie von somatotropen Zellen produziert. TGFa wirkt anschliefend tiber den
EGF-Rezeptor als parakriner Faktor auf die mammotropen Zellen. Ostrogen verstirkt die
TGFa Sekretion in der Hypophyse der Ratte und stimuliert dort die DNA-Replikation. Somit

fordert TGFa die Proliferation der mammotropen Zellen (Oomizu et al., 2000). Damit wird
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das Ostrogen-induzierte Wachstum der mammotropen Zellen zum Teil von den

TGFa produzierenden somatotropen Zellen dirigiert (Sharma et al., 2003).

7.8 Insulin-like growth factor-System, IGF-System
7.8.1 IGF-System

Das IGF-System beinhaltet mehrere flir die Entwicklung der Follikel essentielle
Wachstumfaktoren und deren Rezeptoren. Es besteht aus zwei Liganden: IGF-I (7,6 kDa,
frither Somatomedin-C) und IGF-II (7,4 kDa, frither Somatomedin-A). Die Namensgebung
erfolgte von Humbel und Rinderknecht (1978) welche die Somatomedine als erste
identifizierten. Desweiteren beinhaltet das System sechs Bindungsproteine, die IGFPs, und
IGF-Rezeptoren (Monget und Monniaux, 1994).

IFG-I und IGF-II werden hauptsédchlich von der Leber unter Einfluss von GH
produziert. Sie sind niedermolekulare ,,single chain® Polypeptide, mit starker Homologie zu
Proinsulin. Sie wurden 1978 erstmals gereinigt und sequenziert (Rinderknecht und Humbel,
1978) und bestehen aus einer ,,A"-Kette und einer ,,B"-Kette, welchen noch um weitere C-
und D-Segmente verlangert werden (Brzozowski et al., 2002). IGF-I wird von 70 AS gebildet
und besitzt eine Homologie von etwa 50% zu Insulin und von 67% zu IGF-II (Daughaday und
Rotwein, 1989, Clemmons, 1989, Brzozowski et al., 2002). Die beiden Ketten sind locker
iiber Disulfidbriicken verbunden. Ein C-Peptid verbindet A und B. Ein D-Segment verlangert
die A-Kette um jeweils 8(IGF I) bzw. 16 (IGF II) AS.

Das Gen fiir IGF-I liegt auf dem langen Arm von Chromosom 12 (Rotwein et al.,
1986), das Gen fiir IGF-II auf dem kurzen Arm von Chromosom 11 (Bell et al., 1985).

Des Weiteren besteht das IGF-System aus 2 Rezeptoren (IGF-IR und IGF-IIR), aus
sechs Bindungsproteinen (IGFBP 1-6) und aus mehreren IGFBP-Proteasen (Fortune et al.,
2004). IGF beeinflusst die Ostradiol Synthese in antralen Follikeln und ist somit wesentlich an
der Selektion beteiligt. IGFBPs wirken wiederum durch ihre Bindung von IGF negativ auf die
Follikelentwicklung, Effekt der von IGFBP-Proteasen wieder aufgehoben werden kann

(Fortune et al., 2004).
7.8.2 1GF-Rezeptor

Das IGF-System beinhaltet zwei Rezeptoren (Monget und Monniaux, 1994). Der Typ |

Rezeptor ist genau wie der Insulinrezeptor ein Glykoprotein mit der Struktur eines Tetramers
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und besteht aus zwei a- und - Untereinheiten, die locker iiber Disulfidbriicken verbunden
sind (Clemmons, 1989). Die extrazellulir gelegenen a-UE présentieren die Bindungsdomine
fiir die Liganden (IGF-I, -II und Insulin) wéihrend die intrazellulér gelegenen hydrophoben 3-
UE eine ATP-Bindungsstelle, eine durch die Liganden aktivierbare Tyrosin-Kinase und eine
Sequenz zur Autophosphorylierung zeigen. Der Rezeptor ist fiir fast alle Reaktionen von IGF-
I und IGF-II verantwortlich und bindet mit absteigender Affinitdt IGF-I> IGF-II> Insulin
(Clemmons, 1989). Die Bindungsstérke fiir IGF-II ist 4-mal niedriger fiir IGF-II und 800-mal
niedriger fiir Insulin als fiir IGF-I (Clemmons, 1989).

Der Typ II Rezeptor bindet in vivo bevorzugt IGF-II und TGFB1. Er bindet IGF-I mit
3-mal geringer Affinitét und Insulin iiberhaupt nicht (Clemmons, 1989). Er besteht im
Vergleich zu dem Insulinrezeptor und dem Typ I Rezeptor aus einer einfachen Kette
(Clemmons, 1989) und ist dem Kationen unabhédngigen Typ II des Mannose-6-phosphat-
Rezeptors identisch (M6P) (Clemmons, 1989). Seine Hauptaufgabe ist das Erkennen so wie

der Transport von lysosomalen Enzymen.
7.8.3 IGF-Bindungsprotein (IGFBP)

Das IGF-System beinhaltet weiter sechs IGF-Bindungsproteine (IGFBP), die in der
Reihenfolge ihrer Charakterisierung durchnummeriert wurden. Sie binden IGF-I und IGF-II.
Sie konnen in zwei Gruppen unterteilt werden: Die erste Gruppe besteht aus IGFPB-3. Dieses
Bindungsprotein kommt am hiufigsten vor und ist ein groBer Komplex mit einem
Molekulargewicht von 150 kDa. Seine Synthese wird durch GH stimuliert. In der Form dieses
groflen Komplexes ist es nur im Ovar anzutreffen, sonst hat es ein Molekulargewicht von 40-
50 kDa, das dem der anderen Bindungsproteine entspricht (Monget und Monniaux, 1994). Die
zweite Gruppe besteht aus IGFBPs, die ein Molekulargewicht von weniger als 40 kDa (IGF-1,
-2, -5, -4, -6) aufweisen. Sie sind in nahezu allen Korperfliissigkeiten nachgewiesen worden
und ihre Expression findet unhabhéngig oder umgekehrt proportional zur Konzentration von
GH und/oder Insulin statt (Monget und Monniaux, 1994).

Die IGFBPs haben unterschiedliche Affinititen fiir IGF-I und IGF-II und ihre Affinitit
fiir die IGFs kann durch posttranslationelle Modifikation moduliert werden (z.B.
Phosphorylierung) (Mazerbourg et al., 2003). Weiter konnen manche IGFBPs an die
Zellmembranen binden (IGFBP-1, -2, -3, -5) oder an einige Molekiile der extrazellularen
Matrix (ECM), wie Laminin, Fibronectin, Kollagen Typ IIl und IV (IGFPB-5) (Jones et al.,

1993). Sie befinden sich in 16slicher Form in Kdorperfliissigkeiten und sind fiir den Transport
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der IGFs zustdndig. Sie binden die IGFs und speichern diese somit in der ECM so wie in der
Zellmembran.

Die IGFPs besitzen vielfaltige Funktionen: Sie erhdhen die Halbwertszeit der IGFs,
stellen ein Reservoir fiir die IGFs in allen Kompartimenten des Korpers dar und konkurrieren
mit dem Typ I Rezeptor um die IGFs. Die Wirkung von IGF wird verstiarkt wenn die IGFBPs
(IGFBP-2,-3,-4,-5) hydrolytisch abgebaut werden oder wenn sie an die Zellmembran oder
ECM gebunden werden. Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die IGFBPs die
Bioverfiigbarkeit von IGF-I und IGF-II maB3geblich beeinflussen. Sie werden durch Proteolyse
inaktiviert, wodurch die IGFs wieder frei gesetzt werden (Mazerbourg et al., 2003).

7.8.4 Expression von IGF I

Die Lokalisation der IGF-I Expression ist tierartlich sehr unterschiedlich. Bei den
Nagern und beim Schwein ist die Expression von IGF-I mit der Expression von FSH-R in den
GC gesunder wachsender Follikel kolokalisiert (Zhou et al., 1996, Adashi et al., 1997). Die
Angaben tiber die IGF-Expression bei den Wiederkduern sind kontrovers. Perks et al. (1995)
haben beim Schaf mit in situ Hybridisierung keine IGF-I Expression im Follikel nachweisen
konnen, auch Armstrong et al. (2000) beim Rind nicht. Andere Studien haben aber positive
Ergebnisse hinsichtlich derf IGF-I Expression im Follikel gefunden (Leeuwenberg et al.,
1995, Yuan et al., 1998 Hastie und Haresign, 2006). Nach Hastie et al. (2006) beruhen diese
unterschiedlichen Ergebnisse darauf, dass die IGF-I-Konzentrationen im Follikel bei den
Wiederkduern nicht besonders hoch sind und daher je nach Durchfiihrung des Versuches
falsch-negative Ergebnisse moglich sind. Beim Menschen sind niedrige Spiegel von IGF-I
mRNA in den TC von Follikeln von 3-5 mm Durchmesser zu finden. Nach Hastie et al.
(2004) ist IGF-I mRNA sowohl in GC als auch in TC zu finden. Es besteht kein Unterschied
in der Expression zwischen den kleinen, mittleren und gro3en Follikeln. Neuere
Untersuchungen beim Rind ergaben, dass in GC keine IGF-I Expression (Sudo et al. 2007).
Die Autoren sind der Meinung, dass das in der Follikelfliissigkeit vorhandene IGF-I vor allem
aus dem Blut stammt (Sudo et al., 2007).

