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1. Forschungsziel und Aufbau der Habilitationsschrift

Sexualsteroide sind essentiell fir eine erfolgreiche Fortpflanzung. Sie beeinflussen die
Gametogenese, die Auspragung der sekunddren Geschlechtsmerkmale, Trachtigkeiten
und vieles mehr. Obwohl prinzipiell diese Funktionen fiir alle Sdugetiere identisch sind,
gibt es Artunterschiede, die sich unter anderem bei ihrer Synthese als auch Rezeption
widerspiegeln. Die Katzenartigen (Felidae) gehoren zu den am starksten bedrohten Tier-
arten, deshalb ist die Erforschung der Reproduktion und insbesondere der hormonellen
Synthese und Regulation eine essentielle Voraussetzung fir die Entwicklung von Verfah-
ren der assistierten Reproduktion, wie beispielsweise Zyklus- und Trachtigkeitsmonito-
ring, Ovulationsinduktion, kiinstliche Besamung, Embryotransfer und Populations-
kontrolle. Die Hauskatze dient als Modell, bei dem grundlegende, also auch molekulare
Untersuchungen durchgefiihrt werden kdnnen. Die gewonnenen Erkenntnisse kénnen
vergleichend an anderen Felidae validiert werden, bei denen in der Regel ein limitierter
Zugang zu Proben besteht. Das Ziel der dieser Habilitationsschrift zugrunde liegenden
Forschungsarbeiten war es daher, ausgewadhlte reproduktive Organe und Gewebe der
Hauskatze hinsichtlich ihrer Kapazitat zur Synthese und Rezeption von Sexualsteroiden
naher zu charakterisieren. Vergleichend konnten Untersuchungen an Gelbkdrpern von
Luchsen durchgefiihrt werden.

Die Habilitationsschrift besteht aus zwei Teilen. Im ersten Teil wird zuerst in die Thematik
eingefiihrt (Kapitel 2). Bei der Vorstellung der einzelnen Organe und Gewebe in Kapitel
2.1 werden die jeweiligen Zielsetzungen der Forschungsarbeiten detaillierter beschrieben.
Die Ergebnisse eigener Studien werden nachfolgend in den Kapiteln 3 und 4 vorgestellt
und im Vergleich zu Daten anderer Spezies kurz diskutiert. Eine vertiefte Diskussion zu
ausgewahlten Punkten erfolgt im Kapitel 5 ,Ubergreifende Diskussion und Ausblick”.

Im zweiten Teil (ab Kapitel 8) sind die in ,peer reviewed journals” verdffentlichten Arbei-
ten aufgefiihrt, welche die Grundlage dieser Habilitationsschrift bilden. Diese Publika-
tionen sind, wenn Sie als Zitate in den Kapiteln 2 bis 5 erwdhnt werden, zur besseren Er-
kennung fett markiert hervorgehoben. Der Anhang beinhaltet die Sonderdrucke der Ver-
offentlichungen. In diesen sind die Studien ausflihrlich beschrieben und umfassend

diskutiert worden.



2. Einleitung

2.1. Reproduktive Organe der Katze

Neben den Gonaden Ovar (Eierstock) und Testis (Hoden), zéhlen auch akzessorische Ge-
schlechtsdrisen (bei der Katze: Ampulle, Prostata, Bulbourethraldriise), Epididymis (Ne-
benhoden), Ductus deferens (Samenleiter) und Penis (mannliche Seite) sowie Ovidukt
(Eileiter), Uterus (Gebarmutter), Plazenta, Zervix (Gebarmutterhals) und Vagina (weibli-
che Seite) zu den reproduktiven Organen. In der vorliegenden Arbeit werden eigene Stu-
dien prasentiert, die ihren Fokus auf der Untersuchung von Plazenta, Gelbkérper (Corpus
luteum), Ovar und Testis hatten, daher werden diese Organe/Gewebe nachfolgend aus-
fUhrlicher vorgestellt.

