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Meinen Eltern

Das Tier hat ein fuhlendes Herz wie du,
das Tier hat Freude und Schmerz wie du,
das Tier hat einen Hang zum Streben wie du,

das Tier hat ein Recht zu leben wie du.
Peter Rosegger (1843-1918)
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Einleitung

1 Einleitung

Dem Eileiter kommt im Reproduktionsgeschehen eine zentrale Rolle zu. Seit langem
ist bekannt, dass die Befruchtung bei der Hlundin, wie auch bei vielen anderen
Spezies, in der Eileiterampulle stattfindet. Um das Zusammentreffen von Eizellen
und Spermien am Ort der Befruchtung zu gewahrleisten, GUbernimmt der Eileiter
wichtige Aufgaben. Hierzu gehdrt in erster Linie die Aufnahme der Oozyten durch
das Infundibulum und deren Weitertransport in Richtung Uterus. Zeitgleich mussen
die Spermien in entgegengesetzter Richtung zu den befruchtungsfahigen Eizellen
gelangen. Durch die Bereitstellung von Sekretionsprodukten ist der Eileiter
wesentlich an der Aufrechterhaltung der Vitalitat und Befruchtungsfahigkeit von
Eizellen und Spermien beteiligt und schafft auRerdem adaquate Bedingungen fur die
frihe Embryonalentwicklung nach der Befruchtung.

Der Sexualzyklus der Hundin weist, im Vergleich zu anderen Tierarten, endokrine
und funktionelle Besonderheiten auf (JOCHLE u. ANDERSEN 1977). Mit
durchschnittlich 7 Monaten besitzt der Hund die langste Zyklusdauer unter den
Hauss&ugetieren (GUNZEL-APEL et al. 1990). Desweiteren werden die Eizellen der
Hundin als unreife Oozyten aus den Ovarfollikeln freigesetzt (HOLST u. PHEMISTER
1971), die erst nach 2-3 Tagen auf ihrem Weg vom kranialen zum kaudalen
Eileiterdrittel die zweite meiotische Reifeteilung abschlieBen und so zu
befruchtungsfahigen Oozyten Il. Ordnung heranreifen (TSUTSUI 1989).
Untersuchungen von DOAK et al. (1967) und ENGLAND et al. (1989) zeigten, dass
Hundespermien bis zu 11 Tage im weiblichen Genitale Uberleben kénnen und eine
Bedeckung frihestens 9 Tage vor bis spatestens 8 Tage nach der Ovulation zur
Befruchtung fuhren kann (ENGLAND et al. 1989). Voraussetzung hierfur ist, dass die
Spermien unter Erhaltung ihrer Vitalitdt und Befruchtungsfahigkeit in den
Reproduktionsorganen der Hindin so lange gespeichert werden, bis die Oozyten zur
Befruchtungsfahigkeit herangereift sind. Wahrend bei Rind, Schwein, Pferd, Schaf
und Ziege die Speicherung von Spermien in erster Linie im kaudalen Eileiteristhmus
nachgewiesen wurde (HUNTER et al. 1980; HUNTER 1981; HUNTER u. WILMUT
1984; HUNTER et al. 1991; LEFEBRE et al. 1995; TOPFER-PETERSEN u.
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WABERSKI 2001; PETRUNKINA et al. 2001; COX et al. 2002; SCOTT et al. 2002),
wird bei der Hundin auch den Uterindrisen und der uterotubalen Verbindung die
Funktion eines Spermienreservoirs zugeordnet (DOAK et al. 1967; RIJSSELAERE et
al. 2004; ENGLAND et al. 2006; KARRE 2008). Doch wurde auch bei dieser Spezies
der kaudale Eileiter als funktionelles Spermienreservoir identifiziert (SIMON 2002;
PETRUNKINA et al. 2003).

Bereits 1973 untersuchten VERHAGE et al. die durch Ostrogen und Progesteron
verursachten histomorphologischen Veranderungen am Eileiterepithel der Hlndin,
wobei sich ihre Studien auf die Eileiterampulle beschrankten. STEINHAUER et al.
(2004) stellten zu definierten Zeitpunkten des caninen Zyklus Veranderungen Uber
die gesamte Lange des Eileiters dar. Zusatzlich wurden mittels K-67-Antigen
proliferierende Zellen immunhistochemisch detektiert. Die Ergebnisse dieser Studie
zeigten, dass Zelldifferenzierung und zyklische Veranderungen am Epithel der UTV

und des Isthmus deutlich seltener auftreten als in anderen Eileiterabschnitten.

Uber das Vorkommen von Apoptose im caninen Eileiter als Zeichen der
Zelldegeneration ist bis heute wenig bekannt. STEINHAUER et al. (2004) fanden in
H.E. gefarbten Praparaten lediglich in der Lutealphase sporadisch vorkommende

apoptotische Zellen.

Ziel der vorliegenden Studie war die Gewinnung detaillierter Erkenntnisse Uber das
Vorkommen von Apoptose im zyklischen Eileiterepithel der Hundin mittels der
TUNEL-Methode und dem Nachweis aktivierter Caspase-3. Hierbei wurde in erster
Linie untersucht, ob und in welchen Zellschichten apoptotische Veranderungen zu
beobachten sind und welchen Einfluss der Ovarzyklus auf das quantitative Auftreten

von Apoptose besitzt.
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2 Literaturibersicht

2.1 Sexualzyklus der Hundin

Die Geschlechtsreife tritt bei der Hiindin im Alter von 6 bis 24 Monaten ein (JOCHLE
1976; CONCANNON 1984; FELDMAN u. NELSON 1996). Aufgrund der im Vergleich
zu anderen Tierarten langen Zyklusdauer von 6 bis 12 Monaten wird die Hundin als
monostrisch bezeichnet (ANDERSEN u. SIMPSON 1973; CONCANNON et al.1989;
JOCHLE u. ANDERSEN 1977). Nach SHILLE et al. (1989) und CONCANNON
(1993) kann die Laufigkeit zu jeder Jahreszeit auftreten, wahrend TEDOR und REIF
(1978) eine erhohte Reproduktionsaktivitat im Herbst und Frahjahr beobachteten.
Das Laufigkeitsintervall ist individuell relativ konstant, kann jedoch sowohl zwischen
als auch innerhalb der verschiedenen Hunderassen erheblich schwanken (PARADIS
1991).

HEAPE (1900) unternahm erstmalig eine Unterteilung des Zyklus in verschiedene
Phasen, deren Terminologie bis heute Bestand hat. Demnach werden die
Zyklusphasen der Hindin in den Proostrus, Ostrus, Metdstrus und den Andstrus
unterteilt, denen nach Aufklarung der ovarialen und endometrialen Prozesse in
entsprechender  Reihenfolge  die Follikelphase, die Ovulation und
Gelbkoérperanbildung, die Lutealphase und Endometriumsreparation sowie die
Sexualruhe zugeordnet wurden. (ANDERSEN u. SIMPSON 1973; JOCHLE u.
ANDERSEN 1977).

Der Prodstrus beginnt mit dem ersten sichtbaren Austreten von dunkelrotem,
blutigem Laufigkeitssekret aus der Vulva und endet mit der ersten Duldung des
Riden, die den Beginn der Paarungsbereitschaft (Ostrus) anzeigt (GUNZEL-APEL
1994). Dieser erste Abschnitt der Laufigkeit weist eine durchschnittliche Dauer von
neun Tagen auf, ist jedoch individuellen Schwankungen von 3 bis 17 Tagen
unterworfen (SHILLE et al. 1974; WILDT et al. 1979; CONCANNON 1984;
FRESHMAN 1991). Die fruhe Follikelphase ist vaginalzytologisch durch

11
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Parabasalzellen, tiefe und hohe Intermediarzellen, Erythrozyten und nur wenige
Superfizialzellen und Schollen gekennzeichnet. Dieses Zellbild verandert sich im
weiteren Verlauf der Follikelreifung, so dass in der fortgeschrittenen bis spaten
Follikelphase Uberwiegend Superfizialzellen und Schollen vorliegen (GUNZEL u.
KOIVISTO 1984; GUNZEL-APEL 1994).

Die durchschnittiche Dauer des sich anschlieRenden Ostrus ( = Phase der
Paarungsbereitschaft) betragt ebenfalls neun Tage mit einer individuellen
Schwankungsbreite von 3 bis 21 Tagen (SHILLE et al. 1974; HOLST u. PHEMISTER
1974, CONCANNON 1984; FRESHMAN 1991). Die Menge des wahrend der
Paarungsbereitschaft hellroten Laufigkeitssekrets nimmt im Vergleich zum Prodstrus
ab (ARBEITER et al. 1991). An den Ovarien setzt zu Beginn des Ostrus die
praovulatorische Luteinisierung der Follikel ein. Im vaginalzytologischen Praparat
werden in  Ovulationsndhe ausschliel3lich Superfizialzellen und Schollen
nachgewiesen. Nach JOCHLE und ANDERSEN (1977) erfolgt die Ovulation bei der
Mehrzahl der Hiindinnen am 2. bis 3. Tag des Ostrus. Der Ovulation folgt noch
wahrend der Laufigkeit die Anbildung der Gelbkoérper. Ca. 7 Tage post ovulationem
beginnt der Metdstrus, welcher aulerlich durch das Abklingen der Deckbereitschaft
(FRESHMAN 1991) und zytologisch an einem charakteristischen ,Zellumschwung®
im vaginalzytologischen Praparat durch das Auftreten von tiefen Epithelzellen
(Intermediarzellen) sowie neutrophilen Granulozyten zu erkennen ist (HOLST u.
PHEMISTER 1974; GUNZEL-APEL u. KOIVISTO 1984).

In dem insgesamt 4,5 Monate dauernden MetdOstrus setzt sich die Lutealphase fort.
Ihr folgt die Phase der Endometriumsreparation.

Die Lutealphase wird entsprechend der endokrinologischen Aktivitat der Gelbkérper
in drei Abschnitte unterteilt: Gelbkorperanbildung, Gelbkorperbliute und
Gelbkoérperregression (ANDERSEN u. SIMPSON 1973; JOCHLE u. ANDERSEN
1977). Die Lutealphase ist bei der graviden Hindin mit der Geburt abgeschlossen,
bei der nicht graviden Hundin endet sie individuell unterschiedlich nach 54 bis 70
Tagen (CONCANNON et al. 1989; HOPPEN 1990).

12
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Der zweite Abschnitt des Metostrus, die Phase der endometrialen Reparation, dauert
etwa 70 bis 80 Tage (ANDERSEN u. SIMPSON 1973; JOCHLE u. ANDERSEN

1977). Erst danach ist das Endometrium wieder histomorphologisch intaki.

Der Ubergang vom Metdstrus in den Anéstrus ist anhand &uBerlicher Anzeichen
nicht zu erkennen. Der Anostrus als Phase der ovarialen und endometrialen ,Ruhe”
stellt bezuglich seiner Dauer von 1 bis 6 Monaten eine aul3erst variable Zyklusphase
dar (CONCANNON 1984). An den Ovarien laufen unterschwellige Follikelan- und
-ruckbildungswellen ab, die schlieRlich mit der Entstehung von groRen Tertiarfollikeln
in den Proostrus munden. Das vaginalzytologische Praparat wird wahrend dieser
Zyklusphase von tiefen Epithelzellen (Basal- und Parabasalzellen) dominiert;
Intermediar- und Superfizialzellen fehlen vollstandig (GUNZEL u. KOIVISTO 1984).

2.2 Endokrinologie des caninen Sexualzyklus

Die Steuerung der Gonadenfunktion erfolgt Uber die Hypothalamus-Hypophysen-
Gonaden-Achse. Das Gonadotropin Releasing Hormon (GnRH) wird pulsatil aus
dem Hypothalamus freigesetzt und gelangt Uber den Blutweg durch die Kapillaren
des portalen Systems an der Eminentia mediana des Hypophysenstils in den
Hypophysenvorderlappen. Dort bewirkt es die Freisetzung der im
Hypophysenvorderlappen gebildeten Gonadotropine FSH (Follikelstimulierendes
Hormon) und LH (Luteinisierungshormon) (HOPPEN 1990; CONCANNON 1993).

Die Gonadotropine fuhren an den Ovarien zur Bildung und Freisetzung der

sogenannten untergeordneten Sexualhormone (ZEROBIN 1987).

Die pulsatile Freisetzung von FSH und LH verursacht bereits im Andstrus
Follikelanbildungswellen und —riickbildungswellen mit schwankenden Ostrogen-
konzentrationen zwischen 8 bis 15 pg/ml im peripheren Blut (CONCANNON 1986;
FELDMAN u. NELSON 1996).

Im spaten Andstrus steigt die Konzentration von FSH allmahlich an und induziert
eine Follikelreifungswelle an den Ovarien. (OLSON et al 1982; CONCANNON 1993).

13
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Durch eine zunehmende Frequenz der pulsatilen LH-Ausschittung erfolgt der
Ubergang vom Andstrus zum Prodstrus (CONCANNON 1993; VERSTEGEN et al.
1999). Die Follikelreifung wird durch eine gesteigerte FSH-Sekretion stimuliert und es
kommt zur Bildung Graafscher Follikel (CONCANNON et al. 1977; KOOISTRA et al.
1999)

Wahrend der Follikelphase nimmt die Konzentration des in den wachsenden Follikeln
sezernierten Ostradiols im peripheren Blut stetig zu. Nach CONCANNON (1984) sind
im frihen Prodstrus Ostradiolwerte von 10 bis 30 pg/ml festzustellen, und erreichen
1 bis 3 Tage vor dem LH-Peak Konzentrationen von 50 bis 100 pg/ml. Ubersteigt der
Plasmadstradiolspiegel einen gewissen Schwellenwert fir mindestens 36 Stunden,
kommt es durch einen positiven Feedback-Mechanismus zu einer massiven
Ausschuttung von Luteinisierungshormon (LH), die in den praovulatorischen LH-
Peak mindet (CONCANNON et al. 1975; HOPPEN 1990; CONCANNON 1986). Bei

der Mehrzahl der Hiindinnen setzt zu diesem Zeitpunkt die Deckbereitschaft ein.

Nach CONCANNON et al. (1977) stellt der LH-Peak das zentrale endokrinologische
Ereignis des Sexualzyklus dar. Er fuhrt zum letzten Wachstumsschub der Follikel und
I6st durch Umwandlung der Ostrogensezernierenden Granulosazellen in
progesteronsezernierende Luteinzellen eine praovulatorische Luteinisierung der
ausgereiften Follikel aus. Durchschnittlich 48 Stunden nach dem LH-Peak findet die
Ovulation statt (CONCANNON et al. 1977; 1989; BAAR 1995).

Aufgrund der praovulatorischen Follikelluteinisierung kommt es bereits vor der
Ovulation zu einem initialen Anstieg der Progesteronkonzentration im peripheren Blut
(CONCANNON et al. 1977; OLSON et al. 1982; GUNZEL-APEL et al. 1990). Zum
Zeitpunkt der Ovulation werden Progesteronwerte zwischen 3 und 8 ng/ml Plasma
gemessen (CONCANNON et al. 1975, 1977, 1989; DIETERICH 1994).

Im Oestrus steigt die Progesteronkonzentration sehr schnell weiter an und erreicht
15 bis 30 Tage nach dem LH-Peak Hochstwerte von 15 bis 90 ng/ml (CONCANNON,
1993). Einhergehend mit der Gelbkorperregression sinkt sie kontinuierlich wieder auf
basale Werte (< 0,5 ng/ml) ab (CONCANNON 1984). Hinsichtlich dieser

Entwicklungen in der Progesteronkonzentration bestehen zwischen graviden und
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nicht graviden Hundinnen keine wesentlichen Unterschiede (CONCANNON et al.
1975; HOPPEN 1990; FRESHMAN 1991; FELDMAN u. NELSON 1996).

2.3 Makroskopische Anatomie des Eileiters

Der Eileiter (Ovidukt, Tuba uterina, Salpinx) ist ein hautig-muskuléser Schlauch, der
von kranial nach kaudal in die Abschnitte Infundibulum, Ampulle und Isthmus
unterteilt wird. Er beginnt mit dem Infundibulm ohne kontinuierliche Verbindung
unmittelbar am Eierstock und mundet an der uterotubalen Verbindung in die
Gebarmutter. Der Eileiter verlauft in seiner gesamten Lange in einer Serosafalte
(Mesosalpinx), die beim Hund einen vergleichsweise hohen Anteil Fettgewebe
aufweist und zusammen mit dem Eierstocksgekrose die Eierstockstasche (Bursa
ovarica) bildet (EVANS 1993).

Das trichterformig erweiterte Infundibulum tragt an seinem Rand unregelmafige
Fimbrien (Fimbriae tubae), die z.T. mit dem Ovar verwachsen sind (Fimbriae
ovaricae). In der Tiefe des Infundibulums liegt die Bauchhdhlenéffnung des Eileiters,
das Ostium abdominale tubae, welches in kaudaler Richtung in die relativ weite
Eileiterampulle (Ampulla tubae uterinae) fuhrt. Das kaudale Drittel des Eileiters, der
engere Isthmus tubae uterinae, mundet unter zahlreichen Windungen schlieRlich mit
dem Ostium uterinum tubae in das Gebarmutterhorn (KOCH u. BERG 1985;
SCHUMMER u. VOLLMERHAUS 1995).
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2.4  Mikroskopische Anatomie des Eileiters

Mikroskopisch sind von innen nach aufden unterschiedliche Eileiterschichten zu
differenzieren, deren Auspragung in den verschiedenen Abschnitten des Eileiters

variiert.

Die innen (lumenwarts) liegende Tunica mucosa besteht aus der Lamina epithelialis
und der Lamina propria und bildet zur OberflachenvergroRerung zahlreiche
Langsfalten (Plicae tubariae), die in Abhangigkeit vom jeweiligen Eileitersegment
unterschiedlich weit in das Eileiterlumen hineinragen. Charakteristisch fur die
Eileiterampulle sind sehr hohe, mit zahlreichen Sekundar- und Tertiarfalten
ausgekleidete  Schleimhautfalten. Uteruswarts nimmt die Hohe und der
Verzweigungsgrad der Schleimhautfalten kontinuierlich ab, bis sie schlieBlich im
Bereich der uterotubalen Verbindung fast vollstandig verstreichen (SMOLLICH 1992;
LIEBICH 2003).

Die Lamina epithelialis besteht aus einem einschichtigen hochprismatischen Epithel,
das sich vorwiegend aus den zilientragenden Zellen (Flimmerzellen) und den
sekretorischen Drusenzellen zusammensetzt (HUNTER 1988; LIEBICH 2003). Beide
Zelltypen sind in hohem MalRe zyklischen Veranderungen unterworfen (LIEBICH
2003).