Bei der Ratte existieren zwei IGF-I mRNA Transkripte, die sich am 5'-Ende
unterscheiden (Shimatsu und Rotwein, 1987). Die Struktur des Gens wurde schon 1987 von

Shimatsu und Rotwein (1987) charakerisiert.
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Die Expression von IGF-I wird durch GH und durch Gonadotropine iiber den cAMP-
Signaltransduktionsweg induziert und aulerdem von (Hatey et al., 1992) EGF und TGFa
stimuliert (Mondschein und Hammond, 1988).

7.8.5 Expression von IGF 11

Das Muster der IGF-II-Expression weicht von dem der IGF-I-Expression ab. IGF-II
wird ausschlieBlich in den TC exprimiert. Die Expression von IGF-II variiert im Laufe der
Follikelentwicklung und findet auch noch in atretischen Follikeln statt. Beim Nager wird IGF-
IT ausschlieBlich in den TC exprimiert (Hernandez et al., 1990). Beim Rind und beim Schaf
kann IGF-II mRNA in TC lokalisiert werden und seine Expression ist in Gonadotropin-
unabhingigen Follikeln hoher als in Gonadotropin-abhingigen Follikeln. Mit der Atresie der
Follikel nimmt sie stark ab (Spicer und Echternkamp, 1995, Perks et al., 1995, Hastie und
Haresign, 2006). IGF-II spielt eine Rolle fiir die Zellproliferation und in der Steroidogenese
und korreliert mit dem Auftreten von LH-Rezeptoren in den TC. Beim Schwein ist in Primér-
und préantralen Follikeln keine IGF-II Expression zu finden. IGF-II kommt in der TI von
kleinen antralen und groBen antralen Follikeln vor (Yuan et al., 1996). Obwohl die
Lokalisation der IGF-II mRNA bei den meisten Tierarten ziemlich dhnlich ist, gibt es
tierartliche Unterschiede im zetilichen Verflauf: so findet die IGF-II Expression beim Rind
schon mit dem Beginn der Antrumbildung statt, wéhrend sie beim Schwein erst im
ausgebildeten antralen Follikel erfolgt (Yuan et al., 1996).

Hastie et al. (2006) haben beim Schaf die Expressionen von IGF-I, IGF-II, und deren
Rezeptoren untersucht. Sie stellen fest, dass der Typ I Rezeptor eine weitaus hohere Affinitét
fiir IGF-II als fiir IGF-I besitzt und postulieren daher, dass IGF-II wahrscheinlich der

physiologisch wichtigere auto-/parakrine Faktor bei der Follikelentwicklung ist.
7.8.6 Wirkung der IGFs

IGF-I stimuliert bei Nagern, beim Schaf, beim Rind und beim Schwein sowohl die
Proliferation als auch die Differenzierung der GC. Zudem stimuliert IGF-I die Steroidogenese
in den TC (Giudice, 1992, Adashi et al., 1997, Mazerbourg et al., 2003).

Als Grundregel kann gelten, dass IGF-I die Wirkung von FSH auf die GC und von LH
auf die TC und GC potenziert.

Beim Schaf stimuliert IGF-I in kleinen Follikeln (1-3 mm) eher die Proliferation der

GC und in groBen Follikeln (>5 mm) eher die Sekretion von Progesteron (Monniaux und
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Pisselet, 1992). Dies geschieht unter anderem dadurch, dass IGF-I die Effekte von FSH oder
GH auf die Steroidbiosynthese verstirkt (Hammond et al., 1988). Die Frage, ob IGF-I eine
Rolle bei Atresie der Follikel spielt, bleibt noch zu kliren (Hastie und Haresign, 2006).

IGF-I steigert die Progesteron-Synthese beim Schwein unter anderem, in dem es die
Genexpression und Aktivitdt der P450scc sowie die Aktivitdt der P450arom erhoht. Bei der
Ratte findet vor allem eine Steigerung der Aromatase Aktivitit und eine Erh6hung LH-R
Synthese statt (Giudice, 1992). Diese Steigerung der Steroidbiosynthese findet entweder allein
oder zusammen mit einer Vermehrung der Gonadotropine statt (Giudice et al., 1995).

Versuche mit IGF-I-Knockout Miuse zeigen, dass diese Tiere mit nur 60% des
normalen Gewichtes zur Welt kamen. Auflerdem besteht eine hohe perinatale Letalitét.
Allerdings zeigen erwachsene Tiere ein Follikelpopulation, die bis zum antralen Stadium nicht
besonders beeintrachtigt erscheint, was darauf hindeutet, dass IGF-I in der Rekrutierung der
Primordialfollikel keine besondere Bedeutung besitzen diirfte ( Baker et al., 1996). Die FSH-
Rezeptor-Expression ist aber stark beeintrachtigt. Daher wird vermutet, dass IGF-I wesentlich
an der FSH-Responsivitit der Follikel beteiligt sein konnte (Mazerbourg et al., 2003).

Auch synergistischen Wirkungen von IGF-I und FSH wurden vielfach untersucht.
Besonders Velhuis et al. (1987) beschiftigen sich lange mit einer mdglichen Synergie und
stellen fest, dass die Progesteronproduktion, die Konzentration der Gesamtsteroide und auch
die Pregnenolonproduktion unter dem Einfluss beider Faktoren wesentlich hoher ist als unter
den Einfluss nur eines dieser Elemente.

Dessweiteren ist bekannt, dass E und IGF-I im Hinblick auf die
Progesteronbiosynthese synergistisch wirken (Giudice, 1992). Ebenfalls wurde deutlich, dass
die Ostrogen-Produktion, welche von FSH induziert wird, von IGF-I verstirkt wird (van den
Hurk und Zhao, 2005).

Monniaux et al. (1992) untersuchten den Einfluss von IGF-I auf die
Zelldifferenzierung und Zellproliferation. Sie fanden heraus, dass IGF-I einen eher einen
proliferativen Effekt auf die muralen GC und einen eher zelldifferenzierenden Effekt auf die
Cumuluszellen besitzt.

Die proliferativen Eigenschaften von IGF-II wurden schon frith nachgewiesen
(Monniaux, 1987, Kamada et al., 1992). IGF-II scheint ebenfalls eine Rolle bei der
Steroidogenese zu spielen, da sein Expressionsmuster an das Auftreten von LH-R gekoppelt
zu sein scheint (Carson et al., 1979). Da aber IGF-II bisher weitaus weniger untersucht wurde

als IGF-I sind einige Funktionen von IGF-II noch unklar.
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7.8.7 1GF-Rezeptor-Expression

Es gibt, wie weiter oben schon erwihnt, zwei Rezeptoren fiir die IGFs, ndmlich den
Typ I- und den Typ II-Rezeptor.

Die Angaben {iber ihre Expression sind sehr unterschiedlich:

Nach Monget et al. (1994) findet die Expression des IGF-Typ I Rezeptors beim
Menschen, der Ratte, dem Rind und dem Schaf ab dem Zeitpunkt der Antrumbildung in den
GC statt und bleibt bis zur Ovulation bestehen. Weiterhin behaupten diese Autoren, dass die
Expression durch Gonadotropine und E stimuliert wird. Zudem wird bei dem Menschen und
der Ratte der Rezeptor in den TC und der Ooc exprimiert. (Monget und Monniaux, 1994). Die
Rezeptorexpression in TC wurde auch beim Schaf (Perks et al., 1995, Hastie und Haresign,
2006) und beim Rind (wenngleich auch nur in niedrigen Konzentrationen) in den TC
nachgewiesen (Sudo et al., 2007).

Beim Rind und beim Schwein wurden von verschiedenen Autoren unterschiedliche
Ergebnisse erzielt. Wihrend Perks et al. (1995) beim Schaf und Perks et al. (1999) beim Rind
fanden, dass sich die Grofe und Vitalitdt eines Follikels sich auf die Rezeptorexpression
auswirkt und diese mit zunehmender Follikelgro3e abnimmt, fanden Armstrong et al. (2000)
wie auch Sudo et al. (2007) beim Rind zwar eine Rezeptorexpression in allen Follikelstadien,
die jedoch wihrend der gesamten Follikelentwicklung konstant blieb. Nach Mazerbourg et al.
(2003) hingegen kommt es zu einer deutlichen Verdnderung in der IGF-RI Expression
wihrend der Follikulogenese: so steigt die Expression beim Schaf vom Primirfollikel bis zum
1 mm groB3en Follikel, aber nicht vom 1mm grof3en Follikel bis zum praovulatorischen
Follikel. Beim Rind ist eine Erh6hung der Expression von IGF-RI von Primérfollikel bis zum
grof3en antralen gonadotropin-abhéngigen-Follikel zu beobachtgen. Diese Unterschiede sind
moglicherweise methodisch bedingt. Daher postulieren Sudo et al. (2007), dass der
entscheidende Faktor beim IGF-System nicht die Expression von IGF im Ovar ist, sondern
viel eher Menge an freien IGF-I in der Follikelfliissigekeit.