Ovar und Testis unterscheiden sich hinsichtlich des Entwicklungsgrades ihrer Keimzellen
zum Zeitpunkt der Geburt. Im Ovar von Sdugetieren sind alle Keimzellen spatestens kurz
nach der Geburt bereits vorhanden, so ist bei der Katze die Mitose der Oogonien ca. 37
Tage nach der Geburt vollendet (McGeady et al. 2006). Das Oogonium tritt in die Pro-
phase der Meiose | ein und wird zur primdren Oozyte. Sie verbleibt wahrend einer Ruhe-
phase in diesem Entwicklungsstadium, welche erst zu Beginn der praovulatorischen
Follikelreifung beendet wird (Schnorr and Kressin 2011). Primare Oozyten werden von
Epithelzellen umschlossen und bilden sogenannte Primordialfollikel. Die weitere Follikel-
entwicklung einzelner Primordialfollikel Gber Primarfollikel, Sekundarfollikel und Antral-
follikel bis hin zum Graafschen Follikel, welcher letztendlich ovuliert, findet (iberwiegend
erst ab der Pubertat statt (McGeady et al. 2006, Palma et al. 2012). Erwachsene Katzen
sind saisonal polydstrisch. Die sexuell inaktive Phase (der Anostrus) dauert 3 bis 4 Monate
an. Der Prodstrus hat eine Dauer von 1 bis 4 Tagen, der Ostrus von 3 bis 10 Tagen und der
Interdstrus von 6 bis 16 Tagen (Intervet 2010). Katzen kdnnen sowohl spontan (Pelican et
al. 2005, Gudermuth et al. 1997) als auch induziert (Wildt et al. 1981) ovulieren. Erfolgt
keine Ovulation, atresieren die angebildeten Follikel. Nach einer Paarung ohne erfolgrei-
che Konzeption oder auch bei einer kiinstlichen Stimulation der Ovulation entwickelt sich
eine Scheintrachtigkeit; diese dauert durchschnittlich 45 Tage. Die Trachtigkeit einer Kat-
ze besteht hingegen ca. 63 Tage (Intervet 2010). Der sich entwickelnde Embryo erreicht
den Uterus ca. 6 bis 7 Tage nach Ovulation und nistet sich ungefdahr ab dem 13. Tag ein
(McGeady et al. 2006). Das Geschlecht des Fetus kann bei der Katze per Ultraschall friu-

hestens ab Tag 38 festgestellt werden (Zambelli and Prati 2006). Es wurde bereits fiir ver-



schiedene Spezies gezeigt, dass ihre fetale Gonaden Steroide synthetisieren kénnen, z.B.
far Schaf (Quirke et al. 2001) und Maus (Dutta et al. 2014, Borday et al. 2013). Fetal ge-
bildete Sexualsteroide sind fiir die weitere Entwicklung des Fetus inklusive seiner repro-
duktiven Organe von Bedeutung (Kucinskas and Just 2005). Die Zielsetzung einer der
spater in dieser Habilitationsschrift genauer vorgestellten Studien (Braun and Jewgenow
2017) war es, nicht nur die Synthese, sondern auch die Rezeptoren von Sexualsteroiden in
fetalen Gonaden der Hauskatze zu untersuchen, um den potentiellen auto-, para-
und/oder endokrinen Einfluss von fetalen und maternalen Sexualsteroiden auf die gona-
dale Entwicklung der Hauskatze beurteilen zu kénnen.

Im Ovar entsteht aus einem ovulierten Follikel durch Umbildungsprozesse ein sogenann-
ter Gelbkorper. Gelbkérper sind transiente endokrine Drisen. Sie dienen vornehmlich der
Progesteronproduktion, welche zum Erhalt von Trachtigkeiten beitragt (Stocco et al.
2007). Je nach Spezies wird die luteale Progesteronproduktion die gesamte Trachtigkeit
Uber benotigt (z.B. bei Kaninchen und Schwein) oder aber die Progesteronproduktion
wird in dem Mal3e von der Plazenta ibernommen, dass schon wahrend der Trachtigkeit
Entnahmen von Ovarien nicht zum Abort fiihren, wie beim Schaf oder Mensch (McGeady
et al. 2006). Es gibt bei verschiedenen Spezies auch besondere Gelbkdrper. So werden
beim Elefanten neben den ovulatorischen Gelbkdrpern auch akzessorische Gelbkorper
gebildet (Lueders et al. 2012, Lueders et al. 2010). Bei Pferden gibt es zusatzlich zu den
primdren Gelbkorpern noch sekundare (Allen 2001). Eine weitere Besonderheit stellen die
persistierenden Gelbkorper bei den vier Luchsspezies dar. Es wurde mittels Ultraschallun-
tersuchungen und Hormonanalysen durch Kollegen vom Leibniz-Institut fir Zoo- und
Wildtierforschung (1ZW) festgestellt, dass Gelbkdrper von Luchsen, im Gegensatz zu de-
nen der Hauskatze und der meisten anderen Saugetiere, persistieren. Das bedeutet, dass
sie auch noch nach Trachtigkeit und Laktation weiterhin aktiv im Ovar vorliegen und sich
nicht vollstandig zuriickbilden (Goritz et al. 2009, Painer et al. 2014b). Persistierende
Gelbkorper sind noch mindestens bei den nachsten zwei Zyklen prasent. Fir die drei mo-
noodstrischen Luchsarten (lberischer, Eurasischer und Kanadischer Luchs) wird angenom-
men, dass die persistierenden Gelbkoérper den Monodstrus mit sichern konnten (Painer et
al. 2014b). Da das IZW schon seit vielen Jahren erfolgreich mit dem Erhaltungszuchtpro-
gramm fiir den Iberischen Luchs (lberian lynx ex-situ conservation breeding program) in
Spanien/Portugal im Bereich der Reproduktion zusammenarbeitet, war und ist die Suche