Als charakteristisches Merkmal besitzen die Flimmerzellen an der apikalen
Zellmembran lange, ins Lumen ragende, bewegliche Kinozilien. Durch rhythmische
Bewegung der Kinozilien unterstitzen die Flimmerzellen aktiv den uteruswarts
gerichteten Flissigkeitsstrom und somit den Transport der Oozyten in Richtung
Uteruslumen (LIEBICH 2003).

Das Vorkommen und der Anteil zilientragender Zellen im Eileiterepithel wird
kontrovers diskutiert und zeigt starke Variationen in Abhangigkeit von der Tierart.
Beim Hund ist dieser Zelltyp vorwiegend in der Eileiterampulle und nur vereinzelt im
Eileiteristhmus zu finden (NILSSON u. REINIUS 1969; MYERS et al. 1984). Dies

entspricht den Beobachtungen am humanen Eileiter, bei dem nach PALTER et al.
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(2001) die Anzahl zilientragender Zellen von der Ampulla in Richtung Isthmus
abnimmt (LYONS et al. 2002). Beim Rind hingegen kommen zilientragende Zellen in
allen Abschnitten des Eileiters zu gleichen Teilen vor (LOMBARD 1950). Je nach
Tierart und der damit verbundenen Lange des Zyklus variieren auch die zyklischen
Veranderungen, denen die Flimmerzellen unterworfen sind. VERHAGE et al. (1990)
und ABE et al. (1993) beschreiben eine zyklische Regeneration der zilientragenden
Zellen bei Tierarten, die wie die Hundin eine lange Lutealphase besitzen. Dagegen
sind beim Menschen und bei Tierarten mit einer kurzen Zyklusdauer nur geringe
Zilienverluste zu beobachten (VERHAGE et al 1979).

Die Hauptaufgabe der Drusenzellen ist die Abgabe von Sekretionsprodukten, die im
Eileiter optimale Bedingungen fur die Spermienmigration, den Transport der
Oozyten, die Befruchtung und die frihe Embryonalentwicklung schaffen (NILSSON
u. REINIUS 1969; HUNTER 1988, 1994; ABE et al. 1995).

Die Morphologie der Drusenzellen variiert tierartspezifisch im Zyklusverlauf. Im
Ostrus ist sowohl die Zellhéhe als auch die sekretorische Leistung am starksten
ausgepragt. Die sekretorischen Zellen besitzen zu diesem Zeitpunkt auffallige, in das
Lumen ragende Zellkuppen, sogenannte Protrusionen, die Sekretgranula enthalten
(LEISER 1990). Durch die Abgabe von Sekretionsmaterial nach der Ovulation
verringert sich die Epithelhdhe (ODOR u. AUGUSTINE 1995). Beim Hund wird ein
vollstandig ablaufender Zyklus einer Differenzierung der Drisenzellen in der
Follikelphase und der Dedifferenzierung in der Lutealphase beschrieben (VERHAGE
et al. 1979; ODOR et al. 1980; VERHAGE et al. 1990).

Neben den zilientragenden Zellen und den sekretorischen Zellen werden im
Eileiterepithel Stiftchenzellen (peg cells; intercalary cells) und Basalzellen
beschrieben.

Bei den Stiftchenzellen handelt es sich um schmale, stdbchenformige Zellen mit
einem pyknotischen Zellkern und dichtem Zytoplasma (LIEBICH 2003), die nach
McDANIEL et al. (1968) keine Kinozilien tragen. Wahrend SCHAFFER (1908) die

Stiftchenzellen als eine eigenstandige Zellform beschrieb, vermutete HORMANN
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(1909), dass es sich um inaktive Drisenzellen im Zustand nach der Sekretabgabe
handele. Nach VERHAGE et al. (1973a) stellt dieser Zelltyp eine Ubergangsform
zwischen sekretorischen und zilientragenden Zellen dar. Heute werden die
Stiftchenzellen als inaktive, kollabierte Epithelzellen angesehen, die im Rahmen
einer Zellerneuerung aus dem Epithel abgestoRen werden (LEISER 1990; HEES
2000).

Bei den Basalzellen handelt es sich um kleine, runde Zellen, die eng mit der
Basalmembran verbunden sind (LIEBICH 2003). Verschiedene Autoren schreiben
den Basalzellen eine Funktion als Reservezellen fur das Eileiterwachstum zu
(PAUERSTEIN u. WOODRUFF 1967; LEISER 1990; LIEBICH 2003). Es liegt jedoch
nahe, dass es sich um eingewanderte Leukozyten, meist Lymphozyten, handelt
(NOVAK u SAMPSON 1928; LOMBARD 1950; ABUGHRIEN et al. 2000).

Die drusenlose Lamina propria bildet die bindegewebige Grundlage der
Schleimhautfalten des Eileiters. Sie besteht aus einem zellreichen, feinfaserigen
Bindegewebe, das sich kontinuierlich in das Bindegewebe der Tunica muscularis
fortsetzt (SMOLLICH 1992; LIEBICH 2003). Bei der Hindin bildet die Lamina propria
tiefe Ausbuchtungen, die nach McCENTEE (1990) vor allem in der Eileiterampulle und

dem Infundibulum zu finden sind.

Die Muskelschicht ist in den verschiedenen Wandabschnitten des Eileiters
unterschiedlich stark ausgepragt. Im Infundibulum und der Ampulla sind die glatten
Muskelschichten auffallend dinn, so dass eine deutliche Schichtung nicht immer zu
erkennen ist (SMOLLICH 1992; LIEBICH 2003). Dagegen nimmt im Eileiteristhmus
die Wandstarke beachtlich zu (HUNTER 1988; SMOLLICH 1992; LIEBICH 2003).
Hier dominiert ein spiraliger Verlauf der Muskelzellen. Diese ausgepragte zirkulare
Muskelschicht geht in das Stratum circulare der Uteruswand Uber (LIEBICH 2003).

Die aullen liegende Tunica serosa besteht aus mesothelialen Anteilen des

Peritonaeums und uberzieht als einschichtiges Plattenepithel den Eileiter. Unterlagert
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von der gefaldreichen, bindegewebigen Tela subserosa ist sie am starksten an der
uterotubalen Verbindung ausgebildet (HEES 2000; LIEBICH 2003).

2.5 Mikroskopische Veranderungen des caninen Eileiters im Zyklusverlauf

Es liegen nur vereinzelte und zT. wenig detaillierte Studien Uuber die
histomorphologischen Veranderungen am Eileiter der Hindin unter dem Einfluss der
ovarialen Sexualsteroide vor.

VERHAGE et al. (1973b) untersuchten die Epithelauskleidung der Eileiterampulle 2
Monate alter, und somit prapubertdren Beaglehindinnen, nach Ostrogengabe
lichtmikroskopisch und elektronenmikroskopisch. Auch SAWYER et al. (1984)
beschrankten sich auf den Bereich der Eileiterampulle von prapubertaren, mit
Ostrogen und Progesteron behandelten Beagles. In einer Studie an der
Eileiterampulle geschlechtsreifer, zyklischer Hundinnen erfolgte die Erhebung des
Zyklusstandes lediglich anhand &uferlicher Merkmale (VERHAGE et al. 1973a).
STEINHAUER et al. (2004) fuhrten erstmals eine Studie der histomorphologischen
Veranderungen des Oberfachenepithels des gesamten caninen Eileiters in

definierten Stadien des Ovar- und Endometriumszyklus durch.

Aufgrund der im Vergleich zu anderen Tierarten langen Zyklusdauer der Hindin von
durchschnittlich 7 Monaten sind die zyklischen Veranderungen am Eileiterepithel
sehr pragnant. Im Andstrus, in dem sich die Ovarsteroide auf basalem Niveau
befinden, besteht der Eileiter aus einem einheitlich angefarbten, kubischen und
undifferenzierten Epithel (VERHAGE et al. 1973a, SAWYER et al. 1984,
STEINHAUER et al. 2004). In dieser Phase treten nur vereinzelt zilientragende
Zellen auf, wahrend sekretorische Zellen vollstandig fehlen (STEINHAUER et al.
2004). Unter dem Einfluss der von den Eierstocksfollikeln vermehrt gebildeten
Ostrogene (Prodstrus) wird das Oberflachenepithel hochprismatisch und starker
differenziert. Basophile sekretorische Zellen mit apikalen Protrusionen grenzen sich

deutlich von den mikroskopisch helleren, zilientragenden Zellen ab. Der Anteil der
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zilientragenden Zellen ist signifikant héher und die Zellhéhe signifikant groRer als im
Anostrus. (STEINHAUER et al. 2004).

Ein deutlicher Abfall der Ostrogen- und ein langsamer Anstieg der
Progesteronkonzentrationen (friiher bis mittlerer Ostrus) fiilhren zur vollstandigen
Differenzierung der zilientragenden und sekretorischen Zellen. In der Eileiterampulle
sind zu diesem Zeitpunkt 56-68 % zilientragende Zellen zu beobachten (VERHAGE
et al. 1973 ab; SAWYER et al. 1984). Aus ihren Untersuchungen an
geschlechtsreifen Hindinnen und an mit Ostrogen behandelten, prapubertaren
Hindinnen schlussfolgerten VERHAGE et al. (1973a,b), dass Ostrogene fiir die
Zelldifferenzierung im Eileiter der Hundin verantwortlich sind. Dagegen scheint
Progesteron durch Uberlagerung des Ostrogeneffekts die Dedifferenzierung der
Eileiterepithelzellen zu induzieren. SAWYER et al. (1984) und STEINHAUER et al.
(2004) bestatigten diese Ergebnisse. So sind wahrend der Lutealphase unter dem
Einfluss von Progesteron im identischen Eileiterquerschnitt gleichzeitig differenzierte
und in Regression befindliche, dedifferenzierte Bereiche zu beobachten (VERHAGE
et al. 1973a; SAWYER et al. 1984; STEINHAUER et al. 2004). Nach VERHAGE et
al. (1973a) sind die sekretorischen Zellen bereits zu einem friheren Zeitpunkt der
Dedifferenzierung unterworfen, wahrend die zilientragende Zellen noch keine
Anzeichen der Regression in Form einer Abnahme des Zellvolumens und der
Zellhdhe aufweisen. STEINHAUER et al. (2004) stellten neben der Dedifferenzierung
auch eine Zilienabstof3ung, Desquamation und das Vorkommen von Zelldetritus im
Oviduktlumen fest. Wahrend der Endometriumsreparation und des gesamten
Anostrus halt der Prozess der Dedifferenzierung an. So sinkt der Anteil der
zilientragenden Zellen wahrend der Endometriumsreparation auf 16 % und in der
Mitte des Andstrus auf 4 % ab (VERHAGE et al. 1973 a).

STEINHAUER et al. (2004) wiesen auf eine deutlich geringere Auspragung der
histomorphologischen Veranderungen im kaudalen Eileiteristhmus und der
uterotubalen Verbindung im Vergleich zu den Ubrigen Oviduktabschnitten hin. Das
Zellbild wird dominiert von Uberwiegend hypertrophen Zellen mit ausgepragten
Nuclei, die selten Anzeichen einer Differenzierung wie Kinozilien oder Sekretion
aufweisen. Auch die Zellhdhe variiert nur geringfugig. Aufgrund der

histomorphologischen  Besonderheiten des kaudalen Eileiters vermuteten
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STEINHAUER et al. (2004), dass diesem Eileitersegment besondere Bedeutung im

Sinne eines funktionellen Spermienreservoirs zukommen kénnte.

2.6 Apoptose und Nekrose als Formen des Zelltodes

Zellen in lebenden Organismen durchlaufen verschiedene biologische Prozesse, zu
denen neben Zellteilung, -wachstum und -differenzierung auch der Zelltod gehort.
Der Begriff Apoptose setzt sich aus den griechischen Worten ,apo“ (von ab, von
weg) und ,ptosis“ (herabfallen, sinken) zusammen und beschreibt, frei Ubersetzt, das
Fallen der Blatter im Herbst. KERR et al. (1972) pragten den Begriff ,Apoptose” und
lieferten erstmals eine morphologische Definition fur eine bestimmte Form des
Zelltodes. Da die einzelnen molekularbiologischen Schritte nach einem stringenten
Muster ablaufen und genetisch determiniert sind, wird der Vorgang der Apoptose

auch als programmierter Zelltod bezeichnet.

Die Apoptose ist fur die Differenzierung und HomoOostase hoher entwickelter
Organismen von zentraler Bedeutung. So flhrt sie bei menschlichen Embryonen zur
Einschmelzung der Schwimmhaute zwischen den Fingern und bei Hihnerembryonen
an den GliedmalRenknospen (HURLE et al. 1995; 1996). Ebenso stellt sie einen
wichtigen Vorgang bei Alterungsprozessen, verschiedenen viralen Infektionen und
Tumorerkrankungen sowie bei der physiologischen Atrophie von Organen dar (KERR
et al. 1972; OLANO et al. 1996)

Man unterscheidet prinzipiell zwei Formen des Zelltodes: die Nekrose als
pathologischer und die Apoptose als physiologischer Zelltod.

Die Nekrose ist ein wenig regulierter Prozess, bei dem akute unphysiologische
Bedingungen oder physikalische Einwirkungen wie Hypoxie, Hyperthermie sowie
virale Infektionen oder Toxine die Zellen =zerstéren. Nekrose lauft ohne
Energieverbrauch ab und fuhrt zu einer starken Inflammation des umliegenden
Gewebes (MAJNO u. JORIS 1995; KROEMER et al. 1998), die als eines der

wichtigsten Unterscheidungsmerkmale zur Apoptose gewertet wird.
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Morphologisch ist die Nekrose gekennzeichnet durch das Anschwellen von Zelle und
Zellkern, mangelnde Integritat von Zellstrukturen und dem Verlust der
Membranintegritat (KERR et al. 1994; KROEMER et al. 1998). Eine Storung der
lonenkanale fuhrt zur Verschiebung des osmotischen Gradienten und in Folge
dessen zu einem Wassereinstrom in die Zelle, wodurch die Zelle anschwillt und
rupturiert (SAMALI et al. 1996).

Die Zerstorung der Zellmembran bewirkt die Freisetzung von intrazellularen
Komponenten in die Umgebung. Dadurch werden Immunzellen angelockt, die
wiederum durch Zytokinproduktion einen entziindlichen Prozess bewirken und damit

zu einer Schadigung des umliegenden Gewebes fihren (KROEMER et al. 1998).

Im Gegensatz zur Nekrose ist die Apoptose ein aktiver, streng regulierter,
energieverbrauchender Prozess, der einzelne Zellen betrifft. Apoptotische Zellen
runden sich zunachst ab und lésen sich aus dem Zellverband (WILCOCK wu.
HICKMAN 1988). Im Folgenden kommt es zu charakteristischen morphologischen
Veranderungen an der betroffenenen Zelle: Zellschrumpfung, Pyknose und
Fragmentierung des Zellkerns sowie Abschnirung von Vesikeln, sog. apoptotischen
Korperchen (KERR et al. 1994). Da die Zellreste der zugrundegehenden Zelle
wahrend des apoptotischen Prozesses in ihren Vesikeln als apoptotische Korperchen
kontinuierlich von einer intakten Zellmembran umgeben sind, kommt es nicht zu
einer Freisetzung von intrazellularen Bestandteilen in das umgebende Gewebe
(WYLLIE et al. 1980, WYLLIE 1981). Die apoptotischen Kérperchen werden durch
Zellen des Immunsystems phagozytiert, so dass eine Entzindungsreaktion
unterbleibt (KERR et al. 1994; VOLL et al. 1997).

Die wichtigsten Unterschiede im Verlauf von Apoptose und Nekrose sind in Tab.1

dargestellt.
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Apoptose

Nekrose

Induziert durch
physiologische Signale

Induziert durch unphysiologische
Verhéltnisse

Tod einzelner Zellen

Tod von Zellgruppen

Keine entziindliche Reaktion

Deutliche entziindliche Reaktion

Phagozytose durch benachbarte Zellen
und Makrophagen

Phagozytose durch Makrophagen

Streng regulierter Prozess

Verlust der Regulation der Homgdostase

Aktiver, energieabhangiger (ATP) Prozess

Passiver, energieunabhangiger Prozess

Geordnete DNA-Fragmentierung

Zufallige Spaltung der DNA

Pralytische DNA-Fragmentierung (vor Zelllysis)

Postlytische DNA-Fragmentierung (nach
Zelllysis)

"blebbing" der Zellmembran ohne Verlust der
Integritat

Verlust der Zellmembranintegritat

Zellschrumpfung

Schwellung der Zelle

Bildung membrangebundener Vesikel =
apoptotische Kdrperchen

Komplette Lyse der Zelle

Zellorganellen bleiben intakt

Desintegration (Schwellung) der
Organellen

Tab.1 Unterschiedliche Prozesse der Apoptose und Nekrose
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2.7 Ablauf der Apoptose

Apoptose ist ein streng regulierter Prozess, der durch bestimmte Proteasen, sog.
Caspasen, vermittelt wird. Durch gegenseitige Aktivierung der Caspasen wird das
proapoptotische Signal verstarkt. In der Folge kommt es durch Spaltung
verschiedener Enzyme und Strukturproteine zu den charakteristischen
morphologischen Zellveranderungen (SARASTE u. PULKKI 2000).

Prinzipiell kann die Apoptose Uber zwei unterschiedliche Wege induziert werden. Der
extrinsische Weg ist rezeptorvermittelt und wird durch extrazellulare Liganden, wie
Tumornekrosefaktor oder FasL ausgelost. Beim intrinsischen Weg rufen bestimmte
intrazellulare Signale spezifische mitochondriale Veranderungen hervor und
aktivieren auf diese Weise die Caspasen. Im Verlauf der Apoptose kommt es zu
einer Uberschneidung der beiden Wege (SARASTE u. PULKKI 2000; CORY u.
ADAMS 2002), die im Folgenden sowie in Abbildung 1 dargestellt werden.

Bei dem rezeptorvermittelten Weg wird die Apoptose durch die Interaktion
bestimmter Liganden mit Rezeptoren an der Zielzelle ausgelost. Diese Rezeptoren
gehoren zur Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) Superfamilie (SMITH et al. 1994;
ASHKENAZI u. DIXIT 1998). Die am intensivsten untersuchten
apoptosevermittelnden Todesrezeptoren sind der TNF-1-Rezeptor und der Fas-
Rezeptor (ASHKENAZI u. DIXIT 1998). Exemplarisch wird hier die Aktivierung des
Fas-Rezeptors durch den Fas-Ligand beschrieben. Die Bindung des Liganden an
den transmembrandsen Rezeptor flihrt zu einer Trimerisierung des Rezeptors mit
nachfolgender Bindung des Fas-associated death domain Proteins (FADD). FADD
verfugt Uber eine sog. Todes-Effektor-Domane (death effector domain, DED), die
wiederum mit der DED der Prodomane von Procaspase-8 interagiert. Der Komplex
aus Fas, FADD und Procaspase-8 wird death-inducing-signaling-complex (DISC)
genannt (CHANG u. YANG 2000). Durch seine trimere Struktur enthalt der DISC
mehrere Procaspase-8 Molekule, die sich aufgrund ihrer raumlichen Nahe

gegenseitig aktivieren. Dadurch entsteht die aktivierte Caspase-8. Diese verlasst den
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Komplex und leitet so das proapoptotische Signal weiter (MUZIO et al. 1996;
ASHKENAZI| u. DIXIT 1998 ). Der DISC fuhrt schlieBlich durch die Aktivierung von
Caspase-8 zur Auslosung der Caspase-Kaskade und zur Auslosung des

apoptotischen Programms in der Zelle.