Zhou et al. (1996) fanden beim Schwein wieder eine von der FollikelgréBe und
Follikelgesundheit beeinflusste Expression des IGF-RI: so ist die Expression in gesunden
wachsenden und dominanten Follikeln in den GC am gréf3ten. In atretischen Follikeln ist sie,
unabhingig von FollikelgroBe, nicht nachweisbar. Moglicherweise ist das Fehlen der

Rezeptorexpression an der Atresie der Follikel beteiligt.
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Die Expression von IGF-RI und IGF-RII findet beim Schaf sowohl in den GC als auch
in den TC statt (Perks et al., 1995, Mazerbourg et al., 2003, Hastie und Haresign, 2006),
obwohl auch hier wieder die Konzentration in den GC grdf3er ist.

Beim Rind wurde die Expression von IGF-IIR ebenfalls in TC und GC gefunden und
zwar in gesunden als auch in atretischen Follikeln. Beim Menschen und beim Schwein wird
der IGF-RII ebenfalls in TC und GC exprimiert (Liu et al., 2000, Mazerbourg et al., 2003). Da
der Typ II Rezeptor auch noch andere Liganden als IGF besitzt, bleibt die genaue Rolle des

Typ II Rezeptors im Ovar noch zu klaren.

Tabelle 7.23 IGF-R Expression und beeinflussende Faktoren

Quelle Tierart IGF-RI

Perks et al., 1995 Schaf Einfluss von FollikelgroBe auf IGF-RI Expression
Hastie et al., 2006

Perks et al., 1999 Rind Einfluss von Follikelgrofe auf IGF-RI Expression;
Armstrong et al., 2000 Kein Einfluss von FollikelgroBe auf IGF-RI Expression.
Zhou et al., 1996 Schwein FollikelgroBBe nimmt Einfluss auf IGF-RI Expression.

7.8.8 IGF-Bindungsprotein-1 (IGFBP-1)

Uber die Expression von IGFBP 1 in den Follikeln gibt es kontroverse Ergebnisse.
Hastie et al. (2004) fanden eine Expression beim Schaf, die allerdings schwach und
unregelmafig war. Schams et al. (2002) erzielten beim Rind ein dhnliches Ergebnis und
fanden, wenn iiberhaupt, nur eine sehr schwache Expression. Beim Menschen fanden El-
Roeiy et al. (1994) eine IGFBP Expression in nicht Polyzystisches ovarielles Syndrom
(PCOS) Ovarien. Weiter gibt es auch Studien beim Schwein, beim Menschen und bei der
Ratte, die iiberhaupt keine Expression nachweisen konnten (Nakatani et al., 1991, Zhou et al.,
1996, Voutilainen et al., 1996, Mazerbourg et al., 2003). Daher postulierten Hastie et al.
(2006), dass es wahrscheinlich keine de novo IGFBP-Synthese im Follikel gibt, sondern das

gefundene IGFBP aus dem Serum stammt.
7.8.9 IGF-Bindungsprotein-2 (IGFBP-2)

IGFBP-2 ist sowohl in den GC als auch in den TC zu finden, allerdings ist die

Expression in den GC stérker als in den TC. Desweiteren ist die Expression in kleinen
Follikeln hoher als in groBBen (Liu et al., 2000). Beim Rind ist dabei allerdings die Expression
in Subdominanten Follikeln (SDF) grof3er als in dominanten Follikeln (DF) (Sudo et al.,
2007). Die Expression von IGFBP-2 nimmt also im Laufe der Follikelentwicklung beim Rind
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ab. Diese Abnahme findet sich auch beim Schaf (Hastie und Haresign, 2006) und beim
Schwein (Giudice, 1992).

Die Expression von IGFBP-2 wird von verschiedenen Hormonen und
Wachstumsfaktoren beeinflusst. So sind IGF-I und FSH beide fiir die maximale Produktion
von IGFBP-2 wichtig. FSH iibt einen negativen Einfluss auf die Expression von IGFBP-2 aus
und inihibiert dessen Expression in GC (van den Hurk und Zhao, 2005). Nach Roberts und
Echternkamp (2003) ist die Expression von IGFBP-2 in den GC wesentlich von der
Progesteronkonzentration in der FF abhidngig und die Expression von IGFBP-2 mRNA in der
FF korreliert negativ mit dem Progesteron- und Ostradiol-Spiegel. Fiir Abnahme von IGFBP-
2 in den spéteren Follikelstadien gibt es zwei mogliche Ursachen: ersten eine Hemmung der
Synthese und zweiten einen proteolytischen Abbau. Weitere Untersuchungen sind notwendig,

um die Speziesunterschiede bei der Proteolyse von IGFBP in der FF zu kldren.
7.8.10 IGF-Bindungsprotein-4 (IGFBP-4)

Die Expression von IGBBP-4 ist der von IGFBP-2 sehr dhnlich und findet auch hier in
allen Follikelstadien statt, und zwar vor allem in den TC. IGFBP-4 wird wéhrend des
gesamten Zyklus exprimiert und auch ist die Expression in kleinen Follikeln stérker als in
groflen Follikeln. Gesunde Follikel exprimieren im Vergleich zu atretischen Follikeln
ebenfalls hohere Konzentrationen (Hastie und Haresign, 2006). Weiter bestehen tierartliche
Unterschiede in der IGFBP-4 Expression. So sind beim Rind und beim Schaf nur geringe
IGFBP-4 Konzentrationen in den GC so wie in den TC zu finden. Zusétzlich findet mit dem
Follikelwachstum eine Abnahme der Konzentration im Follikel statt (Mazerbourg et al., 2003,
Hastie und Haresign, 2006). Bei der Ratte ist eine starke Zunahme der Konzentration an
IGFBP-4 in den GC der atretischen Follikel zu finden(Erickson et al., 1992a). Beim Schwein
und beim Menschen kommt es, im Unterschied zu den Wiederkduern zu einer Erh6hung der
mRNA im Laufe des Follikelwachstums (Zhou et al., 1996, Liu et al., 2000, Zhou et al.,
2003). Beim Schwein ist die Expression in den TC grof3er als in den GC. Das Follikelstadium
beeinflusst die IGFPB-4-Expression vor allem in der TT aber nicht in den GC. (Liu et al.,
2000).

Das sinken der intrafollikuldren Level von IGFBP-4 beim Schaf ist sehr stark auf eine
proteolytische Degradation zuriickzufiihren (Mazerbourg et al., 2003). Auch in anderen
Spezies ist die Proteolyse als Hauptelement, das die Aktivitit von IGFBP-4 herabsetzt
identifiziert worden (Primaten (Zhou et al., 2003), Schwein (Zhou et al., 1996)).

181



7.8.11 IGF-Bindungsprotein-5 (IGFBP-5)

Auch hier sind in der Expression wieder tierartliche Unterschiede vorhanden. So wird
beim Schaf IGFBP-5 vor allem in den TC exprimiert und die Konzentration nimmt von
kleinen Follikeln zu groBen Follikeln ab (Besnard et al., 1996). Zu dem kommt eine massive
Zunahme der Konzentration in den GC der atretischen Follikeln (Mazerbourg et al., 2003).
Die Zunahme der Konzentration in den GC ist ebenfalls beim Rind und auch bei der Ratte zu
beobachten (Erickson et al., 1992b). Im Kontrast dazu ist bei der Maus die Expression von
IGFBP-5 in den GC von gesunden Primérfollikeln und Sekundarfollikeln hoch und nimmt in
spateren Follikelstadien so wie bei der Atresie ab (Wandji et al., 1998). Beim Schwein ist die
Expression von IGFBP-5 auf die Oberflidche des germinalen Epithels und des Epithels in den
Kapillaren beschréinkt (Zhou et al., 1996).

Wie auch schon IGFBP-2 und IGFBP-4 wird die Expression von IGFBP-5 stark durch
FSH in der Ratte inhibiert (Liu et al., 1993). Beim Schaf ist kein solcher Einfluss von FSH auf
die IGFBP-5 Expression nachweisbar (Mazerbourg et al., 2003).

7.8.12 IGF-Bindungsprotein-6 (IGFBP-6)

Lange Zeit gab es keine Ergebnisse iiber eine signifikante Expression von IGFBP-6 in
Saugetieren (Mazerbourg et al., 2003). Erst neuere Untersuchungen von Hastie et al. (2006)
haben gezeigt, dass beim Schaf IGFBP-6 in wachsenden Follikeln exprimiert wird. In kleinen
Follikeln gibt es keine Unterschiede in den IGFBP-6-Konzentrationen, unabhingig von der
Vitalitét des Follikels. Bei der Ratte haben Rohan et al. (1993) gezeigt, dass IGFBP-6 im Ovar
exprimiert wird, allerdings vor allem im Ovar juveniler Ratten und bedeutend weniger bei
adulten Tieren. Bei den Primaten haben Arraztoa et al. (2002) gezeigt, dass die IGFBP-6
Expression im Interstitium des Ovar und in der TI nur im geringem Maf3e, verstirkt aber im

Oberfldchenepithel des Ovars vorkommt.
7.8.13 IGF-Bindungsprotein-3 (IGFBP-3)

Im Gegensatz zu IGFBP-1, -2, -4, -5, -6 ist IGFBP-3 ein grofBer Komplex von iiber 150
kDa. Er kommt vor allem im Serum und in der Follikelfliissikeit vor (Ongeri et al., 2005).
Mazerbourg fanden, dass die IGFBP-3 Expression im Follikel niedrig ist und kaum mit dem
Follikelwachstum und der Follikelatresie assoziiert ist. Hastie et al. (2006) fanden hingegen

beim Schaf eine deutliche IGFBP-3 Expression im Follikel, sowohl in den GC als auch in den

182



TC. Dabei war die Expression in kleinen Follikeln intensiver als in gro3en und in gesunden
grofer als in atretischen. IGFBP-3 wirkt sowohl iiber die Modulation der IGF-
Bioverfiigbarkeit als auch iiber IGF-unabhéngige Mechanismen (Ongeri et al., 2005).
Faktoren, welche die IGFBP-3-Expression beeinflussen, sind unter anderem IGF-I und cAMP
(Ongeri et al., 2005).

7.9 Growth Hormon oder Somatotropin (GH, STH) und sein Rezeptor GH-R

Das Wachstumshormon (Growth hormone, GH, Somatotropin STH) ist ein in dem
vorderen Hypophysenlappen produziertes Hormon, dass in vielen verschiedenen Geweben das
Wachstum fordert. GH stimuliert dabei die Produktion von IGF-I. Die Sekretion von GH ist
wihrend der Pubertdt am hochsten. Einfluss auf die Sekretion von GH haben unter anderem
GHRH (GnRH-releasing hormone), Schlaf, Bewegung, die Blutzuckerwerte und hormonale
Einfliisse, wie die Konzentration an Ostrogenen. Unter den Inhibitoren von GH sind unter
anderem Somatostatin und die Glukokortikoide zu nennen.

Das GH-Sekretion zeigt ein charakteristisches circadianes Muster, bei dem der
Grofteil von GH tiber mehrere grof3e Peaks iiber den Tag verteilt abgegeben wird.

GH beeinflusst das Follikelwachstum auf mehreren Wegen. Zu den Wirkungen von
GH, die das Follikelwachstum beeinflussen, gehort die Freisetzung von Gonadotropinen und
Einflussnahme auf die ovarielle Steroidogenese. Dies wurde unter anderem bei
Untersuchungen der Expression von Rezeptoren fiir Wachstumshormon (GH-R) wihrend der
Follikulogenese gefunden.

Uber die Expression von GH-R in den Follikeln liegen erst relativ wenige Daten vor.
GH-R wurde schon bei verschiedenen Sdugetierarten identifiziert, so bei der Maus, der Ratte,
dem Hasen, dem Schwein, dem Schaf, dem Rind und dem Menschen, aber das zeitliche
Muster der GH-R-Expression ist noch nicht vollstindig geklart (Leung et al., 1987, Smith et
al., 1989, Mathews et al., 1989, Adams et al., 1990, Cioffi et al., 1990, Hauser et al., 1990).
Die wichtigsten Ergebnisse der Untersuchungen iiber die GH-R-Expression sind im
Folgenden kurz zusammen gefasst:

Bei der Ratte wird GH-R sowohl in den GC gesunder Follikel als auch im C.1.
gefunden (Carlsson et al., 1993).

Spétere Untersuchungen von Eckery et al. (1997) ergaben beim Schaf, dass GH-R in
allen Follikeln, von den Primordialfollikeln bis zu dem kleinen antralen Follikel exprimiert

wird. Die Expression erfolgt dabei sowohl in den GC als auch in der Oozyte. Zusammen mit
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dem Befund, dass die Rezeptoren fiir FSH, LH und IGF-I nicht die limitierenden Faktoren bei
der Rekrutierung der Follikel zu sein scheinen, ergibt dies einen starken Hinweis dafiir, dass
GH eine direkte Funktion, eine Schliisselrolle, bei der Follikulogenese beim Schaf spielen
konnte (Eckery et al., 1997).

Untersuchungen beim Rind haben gezeigt, dass die Expression von GH-R vor allem in
den Primordialfollikel und Primérfollikel vorkommt, daneben vor allem auch in den GC
sekundarer Follikel und in den Cumuluszellen tertidrer Follikel (Kolle et al., 1998). Dieses
Ergebnis weist darau hin, das GH von groB3er Bedeutung fiir die frithen Phasen der
Follikulogenese sein diirfte. Beim Schwein liegen iiber die GH-R-Lokalisation im Ovar noch
keine Ergebnisse vor.

Neuere Versuche von Shimizu et al. (2007), in denen die Expression des GH-R mit der
Konzentration von Ostrogen und FSH korreliert wurden, ergaben folgende Befunde: die
Konzentration von GH-R in GC wird durch Behandlung mit Ostrogen vermindert und durch
Behandlung mit FSH erhoht. Obwohl die maximale GH-R Expression in jenen Follikeln
stattfindet, die eine starke Ostrogen-Sekretion aufweisen, wird die Regulation der GH-R-
Expression in den Follikeln durch andere Faktoren als auch Ostrogen reguliert. Eventuell ist
GH-R mit der Proliferation der GC nach dem FSH-Anstieg assoziiert. Daher vermutet man,
dass die Erhohung der GH-R-Expression in den Follikeln von entscheidender Bedeutung fiir

den Eintritt der Follikel in die ovulatorische Phase sein konnte.

Tabelle 7.24 Faktoren, welche die Expression von GH-R beeinflussen

Faktoren Wirkung auf GH-R

FSH Erhoht die Expression von GH-R in den GC
Ostrogen Vermindert die Konzentration von GH-R in den GC
Ostrogen und FSH zeitgleich Keine Induktion von GH-R

FSH: Follikelstimulierendes Hormon, GC: Granulosazellen, GH-R: GH Rezeptor

Die Studien iiber die Expression von GH-R in den Follikeln miissen noch fortgefiihrt
werden, um die Bedeutung von GH auf die Follikelentwicklung, und die Rolle, welche der

GH-R dabei spielt, genauer abzukléren.
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7.10 Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

7.10.1 Vaskulogenese und Angiogenese, ihre Bedeutung fiir die

Follikelentwicklung

Die Vaskulogenese ist die de novo Synthese von Blutgefdflen aus mesenchymalen
Vorlauferzellen. Sie tritt vor allem in der prianatalen Periode auf. Die Angiogenese hingegen
ist das Bilden neuer Blutgefdsse durch Proliferation und Wanderung von Endothelzellen aus
schon existierenden Gefdflen. Die pathologische Form der Angiogenese ist im wachsenden
Tumor zu finden sowie bei der BlutgefdaBversorgung von Metastasen. Physiologische
Neubildung von Blutgefidssen kommt beim adulten Sdugetier nur beim weiblichen Tier vor,
und zwar im Uterus, in der Plazenta, in den Milchdriisen und in den Ovarien.

Die Entwicklung der Follikels ist von der Angiogenese abhéngig. Der Atresie der
Follikel geht eine Reduktion der Vaskularisation voraus. Die Angiogenese tritt besonders im
spaten praantralen Follikel-Stadium auf, wenn die TC-Schicht rasch an Dicke zunimmt
(Findlay, 1986). Die Blutgefdsse der Follikel beschranken sich auf die Theca interna und die
Theca externa. Dabei werden zwei kapillidre Netzwerke ausgebildet, ein inneres und ein
dufleres, die in den entsprechenden Thekazell-Schichten liegen. Alle Blutgefasse bleiben
auBerhalb der Basalmembran der Granulosazell-Schicht, die damit bis zum Zeitpunkt der
Ovulation, avaskuldr bleibt (Shimizu et al., 2002).

Mehrere Studien belegen, dass der dominante Follikel ein besser ausgebildetes
Kapillarbett als die untergeordneten Follikel besitzt und somit von einer erhohten
Gonadotropinzufuhr besonders profitiert (Zeleznik et al., 1981, Ferrara, 2000, Shimizu et al.,
2002). Diese Beobachtung fiihrte zu der Vorstellung, dass die Vaskularisation des Follikels
eine wichtige Rolle bei der Follikelselektion spielt (Zeleznik et al., 1981).