Beim intrinsischen Weg der Apoptose spielen die Mitochondrien eine zentrale Rolle.
Durch Freisetzung mitochondrialer Molekule, wie z.B. Cytochrom C, kommt es zu
einer indirekten Aktivierung von Caspasen. Im Wesentlichen werden die Integritat der
Mitochondrien und die Freisetzung Apoptose-assoziierter Moleklle durch die Bcl-2-
Familie kontrolliert.

Es gibt pro-apoptotische und anti-apoptotische Proteine der Bcl-2 (B-cell ymphoma)-
Familie. Die proapoptotischen Proteine wie Bax, Bad, Bid und Bim sind vorwiegend
im Zytosol von intakten Zellen lokalisiert. Die antiapoptotischen Bcl-2-Proteine liegen
dagegen als integrale Membranproteine von Mitochondrienmembran, &aulerer
Kernmembran und Endoplasmatischem Retikulum vor (ADAMS u. CORY 1998;
GROSS et al. 1999; STRASSER et al. 2000; CHANG u. YANG 2000). Eines der
wichtigsten proapoptotischen Moleklle der Mitochondrien ist das Cytochrom C
(GREEN u. REED 1998). Cytochrom C ist ein essentieller Bestandteil der
mitochondrialen Atmungskette zur Erzeugung von ATP. In der intakten Zelle ist es im
intermembrandsen Spalt zwischen der inneren und aul3eren Mitochondrienmembran
lokalisiert, wird jedoch in apoptotischen Zellen in das Zytosol abgegeben (LUO et al.
1998; CHANG u. YANG 2000). Die Abgabe des Cytochrom C in das Zytosol wird
ebenfalls von Proteinen der Bcl-2 Familie reguliert (ADAMS u. CORY 1998; GREEN
u. REED 1998). Die proapoptotischen Proteine wie Bax und Bid fordern die
Cytochrom C-Abgabe, wahrend sie durch die antiapoptotischen Bcl-2-Proteine
verhindert wird (KLUCK et al. 1997; JURGENSMEIER et al.1998; LUO et al. 1998).
Der genaue Mechansimus, der zur Freisetzung von Cytochrom C und anderen
Molekulen in das Zytosol fuhrt, ist noch nicht vollstandig geklart (CHANG u. YANG
2000). Eine Hypothese ist, dass proapoptotische Proteine eine Offnung
mitochondrialer Kanale, der sog. Permeability-Transition-Poren (PT-Poren) bewirken,
die wiederum aus Proteinen bestehen und beide Mitochondrienmembranen

durchziehen. Durch die Porendffnung entsteht ein lonenstrom zwischen Zytoplasma
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und der mitochondrialen Matrix, der zum Zusammenbruch des mitochondrialen
Membranpotentials fuhrt. Infolge des osmotischen Wassereinstroms kommt es zum
Anschwellen der mitochondrialen Organellen und schliellich zu einer Ruptur der
aulderen Mitochondrienmembran, wodurch Cytochrom C freigesetzt wird (ZORATTI
u. SZABO 1995; ZAMZAMI et al. 1996; MARZO et al. 1998; KROEMER et al. 1998;
CHANG u. YANG 2000). Nach Freisetzung in das Zytosol bindet Cytochrom C an
das Adaptorprotein des intrinsischen Weges, Apaf-1 (apoptosis protease-activating
factor). Apaf-1 wiederum bindet an Procaspase-9-Moleklle und bildet so einen
funktionellen Komplex, das sog. Apoptosom. Die dadurch geschaffene unmittelbare
raumliche Nahe der Procaspase-9-Molekile flhrt zu deren Spaltung und somit zur
Autoaktivierung (LI et al. 1997; SRINIVASULA et al. 1998; ZOU et al. 1999). Es
entsteht aktivierte Caspase-9, die schlieBlich zur proteolytischen Aktivierung von
Caspase-3 fuhrt (LI et al. 1997).

Neben Cytochrom C existieren in den Mitochondrien weitere apoptose-regulierende
Proteine, wie AIF (Apoptosis-Inducing Factor) und der Caspase-Coaktivator
Smac/DIABLO. In intakten Zellen befindet sich AIF in den Mitochondrien. Wahrend
der Apoptose transloziert es jedoch in den Zellkern und verursacht dort die
Kondensation des Chromatins und eine DNA-Fragmentation (SUSIN et al. 1999).
Smac/DIABLO fordert indirekt die Aktivierung von Caspase-9 und Caspase-3, indem
sie an sog. IAP’s binden. IAP’s (Inhibitor of Apoptosis Proteins) sind Proteine, die
durch Bindung an Caspasen deren enzymatischen Effekt inhibieren. lhre
inhibierende Wirkung wird durch Bindung von Smac/DIABLO an die IAP’s auler
Kraft gesetzt (DEVERAUX et al. 1998; 1999; VERHAGEN et al. 2000; DU et al.
2000).
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Abb.1
Vereinfachte schematische Darstellung des intrinsischen und extrinsischen Weges
der klassischen Apoptose (nach ROY u. NICHOLSON 2000). APAF-1 = Apoptosis

activating protease-1. Cyt ¢ = Cytochrom c. FADD = Fas-associated death domain.

2.8 Caspasen

Die Proteolyse von Zellbestandteilen durch Caspasen ist ein zentrales Ereignis
wahrend der Apoptose. Caspasen sind Proteasen mit zentral gelegenem
Cysteinmolekul, die ihre Substrate aufgrund eines Aspartat-Rests spalten. Wird
Aspartat durch eine andere Aminosaure ersetzt, kann das Substrat nicht gespalten
werden. Aus dieser Besonderheit leitet sich auch die Bezeichnung Caspase ab:
cytosolic-aspartat-specific-cystein-protease (KLICHE et al. 1999).

Sowohl der mitochondriale als auch der Rezeptor-vermittelte Weg der Apoptose
muandet in der Aktivierung von Caspasen. Diese sind letztlich die Exekutoren der
Apoptose und werden in einer sogenannten Caspase-Kaskade sukzessive aktiviert
(KIDD 1998). Bei Saugern einschlieBlich des Menschen sind bisher 14 Caspasen

bekannt, die in drei Gruppen unterteilt werden. Die Initiatorcaspasen (Caspase 2, 8,
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9 und 10), die Effektorcaspasen (Caspase 3, 6 und 7) und die inflammatorischen
Caspasen (Caspase 1, 4, 5, 11, 12, 13 und 14) (NICHOLSON u. THORNBERRY
1997; CHANG u. YANG 2000). Die Caspasen liegen in der Zelle als inaktive
Enzymvorlaufer, sog. Procaspasen, vor. Diese bestehen aus einer N-terminalen
Prodomane sowie einer grof3en (ca. 20 kDa; p20) und einer kleinen (ca. 10 kDa, p10)
Untereinheit, die auch im aktiven Enzym vorliegen. Die Prodomane der
inflammatorischen Caspasen und der Initiatorcaspasen ist mit tber 100 Aminosauren
deutlich langer als die nur 30 Aminosauren beinhaltende Prodomane der
Effektorcaspasen (CHANG u. YANG 2000).

Die Prodomanen der Initiatorcaspasen verfugen uber spezifische Bindungsdomanen,
die fur die Aktivierung der Procaspasen verantwortlich sind. Caspase-8 und
Caspase-10 enthalten Todes-Effektor-Domanen (death effector domain, DED) und
die Caspasen 1, 2, 4, 5 und 9 verfligen uber eine sog. CARD (caspase recruitment
domain) (CHANG u. YANG 2000). Proapoptotische Signale fuhren zur Interaktion
dieser Bereiche mit homologen Domanen von Adaptermolekulen wie FADD oder
APAF-1 (CHANG u. YANG 2000; DENAULT u. SALVESEN 2002) und zur
Entstehung komplexer Strukturen (z.B. DISC, Apoptosom), die letztlich zu einer
Autoaktivierung der Procaspase-Molekule fuhren. Die aktiven Caspasen bestehen
aus einem Heterotetramer aus zwei identischen 10 kDa und zwei identischen 20 kDa
Untereinheiten und besitzen zwei aktive Zentren an den entgegengesetzten Enden

des Moleklls.

Ihre Substrate sind die Effektorcaspasen, die durch proteolytische Spaltung am
Aspartat aktiviert werden (EARNSHAW et al. 1999) und anschlielend das
Zelltodprogramm irreversibel weiterfihren. Durch Proteolyse von Enzymen und
Strukturproteinen sind die Effektorcaspasen fur zahlreiche zellulare Effekte
verantwortlich, die wahrend der Apoptose an der sterbenden Zelle zu beobachten
sind. Die Spaltung und Inaktivierung des Kerngerustproteins Lamin durch die
Capase-6 fuhrt zum Zusammenbruch der Kernmembran, wodurch die Degradierung
weiterer Kernsubstrate und somit die Kernfragmentierung ermaoglicht wird
(OBERHAMMER et al. 1994; RAO et al. 1996; THORNBERRY u. LAZEBNIK 1998).
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Die Caspase-3 spaltet das DNA-Reparaturenzym PARP (Poly-Adenosindiphosphat-
Ribose-Polymerase) und verhindert so die energieverbrauchende Reparatur von
DNA-Strangbrichen (TAKAHASHI et al. 1996; STRASSNER et al. 2000).

Die Caspase-3 ist zudem entscheidend an der Fragmentierung des Zellkerns
beteiligt, indem sie eine cytoplasmatische DNAse (CAD, Caspase activated DNAse)
aus ihrem Komplex mit einem Inhibitorprotein (ICAD) durch Proteolyse des
Inhibitorproteins freisetzt. (TANG u. KIDD 1998). CAD wird anschliefend zur
Spaltung der DNA in den Zellkern importiert (TANG u. KIDD 1998; ENARI et al.
1998). Durch die proteolytische Aktivitat der Effektorcaspasen kommt es aulerdem
zu einer Exposition von Phosphatidylserin und anderen Zelloberflachenmarkern,
wodurch die betroffene Zelle von Makrophagen erkannt und phagozytiert werden
kann (FADOK et al. 1992; FADOK et al. 2001; HENSON et al. 2001).

2.9 Vorkommen von Apoptose im Ovidukt verschiedener Saugetiere

Nicht-apoptotische Veranderungen am Eileiterepithel wie Zellatrophie, Abnahme der
Zellhohe, Verschwinden der sekretorischen Granula bei Drisenzellen und Zelltod
wurden mittels konventioneller histomorphologischer Methoden bereits bei vielen
Haussaugetieren beschrieben (BAREITHER u. VERHAGE 1981; VERHAGE et al.
1990; RODRIGUEZ-MARTINEZ et al. 1990; ABE 1994; STEINHAUER et al. 2004;
STEFFL et al. 2008).

Es gibt jedoch nur eine begrenzte Anzahl von Studien, die sich mit dem Vorkommen
apoptotischer Vorgange am Saugetiereileiter beschaftigen. Viele dieser Erhebungen
erfassen lediglich morphologische Veranderungen der Zellstruktur, wie das Auftreten
von apoptotischen Koérperchen in H.E. gefarbten zytologischen Praparaten.
BAREITHER und VERHAGE (1981) untersuchten lichtmikroskopisch und
elektronenmikroskopisch  histomorphologische = Veranderungen der felinen
Eileiterampulle. Unter dem Einfluss exogener Ostrogene wurde eine deutliche
Hypertrophie des Epithels sowie eine Differenzierung in zilientragende und
sekretorische Zellen beobachtet. Eine Progesteronapplikation resultierte in einer

rapiden Zellatrophie, Dedifferenzierung der Eileiterepithelzellen sowie im Auftreten
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apoptotischer Zellen. Untersuchungen an Eileiterepithelien von Hundinnen
erbrachten entweder keinen Hinweis auf Apoptose (SAWYER et al. 1984) oder den
Nachweis sporadisch vorkommender apoptotischer Zellen, wie sie auch
STEINHAUER et al. (2004) wahrend der fortgeschrittenen Lutealphase unter dem
Einfluss hoher Progesteronkonzentrationen beobachteten.

RODRIGUEZ-MARTINEZ et al. (1990) untersuchten die Ultrastruktur der
uterotubalen Verbindung von Ostrischen, nicht-belegten und inseminierten
Schweinen. Sie fanden apoptotische Epithelzellen in der uterotubalen Verbindung
aller drei Gruppen, die hochste Anzahl in der Gruppe der inseminierten Tiere.

Beim Rind untersuchten BERGQVIST et al. 2005 das Vorkommen des Fas-Liganden
in der Ampulla, dem Isthmus und der uterotubalen Verbindung wahrend des Ostrus
und der Lutealphase. Der Fas-Ligand stellt einen der wichtigsten Induktoren der
ligandenvermittelten Apoptose im Immunsystem dar. Der durch Fas und Fas-Ligand
vermittelte Zelltod reguliert u.a. die Gewebeentwicklung und —homdostase. Der
Transmembran-Rezeptor Fas induziert durch Bindung an den Fas Liganden
Apoptose an der Fas-tragenden Zelle (SUDA u. NAGATA 1994). Der
Apoptosenachweis erfolgte mittels der TUNEL-Methode. Insgesamt wurden weniger
TUNEL-positive Zellen als Fas- oder FasL-positive Zellen identifiziert. Fas-positive
Zellen wurden in allen untersuchten Zyklusstadien gleichmaRig in der gesamten
Lange des Eileiterepithels festgestellt, wahrend FasL-positive Zellen Uberwiegend in
der uterotubalen Verbindung und der Ampulla wahrend des Ostrus dargestellt
werden. Es bestand keine Korrelation zwischen dem Auftreten von Apoptose, Fas
und FasL. Auch zwischen dem Auftreten von Apoptose und dem Zyklusstand wurde
kein Zusammenhang deutlich, wobei eine unprazise Bestimmung der
Progesteronkonzentration zum Zeitpunkt der Probenentnahme bericksichtigt werden
muss. Die Diskrepanz zwischen dem Auftreten von Apoptose und dem Nachweis von
Fas-FasL konnte nach BERGQVIST et al. (2005) darin begrindet sein, dass mit der
TUNEL-Methode spate Stadien der Apoptose detektiert werden, wahrend die
Expression von Fas und FasL in friheren Stadien stattfindet.

Am Eileiterepithel von Pavianen beobachteten VERHAGE et al. (1990) in der
Ampulle und im Isthmus frihe und spate Stadien der Apoptose sowohl in der spaten

Lutealphase als auch bei Tieren, die mit Progesteron behandelt wurden.
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Am humanen Oviduktepithel untersuchten BRITON-JONES et al. 2006 das
Verhaltnis von Bax zu Bcl-2 mRNA-Expression in der Follikelphase, der
periovulatorischen Phase und der Lutealphase. Einer der beiden Hauptwege der
Apoptose ist der mitochondriale Pfad, welcher von pro-apoptotischen und anti-
apoptotischen Genen der Bcl-2 Familie reguliert wird (LAFFON et al. 2001). Bax ist
das proapoptotische und Bcl-2 das antiapoptotische Gen. Ob eine Zelle vor
Apoptose geschutzt ist oder durch Apoptose zugrunde geht, kann durch das
Verhaltnis von Bax und Bcl-2 determiniert werden (WALL et al. 1999). BRITON-
JONES et al. (2006) fihrten ihre Untersuchungen an Organen durch, die zu
definierten Zeitpunkten des Zyklus entnommen wurden. In der Follikelphase und zum
Zeitpunkt der Ovulation wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen der
Expression von Bax und Bcl-2 gefunden. Wahrend der Lutealphase war jedoch eine
signifikant hohere Expression von Bax zu beobachten. Die Expression von Bcl-2
zeigte zu allen drei Untersuchungszeitpunkten keine Differenz. Der signifikante
Anstieg des Bax-Bcl-2-Verhaltnis in der Lutealphase zugunsten des Bax fuhrte zu
der Schlussfolgerung, dass die Eileiterepithelzellen wahrend der Follikelphase und
zum Ovulationszeitpunkt vor Apoptose geschitzt sind, wahrend es in der

Lutealphase zur Aktivierung der Apoptose kommt.

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse aller Studien, die sich mit dem
Vorkommen von Apoptose im Eileiterepithel befassen, auf eine Korrelation zwischen
dem Auftreten von Apoptose und der Progesteronkonzentration im Blutserum hin. In
den Untersuchungen von BERGQVIST et al. (2005) konnte das Vorkommen von
Apoptose nicht eindeutig mit einer erhdhten Progesteronkonzentration in
Zusammenhang gebracht werden, da die Autoren auf Hormonverlaufe, im speziellen

Progesteron, verzichteten.
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2.10 Vorkommen von Apoptose im Uterus verschiedener Saugetiere

Zum Vorkommen von Apoptose im Uterus liegen Studien bei verschiedenen
Tierarten und in unterschiedlichen Zyklusphasen vor. VAN CRUCHTEN et al. (2002)
bestimmten bei 58 Hindinnen den apoptotischen Index im Oberflachenepithel, im
Stroma, in den Uteruskrypten und Uterindrisen in der frlihen und spaten
Follikelphase, der frGhen und spaten Lutealphase sowie im Andstrus durch
Auszahlung positiv-gefarbter Zellen pro 500 Zellen pro Kategorie mit der TUNEL-
Methode und dem Nachweis aktivierter Caspase-3.

Im Oberflachenepithel und im Stroma wurden mit beiden Methoden in allen
untersuchten Zyklusphasen nur wenige apoptotische Zellen nachgewiesen. Bei
Anwendung des Caspase-3-Nachweises wurde jedoch ein signifikanter Anstieg
apoptotischer Zellen im Oberflachenepithel und im Stroma im Andstrus und wahrend
der spaten Lutealphase deutlich. Desweiteren war mit beiden Nachweismethoden
ein Anstieg der Apoptoserate in den Uteruskrypten und den tiefen Uterindrisen in
der spaten Lutealphase und im Andstrus zu verzeichnen. In den Krypten stieg die
Apoptoserate nur in den nach dem Caspase-3-Verfahren praparierten
Gewebeschnitten an, wahrend in den Uterindrisen mit beiden Nachweismethoden
eine signifikante Zunahme der Anzahl apoptotischer Zellen ersichtlich war. Die
Ergebnisse zeigten das Vorkommen von Apoptose in allen untersuchten
Zyklusphasen und Lokalisationen, jedoch das Fehlen einer signifikanten Korrelation
zwischen der Apoptoserate in einer bestimmten Zellgruppe und der
Serumprogesteronkonzentation. Beim Vergleich beider Nachweismethoden erwies

sich der Nachweis der aktivierten Caspase-3 als das sensitivere Verfahren.