Die frithesten Zeichen der Follikeldegeneration bzw. Atresie sind assoziiert mit einer
reduzierten DNA-Synthese der Endothelzellen und mit einer daraus resultierenden
verminderten Vaskularisation der Follikel (Greenwald, 1989).

Der wichtigste Faktor bei der Angiogenese der Follikel ist VEGF. Er ist ein potenter
Stimulator der endothelialen Zell-Proliferation und Wanderung und beeinflusst zudem die
Permeabilitédt der Kapillaren. VEGF vermittelt seine Wirkung durch folgende zwei Tyrosin-
Kinase Rezeptoren: VEGFR1 und VEGFR2 (Neufeld et al., 1999). FGF-2 ist ebenfalls ein

potentes endotheliales Mitogen. Es ist primér in den endothelialen Zellen und Perizyten der
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TC lokalisiert und wird in weiter entwickelten Follikeln stirker exprimiert (Berisha et al.,

2000).
7.10.2 VEGF-Familie

Die VEGF Familie der Wachstumsfaktoren wird auch als Cystin-Knoten Familie
bezeichnet. Thre Mitglieder binden an spezielle Tyrosin-kinase-Rezeptoren und spielen haufig
eine entscheidende Rolle bei der Neovaskularisation. Die VEGF-Familie besteht aus sieben
Mitgliedern: VEGF-A, VEGF-B, Placenta growth factor (P1GF), VEGF-C, VEGF-D, virales
VEGF (VEGF-E) und snake venom VEGF (VEGF-F). Obwohl die Mitglieder strukturell stark
homolog sind, besteht eine gro3e Diversitit unter den Subtypen und einige Isoformen werden
durch alternatives Spleiflen bedingt. Diese Splei3-Varianten besitzen unterschiedliche
Eigenschaften, insbesondere hinsichtlich ihrer Bindung an die Rezeptoren (VEGFR-1 (Flt-1),
VEGFR-2 (KDR) und VEGFR-3 (FIt-4)) und an die Co-Rezeptoren Neuropilin und Heparin.

VEGF-A ist ein homodimeres Glykoprotein, welches in 9 Isoformen exprimiert wird:
VEGF 21, 145, 148, 162, 165> 165bs 183> 189 UNd 206. Sie stammen alle von einem einzigen Gen ab.
Funktionell sind alle Mitglieder der VEGF-Familie potent Mitogen fiir endotheliale Zellen
und ein Stimulatoren der vaskuldren Permeabilitit. Damit zéhlen sie zu den wichtigsten

Faktoren bei der Regulierung der normalen und anormalen Angiogenese.
7.10.3 VEGF Expression

VEGEF ist fiir die Follikelentwicklung von besonderer Bedeutung, da er einer der
wichtigsten Wachstumsfaktoren fiir die Bildung des kapillaren Netzwerkes ist und somit
entscheidend die Blut-, Sauerstoff- und Nahrstoffzufuhr zu dem Follikel beeinflusst. In den
frithen Follikelphasen werden die Follikel hauptsédchlich durch passive Diffusion von den
BlutgefidBen her erndhrt. Mit zunehmendem Follikelwachstum entsteht ein individuell
strukturiertes kapillares Netzwerk, das den Anforderungen der wachsenden Follikel angepasst
ist. Dieser GefdBmantel ist auf die TI beschrinkt und ist durch die Basalmembran der
Granulosazellschicht bis zur Ovulation von den GC getrennt.

Die Expression von VEGF mRNA folgt im Allgemeinen folgendem Muster: VEGF
wird in Primordialfollikeln, Primérfollikeln so wie frithen Sekundarfollikeln nicht exprimiert.
VEGF kommt erst in den GC und TC der spéten Sekundérfollikel vor, die ein eigenes
Kapillarnetzwerk ausgebildet haben, auf (Fraser, 2006). Interessanterweise nimmt die

Expression von VEGF bei Follikeln, die der Ovulation sehr nah sind, in den GC wieder ab.
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Nach Celik-Ozenci et al. (2003) findet bei der Ratte nur eine schwache VEGF
Expression statt. In primordialen so wie primédren Follikeln fanden sie keine VEGF
Expression in GC. Diese beginnt erst mit der Antrumbildung und nimmt dann mit der
weiteren Follikelentwicklung an Stirke zu. Eine schwache Immunoreaktivitét fiir VEGF ist
auch in den Oozyten der sekundéren Follikel zu finden. Anschlieend nimmt in den GC und
TC die VEGF Expression mit wachsendem Follikel (Sekundérfollikel und Tertidrfollikel) zu
(Celik-Ozenci et al., 2003). Allerdings ist die Zunahme des VEGF-Gehalts in den GC deutlich
hoher als in den TC (Fraser et al., 2006). Frithe Ergebnisse von Phillips et al. (1990) zeigten,
dass kaum eine Expression von VEGF in den GC der Ratte zu beobachten ist. Spitere
Untersuchungen von Koos et al. (1995) haben jedoch gezeigt, dass VEGF sowohl von den GC
als auch von den TC exprimiert wird, und dass diese Expression von hCG stimuliert werden
kann.

Ahnliche Ergebnisse wurden auch 1997 von Yamamoto et al. erzielt, die beim
Menschen in primordialen und primiren GC keine VEGF-Expression nachweisen konnten
(Yamamoto et al., 1997).

Berisha et al. (2000) haben nachgewiesen, dass beim Rind vor allem die kleinen
Spleivarianten VEGF,; und VEGF 45 exprimiert werden. Allerdings sind die genauen
Unterschiede der Varianten in dem Follikel noch nicht bekannt (Shimizu et al., 2002). Zudem
haben sie klar demonstriert, dass die mRNA und das Protein von VEGF beim Rind mit dem
Follikelwachstum in den GC zunimmt. VEGF mRNA ist in den GC kleiner Follikel nur in
geringer Menge vorhanden, die Expression nimmt allerdings mit dem Follikelwachstum zu
und ist in den praovulatorischen Follikeln am groBten. Hingegen kann die Expression von
VEGEF in der TI schon bei kleinen Follikeln deutlich nachgewiesen werden, und steigt im
Verlauf des weiteren Follikelwachstums stark an (Berisha et al., 2000). Die hohe Expression
von VEGEF in reifen praovulatorischen Follikeln (zusammen mit FGF2) ldsst vermuten, dass
beide Faktoren stark an der Angiogenese um die wachsenden Follikel beteiligt sind. Die
Tatsache dass VEGF vor allem in den TC exprimiert wird, lasst darauf schlieBen, dass VEGF
als chemisches Signal fiir die aussprossenden endotheliale Zellen dient.

Ergebnisse von Barboni et al. (2000) haben gezeigt, dass bei dem Schwein die
Expression von VEGF in mittleren und gro3en Follikeln nach eCG (equines
Chorogonadotropin)-Gabe ansteigt. Dieser Anstieg findet allerdings nur in den GC statt,
wihrend die Expression in den TC von eCG unbeeinflusst scheint. Dieser Befund lésst

vermuten, dass die Zunahme der VEGF-Expression nicht von der GréBe des Follikels an sich
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sondern von seiner Entwicklung abhdngt. Weiters hat dieselbe Gruppe nachweisen konnen,
dass die Expression nach hCG-Gabe aufhort und dass die Expression von VEGF in antralen
Follikeln als Antwort auf eine Stimulation mit FSH ansteigt. Dieses Muster der VEGF-
Expression flihrt zur Ausbildung eines Gradienten, der angiogenen Wachstumsfaktoren, der
die Bildung von Kapillaren fordert. Die Expression von VEGF in den GC scheint die GC
nicht autokrin zu beeinflussen, da nur sehr wenige Rezeptoren fiir VEGF in den GC in der

reifen Follikelstadien vorhanden sind (Berisha et al., 2000).
7.10.4 Funktion von VEGF

Wie schon erwihnt besitzt VEGF mehrere wichtige Funktionen in der Follikulogenese.
VEGEF ist an der Bildung des Geféfinetzes der Follikel beteiligt, VEGF ist sehr stark mitogen
(Senger et al., 1993, Ferrara und Davis-Smyth, 1997) und stimuliert die vaskulére
Permeabilitét. Diese Eigenschaften von VEGF wurden durch Versuche geklart, bei denen
VEGF durch Gabe von VEGF-Antikorpern ausgeschaltet wurde. Dadurch wurde das normale
Follikelwachstum deutlich beeintrachtigt (Zimmermann et al., 2001). Weiter flihrt das
Blockieren der VEGF-Wirkung mit einer modifizierten Form des Fms-like Tyrosin Kinase
(F1t-1) Rezeptors zu einem 87% Abfall der Thekazell-Proliferation der sekundédren und
tertidaren Follikel, zu einer Abnahme der Proliferation der Endothelzellen und einem Abfall der
Flt-1 mRNA Expression (Wulff et al., 2001). Des Weiteren fiihrt das Behandeln des Ovars mit
einer Injektion von VEGF-Genfragmenten zu einem deutlichem Wachstum des Ovars, zu
einer hoheren Anzahl an Graaf Follikeln, sowie zur verstirkten Ausbildung von Blutgefdssen
um diese Follikel herum (Shimizu und Sato, 2005).