Ebenfalls beim Hund wiesen CHU et al. (2006) mit der TUNEL-Methode apoptotische
Zellen wahrend der gesamten Lutealphase, jedoch nicht im Andstrus nach. Wahrend
die Apoptoserate in den basalen Drusenepithelzellen hoch war, wurden deutlich
weniger TUNEL-positive Zellen in den oberflachlichen Drisenepithelzellen und im
Stroma ermittelt. Der hochste Anteil apoptotischer Zellen wurde wahrend der frihen
Lutealphase unter maximalen Serumprogesteronkonzentrationen in den basalen

Drusenepithelzellen des Endometriums detektiert. Eine Degeneration der
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Oberflachenepithelzellen wurde hingegen in erster Linie in der spaten Lutealphase
unter deutlich sinkenden Progesteronkonzentrationen und im Andstrus unter basalen
Progesteronwerten gefunden. Diese Beobachtungen fuhrten zu dem Schluss, dass
die degenerativen Veranderungen der Oberflachenepithelzellen in ursachlichem
Zusammenhang mit fallenden Progesteronwerten in der spaten Lutealphase stehen.
Die Autoren vermuteten, dass bei Hundinnen mit kurzem Zyklusintervall keine
vollstandige Regeneration des Epithels erzielt wird, woraus eine Infertilitat resultieren

kann.

SATO et al. (1997) untersuchten das Vorkommen von Apoptose im Uterusepithel
und -stroma von Ratten im Prodstrus, Ostrus, Metdstrus und Andstrus mit der
TUNEL-Methode. Gleichzeitig werteten sie die mitotische Aktivitat im Uterusepithel
elektronenmikroskopisch aus. Die Zellhohe des luminalen Uterusepithels nahm vom

AnoOstrus zum Proostrus zu und im Metostrus und Anostrus wieder ab.

Die im Metdstrus und Andstrus vorhandene basale Mitoserate im uterinen
Oberflachenepithel nahm im Verlauf des Prodstrus zu, um im Ostrus ein Maximum zu
erreichen. In den Uterindrisenzellen stieg die Mitoserate vom Ostrus tber den

Metostrus und Anostrus bis zum Prodstrus graduell an.

Mit der TUNEL-Methode wurde das Vorkommen apoptotischer Zellen im
Oberflachenepithel, im Drisenepithel und im Stroma des Uterus untersucht. Der
Anteil apoptotischer Zellen im Oberflachenepithel erreichte im Metdstrus ein
Maximum, dagegen war in den Drusenepithelzellen das deutlichste Vorkommen von
Apoptose wahrend des Ostrus zu beobachten. Im Stroma wurde wahrend des
gesamten Zyklusverlaufes eine geringe Anzahl apoptotischer Zellen detektiert, die
sich zwischen den einzelnen Zyklusphasen nicht signifikant unterschied. Die hohe
proliferative Aktivitdt des uterinen Oberflaichenepithels im Prodstrus und Ostrus
fuhrten die Autoren auf die hohen Serumdstrogenkonzentrationen zurtick, wahrend
die steigende Anzahl apoptotischer Zellen im Oberflachenepithel vom Ostrus zum

Metdstrus mit der stetigen Abnahme des Ostrogengehaltes in diesen Zyklusphasen
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assoziiert wurde. Somit ist die Apoptose in den Gewebeschichten des zyklischen

Uterus als physiologisch einzustufen.

Bei normozyklischen Weillbuschelaffen fanden NARKAR et al. (2006) einen
signifikanten Anstieg apoptotischer Zellen im Drusenepithel des Endometriums von
der frihen Follikel- sowie der frihen Lutealphase zur mittleren Lutealphase. Nach
Ovariektomie und Gabe von Ostrogenen und Progesteron konnte gezeigt werden,
dass die alleinige Ostrogenapplikation im Vergleich zu den normozyklischen, intakten
Tieren zwar eine endometriale Proliferation, jedoch einen Abfall der Apoptoserate
bewirkte. Durch alleinige Gabe von Progesteron konnte in den endometrialen Zellen
keine Apoptose induziert werden. Dagegen war bei ovariektomierten Tieren, die
zunachst mit Ostrogen und nachfolgend mit Progesteron behandelt wurden, ein
signifikanter, vergleichbar mit den Verhaltnissen in der mittleren Lutealphase bei den
intakten Tieren, Anstieg der Apoptoserate in den Drusenepithelien des

Endometriums zu beobachten.

2.11 Nachweis von Apoptose in Geweben

2.11.1 TUNEL-Methode

Die TUNEL-Methode eignet sich flr den qualitativen und quantitativen Nachweis der
Apoptose. Sie weist jedoch nicht spezifisch Apoptose nach, da auch beim Zelltod
durch Nekrose positive Reaktionen in der TUNEL-Farbung auftreten konnen
(STADELMANN und LASSMANN 2000).

Schon in frihen Phasen der Apoptose kommt es zu einer Fragmentierung der DNA
durch zelleigene Endonukleasen. Hierbei wird die DNA durch endogene DNAsen an
spezifischen Stellen gespalten. Es entstehen charakteristische DNA-Bruchstlcke mit
3'-OH-Enden (WYLLIE et al. 1980). Eine Moglichkeit des Nachweises dieser
Bruchsticke ist die TUNEL-Methode. TUNEL ist die Abklrzung fur Terminale
Desoxyribosyl-Transferase (TdT) mediated dUTP Nick End Labeling. Diese Methode
basiert auf der spezifischen Bindung des Enzyms TdT an die 3'-OH-Enden der DNA-

Bruchsticke. Durch TdT werden Biotin-markierte Desoxiuridintriphosphate (Biotin-
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dUTP) an die DNA-Bruchstiickenden gekoppelt. Durch die PAP-Methode wird das
Biotin schliel3lich sichtbar gemacht (GAVRIELI et al. 1992). Im Lichtmikroskop
erscheinen die TUNEL positiven Zellen braun.

2.11.2 Caspase

Die immunhistochemische Darstellung basiert auf dem Nachweis von Caspasen, die
an allen bekannten Apoptosewegen beteiligt sind. Die Caspase-3 ist eine der am
haufigsten vorkommenden Caspasen. Alle durch Caspasen vermittelten Wege der
Apoptose miunden in die Aktivierung von Caspase-3 (BLOMGREN et al. 2003).
Mittels eines  spezifischen  Antikorpers von  Kaninchen werden die
zytoplasmastandigen Enzyme markiert und nach der bereits erwahnten PAP-
Methode die Primarantikorper sichtbar gemacht. Die immunpositiven Zellen fir
aktivierte Caspase-3 sind braun gefarbt. Der immunhistochemische Nachweis der
aktivierten Caspase-3 mittels spezifischer Antikorper stellt eine gute
Erganzungsmoglichkeit zur TUNEL-Methode in der Detektion apoptotischer Zellen
dar, da der Nachweis aktivierter Caspase-3 charakteristisch flir apoptotische Zellen
ist. Somit sind falsch positive Zellen durch den Nachweis nekrotischer Zellen

ausgeschlossen.

2.11.3 Histologie

Im Verlauf der Apoptose kommt es unter anderem zur Bildung von
Membranblaschen, in denen das endoplasmatische Retikulum mit der
Zellplasmamembran  verschmilzt. Dadurch wird die Zelle in mehrere
membrangebundene Vesikel unterteilt, die als sog. apoptotische Korperchen
abgeschnirt werden (WYLLIE et al. 1980; KERR et al. 1994). Diese kdnnen
lichtmikroskopisch im H.E. gefarbten Praparat dargestellt werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Untersuchungsmaterial

Insgesamt stand Organmaterial von 41 Hundinnen zur Verfiugung, die sich zum
Zeitpunkt der Ovariohysterektomie in unterschiedlichen Phasen des Zyklus
befanden. Mittels zweier unterschiedlicher Nachweisverfahren (TUNEL, Nachweis
aktivierter Caspase-3) sowie der Routinediagnostik (H.E.-Farbung) wurden der
Eileiteristhmus und die uterotubale Verbindung auf das Vorkommen von Apoptose

untersucht.

Das Organmaterial wurde im Rahmen von drei vorangegangenen Studien
gewonnen. Dabei handelte es sich um die Eileiter von 20 Hlndinnen aus der Studie
Jmmunhistochemische Untersuchung der Ostrogen- und Progesteronrezeptoren im
Urogenitaltrakt der Hundin“ (PAULSMEIER 1998), 9 Hindinnen aus der Studie
,2Histomorphologische und immunhistochemische (K-67) Untersuchungen am
Oberflachenepithel des Ovidukts im Zyklusverlauf der Hindin“ (STEINHAUER 2002;
Tierversuchsvorhaben 42502-99/180) und 12 Hundinnen aus der Studie
~opermienverteilung und  -vitalitdt im  Genitale der HUndin  zum
Befruchtungszeitraum® (KARRE 2008; Tierversuchsvorhaben 42502/05-10.05).

Diese insgesamt 12 Hundinnen wurden am Tag der Ovulation mit jeweils einer

Besamungsdosis von 1 Milliarde vorwartsbeweglicher Spermien mittels eines Osiris-

Katheters (IMV Technologies, L’Aigle, Frankreich) kinstlich besamt.
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Damit stand Organmaterial aus folgenden Zyklusphasen zur Verfliigung:

Andstrus 6 HUndinnen
Frihe Follikelphase 6 Hindinnen
Spate Follikelphase 5 Hindinnen

2 Tage post ovulationem 6 Hundinnen
4 Tage post ovulationem 6 Hundinnen
Gelbkdrperblite 6 HlUndinnen

Endometriumreparation 6 Hindinnen

3.3.  Zyklusdiagnostik

Bei den 41 Hlndinnen wurde zu Beginn der jeweiligen vorausgegangenen Studie (s.
3.1) eine eingehende allgemeine und gynakologische Untersuchung (Vaginoskopie,
Vaginalzytologie, mikrobiologische Untersuchung eines Vaginaltupfers, Sonographie
von Ovarien und Uterus, Untersuchung von Progesteron im peripheren Blut)
durchgefuhrt. Diese Eingangsuntersuchung diente der Ermittlung des Zyklusstandes

und dem Ausschluss hormoneller und anderer Erkrankungen.

Im weiteren Verlauf wurden die Hundinnen bis zur Laufigkeit alle 3 Wochen und
wahrend der Laufigkeit im Abstand von 1-2 Tage gynakologisch untersucht. Diese
Verlaufskontrollen dienten der Bestimmung definierter Zeitpunkte im Zyklusverlauf,
um die  Ovariohysterektomie  gezielt  durchfiuhren zu  konnen. Die
Progesteronbestimmung im peripheren Blutserum erfolgte im Endokrinologischen
Labor der Stiftung Tierarztliche Hochschule Hannover mittels eines kompetitiven
Immunoassays (Immulite®, Siemens Diagnostics, Bad Nauheim). Zur visuellen
Darstellung des Follikelwachstums und zur exakten Bestimmung des
Ovulationszeitpunktes (HAYER et al. 1991; GUNZEL-APEL u. DIETERICH 2001)

wurden die vaginoskopischen und vaginalzytologischen Befunde durch
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ultrasonographische Untersuchungen der Ovarien erganzt, die in dem ca. viertagigen

praovulatorischen Zeitraum bis zur Ovulation alle 12 Stunden durchgefiihrt wurden.

3.4 Organgewinnung, Praparation und Fixierung

Die Ovariohysterektomie erfolgte in allen Studien unter Allgemeinanasthesie
entsprechend den Ublichen Operationsverfahren. Unmittelbar nach der
Organentnahme wurden die Eileiter in der Bursa ovarica aufgesucht, freiprapariert
und mittels einer 22G Vasofix-Brauntle (B.Braun Melsungen AG, Melsungen) und
aufgesetzter Spritze mit 4%igem neutral gepuffertem Formol nach LILLIE (1951)
gespult und anschlieBend in Probenbehaltnisse mit gleichem Fixationsmittel

verbracht.

Beide Ovidukte wurden vermessen und beginnend an der uterotubalen Verbindung
bis zum Infundibulum mit Mikrotomklingen in identisch lange Segmente geteilt. Nach
48-stundiger Formolfixierung wurden die so gewonnenen Organabschnitte
entwassert und mit Hilfe eines Gewebeeinbettungsautomaten (Hypercenter Il, Fa.

Shandon, Frankfurt) in Paraplast Plus (Fa. Shandon, Frankfurt) eingebettet.

3.5 Anfertigung der Gewebeschnitte

Mit Hilfe eines Rotationsmikrotoms Leica Reichert-Jung 2030 BIOCUT (Rankin
Biomedical Corporation, Holly, USA) wurden von jedem Organblock jeweils 6
Paraffinschnitte mit einer Dicke von 3 pm angefertigt. Die Schnitte wurden in einem
41 Grad warmen Wasserbad mit destilliertem Wasser gestreckt und fur die
immunohistochemischen Untersuchungen auf 2,5 x 7,5 cm grof3en Superfrost®Plus
Objekttragern (Menzel, Braunschweig) falten- und luftblasenfrei aufgezogen. Fir die
Routineuntersuchung (Hamalaun-Eosin-Farbung) wurden die Schnitte auf mit
Chromalaun-Gelatine  beschichtete  Objekttrager (Engelbrecht, Egerminde)
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aufgezogen. Nach zehnmindtiger Lufttrocknung bei Raumtemperatur wurden die
Objekttrager fur weitere 60 Minuten im Warmeschrank 5042 (Hereaus, Hanau) bei
60°C getrocknet.

3.6. TUNEL-Methode

Der Nachweis TUNEL-positiver Zellen erfolgte mittels ApopTag®Plus (Firma
Chemicon® International, Ltd., Hampshire, United Kingdom). Die TUNEL-Methode
(terminale desoxytransferase-mediated dUTP nick-end-labeling) wurde eingesetzt,
um die Fragmentierung von DNA nachzuweisen. Dadurch konnten Zellen identifiziert

werden, die apoptotischen Vorgangen unterlagen.

Protokoll der TUNEL-Methode

1. Aufziehen der Paraffinschnitte auf Superfrost® plus Objekttrager,

anschlieRend Trocknen im Warmeschrank bei 57°C mindestens 30 Min.

2. Entparaffinierung der Schnitte in einer absteigenden Alkoholreihe:
Roti-Clear® (2 x 5 Min.)
Isopropanol: 5 Min
Ethanol 96%: 5 Min.
Ethanol 70%: 5 Min.
Ethanol 50%: 5 Min.

3. Spulen der Schnitte in PBS (siehe Anhang) fur 5 Min. unter standigem

Ruhren
4. Abtrocknen der Objekttrager und Umranden des Praparates mit einem

Fettstift. Andauen der Schnitte mit Proteinase K-Lésung (20 pg/ml) fir 10

Min. in einer feuchten Kammer
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10.

11.

12.

13.

Viermaliges Spulen der Schnitte in destilliertem Wasser fur jeweils 2 Min.

unter standigem Ruhren

Hemmung der endogenen Peroxidase mittels 56 ml PBS + 4 ml frisch
zugesetztem 30 % HyO, fur 5 Minuten bei Raumtemperatur unter

langsamem Ruhren

Zweimaliges Spulen der Schnitte in PBS (siehe Anhang) fir je 5 Min. unter

standigem Ruhren

Auftragen von 75 pl Equilibrationspuffer pro Schnitt fur 10 Minuten bei

Raumtemperatur in einer feuchten Kammer

Dekantieren des Uberschusses an Equilibrationspuffers und vorsichtiges
Abtrocknen des Objekttragers. Auftragen von 54 pl working strength TdT
solution pro Schnitt und mit Deckglaschen abdecken. Inkubation bei 37°C
fur 60 Min.

Entfernen der Deckglaschen und verbringen der Schnitte fir 30 Min. in

vorgewarmten stop/wash-Puffer bei 37°C unter standiger Bewegung

Dreimaliges Spulen der Schnitte in PBS (siehe Anhang) fur je 5 Min. unter

standigem Ruhren
Abtrocknen der Objekttrager und Auftragen von 55 pl Anti-Digoxigenin-
Peroxidase pro Schnitt. Abdeckung mit Deckglaschen und Inkubation fur

30 Min. bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer

Viermaliges Spulen der Schnitte in PBS fir je 2 Min. unter stadndigem

Rihren
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14. Inkubation der Schnitte mit in 200 ml PBS aufgeléstem 0,1 g 3,3'-
Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid (DAB, siehe Anhang) unter Zusatz von
200 pl 30% H20, fur 5 Min. unter langsamem Ruhren bei Raumtemperatur

15. Dreimaliges Spulen der Schnitte PBS fir je 5 Min.; danach kurzes
Eintauchen in Aqua dest.

16. Gegenfarbung der Schnitte in Hamalaun nach Mayer (siehe Anhang) fur
15 Sek.

17.  Blauen der Schnitte unter flieBendem Leitungswasser fur 5 Min.

18.  Dehydrieren der Schnitte in aufsteigender Alkoholreihe:
Ethanol: 50%: 3 Min.
Ethanol: 70%: 3 Min.
Ethanol: 96%: 3 Min.
Isopropanol: 5 Min
Essigsaure-butylester (EBE): 2 x 5 Min.

19. Maschinelles Eindecken der Schnitte mit Hilfe eines Eindeckautomaten
(Promounter RCM 2000, Medite Medizintechnik, Burgdorf)

Kontrollen

Als Positivkontrollen wurden Schnitte von Mammagewebe einer Ratte eingesetzt.

Folgeschnitte der zu untersuchenden Gewebeschnitte wurden mit PBS anstelle der

working strength Tdt solution inkubiert (Negativkontrolle).
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3.7. Caspase-3-Nachweis

Zum Nachweis aktivierter Caspase-3 fand die ABC-Methode (siehe Anhang) fur
formalinfixierte Paraffinmaterialien Anwendung. Dazu wurde ein Gewebeschnitt mit
einem unkonjugierten Kaninchen-Primarantikorper beschichtet, welcher spezifisch an
aktivierte Caspase-3 bindet. AnschlieRend wurde der Biotin gekoppelte
Sekundarantikorper gegen Kaninchen-Immunglobulin aufgetragen. In einem dritten
Inkubationsschritt wurden die Praparate mit Peroxidase-konjugiertem Streptavidin
beschichtet, welches sich an die biotinylierten Sekundarantikérper anlagert. Das
Enzym Peroxidase ist ein Katalysator, der die Umwandlung des zugegebenen
Chromogens DAB (siehe Anhang) in ein braunes Farbprodukt beschleunigt. Dieses
Farbmolekll prazipitiert an der Reaktionsstelle und markiert somit das gesuchte
Antigen. Immunpositive Zellen flir Caspase-3 erscheinen im mikroskopischen Bild

braun.

Primarer Antikdrper

Als primarer Antikorper wurde ein polyklonaler vom Kaninchen stammender
Antikérper verwendet, der gegen die p17 Untereinheit der aktivierten Caspase-3 des
Menschen gerichtet ist und mit der aktivierten Caspase-3 von Mausen kreuzreagiert
(R&D Systems, Minneapolis, MN, USA).

Sekundéarer Antikorper

Bei dem in dieser Arbeit eingesetzten Sekundarantikorper handelt es sich um einen
biotinylierten Ziegenantikdrper, der gegen Kaninchen-IgG (Vector, Burlingame, CA,
USA) gerichtet ist.

Blockserum
Zum Blockieren unspezifischer Bindungsstellen im Gewebe wurde standardmaRig
Ziegenormalserum eingesetzt. Das Serum wurde von gesunden Tieren der Klinik fir

kleine Klauentiere der Stiftung Tierarztliche Hochschule Hannover gewonnen.
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Protokoll des Nachweises von aktivierter Caspase-3

1. Aufziehen der Paraffinschnitte auf Superfrost® plus Objekttrager, anschlieRend

Trocknen im Warmeschrank bei 57°C fir mindestens 30 Min.

2. Entparaffinieren und Rehydrieren der Gewebeschnitte:

Roticlear® 1(Roth, Karlsruhe): 5 Min.

Roticlear® 2: 5 Min.

Roticlear® 3: 5 Min.

Isopropanol: 5 Min.

Ethanol 96%: 2,5 Min.

Ethanol 70%: 2,5 Min.

Ethanol 50%: 2,5 Min.

3. 3 x 5 Min. Spulen in PBS-Puffer (s. Anhang) unter standigem Ruhren auf

einem Magnetrihrer (IKA-Werke, Staufen)

4. Hemmung der endogenen Peroxidase fur 30 Min. in Methanol mit 0,5%igem
H20,

5. 3 x 5 Min. Spulen in PBS-Puffer unter standigem RUhren auf einem
Magnetruhrer

6. Demaskierung der Antigene 20 Min. in Citratpuffer (Quartett, Berlin, s.
Anhang) in der Mikrowelle (Bauknecht, Schondorf)

7. 3 x 5 Min. Spulen in PBS-Puffer unter standigem RuUhren auf einem

Magnetrahrer
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Verbringen der Schnitte in Shandon-Coverplates™  (Thermo Electron,
Dreieich) und Uberfiihren in Shandon Sequenza®-Slide Racks (Thermo

Electron, Dreieich)

Uberschichten mit 1:5 verdiinntem, inaktivierten Ziegenormalserum in PBS;

Inkubation 20 Min. bei Raumtemperatur

Uberschichten mit 1:200 verdinntem anti Caspase-3 Antiserum (R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA) in PBS mit 1% bovinem Serumalbumin
(BSA, Serva, Heidelberg); Inkubation tber Nacht bei 4°C im Kuhlschrank

3 x 5 Min. Spulen der Schnitte in PBS

Uberschichten mit 1:200 verdiinntem, biotinyliertem Ziege anti Kaninchen
Antikorper (GAR-b Goat-anti-Rabbit) (Vector, Burlingame, CA, USA) in PBS
(am Vortag angesetzt); Inkubation 30 Min. bei Raumtemperatur

3 x 5 Min. Spulen der Schnitte in PBS-Puffer

Uberschichten mit ABC-Reagenz (Vector PK 6100, Burlingame, CA, USA, s.

Anhang); Inkubation 30 Min. bei Raumtemperatur

3 x 5 Min. Spulen der Schnitte in PBS-Puffer

Uberfiihren der Objekttrager aus den Coverplates zuriick in Kiivetten
Enzymhistochemische Reaktion:

Inkubation der Schnitte mit in 200 ml PBS aufgeléostem 0,1 g 3,3'-
Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid (DAB) unter Zusatz von 200 pl 30% H2O-

fur 5 Min. bei Raumtemperatur unter standigem Ruhren auf einem Magnetfeld

5 Min. Spulen in PBS-Puffer unter standigem Ruhren auf einem Magnetruhrer
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19. 10 Min. Spulen unter flieRendem Leitungswasser

20. Gegenfarbung 20 Sek. in Hamalaun nach Mayer (Roth, Karlsruhe)

21. 15 Min. Blauen der Gewebeschnitte in flieliendem Leitungswasser

22.  Dehydrieren der Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe:
Ethanol 50%: 2,5 Min.
Ethanol 70%: 2,5 Min.
Ethanol 96%: 2,5 Min.
Isopropanol: 5 Min.

Essigsaure-butylester (EBE): 2 x 5 Minuten

23. Maschinelles Eindecken der Schnitte mit Hilfe eines Eindeckautomaten
(Promounter RCM 2000, Medite Medizintechnik, Burgdorf)

Kontrollen der Spezifitat der Antikorper

Die Spezifitdt der immunhistologischen Reaktionen wurde anhand folgender
Kontrollen Gberpriift:

Als Positivkontrolle wurden Schnitte vom Milzgewebe eines Hundes eingesetzt.
Folgeschnitte der zu untersuchenden Gewebeschnitte wurden als Negativkontrolle
mit 1:3000 in PBS mit 1% BSA verdinntem Kaninchenserum anstelle des

Primarantikérpers (Kaninchen anti Caspase-3) inkubiert.
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3.8 Hamalaun-Eosin (H.E.) Farbung

Die H.E. Farbung der vorbereiteten Paraffinschnitte erfolgte automatisiert in einem
Farbecenter Leica ST 4040 (Leica Microsystems Nussloch GmbH, Nussloch) nach
einem standardisierten Laborprotokoll (s. Anhang).

Anschlie®end wurden die Objektrager maschinell mit Hilfe eines Eindeckautomaten
(Promounter RCM 2000, Medite Medizintechnik, Burgdorf) mit Deckglasern

versehen.

3.9. Auswertung

Die Auswertung der Praparate von Eileiteristhmus und uterotubaler Verbindung
erfolgte mit einem Binokular-Lichtmikroskop (MBL 2000, Kriss, Hamburg) in 16er
und 40er VergroRerung. Eine maanderformige Durchmusterung der Praparate in 16-
facher VergroRerung zu Beginn der Auswertung diente dazu, einen Uberblick tber
die Qualitat der jeweiligen Schnitte zu bekommen. Dabei wurde insbesondere auf
das komplette Vorliegen des Organs, eine intakte Schleimhaut und Muskulatur sowie
das faltenfreie Aufziehen des Gewebeschnittes auf den Objekttrager ohne Faltelung
von Schleimhaut und Muskulatur geachtet. Zur Auswertung wurden nur histologische
und immunhistochemische Praparate herangezogen die zu mindestens 75% intaktes

Gewebe aufwiesen.

Anschlie®end wurden die H.E. Praparate in 40facher VergroRerung eingehend auf
das Vorliegen apoptotischer Zellveranderungen (apoptotische Korperchen)
untersucht. Hierzu wurden pro Praparat jeweils zwei Lokalisation (Lamina epithelialis,
Lamina propria) untersucht und in jeder Lokalisation jeweils 500 Zellen ausgezahlt
und begutachtet. Die Caspase- und TUNEL- Praparate wurden auf das Vorkommen
positiver Zellen untersucht. Hierzu wurden pro Schnitt (jeweils UTV und
Eileiteristhmus) und Lokalisation (Lamina epithelialis, Lamina propria) ebenfalls 500

Zellen in 40facher Vergrofierung ausgewertet.
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Bei allen drei angewandten Methoden (H.E., Caspase und TUNEL) wurde somit die
Anzahl apoptotischer Zellen in 500 untersuchten Zellen pro Organabschnitt und
Lokalisation bestimmt. Um bei jedem Praparat einen ausreichenden
Gesamtuberblick Uber das Vorkommen apoptotischer Zellen zu gewinnen, wurde
jeder Schnitt in vier Bereiche (oben, unten, links, rechts) unterteilt und in jedem

Bereich 125 Zellen ausgewertet.

3.10 Statistische Analyse

Die statistische Aufarbeitung der bei der Untersuchung der Gruppen erhobenen
Daten erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Institut fir Biometrie, Epidemiologie und
Informationsverarbeitung der Stiftung Tierarztliche Hochschule Hannover. Die
Auswertung der Daten erfolgte unter Verwendung des Programms SAS (Statistical
Analysis System, Version 9.1, SAS Institute Inc., 2002-2003). Die graphische
Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit dem Programm Microsoft Excel. Soweit nicht
anders angegeben, wurden die Daten durch den Mittelwert (MW), die
Standardabweichung (SD), Minimum und Maximum beschrieben (PROC MEANS).
Sowohl unabhangig von der Zyklusphase als auch innerhalb der einzelnen
Zyklusphasen wurden zum Vergleich des Anteils apoptotischer Zellen zwischen der
L. epithelialis und der L. propria ein Student's t-test fur verbundene Stichproben
(PROC MEANS) herangezogen. Die Auswertung erfolgte differenziert nach
Organlokalisation und verwendetem Nachweisverfahren. Fur die Ermittlung eines
Unterschiedes in der Anzahl apoptotischer Zellen zwischen den einzelnen
Zyklusphasen wurde zunachst eine 1-faktorielle Varianzanalyse mit der Prozedur
GLM durchgefiihrt. Zum Vergleich des Auftretens apoptotischer Zellen zwischen den
einzelnen Zyklusphasen wurde ein t-test fur unverbundene Stichproben (PROC
GLM) verwendet. Ergebnisse in den einzelnen Verfahren wurden bei einer

Irrtumswahrscheinlichkeit (p) von < 0,05 als signifikant erachtet.
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4 Ergebnisse

Zum Apoptose-Nachweis wurden die TUNEL-Methode (Nachweis von DNA-
Fragmenten) und der Nachweis aktivierter Caspase-3 angewendet. Zusatzlich
wurden Hamalaun Eosin (H.E.) gefarbte Praparate auf das Vorkommen

apoptotischer Korperchen hin ausgewertet.

4.1. Nachweis apoptotischer Zellen in der Lamina epithelialis und der Lamina

propria der uterotubalen Verbindung

Unabhangig vom Zyklusstand wurden in der Lamina epithelialis der uterotubalen
Verbindung (UTV) im Mittel Uber alle Zyklusphasen mit jeder der drei
angewendeten Methoden signifikant mehr apoptotische Zellen (aZ) gefunden als in
der Lamina propria (p<0,05) (Abbildung 2).
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Abb.2 Anzahl (X +SD) apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweismethoden in der
L. epithelialis und der L. propria der uterotubalen Verbindung im Mittel (+ SD) dber alle
Zyklusphasen. Unterschiedliche Buchstaben kennzeichen signifikante Unterschiede zwischen den
Gewebeschichten (p < 0,05).

Der Mittelwert (MW) TUNEL-positiver Zellen betrug in der L. epithelialis 5,2 pro 500
ausgezahlte Zellen, in der L. propria 2,7 pro 500 ausgezahlte Zellen (Tabelle 2
Anhang).

Die mittlere Anzahl Caspase-positiver Zellen in der L. epithelialis betrug 4,7 pro 500

Zellen, in der L. propria 2,3 pro 500 ausgezahlte Zellen (Tabelle 2 Anhang).

Auch in den H.E. gefarbten Praparaten wurden mehr apoptotische Zellen in der
L. epithelialis gefunden als in der L. propria (p<0,05). Der Mittelwert der Zellen mit
apoptotischen Korperchen betrug in der L. epithelialis 2,7, in der L. propria 1,7 Zellen
pro 500 gezahlte Zellen (p<0,05) (Tabelle 2 Anhang).
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FUr die verschiedenen Zyklusphasen ergab sich beim Vergleich der Anzahl
apoptotischer Zellen in der L. epithelialis und der L. propria der UTV ein

unterschiedliches Bild.

2 Tage post ov. wurden mit dem Nachweis aktivierter Caspase-3 signifikant (p<0,05)
mehr apoptotische Zellen in der L. epithelialis (MW=2,5) der uterotubalen Verbindung
gefunden als in der L. propria (MW=0,7) (p < 0,05) (Abbildung 3).
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Abb.3 Anzahl (X £SD) apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweismethoden in der
Lamina epithelialis und der Lamina propria der uterotubalen Verbindung 2 Tage post ov.
Unterschiedliche Buchstaben kennzeichen signifikante Unterschiede zwischen den Gewebeschichten
(p <0,05).

Die TUNEL-Methode und der Nachweis apoptotischer Kérperchen im H.E. gefarbten
Praparat erbrachten dagegen keine Unterschiede zwischen den beiden Zellschichten
(Abbildung 3).
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4 Tage post ov. wurden in der L. epithelialis der uterotubalen Verbindung mit allen
drei Nachweismethoden signifikant mehr apoptotische Zellen gefunden als in der
Lamina propria (p<0,05) (Abbildung 4).
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Abb.4 Anzahl (X £SD) apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweismethoden in der
L.epithelialis und der L.propria der uterotubalen Verbindung 4 Tage post ov.

Unterschiedliche Buchstaben kennzeichen signifikante Unterschiede zwischen den Gewebeschichten
(p <0,05).

Mit der TUNEL-Methode wurden in der L.epithelialis im Mittel 4,8, in der L. propria

dagegen nur 1,7 positive Zellen pro 500 ausgezahlte Zellen nachgewiesen.

Die mittlere Anzahl Caspase-positiver Zellen betrug in der L. epithelialis 8,2 pro 500
ausgezahlte Zellen. Mit einem Mittelwert von 2,3 war die Anzahl Caspase-positiver

Zellen in der L. propria dagegen deutlich geringer.

Zellen mit apoptotischen Koérperchen im H.E. gefarbten Praparat kamen in der
L. epithelialis mit durchschnittlich 2,7 pro 500 Zellen im Mittel deutlich mehr vor als in
der L. propria (MW=0,8) (s. Tabelle 12 Anhang).

Auch in der Gelbkorperphase wurden mit der TUNEL-Methode signifikant mehr
apoptotische Zellen in der L. epithelialis (MW=13,3) als in der L. propria (MW=3,8)
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nachgewiesen. Dasselbe ergab sich flir den Nachweis aktivierter Caspase-3 mit
durchschnittlich 11,2 positiven Zellen pro 500 ausgezahlte Zellen in der L. epithelialis
und 3,3 in der L. propria (s. Tabelle 14 Anhang). Die Quantifizierung der
apoptotischen Korperchen im H.E. gefarbten Praparat erbrachte keinen Unterschied
zwischen den beiden Zellschichten (p>0,05) (Abbildung 5).
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Abb.5 Anzahl (X +SD) apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweismethoden in der
L.epithelialis und der L.propria der uterotubalen Verbindung in der Gelbkdrperphase.
Unterschiedliche Buchstaben kennzeichen signifikante Unterschiede zwischen den Gewebeschichten
(p <0,05).

Im Andstrus, der frihen und spaten Follikelphase wund in der
Endometriumsreparation war bei Anwendung aller drei Nachweismethoden kein
Unterschied (p>0,05) in der Anzahl apoptotischer Zellen zwischen der L. epithelialis
und der L. propria ersichtlich (Tab.4,6,8,10,16; Abb.14,16,19,21 Anhang).
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4.2. Nachweis apoptotischer Zellen in der Lamina epithelialis und der Lamina
propria des Eileiteristhmus

Unabhangig vom Zyklusstand wurden auch im Eileiteristhmus uber alle
Zyklusphasen in der L. epithelialis mit jeder der drei angewendeten
Nachweismethoden (TUNEL, Caspase-3, H.E.) signifikant mehr apoptotische Zellen
gefunden als in der L. propria (p<0,05) (Abbildung 6).
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Abb.6 Anzahl (X +SD) apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweismethoden in der
L.epithelialis und der L.propria des Eileiteristhmus im Mittel Gber alle Zyklusphasen.

Unterschiedliche Buchstaben kennzeichen signifikante Unterschiede zwischen den Gewebeschichten
(p <0,05).

Bei Anwendung der TUNEL-Methode wurden in der L. epithelialis im Mittel 3,3
apoptotische Zellen pro 500 ausgezahlte Zellen nachgewiesen. In der L. propria
lagen weniger apoptotische Zellen (MW=2,1) vor (Tabelle 3 Anhang).

Die mittlere Anzahl Caspase-positiver Zellen in der L. epithelialis war mit 4,5 pro 500
ausgezahlte Zellen signifikant hoéher als in der L. propria (MW=2,0) (p<0,05)
(Tabelle 3 Anhang).
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In den H.E. gefarbten Praparaten waren in der L. epithelialis im Mittel 1,6, in der
L. propria nur 0,8 Zellen mit apoptotischen Korperchen pro 500 gezahlte Zellen
nachweisbar (p<0,05) (Tabelle 3 Anhang).

Beim Vergleich der Zyklusphasen wurden 2 Tage post ov. mit dem Nachweis
aktivierter Caspase-3 mehr apoptotische Zellen in der L. epithelialis (MW= 4,3) des
Eileiteristhmus gefunden als in der L. propria (MW= 0,8) (Tabelle 11 Anhang).
Dieser Unterschied war signifikant (p<0,05).

Dagegen war mit der TUNEL-Methode und dem Nachweis apoptotischer Kérperchen
im H.E. gefarbten Praparat kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Zellschichten zu beobachten (Abbildung7).
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Abb.7 Anzahl (X £SD) apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweismethoden in der
L.epithelialis und der L.propria des Eileiteristhmus 2 Tage post ov.

Unterschiedliche Buchstaben kennzeichen signifikante Unterschiede zwischen den Gewebeschichten
(p <0,05).

In der Gelbkdrperphase wurden mit der TUNEL-Methode signifikant mehr
apoptotische Zellen in der L. epithelialis (MW=9,3) als in der L. propria (MW=3,5)
nachgewiesen. Dasselbe ergab sich fir den Nachweis aktivierter Caspase-3 mit
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durchschnittlich 10,7 positiven Zellen pro 500 ausgezahlte Zellen in der L. epithelialis
und 3,8 in der L. propria (s. Tabelle 14 Anhang). Die Quantifizierung der
apoptotischen Korperchen im H.E. gefarbten Praparat erbrachte keinen Unterschied
zwischen den beiden Zellschichten (p>0,05) (Abbildung 5).
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Abb.8 Anzahl (X +SD) apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweismethoden in der
L.epithelialis und der L.propria im Eileiteristhmus in der Gelbkérperphase.

Unterschiedliche Buchstaben kennzeichen signifikante Unterschiede zwischen den Gewebeschichten
(p <0,05).