Die Angiogenese spielt, wie erwdhnt, bei der Follikelbildung eine sehr wichtige Rolle.
Bedingt durch einen angiogenen Gradienten, entsteht ein inneres und eine dulleres kapillares
Netzwerk in der TI und TE. Dieses Kapillar-Netzwerk ist notig, um den ansteigenden
Bediirfnissen an Substraten des wachsenden Follikels gerecht zu werden. Die Fahigkeit des
Follikels, VEGF zu synthetisieren ist somit ein essentieller limitierender Faktor fiir sein
Wachstum. Barboni et al. (2000) haben untersucht, ab wann ein Follikel VEGF produziert und
konnten nachweisen, das die VEGF-Produktion stark von der Follikelgrof3e abhéngig ist.
Beim Schwein erlangen Follikel mit einer Grof8e von 4-5mm die Fahigkeit, VEGF zu
produzieren. AuBlerdem steigen die Menge an VEGF mRNA und das VEGF Protein im Laufe
der Follikelentwicklung deutlich an (Barboni et al., 2000).
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7.10.5 VEGF-Rezeptoren (VEGFR)

An der Wirkung von VEGF sind drei Tyrosin-Kinase Rezeptoren und zwei nicht
Tyrosin-Kinase Rezeptoren beteiligt. Zu den Tyrosin-Kinase Rezeptoren gehéren VEGFR-1
(F1t-1, fms-like tyrosin-kinase-1), VEGFR-2 (FIt-1/KDR, kinase insert domain-containig
receptor) sowie VEGFR-3 (Flt-4). Zu den Membranproteinen gehoren Neuropilin 1(NRP-1)
und Neuropilin 2 (NRP-2). Hierbei handelt es sich um Co-Rezeptoren fiir einige Subtypen der
VEGF-Isoformen (Yamazaki und Morita, 2006).

Die VEGEFR besitzen sieben Immunglobulin-dhnliche Doménen in der extrazellularen
Region, eine transmembrandse Region und eine Tyrosin-Kinase Doméne (Berisha et al.,
2000).

Die Expression von VEGFR-1 und VEGFR-2 findet vor allem in den TC statt und
scheint parallel zur VEGF Expression zu verlaufen. Dies deutet darauf hin, dass VEGF
eventuell die Expression seines Rezeptors beeinflusst (Shimizu et al., 2002). Jede VEGF
Isoform bindet mit unterschiedlicher Affinitit und Selektivitit an die VEGF-Rezeptoren und
Co-Rezeptoren. Dies unterstreicht die Diversitét ihrer biologischen Funktionen (Yamazaki
und Morita, 2006).

Shimizu et al. (2007) haben die Expression der Rezeptoren in den Follikeln untersucht
und festgestellt, dass die mRNA vor allem in den endothelialen Zellen der TC lokalisiert ist
und erstmals ab spdten sekundiren Follikel nachweisbar ist. Die Expression nimmt
anschlieffend in den Tertidrfollikeln zu. In den atretischen Follikeln ist die Expression stark
vermindert (Wulff et al., 2001). Eine friihere Studie von Shimizu et al. (2003) hat gezeigt,
dass nach einer Injektion von VEGF in die GC der Flt-1 stirker ansteigt als der Flk-1. Ein
Unterschied zwischen den beiden Rezeptoren ist, dass der Gehalt an Flt-1 in GC des Rindes
im Verlauf der Follikelselektion konstant bleibt, wiahrend Flk-1 von dem Pri-selektionsfollikel
zu dem Post-selektionsfollikel ansteigt (Shimizu et al., 2007). Des Weiteren vermuten
Shimizu et al, dass Flk-1 fiir die Transduktion des biologischen Signals von VEGF in bovinen
GC wichtig ist.

Die VEGFR-Expression in den TC ist bei verschiedenen Tierarten unterschiedlich: Flt-
1 und Flk-1 verdandern ihre Expression in den Follikeln des Rindes nicht im Laufe des
Follikelwachstums (Berisha et al., 2000, Shimizu et al., 2007). Beim Schwein hingegen nimmt
die Expression von Flk-1 in TI von mittleren und grof3en antralen Follikeln nach eCG-

Behandlung stark zu, parallel zu einem Anstieg von VEGF ;9 und VEGF 44 (Shimizu et al.,
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2002). Dieser Unterschied zwischen den beiden Spezies konnte an einer unterschiedlichen

Follikelentwicklung bei mono- im Vergleich zu multiovulatorischen Spezies liegen.
7.10.6 Neuropilin-1 (NRP-1), Neuropilin-2 (NRP-2)

Uber die Expression der VEGF-Rezeptoren NRP-1 und NRP-2 wihrend der
Follikelentwicklung ist noch wenig bekannt. NRP-1 wurde erstmals in Brustkrebszellen als
VEGF-Rezeptor identifiziert. Kurz darauf wurde ein zweiter Rezeptor fiir VEGF 5
identifiziert, der als NRP-2 bezeichnet wurde (Soker et al., 1998). Die NRP haben kurze
intrazelluldre Doménen und sind daher als eigenstédndige Rezeptoren ungeeignet. Dies wurde
in einem Versuch bestitig, in dem VEGF¢s in Zellen ohne VEGFR-2 Expression keine
Reaktion hervorrief (Soker et al., 1998). Somit ist wahrscheinlich, dass NRP-1 ein Co-
Rezeptor flir VEGF darstellt. Diese Vermutung wurde durch Studien bestétigt, in
denenVEGFR-2 VEGF 45 intensiver bindet, wenn zur gleichen Zeit auch NRP-1 exprimiert
wird (Soker et al., 1998).

NRP-1 und NRP-2 werden in Ovarien zyklischer aber auch von nicht geschlechtsreifen
Ratten exprimiert (Pavelock et al., 2001, Miyabayashi et al., 2005). NRP-1 und NRP-2 sind
dabei stark an der Vaskularisation der Follikel beteiligt.

Shimizu et al. (2006) haben die Expression von NRP-1 und NRP-2 beim Rind
untersucht und gezeigt, dass NRP-1 sowohl in den GC als auch in den TC exprimiert wird,
wihrend NRP-2 ausschlieBlich in den TC exprimiert wird. Diese Ergebnisse deuten auf
unterschiedliche Funktionen der beiden Rezeptoren im Ovar des Rindes wihrend der
Follikelentwicklung hin.

Ostradiol steigt in der spéten Follikelentwicklung stark an und der Ostrogen-Anstieg
ist wichtig fiir die Follikelselektion. Die Expression von NRP-1 steigt in Zellkulturen nach
Ostradiol-Gabe ebenfalls stark an. Somit kénnte NRP-1 eventuell an der Follikelselektion
beteiligt sein. Progesteron dagegen reduziert die NRP-1 Expression in GC, deutlich, was
moglicherweise darauf zuriickzufiihren ist, dass das NRP-1 Gen durch den Progesteron-
Rezeptor gechemmt werden kann. Allerdings ist der genaue Mechanismus der durch
Progesteron induzierten NRP-1 Hemmung noch weitgehend unklar (Shimizu et al., 2006).

Bis jetzt ist die NRP-2 Genexpression nur in den TC bekannt (Shimizu et al., 2006).

Es sind auch hier noch weitere Untersuchungen notwenig, um tierartlich Vergleiche
der NRP-Expression herzustellen, so wie um die Mechanismen der NRP-Expression genauer

zu erforschen.
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8 Abschlielende Betrachtung

Die Follikulogenese ist ein dullerst komplexer Prozess, der durch eine Vielzahl von
Regelkreisen, in denen Wachstumsfaktoren und Hormone sich gegenseitig beeinflussen,
gekennzeichnet ist.

In den letzten Jahren sind viele neue Erkenntnisse liber die Follikulogenese
hinzugekommen. So war es lange Zeit gdngige Meinung, dass der embryonal angelegte Pool
an Follikeln eine definitive Grof3e darstellt, welche nur noch durch Abnahme der
Follikelanzahl (durch Ovulation und Atresie) verdndert werden kann. Neuere Befunde deuten
aber darauf hin, dass es eine Stammzellpopulation (im Oberfldchenepithel des Ovars) an
Keimzellen gibt, von der aus der Pool der Primordialfollikel auch postnatal erneuert werden
kann (Johnson et al., 2004, Bukovsky et al., 2005).

Ein wichtiger Punkt, der noch nicht vollstdndig geklart ist, ist die initiale Rekrutierung
der Follikel. Dieser Prozess stellt einen langsam ablaufenden Ubergang dar, in dem
Primordialfollikel iiber Transitionsfollikel zu Primérfollikeln werden. Obwohl viele Faktoren
bekannt sind, welche sich an dieser Initiierung der Rekrutierung beteiligen ist der genaue
Mechanismus, der der initialen Rekrutierung der PROF zugrunde liegt, noch nicht vollstindig
geklart. Zum Beispiel ist die Bedeutung von LIF (Leukemia inhibiting factor) bei diesem
Schritt der Follikelentwicklung noch nicht klar. LIF stimuliert in Zellkulturen der Ratte
deutlich den Ubergang der PROF (Primordialfollikel) in PRIF (Primérfollikel) (Nilsson et al,
2002), allerdings findet die Follikulogenese auch in LIF-defizienten Méusen statt (Nilsson et
al., 2002). Somit ist die Bedeutung von LIF fiir diesen Schritt der Follikulogenese nicht
gesichert. Wahrscheinlich ist, dass LIF einen Einfluss auf KL ausiibt und somit die PROF
aktiviert. Besonders bei GDF-9 wird klar, dass viele tierartspezifische Besonderheiten noch
unbekannt sind. So wird GDF-9 in einigen Tieren (Maus, Ratte, Mensch) erst in den
Primérfollikeln exprimiert, in anderen hingegen (Schaf und Rind) schon in den
Primordialfollikeln. Somit stellt sich die Frage, ob in den verschiedenen Tierarten GDF-9
verschiedene Funktionen aufweist, oder die gleiche Funktionen zu unterschiedlichen

Zeitpunkten iibernimmt.
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Bei der Rekrutierung der Follikel weist das Schwein eine Besonderheit auf: es
exprimiert die P450arom als einziges Tier auch in der Theca interna und kann so deutlich
mehr Ostrogen als andere Spezies zu produzieren

Weiterhin sind auch bei der Follikelselektion, obgleich dieser Vorgang intensiv
erforscht wurde, noch viele Fragen offen. So ist zum Beispiel unklar, worauf die
Sonderstellung des (bzw. der) selektierten Follikel aus einer Kohorte resultiert. Gesichert
scheint eine Beteiligung von VEGF an der Follikelselektion. VEGF spielt durch seine
angiogene Wirkung eine wichtige Rolle bei der Etablierung der Dominanz eines Follikels
(Garrido et al., 1993). Aber wie wichtig VEGF fiir die Selektion und die Dominanz eines
Follikels wirklich ist, bleibt fiir die einzelnen Spezies noch zu kldren. Ein wesentliches
Kriterium bei der Selektion der Follikel ist auch die Expression von LH-R (LH Rezeptor) in
den Granulosazellen. Diese findet zu einem Zeitpunkt statt, in dem die Expression von FSH
sinkt und somit ein GroBteil der Follikel atresieren. Die Expression von LH-R ermdglicht den
Follikeln, diese Atresie zu umgehen. Allerdings gibt es auch hier wieder Autoren, welche die
Frage aufwerfen, ob die LH-R Expression tatsidchlich die Selektion bewirkt (Gong et al., 1996,
Fortune et al., 2001, Fortune et al., 2004). Evans et al. (1997) haben herausgefunden, dass die
Expression von LH-R sich wéhrend der Selektion nicht verdndert, und somit seine
Schliisselstellung bei der Follikelselektion wenig wahrscheinlich ist. Andere hingegen, so zum
Beispiel Bao et al. (1998) fanden sehr wohl eine zeitliche Korrelation zwischen der
Expression von LH-R und der Follikelselektion.

Weiter ist anzumerken, dass wahrscheinlich erhebliche Unterschiede zwischen mono-
und polyovulatorischen Spezies bestehen. So ist beim Rind in der Regel nur ein dominanter
Follikel vorhanden, welcher die Entwicklung weiterer Follikel der Kohorte unterdriickt,
wodurch diese dann atresieren. Beim Schaf hingegen konnen sowohl der dominante Follikel
der aktuellen Follikelwelle als auch der dominante Follikel der vorherigen Welle zur gleichen
Zeit vorhanden sein (Duggavathi et al., 2004). Dies wurde durch Versuche klar, in denen beim
Schaf durch eine FSH-Gabe eine neue Follikelwelle erzeugt wurde, obwohl noch ein
dominanter Follikel vorhanden war. Damit wird deutlich, dass der dominante Follikel beim
Schaf nicht in gleicher Weise seine Dominanz ausiibt, wie der dominante Follikel beim Rind.
Beim Schwein ist die Wirkung eines dominanten Follikels auch nicht ausgepragt, da sich hier
durch einen Shift von FSH zu LH gleich eine ganze Gruppe von Follikeln zu antralen

Follikeln entwickeln und keine Follikelwellen zu beobachten sind (Knox et al., 2005).
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Obwohl in den letzten Jahren viele Ergebnisse auf dem Gebiet der Follikulogenese

hinzugekommen sind, bleiben viele Fragen offen und ungeklért. Ein besonderes Desiderat der

Forschung besteht hinsichtlich folgender Fragen:

Mit welchen Mechanismen reagieren die GnRH-Neurone auf Ostrogene,
obwohl sie keine Ostrogen-Rezeptoren exprimieren (Wintermantel et al.,
2006)?

Welche Bedeutung haben BMP-6 und BMP-7 bei der FSHp- und LHp-
Expression? Huang et al. (2001) haben fiir diese beiden Elemente eine Wirkung
auf die Expression der FSHp- und LHB-Untereinheiten gefunden, aber es ist
nicht klar, ob diese Faktoren alleine wirken, oder ob sie ihre Wirkung als
Homodimere oder Heterodimere ausiiben.

Ist der FSH-R (FSH Rezeptor) an der Selektion beteiligt?

Welche Funktion haben die verschiedenen Spleivarianten fiir LH bei der
Follikulogenese?

Wirkt sich KL positiv auf die Proliferation der GC aus? Reynaud et al. (2000)
so wie Otsuka und Shimasaki (2002) haben bestitigt, dass sich KL positiv auf
die Proliferation der GC auswirkt. Allerdings wird kein c-Kit (KL Rezeptor) in
den GC exprimiert. Daher stellt sich die Frage, wie dieses Signal von KL
iibermittelt wird. Eine Hypothese besagt, dass dieses KL-Signal eventuell von
Faktoren wie GDF-9 (Growth differentiation factor 9) oder BMP-15 (Bone
morphogenetic protein 15) tibermittelt wird (Otsuka und Shimasaki, 2002,
Gilchrist et al., 2004).

Es konnte gezeigt werden, dass das Activin-Inhibin-Follistatin-System die
Expression von FSH mafgeblich beeinflusst (Winters et al., 2007). Ein
vergleichbares Peptid-System ist bei der Expression von LH bisher nicht

gefunden worden.

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass die Follikulogenese ein hochkomplexer

Prozess ist, der durch eine Vielzahl von Faktoren beeinflusst wird, die sich gegenseitig in

vielfaltiger Weise beeinflussen. Wenngleich eine Vielzahl von Befunden vorliegt, miissen

viele der bei der Follikulogenese ablaufenden Teilprozesse bei den Haussdugetieren noch

eingehender charakterisiert werden.
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9 Zusammenfassung

Diese Literaturstudie befasst sich mit der Genexpression wahrend der Follikulogenese
bei Haus- und Versuchstieren, insbesondere bei den Tierarten Maus, Ratte, Schaf, Rind und
Schwein. Sie soll darstellen, wie sich verschiedene Wachstumsfaktoren und Hormone auf das
Follikelwachstum auswirken und wie sie sich gegenseitig beeinflussen. In dieser Studie
werden besonders tierartliche Unterschiede hervorgehoben.

Die Follikelentwicklung wird von einer Vielzahl von Hormonen und
Wachstumsfaktoren induziert und beeinflusst. Diese werden teilweise in der Hypophyse
produziert (zum Beispiel FSH, LH; Activin, BMP-6, BMP-7) und wirken endokrin auf die
Follikel oder autokrin auf die Hypophyse selbest. Teilweise werden diese Faktoren auch lokal
produziert und wirken autokrin auf das Kompartiment, in dem sie produziert werden, parakrin
auf ein angrenzendes Kompartiment (zum Beispiel AMH), oder endokrin auf die Hypophyse
(zum Beispiel Activin, Inhibin und FSH) oder den Hypothalamus (Zum Beispiel Ostrogen).