Im Anéstrus, in der frithen und spaten Follikelphase, 4 Tage post ovulationem
und in der Endometriumsreparation wurden bei keiner der drei
Nachweismethoden Unterschiede (p>0,05) in der Anzahl apoptotischer Zellen
zwischen der L. epithelialis und der L. propria festgestellt (Abb.15,17,18,20,22
Anhang).
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4.3. Nachweis apoptotischer Zellen in der uterotubalen Verbindung und im
Eileiteristhmus im Vergleich

Insgesamt wurde sowohl in der UTV als auch im Eileiteristhmus nur eine geringe
Anzahl apoptotischer Zellen gefunden. Das Maximum apoptotischer Zellen in der
UTV lag bei 33 (TUNEL) und 26 (Caspase-3) pro 500 ausgewertete Zellen in der
Gelbkorperphase (Tabelle 24 Anhang). Das Maximum apoptotischer Zellen im
Eileiteristhmus betrug 19 (TUNEL) und 20 (Caspase-3) pro 500 ausgewertete
Zellen und war ebenfalls in der Gelbkérperphase zu beobachten (Tabelle 24

Anhang).

Uber alle Zyklusphasen und beide Zellschichten (L. epithelialis und L. propria)
wurden in der uterotubalen Verbindung bei Anwendung der TUNEL-Methode im
Mittel mehr apoptotische Zellen (TUNEL MW=7,9) ermittelt als im Eileiteristhmus
(TUNEL MW=5,4) (p<0,05). Der Nachweis aktivierter Caspase-3 und der Nachweis
apoptotischer Korperchen erbrachte keinen Unterschied (p>0,05) in der Anzahl
apoptotischer Zellen zwischen der uterotubalen Verbindung und dem Eileiteristhmus
(p>0,05) (Abbildung 9; Tabelle 18 Anhang).
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Abb.9 Anzahl (X +SD) apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweismethoden in der
uterotubalen Verbindung und dem Eileiteristhmus in allen Zyklusphasen (L.epithelialis und
L.propria).
Unterschiedliche Buchstaben kennzeichen signifikante Unterschiede zwischen den Gewebeschichten
(p < 0,05).

Zum Vergleich des Vorkommens apoptotischer Zellen in der uterotubalen
Verbindung und im Eileiteristhmus in den einzelnen Zyklusphasen siehe Anhang
(Abb.23-29; Tab. 19-25).

4.4. Vergleich der mit Hilfe der TUNEL-Methode und des Nachweises
aktivierter Caspase-3 erhobenen Befunde in der Lamina epithelialis der

uterotubalen Verbindung im Zyklusverlauf

Aufgrund der objektiveren Auswertbarkeit und der hoheren Sensitivitat der TUNEL-
Methode und des Caspase-3-Verfahrens im Vergleich zur H.E. Farbung konzentriert
sich der folgende Abschnitt selektiv auf die mit Hilfe dieser beiden Verfahren

erhobenen Befunde.
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Die Anzahl detektierter apoptotischer Zellen weist lediglich im Andstrus einen
Unterschied zwischen den Nachweisverfahren auf. Hier wurden mittels der TUNEL-
Methode signifikant mehr apoptotische Zellen gefunden als durch den Nachweis der
aktivierten Caspase-3 (p<0,05).

In allen anderen Zyklusphasen unterscheiden sich die beiden Nachweismethoden
bezuglich der Anzahl positiver Zellen in der L. epithelialis der uterotubalen

Verbindung nicht signifikant voneinander (p>0,05) (Abbildung 10).

Mit Hilfe der TUNEL-Methode wurde im Zyklusverlauf eine relativ konstante Anzahl
apoptotischer Zellen in der L. epithelialis der uterotubalen Verbindung ermittelt.
Lediglich in der Gelbkorperphase war ein signifikanter Anstieg zu verzeichnen
(p<0,05) (Abbildung 10).

Ein ahnliches Bild ergab sich Uber den Nachweis aktivierter Caspase-3, doch war
hier aufgrund der sehr geringen Anzahl apoptotischer Zellen im Andstrus ein
signifikanter Anstieg (p<0,05) 4 Tage post ov. (MW=8,2) zu verzeichnen. Im
Vergleich zu den anderen Zyklusphasen waren lediglich tendenzielle Unterschiede
erkennbar. Wiederum wurden in der Gelbkorperblite die hochste Anzahl
apoptotischer Zellen ermittelt (MW=11,2). Auler am Tag 4 post ov. war sie

signifikant héher als in den Ubrigen Zyklusphasen (p<0,05) (Abbildung 10).
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Abb.10 Anzahl (X+SD) apoptotischer Zellen bei Anwendung der TUNEL-Methode und beim
Nachweis aktivierter Caspase-3 in der L.epithelialis der uterotubalen Verbindung in den einzelnen
Zyklusphasen.

Unterschiedliche Kleinbuchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den
Zyklusphasen fir die TUNEL-Methode (p<0,05). Unterschiedliche GroRbuchstaben kennzeichnen
signifikante Unterschiede zwischen den Zyklusphasen fir den Nachweis aktivierter Caspase-3
(p<0,05)

*= kennzeichnet einen signifikanten Unterschied zwischen den Nachweismethoden (p<0,05)

4.5 Vergleich der mit Hilfe der TUNEL-Methode und des Nachweises
aktivierter Caspase-3 erhobenen Befunde in der Lamina propria der

uterotubalen Verbindung im Zyklusverlauf

In der L.propria der UTV wurde mit beiden Nachweisverfahren im Zyklusverlauf
lediglich tendenzielle Schwankungen in der Anzahl apoptotischer Zellen sichtbar.
(Abbildung 11). Desweiteren bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den mit
der TUNEL-Methode und dem Nachweis aktivierter Caspase-3 erzielten

Ergebnissen.
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Abb.11 Anzahl (X+SD) apoptotischer Zellen bei Anwendung der TUNEL-Methode und beim
Nachweis aktivierter Caspase-3 in der Lamina propria der uterotubalen Verbindung im Zyklusverlauf.
Keine signifikanten Unterschiede zwischen Nachweisverfahren und Zyklusphasen.

4.6 Vergleich der mit Hilfe der TUNEL-Methode und des Nachweises
aktivierter Caspase-3 erhobenen Befunde in der Lamina epithelialis des

Eileiteristhmus im Zyklusverlauf

Bezuglich der beiden Untersuchungsmethoden war in der L. epithelialis des
Eileiteristhmus lediglich 4 Tage post ov. ein signifikanter Unterschied in der Anzahl
apoptotischer Zellen feststellbar (p<0,05). Zu diesem Zeitpunkt wurden mittels
aktivierter Caspase-3 signifikant mehr apoptotische Zellen als bei Anwendung der
TUNEL-Methode ermittelt. In allen anderen Zyklusphasen ergaben sich zwischen

den beiden Nachweismethoden keine Unterschiede. (Abbildung 12).
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Mit der TUNEL-Methode wurden ausschlieBlich in der Gelbkorperphase signifikant
mehr apoptotische Zellen in der L. epithelialis des Eileiteristhmus ermittelt als in allen
anderen Zyklusphasen (p<0,05) (Abbildung 12).

Dagegen war mit Hilfe der aktivierten Caspase-3 bereits 4 Tage post ovulationem ein
deutlicher Anstieg der mittleren Anzahl apoptotischer Zellen zu erkennen (MW=8,0),
der sich in Relation zu den Zyklusphasen Anoéstrus, frihe Follikelphase und
Endometriumsreparation signifikant unterschied (p<0,05) (Abbildung 12). Das hohe
Niveau blieb Uber Tag 4 post ov. hinaus in der Lutealphase bestehen (MW=10,7).

In der frihen Follikelphase war die Anzahl Caspase-positiver Zellen besonders
gering (MW=0,3) und unterschied sich auch von den Werten der spaten
Follikelphase signifikant (p<0,05) (Abbildung 12).
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Abb.12 Anzahl (X +SD) apoptotischer Zellen bei Anwendung der TUNEL-Methode und dem Nachweis
aktivierter Caspase-3 in der L.epithelialis des Eileiteristhmus in allen Zyklusphasen. Unterschiedliche
Kleinbuchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Zyklusphasen fir die TUNEL-
Methode (p<0,05). Unterschiedliche GroRbuchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede
zwischen den Zyklusphasen fiir den Nachweis aktivierter Caspase-3 (p<0,05)

*= kennzeichnet einen signifikanten Unterschied zwischen den Nachweismethoden (p<0,05)
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4.7 Vergleich der mit Hilfe der TUNEL-Methode und des Nachweises
aktivierter Caspase-3 erhobenen Befunde in der Lamina propria des
Eileiteristhmus im Zyklusverlauf

Wie in der L. epithelialis des Eileiteristhmus zeigte sich in Abhangigkeit vom
Untersuchungsverfahren 4 Tage post ov. ein signifikanter Unterschied in der Anzahl
apoptotischer Zellen (p<0,05). So wurden mittels aktivierter Caspase-3 signifikant
mehr apoptotische Zellen detektiert (MW=4,8) als mit der TUNEL-Methode (MW=1,7)
(p<0,05).

In allen anderen Zyklusphasen erbrachten beide Methoden ahnliche Ergebnisse
(Abbildung 13).

Im Gegensatz zur L. propria der UTV wies die L. propria des Eileiteristhmus
zyklische Unterschiede in der Anzahl apoptotischer Zellen auf, die allerdings nur
beim Nachweis aktivierter Caspase-3 deutlich sichtbar wurden. 4 Tage post ov.
traten signifikant mehr positive Zellen auf als in den Zyklusphasen Andéstrus, frihe
und spate Follikelphase, 2 Tage post ov. und Endometriumsreparation (p<0,05). Die
ebenfalls erhéhten Werte in der Gelbkorperblite unterschieden sich signifikant von
den Werten der Zyklusphasen Anoéstrus, frihe Follikelphase und 2 Tage post ov.
(p<0,05) (Abbildung 13).
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Abb.13 Anzahl (X £SD) apoptotischer Zellen bei Anwendung der TUNEL-Methode und dem Nachweis
aktivierter Caspase-3 in der L.propria des Eileiteristhmus in allen Zyklusphasen. Unterschiedliche
Kleinbuchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Zyklusphasen fir die TUNEL-
Methode (p<0,05). Unterschiedliche GroRRbuchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede
zwischen den Zyklusphasen fur den Nachweis aktivierter Caspase-3 (p<0,05).

*= kennzeichnet einen signifikanten Unterschied zwischen den Nachweismethoden (p<0,05)
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5 Diskussion

Wahrend apoptotische Veranderungen im Uterus der Hlndin bereits eingehend
untersucht wurden, liegen bisher noch keine detaillierten qualitativen oder
quantitativen Studien Uber das Vorkommen der Apoptose im caninen Ovidukt vor.
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Apoptose in der Lamina epithelialis und Lamina
propria der uterotubalen Verbindung und des Eileiteristhmus des Hundes mittels der
TUNEL-Methode, dem Nachweis aktivierter Caspase-3 und der H.E. Farbung
nachzuweisen. Neben der Evaluation der verschiedenen Nachweisverfahren lag der
Schwerpunkt der Arbeit auf dem Vergleich der Apoptoserate in den beiden
Lokalisationen und Zellschichten des Eileiters und der Ermittlung zyklusabhangiger

Veranderungen.

Fir die Studie standen Eileiter von insgesamt 41 Hundinnen zur Verfugung, die sich
zum Zeitpunkt der Ovariohysterektomie in unterschiedlichen Stadien des Zyklus
befanden. Es wurden jeweils sechs Eileiter aus den Zyklusphasen Anéstrus, frihe
Follikelphase, Gelbkorperblite und Endometriumreparation sowie funf Eileiter aus
der spaten Follikelphase untersucht. Zusatzlich wurden je sechs Eileiter von
Hundinnen in die Studie einbezogen, bei denen nach vaginaler Besamung am Tag
der Ovulation mit einer Milliarde vorwartsbeweglicher Spermien, 2 Tage post ov. und

4 Tage post ov. eine Ovariohysterektomie vorgenommen worden war.

5.1 Bewertung der Apoptose-Nachweisverfahren

In der vorliegenden Studie wurden Uber alle Zyklusphasen in beiden untersuchten
Lokalisationen, der UTV und dem Eileiteristhmus, insgesamt nur eine geringe
Anzahl apoptotischer Zellen gefunden.

Die in der vorliegenden Studie verwendeten Verfahren weisen charakteristische

morphologische Veranderungen der Zelle wahrend der Apoptose nach. Im Verlauf
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des Zelltods durch Apoptose kommt es zum Verlust von Zellverbindungen, zur
Zellschrumpfung, zur Chromatinkondensation und Fragmentierung des Zellkerns.
Durch Bildung von Membranblaschen, in denen das endoplasmatische Retikulum mit
der Zellplasmamembran verschmilzt, wird die Zelle in mehrere membrangebundene
Vesikel unterteilt, die als sog. apoptotische Korperchen abgeschnurt werden (KERR
et al.1994). Wahrend der Fragmentierung des Zellkerns kommt es auf molekularer
Ebene durch DNA-spaltende Enzyme zu einer typischen internukleosomalen
Fragmentierung der DNA in aus Basenpaaren bestehende Segmente.

Mit der TUNEL-Methode wird die wahrend des apoptotischen Prozesses auftretende
Fragmentierung der DNA nachgewiesen. Die immunhistochemische Darstellung
mittels Caspase-3 basiert auf der Apoptose-bedingten Aktivierung des Enzyms, die
wiederum eine Endonukleasenaktivierung bewirkt. Endonukleasen sind fur das
charakteristische =~ morphologische  Erscheinungsbild  apoptotischer  Zellen
verantwortlich. Als histologisches Nachweisverfahren wurde im H.E. gefarbten
Praparat Apoptose anhand des Auftretens apoptotischer Korperchen ermittelt.

Zwar kann der lichtmikroskopische Nachweis bei einem erfahrenen Untersucher zu
zufriedenstellenden Ergebnissen fuhren, doch ist aufgrund des fortschreitenden
Abbaus der apoptotischen Korperchen in den spateren Stadien der Apoptose (KERR
et al. 1994) die Aussagekraft dieses Verfahrens begrenzt. Dies erklart auch, warum
in fast allen H.E. gefarbten Praparaten Uber alle Zyklusphasen und Zellschichten
weniger apoptotische Zellen ermittelt wurden als mit der TUNEL- und der Caspase-3-
Methode.

Bezuglich des Vorkommens von Apoptose in der L. propria der uterotubalen
Verbindung wurde kein Unterschied zwischen der TUNEL-Methode und dem
Caspase-3- Nachweis festgestellt.

Wahrend mit der TUNEL-Methode nur im Andstrus in der L. epithelialis der
uterotubalen Verbindung eine signifikant hdhere Anzahl apoptotischer Zellen als mit
dem Caspase-3-Verfahren detektiert wurde, erbrachte der Nachweis aktivierter
Caspase-3 in beiden Zellschichten des Eileiteristhmus 4 Tage post ov. eine

signifikant hohere Apoptoserate.
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Letzteres konnte darauf zurickzuflhren sein, dass die Aktivierung der Caspase-3 im
Ablauf der Apoptose ein friheres Ereignis als die DNA-Fragmentation darstellt
(WYLLIE et al. 1980) und es sich somit um ein sensitiveres Verfahren handelt.
Zusatzlich muss bei der Beurteilung der Nachweisverfahren eine geringere Spezifitat
der TUNEL-Methode berlcksichtigt werden, da auch der Nekrose-bedingte Zelltod
zu positiven Reaktionen fuhrt (STADELMANN und LASSMANN 2000).

Da die mit beiden Verfahren ermittelte Apoptoserate wahrend des Andstrus in allen
Lokalisationen und in beiden Zellschichten auffallend niedrig war, ist die mit der
TUNEL-Methode nachgewiesene signifikant hdhere Apoptoserate in der
L. epithelialis der uterotubalen Verbindung kritisch zu bewerten. So ist zur
Untersuchung apoptotischer Prozesse in Geweben der Caspase-3-Nachweis als das
zuverlassigere Verfahren vorzuziehen (VAN CRUCHTEN 2003). Die Ergebnisse
dieser Studie deuten jedoch darauf hin, dass entsprechend den Empfehlungen von
SCHAPER et al. (1999) ein Nachweis apoptotischer Zellen durch Kombination zweier
etablierter Nachweisverfahren ratsam ist.

5.2 Apoptoserate in den verschiedenen Zyklusphasen

Eine wichtige Intention dieser Arbeit bestand darin, das Vorkommen von Apoptose in
definierten Phasen des caninen Zyklus zu untersuchen und einen moglichen
Zusammenhang zwischen der Anzahl apoptotischer Zellen und dem
Konzentrationsprofil der ovarialen Hormone Ostradiol-17@ und Progesteron im
peripheren Blutserum zu ermitteln. Neben den gynakologischen und
sonographischen Befunden trugen die endokrinologischen Befunde maf3geblich zur

Zyklusdiagnostik bei.

Im Andstrus werden basale Ostrogenkonzentrationen von 8-15 pg/ml gemessen
(CONCANNON 1986b; FELDMAN u. NELSON 1999). Wahrend der frihen
Follikelphase werden in den wachsenden Follikeln stetig steigende Mengen an
Ostradiol  produziert und sezerniert, so dass im peripheren Blut

Ostradiolkonzentrationen ~ von  10-30  pg/ml  festgestellt  werden. Die
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Progesteronkonzentration befindet sich in diesen beiden Zyklusphasen auf basalem
Niveau (< 1,0 ng/ml). In der spaten Follikelphase werden mit 50 bis 100 pg/ml die
hochsten Ostrogenkonzentrationen im gesamten Zyklus erreicht (CONCANNON et
al. 1975; CONCANNON et al. 1989). Bedingt durch eine praovulatorische
Follikelluteinisierung  findet bereits in dieser Zyklusphase ein initialer
Progesteronanstieg im peripheren Blut auf 2 bis 4 ng/ml statt (CONCANNON et al.
1977; OLSON et al. 1982; GUNZEL-APEL et al. 1990). Zum Zeitpunkt der Ovulation
werden Progesteronwerte zwischen 3 und 8 ng/ml gemessen (CONCANNON et al.
1975; DIETERICH 1994). Im Rahmen der Gelbkdrperanbildung ist eine deutliche
Steigerung der Progesteronsynthese und —sekretion zu verzeichnen, die anhand
durchschnittlicher Progesteronkonzentrationen von 21,3 ng/ml am Tag 2 post ov.
und 29,5 ng/ml am Tag 4 post ov. zum Ausdruck kamen (KARRE 2008). Wahrend
der Phase hochster  Gelbkorperaktivitat  (Gelbkorperblite) kann  die
Progesteronkonzentration Héchstwerte von bis zu 90 ng/ml Blutserum erreichen
(CONCANNON 1993). Die ca. 2-monatige Zeitspanne der Endometriumsreparation
setzt mit Abschluss der Gelbkorperregression ein und ist demzufolge von basalen
Progesteronkonzentrationen gekennzeichnet. Auch die Ostradiol-17B-Konzentration

befindet sich auf basalem Niveau.