Die beteiligten Faktoren konnen in mehrere Kategorien eingeteilt werden:

¢ Die hypophysidren und hypothalamischen Hormone. Dazu gehdren das
Follikelstimulierende Hormon (FSH), das luteinisierende Hormon (LH) sowie das
Gonadotropin releasing Hormon (GnRH).
e Die Hormone Testosteron, Progesteron und Ostrogen und ihre Metaboliten.
¢ Die an der lokalen Hormon-Produktion beteiligten Enzyme. Dazu gehdren das
Steroid acute regulatory protein (StAR), das Enzym Cytochrom P450 side chain
clevage (P450scc), das Enzym 3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase (33-HSD), das
Enzym Cytochrom 17-a Hydroxylase (P450c17) sowie das Enzym P450 Aromatase
(P450arom).
e Das Activin-Inhibin-Follistatin System, welches sowohl lokal im Ovar als auch
hypophysidre Wirkungen aufweist.
¢ Die lokal gebildeten Wachstumsfaktoren.

o KL und sein Rezeptor c-Kit.

o die HGF-Familie (Hepatocyte growth factor-Familie).

o die FGF-Familie (Fibroblast growth factor-Familie).

o der KGF (Keratinocyte growth factor), der zwar zur FGF-Familie

gehort, aber funktionell dem HGF zuzurechnen ist.

194



o die TGFB-Familie (Transforming growth factor -Familie).

o die EGF-Familie (Epidermal growth factor-Familie).

o die IGF-Familie (Insulin-like growth factor Familie).

o GH (Growth hormone).

o und die VEGF-Familie (Vascular endothelial growth factor-Familie).

Hinsichtlich der verschiedenen Phasen der Follikelentwicklung lassen sich
unterscheiden:

¢ Bildung der primordialen Keimzellen, ihre Wanderung in die Gonaden-Anlagen

sowie die Bildung der Primordialfollikel,

e Initiale Rekrutierung und Gonadotropin-unabhingiges Wachstum zum

Primiérfollikel und zum frithen Sekundarfollikel,

e Zyklische Rekrutierung und Gonadotropin-abhéngiges Wachstum zum

Tertidrfollikel,

e Selektion und Wachstum zum Graaf Follikel, die unter LH-Einfluss erfolgen.

Die tierartlichen Unterschiede der Zyklen (zum Beispiel monoovulatorisch,
polyovulatorisch) wurde besonders eingegangen.
An den verschiedenen Phasen der Follikelentwicklung sind unterschiedliche Faktoren
involviert.
¢ Bis zum Primordialfollikel sind vor allem BMP-2 (Bone morphogenetic protein),
BMP-4 und BMP-8, so wie KL (Kit Ligand) und sein Rezeptor c-Kit beteiligt.
e Der genaue Mechanismus der initialen Follikelrekrutierung ist noch nicht geklért,
aber es diirften unter anderem KL, der c-Kit Rezeptor, als Faktoren der Transforming
growth factor B Familie vor allem die Mitglieder BMP-4 und BMP-7, der basische
Fibroblast growth factor (Nilsson et al., 2002), KGF, sowie Wachstumsfaktoren der
Hepatocyte growth factor Familie involviert sein. Nilsson et al. (2004) kamen zu dem
Ergebnis, dass KL zusammen mit bFGF am Ubergand des Primordialfollikel zum
Primérfollikel beteiligt ist. Weiterhin wirken KL, KGF und HGF bei der Rekrutierung
der Primordialfollikel synergistisch. AMH hingegen hat eine inhibitorische Wirkung
auf die initiale Follikelrekrutierung (Durlinger et al., 1999).
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e Alle diese Faktoren sind an dem Follikelwachstum und an der Proliferation und
Differenzierung der Follikelzellen beteiligt. Weiterhin sind auch Hormone (LH, FSH,
und Steroide) am Follikelwachstum beteiligt.

Besonders hervorzuheben sind GDF-9 und BMP-15. Diese beiden Faktoren stellen von
den Oozyten sezernierte Faktoren da, welche im frithen Follikelwachstum von grof3er
Bedeutung sind und sowohl die Reifung und Entwicklung der Oozyten als auch die
Proliferation der Granulosazellen fordern (Bodensteiner et al., 1999). Allerdings ist bis
heute keine eindeutige Funktion dieser beiden Faktoren bei der initialen Rekrutierung
nachgewiesen. Die Expression von BMP-15 kann erst im Primérfollikel nachgewiesen
werden (Dube et al., 1998).

e An der zyklischen Rekrutierung sowie an der Selektion sind vor allem die Hormone
LH und FSH so wie Ostrogen und Progesteron beteiligt.

e Weiterhin spielen beim Follikelwachstum die steroidogenen Enzyme, die Faktoren
Activin-Inhibin-Follistatin, Mitlglieder der Insulin-like growth factor (IGF)-Familie,
die Faktoren der Epidermal growth factor (EGF)-Familie sowie die Vascular
endothelial growth factor(VEGF)-Familie eine bedeutende Rolle. IGF kann dabei als
ein Verstdrker von FSH in den Granulosazellen und von LH in den TC betrachtet
werden (Giudice, 1992, Adashi et al., 1997, Mazerbourg et al., 2003).

EGF ist wesentlich an der Expansion des Cumulus-Oozyten.Komplexes sowie an der
Oozyten Reifung beteiligt (Prochazka et al., 2000) und diirfte als Mediator der LH-
induzierten Follikelreifung fungieren. VEGF seinerseits ist notig, um bei den
wachsenden Follikeln die Angiogenese zu stimulieren und damit die gesteigerte

Blutversorgung zu gewihrleisten.
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10 Summary

In this study, data from the literature on the gene expression during folliculogenesis in
both domestic and laboratory animals, especially mice, rats, sheep, cows and pigs has been
evaluated. The focus was on hormones and growth factors involved in folliculogenesis.
Furthermore, the differences between these species are highlighted.

The development of follicles in the ovary is induced and controlled by a great number
of hormones, enzymes and growth factors. Some of these are produced in the hypothalamus,
some in the pituitary (for example FSH, LH; Activin, BMP-6, BMP-2), and others in the
follicles. These components act in an endocrine, parakrine or autokrine manner on the
hypothalamus, the pituitary or the follicle.

The factors involved in folliculogenesis can be classified as follows:

e The hypothalamic hormone gonadotropin releasing hormone and the pituitary

hormones (FSH and LH).

e Hormones like testosterone, progesterone, oestrogen and their metabolites.

e Steroidogenic enzymes like steroid acute regulatory protein (StAR), the cytochrome

P450 side chain cleavage enzyme (P450scc), the 33-hydroxysteroid dehydrogenase

(3B-HSD), the cytochrom 17a-hydroxylase (P450c17) and P450 aromatase

(P450arom).

e The Activin-Inhibin-Follistatin- System, which is involved in regulating the function

of the ovary and the pituitary.

e Locally produced growth factors of the ovary.

o KL (kit ligand) and its receptor c-Kit

o Hepatocyte growth factor (HGF) family

o Fibroblast growth factor (FGF) family

o Keratinocyte growth factor (KGF)

o Members of the transforming growth factor f (TGF) family
o Epidermal growth factor (EGF) family

o Members of the insulin like growth factor (IGF) family

o Growth hormone (GH)
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o Finally the vascular endothelial growth factor (VEGF) family

During folliculogenesis, the following classification of follicle growth can be made:

Origin of primordial germ cells, migration and proliferation, generation of the
primordial follicle

Initial recruitment, where a pool of follicle starts to grow, without being
dependent on gonadotropins.

Cyclic recruitment, where an increase of FSH rescues a cohort of follicles from
atresia

Selection and growth of the Graffian follicle

The differences between the different animals have been looked at (monoovulatory vs.

polyovulatory).

During the different steps of the folliculogenesis, a great number of growth factors and

hormones are involved

Up to the primordial follicle, these are BMP-2 (bone morphogenetic protein 2),
BMP-4, BMP-8, KL (Kit Ligand) and its receptor c-Kit.

The exact mechanism of the initial recruitment is not yet understood fully, but
many factors have been shown to be involved: for example KL, c-Kit, bone
morphogenetic protein (BMP)-4 and -7, the basic fibroblast growth factor
(bFGF), KGF, and factors of the HGF family. KL induces together with bFGF
the primordial to primary follicle transition. Moreover KL, KGF and HGF
work in synergy on the initial follicle recruitment. AMH has an inhibitory
effect on primordial follicle growth (Durlinger et al., 1999).

All these factors are involved in growth and differentiation of the follicle.
Additionally the hormones androgen, oestrogen and progesterone and their
building enzymes play an essential role. The differentiation factor 9 (GDF-9)
and the bone morphogenetic protein-15 (BMP15) appear to be especially
important. These two factors are secreted by the oocyte and are essential during
early follicular growth. They induce granulosa cell proliferation and maturation
of the oocyte (Bodensteiner et al., 1999). There is no evidence that these factors
are involved in initial follicle recruitment.

Furthermore factors like the activin-inhibin-follistatin-system, VEGF (vascular
endothelial growth factor), EGF (epidermal growth factor) and members of the
IGF-family (Insulin like growth factor) must be named and play important
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roles during folliculogenesis. IGF is an enhancer of FSH in the granulosa cells
and of LH in the theca cells. EGF is especially involved in the maturation of
oocytes and in the expansion of the cumulus-oocyte-complex. VEGF is

necessary for growing follicles to assure blood supply.
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