In den verschiedenen Zyklusphasen wurden deutliche Unterschiede bezlglich der
Anzahl apoptotischer Zellen gefunden. STEINHAUER et al. (2004) belegten, dass
das Eileiterepithel im Verlauf des Zyklus und in Abhangigkeit von den im Blut
zirkulierenden Ovarsteroiden histomorphologischen Veranderungen unterworfen ist.
In der vorliegenden Studie konnten die quantitativen Unterschiede bezuglich des
Vorkommens apoptotischer Zellen ebenfalls mit den Blutserumkonzentrationen von
Ostrogen und Progesteron und somit mit den unterschiedlichen Zyklusphasen in
Zusammenhang gebracht werden. So wurde eine signifikante Zunahme
apoptotischer Zellen in den Zyklusphasen beobachtet, die unter dem Einfluss
steigender (4 Tage post ov.) und maximaler Progesteronkonzentrationen
(Gelbkdrperblite) stehen. In der Gelbkorperblite war die Anzahl apoptotischer Zellen
am hochsten, wahrend in den Zyklusphasen mit basalen Progesteron- und hohen

Ostrogenkonzentrationen (friihe Follikelphase) sowie in den Zyklusphasen mit
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basalen Progesteron- und Ostrogenkonzentrationen (Andstrus,
Endometriumsreparation) deutlich weniger apoptotische Zellen ermittelt wurden.
Diese Befunde decken sich weitgehend mit den Angaben zum Vorkommen
apoptotischer Prozesse im Eileiter anderer Saugerspezies in der Literatur (Katze,
BAREITHER und VERHAGE 1981; Schwein, RODRIGUEZ-MARTINEZ et al. 1990;
Pavian, VERHAGE et al. 1990; Mensch, BRITON-JONES et al. 2006).

Auch im Endometrium normozyklischer Weil3buschelaffen und Hunde wurde unter
hohen Progesteronkonzentrationen eine signifikante Zunahme apoptotischer Zellen
nachgewiesen (CHU et al. 2002, 2006; NARKAR et al.2006). Nach Ovariektomie und
anschlieRender Ostrogen- bzw. Progesteronapplikation wurde gezeigt, dass die
alleinige Gabe weder von Ostrogen noch von Progesteron Apoptose auszuldsen
vermochte. Dies war nur durch aufeinanderfolgende Applikation von Ostrogen und
Progesteron mdglich und zeigte sich anhand eines signifikanten Anstiegs von
Apoptose in den endometrialen Zellen, welcher mit den Ergebnissen in der
Gelbkorperphase der intakten Tiere vergleichbar war. Dieser Zusammenhang
spiegelt sich auch anhand der in der vorliegenden Studie erzielten Ergebnisse am

Eileiter der Hundin wider.

5.3 Apoptoserate in der Lamina epithelialis und Lamina propria

Unabhangig vom Zyklusstand wurden in der L. epithelialis beider Lokalisationen eine
signifikant hdhere Anzahl apoptotischer Zellen ermittelt als in der L. propria.

Bei Betrachtung der einzelnen Zyklusphasen wurden in den beiden
Gewebeschichten signifikante Unterschiede in der UTV 2 und 4 Tage post ov. und
wahrend der Gelbkorperblite beobachtet. Im Eileiteristhmus war dies

2 Tage post ov. und in der Gelbkorperblite der Fall. Das unterschiedliche Auftreten
von Apoptose in der L. epithelialis und L. propria lasst sich mit der Histomorphologie
und der Funktion der Zellschichten des Ovidukts erklaren. Die L. propria besteht aus
einem zellreichen und faserigen Bindegewebe. Sie ist drisenlos und Ubernimmt die

Funktion eines bindegewebigen Grundgerustes der Schleimhautfalten des Eileiters.
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Die L. epithelialis setzt sich aus zilientragenden und sekretorischen Zellen
zusammen (SMOLLICH 1992; LIEBICH 2003), die in hochstem Male zyklischen
Veranderungen unterworfen sind (STEINHAUER et al. 2004). Hauptaufgabe der
zilientragenden Zellen besteht in dem Transport von Eizellen und Sekreten.
Insbesondere bei Primaten und Tierarten mit einer langen Lutealphase, zu welchen
auch der Hund gehort, werden sowohl die zilientragenden Zellen als auch die
sekretorischen Zellen zyklisch regeneriert (VERHAGE et al. 1990).

Nachdem die sekretorische Aktivitat und Zellhdhe der Drisenzellen unter hohen
Ostrogenkonzentrationen das Maximum erreichen, verringert sich nach der Ovulation
die Zellhéhe durch Sekretionsabgabe (ODOR u. AUGUSTINE 1995). Den
Drusenzellen obliegt die Schaffung adaquater Bedingungen fur die
Spermienmigration, den Oozytentransport, die Fertilisation und die frihe
Embryonalentwicklung (NILSSON u. REINIUS 1969; HUNTER 1994; ABE et al.
1995). Beide Zelltypen durchlaufen beim Hund wie bei Primaten einen kompletten
Zellzyklus von der Differenzierung unter Ostrogeneinfluss in der Follikelphase bis zur
Dedifferenzierung in der Lutealphase (Mensch, VERHAGE et al. 1979; Pavian,
VERHAGE et al. 1990, Hund, VERHAGE et al. 1973a,b; STEINHAUER et al. 2004).
Die in der vorliegenden Studie beobachtete geringe Apoptoserate in der L. propria ist
vermutlich darauf zurickzufluhren, dass dieses zellreiche und faserige Bindegewebe

kaum zyklischen Veranderungen unterworfen ist.

5.4 Apoptoserate in verschiedenen Eileiterlokalisationen

Neben der Aufnahme der Oozyten durch das Infundibulum, der Aufrechterhaltung
der Lebens- und Befruchtungsfahigkeit von Eizellen und Spermien durch
Bereitstellung von Sekretionsprodukten sowie dem Transport der Eizellen und
Spermien, laufen im Eileiter wesentliche Schritte der Spermienspeicherung ab. Bei
verschiedenen Haussaugetieren (Schaf, HUNTER et al. 1980; Rind, HUNTER u.
WILMUT 1984; Schwein, HUNTER 1981; HUNTER et al. 1987; PETRUNKINA et al.
2001) Dbildet der kaudale Teil des Oviduktisthmus ein funktionelles
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Spermienreservoir. Er ermoglicht eine Selektion intakter, befruchtungsfahiger
Spermien durch Bindung an das Eileiterepithel, reguliert die Kapazitation und beugt
einer Polyspermie vor, indem nur wenige Spermien aus dem Reservoir zum Ort der
Befruchtung, der Eileiterampulle, gelangen (SUAREZ 1998; TOPFER-PETERSEN
et al. 2003). Bei der Hundin wiesen DOAK et al. (1967) den Uterindrisen die
Funktion eines Spermienreservoirs zu. Nach RIJSSELAERE et al. (2004) und
KARRE (2008) werden auch in der UTV Spermien gespeichert. Die Ergebnisse
zahlreicher in-vitro Studien zur Spermien-Epithelzell-Interaktion lassen auch beim
Hund eine Beteiligung des Eileiters an der Speicherung von Spermien vermuten.

So zeigten PACEY et al. (2000), dass homologe Spermien in gleicher Weise an
Epithelzellen des Isthmus und der Ampulle des caninen Eileiters binden. Wahrend
gebundene Spermien in der Lage waren, ihre Motilitat Uber den
Beobachtungszeitraum von 48 h aufrechtzuerhalten, waren ungebundene Spermien
bereits nach 6 Stunden unbeweglich. Zudem zeigten Spermien die an das
Eileiterepithel ostrischer Hundinnen banden eine starkere flagellare Aktivitat, im
Vergleich zu Spermien, die mit dem Eileiterepithel aus der Lutealphase oder dem
Andstrus interagierten. PETRUNKINA et al. (2003) stellten ebenfalls einen motilitats-
und vitalitatserhaltenden Effekt durch die Bindung an das Eileiterepithel fest und
sprachen aufgrunddessen dem Eileiter auch beim Hund die Aufgabe eines

Spermienreservoirs zu.

Die von Steinhauer et al. (2004) beschriebenen histomorphologischen Prozesse der
Ostrogenabhangigen Hypertrophie und Zelldifferenzierung und der
progesteronvermittelten Dedifferenzierung oder Regression des Eileiterepithels
wiesen in der UTV und im Isthmus eine deutlich geringere Auspragung auf, als in der

Ampulle und im Infundibulum.

Dieses Ergebnis fuhrte zu der Hypothese, dass der UTV und dem Oviduktisthmus
eine spezielle funktionelle Eigenschaft im Sinne eines Spermienreservoirs
zukommen konnte, wie es von RIJSSELAERE et al. (2004) und KARRE (2008) flr
die UTV bestatigt wurde.
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Beim Vergleich der beiden Eileiterabschnitte Uber alle Zyklusphasen wurden mit der
TUNEL-Methode signifikant mehr apoptotische Zellen in der UTV als im Isthmus
nachgewiesen. Dies kdnnte jedoch in der geringeren Spezifitdt der Methode
begrindet sein. Dafur spricht auch, dass mittels des Nachweises aktivierter
Caspase-3 sowie des Nachweises apoptotischer Koérperchen im H.E. gefarbten
Praparat kein Unterschied bezuglich des Vorkommens von Apoptose zwischen der
UTV und dem Eileiteristhmus festgestellt wurde.

Die in der vorliegenden Studie in der UTV und im Oviduktisthmus ermittelte
insgesamt geringe Apoptoserate konnte die Hypothese von STEINHAUER et al.
(2004) bezlglich der Bedeutung der UTV und auch des Eileiteristhmus als

funktionelles Spermienreservoir stutzen.

5.5 Vorkommen von Apoptose im periovulatorischem Zeitraum

Die 2 Tage und 4 Tage post ov. gewonnenen Eileiterpraparate stammten von je
sechs Hundinnen, die am Tag der Ovulation mit einer Milliarde vorwartsbeweglicher
Spermien besamt worden waren. Eine signifikante Zunahme apoptotischer Zellen
betraf den Zeitpunkt 4 Tage post ov. mit einer mittleren Progesteronkonzentration
von 29,5 ng/ml. Dagegen lag die Anzahl apoptotischer Zellen 2 Tage post ov. trotz
einer bereits hohen mittleren Progesteronkonzentration von 21,3 ng/ml noch auf dem
Niveau der spaten Follikelphase, in welcher aufgrund der praovulatorischen
Follikelluteinisierung nur 2 bis 4 ng/ml Progesteron gemessen werden. Die Zunahme
der Anzahl apoptotischer Zellen koinzidierte somit mit der Initialphase der
Befruchtungsfahigkeit der Oozyten, in welcher die Bindung der Spermien an das
Eileiterepithel aufgehoben wird, damit die flr die Befruchtung erforderlichen
Prozesse der Spermienkapazitation ablaufen konnen. Unter Berucksichtigung dieses
Aspektes kann die Hypothese aufgestellt werden, dass die Induktion der Apoptose
im Ovidukt der HUndin nicht allein von einer erhdhten Progesteronkonzentration,
sondern auch vom Stadium der postovulatorischen Oozytenreifung abhangig ist.
Dieser Zusammenhang stutzt auch die Bedeutung der beiden kaudalen

Eileiterabschnitte als funktionelles Spermienreservoir. Ein alleiniger Einfluss der im
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Eileiter zu beiden Zeitpunkten anwesenden Spermien auf die Apoptoserate ist
fraglich, obwohl eine nicht besamte Kontrollgruppe fehlt. Naher liegender ist der
bereits diskutierte Zusammenhang zwischen der Anzahl apoptotischer Zellen und
dem Einfluss der steigenden Progesteronkonzentrationen, der auch bei den nicht
besamten Tieren wahrend der Gelbkorperblite zu verzeichnen war. Ob ein Einfluss
von Spermien auf das Vorkommen von Apoptose im Eileiter besteht muss weiteren

Untersuchungen vorbehalten bleiben.
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6 Zusammenfassung

Carola Urhausen:
Apoptose in der uterotubalen Verbindung und im Eileiteristhmus der Hindin im

Zyklusverlauf

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, detaillierte Erkenntnisse Uber das Vorkommen
von Apoptose in der Lamina (L.) epithelialis und der L. propria der uterotubalen
Verbindung (UTV) und des Eileiteristhmus der zyklischen Hindin zu gewinnen. Die
wahrend des apoptotischen Prozesses auftretende Fragmentierung der DNA wurde
mit Hilfe der TUNEL-Methode nachgewiesen. Die immunhistochemische Darstellung
apoptotischer Zellen erfolgte durch den Nachweis aktivierter Caspase-3. Zusatzlich
wurden H.E. gefarbte Praparate auf das Vorkommen apoptotischer Koérperchen
untersucht. Im Hinblick auf funktionelle Besonderheiten der beiden Eileitersegmente
wurden in beiden Zellschichten zyklus- bzw. hormonassoziierte Veranderungen in
beiden Lokalisationen analysiert und miteinander verglichen. Die UTV und der
Eileiteristhmus von 41 geschlechtsgesunden Hundinnen aus den Zyklusphasen
Andstrus  (n=6), frihe Follikelphase (n=6), spate Follikelphase (n=5),
Gelbkoérperanbildung - 2 Tage post ovulationem (ov.) (n=6), 4 Tage post ov. (n=6) -,
aktive Gelbkdrperphase (n=6) und Endometriumreparation (n=6), wurden
lichtmikroskopisch untersucht. Die am Tag 2 und 4 post ov. ovariohysterektomierten
Hundinnen waren in eine Studie zum Spermientransport involviert.

Insgesamt waren Uber alle Zyklusphasen in beiden Organlokalisationen nur wenige
apoptotische Zellen nachweisbar. Die quantitativen Unterschiede im Vorkommen
apoptotischer Zellen in den einzelnen Zyklusphasen konnten eindeutig mit den
Blutserumkonzentrationen von Ostradiol-178 und Progesteron in Verbindung
gebracht werden. Eine signifikante Zunahme apoptotischer Zellen wurde in den
Zyklusphasen beobachtet, die unter dem Einfluss steigender (4 Tage post ov.) und
hoher Progesteronkonzentrationen (aktive Gelbkérperphase) stehen. Hingegen
wurden bei basalen Progesteron- und hohen Ostrogenkonzentrationen (friihe

Follikelphase) sowie in den Zyklusphasen mit basalen Progesteron- und
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Zusammenfassung

Ostrogenkonzentrationen (Andstrus, Endometriumreparation) deutlich weniger
apoptotische Zellen beobachtet.

Unabhangig vom Zyklusstand wurden in der L. epithelialis der UTV und des
Eileiteristhmus eine signifikant hdhere Anzahl apoptotischer Zellen festgestellt als in
der L. propria beider Lokalisationen (p<0,05).

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie belegen, dass apoptotische Prozesse im
Eileiter der Hundin vorkommen und diese in Abhangigkeit von den im Blut
zirkulierenden Ovarhormonen quantitative Unterschiede aufweisen. Die Koinzidenz
der Zunahme apoptotischer Zellen mit dem Erreichen der Befruchtungsfahigkeit der
Oozyten 4 Tage post ov. spricht zudem flir einen ursachlichen Zusammenhang
zwischen dem Stadium der postovulatorischen Oozytenreifung und der Apoptoserate
im kaudalen Ovidukt. Ob die insgesamt niedrige Apoptoserate in beiden
Eileitersegmenten eine spezifische Bedeutung flr die der Befruchtung
vorausgehende Spermienspeicherung, d.h. die Bildung eines funktionellen

Spermienreservoirs, besitzt, bedarf der Klarung durch weiterfihrende Studien.
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Summary

7 Summary

Carola Urhausen:
Apoptosis in the uterotubal junction and the oviductal isthmus during the

estrous cycle of the bitch

The aim of the present study was to gain detailed information about the existence of
apoptosis in the Lamina (L.) epithelialis and L. propria of the uterotubal junction (UTJ)
and the isthmus of the oviduct in the cycling bitch. DNA fragmentation during
apoptosis was detected by TUNEL method. Apoptotic cells were detected
immunohistochemically by activated Caspase-3. Furthermore, H.E. staining was
used to identify apoptotic bodies in the cells. With regard to functional characteristics
of the two oviduct segments, both cell layers were analysed and compared regarding
cyclic and hormone-associated changes respectively, in both localisations.

The UTJ and oviductal isthmus of 41 genitally healthy bitches were examined by
lightmicroscopy during anestrus (n=6), early follicular phase (n=6), late follicular
phase (n=5), early luteal development - 2 days after ovulation (post ov.) (n=6), 4 days
post ov. (n=6) - active luteal phase (n=6) and endometrial reparation (n=6). The
bitches ovariohysterectomized 2 and 4 days post ov. had been involved in a study on
sperm transport. .

On the whole only few apoptotic cells were detected in both localizations during the
entire oestrous cycle. Differences in the number of apoptotic cells between different
stages of the cycle were associated with blood serum concentrations of estradiol-17(3
and progesterone. A significant increase in the number of apoptotic cells was
observed in those stages of oestrous cycle, which were under the influence of
increasing (4 days post ov.) and high progesterone levels. However, few apoptotic
cells were detected during stages with low progesterone and high estradiol
concentrations (early follicular phase) as well as in stages with both low progesterone
and estradiol concentration (anestrous, endometrial reparation).

Regardless of the stage of the oestrous cycle a significantly higher number of
apoptotic cells was determined in the L. epithelialis of the UTJ and the oviductal

isthmus compared to the L. propria of both localisations (p<0,05).
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Summary

The results of the present study demonstrate that apoptosis occurs in the canine
oviduct and its amount changes depending on blood concentrations of ovarian
hormones. The coincidence of the increase in the number of apoptotic cells and the
achievement of fertilizing ability of the oocytes 4 days after ovulation may indicate a
causal relation between the postovulatory maturation state of oocytes and the rate of
apoptotis in the caudal part of the oviduct. However, further studies are needed to
investigate if the rate of apoptosis in the UTJ and oviductal isthmus has a specific
relevance in the process of fertilization regarding sperm storage in the sense of a

functional sperm reservoir.
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Anhang A
1. Losungen und Puffer

Citratpuffer (pH 6)
2,1 g Citronensauremonohydrat ad 1000 ml Aqua dest.,
pH-Wert mit 1 N NaOH auf 6,0 einstellen

Phosphatgepufferte Natriumchlorid-Losung (PBS)
5000 ml Aqua dest.

409 Natriumchlorid (Fluka, Buchs, Schweiz)
784 Natriumhydrogenphosphat wasserfrei (Fluka, Buchs, Schweiz) mit ca.
50 ml 1 N NaOH auf pH 7,2 einstellen

Avidin-Biotin-Komplex-Reagenz (ABC-Reagenz)

15 pl Reagenz Ain
1000 pl PBS losen
15 ul Reagenz B hinzufigen, mischen

Lésung 30 Min. vor Gebrauch ansetzen

Inkubation 30 Min. bei Raumtemperatur

Diaminobenzidin-Tetrahydrochloruiddihydrat (DAB)

Stammldsung:
100 mg 3,3"-DAB (Fluka, Buchs, Schweiz) in
50 ml PBS-Puffer unter Lichtausschluss losen;

Lésung 20 Min. lang rihren und bei -2°C einfrieren

Gebrauchslosung:

50 ml DAB-Stammldsung in
150 mi PBS (pH 7,2) I6sen; durch zwei Filterpapiere filtrieren; Zugabe von
2 mi 3%iger H,O,-Lésung

Endkonzentration 0,05% DAB
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Hamalaun-Eosin (H.E.) Farbung

Entparaffinisieren der Schnitte in einer absteigenden Alkoholreihe beginnend mit
Xylol (3x je) 5 Min., Isopropanol 5 Min., dann 96%iges, 70%iges und 50%iges
Ethanol je 2-3 Min., dann Aqua dest.,

15 Min. in Hamalaun nach P. Mayer,

10 Min. Blauen in Leitungswasser,

in Aqua dest. Spulen,

1 Min. in 1%igem Eosin nach Zugabe von 1 Tropfen Eisessig pro Kuvette

in Aqua dest. spulen

Entwéassern in einer aufsteigenden Alkoholreihe beginnend mit 70%igem, dann 96%
2-3 min., Isopropanol 5 Min., Xylol (3x je) 5 Min.

Eindecken in Roti-Histokitt (Eindeckmittel Rotihisto-Kitt, Fa. Roth C. GmbH )

Losungen fir die HE-Farbung

Hamalaun nach P. Mayer:

1g Hamatoxylin in 1000 ml A. dest I6sen,

0,2 g Natriumjodat,

50 g chemisch reines Kalialaun (Kaliumaluminiumsulfat-12-sulfat) dazugeben und
erwarmen;

nach dem Erkalten: 50 g Chloralhydrat und 1 g kristalline Zitronensaure dazugeben,
kalt 16sen; filtrieren;

Eosin:

0,1 % in Aqua dest. |0sen;

Nach dem Erkalten filtrieren;

Zum Farben auf 100 ml 1% iges Eosin 2 Tropfen Eisessig geben
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2. Bezugsquellen fiir Reagenzien und Antikérper

Cell Signaling, Danvers, USA

Caspase 3-Antikorper, polyklonal Kaninchen-anti-aktivierte Caspase 3, 9661

Chemicon® International, Ltd., Hampshire, United Kingdom

ApopTag®Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit, S7101

Fluka Chemika, Buchs, Schweiz
Diaminobenzidin-Tetrahydrochloriddihydrat, DAB, 32750

Quartett Immunodiagnostica und Biotechnologie GmbH, Berlin
Citratpuffer-Konzentrat, pH 6.0, 400300692

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Citronensaure-Monohydrat, 3958.1
Chloralhydrat
Essigsaure-n-butylester, 4600.4
Hamalaunlosung nach Mayer, T865.1
Hamatoxylin, 3816.2
Natriumjodat p.a.

Roti®-Histokitt, 6638.1
Roticlear®, A538.3

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen (ehemals Sigma, Fluka, Riedel de Haén)
Bovines Serumalbumin (BSA), A-3059
3,3’-Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid Dihydrat purum (DAB) p.a., 32750

Kaninchenserum, R4505
Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA, Uber Biologo, Kronshagen

Biotiniliertes Ziege-anti-Kaninchen-Immunglobulin, GAR-b 1gG (H+L) BA 1000
ABC-Reagenz, PK 6100
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Merck KGaA, Darmstadt
Wasserstoffperoxid 30% H2O, (Perhydrol®), 107209

3. Bezugsquellen fiir Gerdte und Einmalartikel

A. Kriss Optronic GmbH, Hamburg
Binokular Mikroskop, MBL 2000

Bauknecht Hausgerate G
Mikrowelle, MWS 2924

IKA_Werke GmbH & Co.KG, Staufen
Magnetrihrer, Typ REO

Menzel-Glaser, Glasaufbereitungswerke, GmbH & Co KG, Braunschweig
Superfrost®Plus Objekttrager, 041300

Thermo Electron GmbH, Dreieich (ehemals Shandon)
Shandon Coverplates™, 72110013
Shandon Sequenza®-Slide racks, 7331017

Paraplast Plus®

Leica Microsystems Nussloch GmbH, Nussloch
Farbegerat Leica, ST 4040

Medite Medizintechnik, Burgdorf
Objekttrager-Eindeckautomat Promounter, RCM 2000

W. Knittel Glasbearbeitungs GmbH, Braunschweig
Deckglaser (24 x 50 mm)
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Engelbrecht, Ederminde

Chromalaun-Gelatine beschichtete Objekttrager

Gesellschaft fur Labortechnik, Burgwedel

Warmwasserbad fur paraffinierte Gewebeschnitte

Heraeus GmbH, Hanau
Warmeschrank 5042

Microm International GmbH, Walldorf

Rotationsmikrotom
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Anhang B Abbildungen
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Abb.14 Anzahl (X £SD) apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweismethoden in der
L. epithelialis und der L. propria der uterotubalen Verbindung im Andéstrus (p>0,05).
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Abb.15 Anzahl (X +SD) apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweisverfahren in der
L. epithelialis und der L. propria des Eileiteristhmus im Andstrus (p>0,05)
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Abb.16 Anzahl (X +SD) apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweismethoden in der
L. epithelialis und L. propria der uterotubalen Verbindung in der frihen Follikelphase (p>0,05)
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Abb.17 Anzahl (X +SD) apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweismethoden in der
L. epithelialis und L. propria des Eileiteristhmus in der friithen Follikelphase (p>0,05)
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Abb.18 Anzahl (X +SD) apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweismethoden in der
L. epithelialis und der L. propria deUTV in der spaten Follikelphase (p>0,05)
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Abb.19 Anzahl (X +SD) apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweismethoden in der
L. epithelialis und der L. propria des Eileiteristhmus in der spéten Follikelphase (p>0,05)
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Abb.20 Anzahl (X £SD) apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweismethoden in der
L. epithelialis und der L. propria im Eileiteristhmus 4 Tage post ov. (p>0,05)

28
24 | uTv OL. epithelialis

=) BL. propria

S

o

& 20 |

®

R

E 16 1

©

N

@ 12 ]

(&)

0

2 8-

o

o

<

) i
0 TUNEL ‘ Caspase ‘ H.E. Farbung

Abb.21 Anzahl ( X +SD) apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweismethoden in der
L. epithelialis und der L. propria der uterotubalen Verbindung in der Endometriumsreparation
(p>0,05)
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Abb.22 Anzahl (X +SD) apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweismethoden in der
L. epithelialis und der L. propria des Eileiteristhmus in der Endometriumsreparation (p>0,05)
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Abb.23 Anzahl (X +SD) apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweismethoden in der
uterotubalen Verbindung und dem Eileiteristhmus im Andstrus (L. epithelialis und L. propria) (p>0,05)
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Abb.24 Anzahl (X +SD) apoptotische Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweismethoden in der
uterotubalen Verbindung und im Eileiteristhmus in der frihen Follikelphase (L. epithelialis und
L. propria) (p>0,05).
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Abb.25 Anzahl ( X +SD) apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweismethoden in der
uterotubalen Verbindung und im Eileiteristhmus in der spaten Follikelphase (L. epithlialis und
L. propria). Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den
Organlokalisationen (p<0,05).
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Abb.26 Anzahl (X £SD) apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweismethoden in der
uterotubalen Verbindung und dem Eileiteristhmus 2 Tage post ov. (L. epithelialis und L. propria)
(p>0,05)
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Abb.27 Anzahl (X £SD) apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweismethoden in der
uterotubalen Verbindung und dem Eileiteristhmus 4 Tage post ov. (L. epithelialis und L. propria)
(p>0,05)
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Abb.28 Anzahl (X +SD) apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweismethoden in der
uterotubalen Verbindung und dem Eileiteristhmus in der Gelbkdrperphase (L. epithelialis und
L. propria) (p>0,05)
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Abb.39 Anzahl (X £SD) apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweismethoden in der
uterotubalen Verbindung und dem Eileiteristhmus in der Endometriumsreparation (L. epithelialis und
L. propria) (p>0,05)
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Anhang C Tabellen

Tab.2
Anzahl apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweisverfahren

in der L. epithelialis und L. propria der UTV in allen Zyklusphasen

L. epithelialis L. propria
MW SD Min Max | MW SD Min Max
TUNEL 5,2 4,8 0 26 2,7 2,5 0 7
Caspase 4.7 4.6 0 18 2,3 2,3 0 8
H.E. Farbung 2,7 2,3 0 12 1,7 1,8 0 8

Tab.3

Anzahl apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweisverfahren
in der L. epithelialis und L. propria des Isthmus in allen
Zyklusphasen

L. epithelialis L. propria
MW SD Min Max MW SD Min Max
TUNEL 3,3 3,3 0 12 2,1 1,9 0 7
Caspase 45 41 0 14 2 2 0 6
H.E. Farbung 1,6 1,7 0 7 0,8 1 0 3
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Tab.4

Anzahl apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweisverfahren

in der L. epithelialis und L. propria der UTV im Anostrus

L. epithelialis L. propria
MW  SD Min Max | MW  SD Min  Max
TUNEL 4 1,3 2 5 2,3 2,4 0 6
Caspase 1,5 0,8 0 2 1,7 2,3 0 5
H.E. Farbung 1 0,9 0 2 1,5 1,4 0 3
Tab.5

Anzahl apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweisverfahren

in der L. epithelialis und L. propria des Isthmus im Anostrus

L. epithelialis L. propria
MW  SD Min Max | MW  SD Min  Max
TUNEL 1,5 1,8 0 4 2,5 2,1 0 6
Caspase 1,7 1,5 0 4 0,8 1 0 2
H.E. Farbung 0,8 1 0 2 0,3 0,5 0 1
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Tab.6

Anzahl apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweisverfahren
in der L. epithelialis und L. propria der UTV in der friihen Follikelphase

L. epithelialis

L. propria

TUNEL

Caspase

H.E. Farbung

Tab.7

MW SD Min  Max
3,2 4,9 0 13

3,7 4,6 1 13

2,2 1,9 1 6

MW
3,2

1,7

1,3

SD Min Max
3,5 0 10

23 0 6

1,5 0 4

Anzahl apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweisverfahren

in der L. epithelialis und L. propria des Isthmus in der friihen Follikelphase

L. epithelialis L. propria
MW SD Min Max MW SD Min Max
TUNEL 1,2 1,5 0 4 0,8 0,8 0 2
Caspase 0,3 0,5 0 1 0,7 1 0 2
H.E. Farbung 0,3 0,5 0 1 0,2 0,4 0 1
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Tab.8

Anzahl apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweisverfahren

in der L. epithelialis und L. propria der UTV in der spaten Follikelphase

L. epithelialis L. propria
MW SD Min Max | MW SD Min Max
TUNEL 4.4 2,6 2 8 4 4,2 0 11
Caspase 2,4 2,3 0 5 2 1,4 0 3
H.E. Farbung 5,2 4 2 12 4 2,5 2 8
Tab.9

Anzahl apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweisverfahren

in der L. epithelialis und L. propria des Isthmus in der spaten Follikelphase

L. epithelialis L. propria
MW SD Min Max MW SD Min Max
TUNEL 3,2 2,4 1 7 2 2 0 4
Caspase 4.6 1,8 3 7 1,6 1,8 0 4
H.E. Farbung 1,2 0,8 0 2 1,2 1,3 0 3
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Tab.10

Anzahl apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweisverfahren

in der L. epithelialis und L. propria der UTV 2 Tage post ov.

L. epithelialis L. propria
MW SD Min Max | MW SD Min Max
TUNEL 2 1,7 0 4 1,3 1,6 0 4
Caspase 2,5 2,1 0 6 0,7 1,2 0 3
H.E. Farbung 2,2 1,2 1 4 0,7 0,5 0 1
Tab.11

Anzahl apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweisverfahren

in der L. epithelialis und L. propria des Isthmus 2 Tage post ov.

L. epithelialis L. propria
MW SD Min Max | MW SD Min Max
TUNEL 2,7 3,3 0 9 1,8 2,2 0 6
Caspase 43 3,6 1 10 0,8 0,8 0 2
H.E. Farbung 1,8 1,6 0 4 0,8 0,8 0 2

119




Anhang

Tab.12

Anzahl apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweisverfahren

in der L. epithelialis und L. propria der UTV 4 Tage post ov.

L. epithelialis L. propria
MW SD Min Max | MW SD Min Max
TUNEL 4,8 1 4 6 1,7 0,5 1 2
Caspase 8,2 4,7 1 13 2,3 1,4 0 4
H.E. Farbung 2,7 1 1 4 0,8 1,2 0 3
Tab.13

Anzahl apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweisverfahren

in der L.epithelialis und L.propria des Isthmus 4 Tage post ov.

L. epithelialis L. propria
MW SD Min Max | MW SD Min Max
TUNEL 3,2 1,8 0 5 1,7 0,8 0 2
Caspase 8 2,5 5 12 4,8 2 3 7
H.E. Farbung 2,7 1,4 1 4 1,7 1 0 3

120




Anhang

Tab.14

Anzahl apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweisverfahren

in der L. epithelialis und L. propria der UTV in der Gelbkorperphase

L. epithelialis L. propria
MW SD Min Max | MW SD Min Max
TUNEL 13,3 6,9 6 26 3,8 2 1 7
Caspase 11,2 4,7 7 18 3,3 3,6 0 8
H.E. Farbung 43 2,3 2 7 1,7 1.4 0 3
Tab.15

Anzahl apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweisverfahren

in der L. epithelialis und L. propria der Isthmus in der Gelbkdrperphase

L. epithelialis L. propria
MW SD Min Max MW SD Min Max
TUNEL 9,3 2,5 6 12 3,5 2,3 1 7
Caspase 10,7 2,3 8 14 3,8 1,5 2 6
H.E. Farbung 4 1,5 3 7 1 1,1 0 3
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Tab.16

Anzahl apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweisverfahren

in der L. epithelialis und L. propria der UTV in der Endometriumsreparation

L. epithelialis L. propria
MW SD Min Max | MW SD Min  Max
TUNEL 4,5 1,4 2 6 2,8 1,5 0 4
Caspase 3,2 1,2 2 5 4,2 2 2 7
H.E. Farbung 1,5 1 0 3 2 24 0 6
Tab.17

Anzahl apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweisverfahren
in der L. epithelialis und L. propria des Isthmus in der Endometriumsreparation

L. epithelialis L. propria
MW  SD Min Max | MW SD Min  Max
TUNEL 2 1,5 1 5 2,3 2,5 0 7
Caspase 2,3 2,1 0 6 1,5 1,4 0 3
H.E. Farbung 0,3 0,5 0 1 0,5 0,8 0 2
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Tab.18

Anzahl apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweismethoden
in der uterotubalen Verbindung und im Eileiteristhmus (L. epithelialis und
L. propria) in allen Zyklusphasen

utv Eileiteristhmus
MW SD Min Max MW SD Min Max
TUNEL 7.9 6,5 0,0 33,0 5,4 45 0,0 19,0
Caspase 7,0 6,0 0,0 26,0 6,5 5,6 0,0 20,0
H.E. Farbung 43 3,5 1,0 20,0 2,4 2,2 0,0 10,0

Tab. 19

Anzahl apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweismethoden
in der uterotubalen Verbindung und im Eileiteristhmus (L epithelialis

und L. propria) im Anostrus

uTtv Isthmus
MW SD Min Max MW SD Min Max
TUNEL 6,3 3,5 2,0 11,0 4,0 3,5 0,0 9,0
Caspase 3,2 2,8 0,0 7,0 2,0 1,8 0,0 50
H.E. Farbung 2,5 1,4 1,0 4.0 1,2 1,3 0,0 3,0
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Tab. 20

Anzahl apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweismethoden
in der uterotubalen Verbindung und im Eileiteristhmus (L. epithelialis und
L.propria) in der friihen Follikelphase

utv Isthmus
MW SD Min Max MW SD Min Max
TUNEL 6,3 8,2 2,00 23,0 2,0 2.1 0,0 6,0
Caspase 5,3 6,8 1,00 19,0 1,0 1,3 0,0 3,0
H.E. Farbung 3,5 3,3 1,00 10,0 0,5 0,8 0,0 2,0
Tab. 21

Anzahl apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweismethoden
in der uterotubalen Verbindung und im Eileiteristhmus (L. epithelialis und L.
propria) in der spaten Follikelphase

utv Isthmus
MW SD Min Max MW SD Min Max
TUNEL 8,4 6,6 2,0 19,0 52 3,7 1,0 11,0
Caspase 4.4 3,0 0,0 8,0 6,2 3,5 3,0 10,0
H.E. Farbung 9,2 6,2 4,0 20,0 2,4 2,0 0,0 3,0
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Tab. 22

Anzahl apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweismethoden
in der uterotubalen Verbindung und im Eileiteristhmus (L. epithelialis und
L.propria) 2 Tage post ov.

utv Isthmus
MW SD Min  Max | MW SD Min  Max
TUNEL 3,3 3,0 0,0 8,0 4,5 3,8 0,0 11,0
Caspase 3,2 2,0 1,0 6,0 52 3,9 1,0 11,0
H.E. Farbung 2,8 1,2 1,0 4,0 2,7 21 0,0 6,0
Tab. 23
Anzahl apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener

Nachweismethoden in der uterotubalen Verbindung und im Eileiteristhmus (L.
epithelialis und L. propria) 4 Tage post ov.

utv Isthmus
MW SD Min Max | MW SD Min Max
TUNEL 6,5 1,2 5,0 8,0 4.8 1,8 2,0 7,0
Caspase 10,5 5,4 3,0 16,0 | 12,8 2,9 9,0 16,0
H.E. Farbung 3,5 1,6 1,0 6,0 48 1,2 3,0 6,0
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Tab. 24

Anzahl apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweismethoden
in der uterotubalen Verbindung und im Eileiteristhmus (L. epithelialis und L.
propria) in der Gelbkdrperphase

utv Isthmus
MW SD Min Max MW SD Min Max
TUNEL 17,2 8,8 7,0 33,0 12,8 4.1 7,0 19,0
Caspase 14,5 7.7 7.0 26,0 | 14,5 2,9 12,0 20,0
H.E. Farbung 6,0 2,6 2,0 9,0 5,0 2,5 3,0 10,0

Tab. 25

Anzahl apoptotischer Zellen bei Anwendung verschiedener Nachweismethoden
in der uterotubalen Verbindung und im Eileiteristhmus (L. epithelialis und L.
propria) in der Endometriumsreparation

utv Isthmus
MW SD Min Max MW SD Min Max
TUNEL 7.3 1,6 50 9,0 43 4.0 1,0 12,0
Caspase 7.3 2,9 50 12,0 3,8 2,7 2,0 9,0
H.E. Farbung 3,5 2,6 1,0 7,0 0,8 0,8 0,0 2,0
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