nach den biologischen Grundlagen fir dieses Phanomen seit mehreren Jahren For-



schungsgegenstand am IZW (siehe unter anderem: Amelkina et al. 2016, Amelkina et al.
2015b, Goritz et al. 2009, Painer et al. 2014b, Zschockelt et al. 2015, Zschockelt et al.
2016). Parallel zu der Charakterisierung der persistierenden Gelbkorper von Luchsen,
wurden/werden auch die Gelbkdrper von Katzen intensiver am I1ZW untersucht (Amelkina
et al. 2015a, Amelkina et al. 2015b, Amelkina et al. 2016, Zschockelt et al. 2014,
Zschockelt et al. 2016), denn zu Beginn unserer Studien war auch der Gelbkorperzyklus
der Katze noch nicht sehr gut charakterisiert. Die Untersuchung der Steroidbiogenese und
-rezeption sowie der Hormongehalte von felinen Gelbkérpern im Rahmen der breiteren
Charakterisierung von felinen Gelbkérpern war Aufgabe und Inhalt einiger der spater in
dieser Habilitationsschrift ndher vorgestellten und diskutierten Arbeiten (Amelkina et al.
20153, Amelkina et al. 2015b, Amelkina et al. 2016, Zschockelt et al. 2015, Zschockelt et
al. 2014).

Die Plazenta der Katze, wie auch die von Hund und anderen Raubtieren ist eine Glirtelpla-
zenta (Placenta zonaria). Durch das einwachsende Chorion wird das uterine Epithel zer-
stort, auf maternaler Seite ist nur noch Endothel vorhanden (= Plazenta vom endothelio-
chorialen Typ). Als zweite maternale Bindegewebsschicht entsteht eine Drisendeck-
schicht. Oberhalb dieser Schicht erweitern sich die Driisen zu Drisenkammern. Daran
angrenzend befindet sich das plazentare Lamellensystem, gebildet aus chorialen und en-
dometrialen Lamellen. Nach der Geburt wird alles Gewebe oberhalb der Driisendeck-
schicht als Dezidua abgestoRen (Schnorr and Kressin 2011). Die Zielstellung unserer
Studie an der Katzenplazenta (Braun et al. 2012b) war es, herauszufinden, ob die Katzen-
plazenta Steroide produzieren kann und somit zum Erhalt der Trachtigkeit nach Ova-
riektomien beitragen kénnte.

Hoden dienen zur Spermienproduktion und sind dariiber hinaus eine bedeutende Ste-
roidquelle. Die Keimzellen in fetalen Testes sind bei den meisten Sdugetieren bis zum
Stadium der (Pra-)Spermatogonien entwickelt. Die weitere Spermatogenese Uber Sper-
matozyten und Spermatiden bis hin zu reifen Spermien erfolgt erst ab der Pubertat.
Spermien, welche den Hoden verlassen haben, werden sowohl wahrend der Nebenho-
denpassage, als auch durch den Kontakt mit Seminalplasma und ebenfalls im weiblichen
Genitaltrakt weiter modifiziert. Diese Prozesse dienen der Verbesserung der Befruch-
tungskompetenz (Caballero et al. 2010). Die Untersuchung der Steroidsynthese und
-rezeption wahrend der postnatalen Testisentwicklung ist bisher nur an sehr wenigen

Sdugetierspezies erfolgt. Die Studien fanden meist nur entweder im Rahmen breiter ange-



legter Studien zur postnatalen Entwicklung von Gonaden statt, wie beispielsweise der
Ziege (Faucette et al. 2014), oder bezogen sich auf ausgewahlte Faktoren, wie dem An-
drogenrezeptor beim Menschen (Boukari et al. 2009). Dabei bieten solcherart Untersu-
chungen unter anderem die Moglichkeit herauszufinden, welche Sexualsteroide bei
welchen Schritten der Spermatogenese einen Einfluss haben kénnten. Dass Steroide mit
der Spermatogenese in Zusammenhang stehen kdonnten, zeigen auch friihere Studien an
der Katze. Es wurde beispielsweise festgestellt, das bei Katzen, die eine Teratospermie
aufweisen, der Serumtestosterongehalt niedriger ist als in normospermen Katzen
(Howard et al. 1990) und auch der intratestikulare Testosterongehalt tendiert dazu, bei
Teratokatzen niedriger zu sein (Neubauer et al. 2004). Die Zielsetzung einer in dieser Ha-
bilitationsschrift spater genauer vorgestellten Studie (Braun et al. 2012b) war es, die Ste-
roidsynthese und -rezeption sowie teilweise auch die Enzyme fiir den
Steroidmetabolismus in verschiedenen Entwicklungsstadien von Hoden der Hauskatze
genauer zu untersuchen sowie die intratestikuldren Hormongehalte zu bestimmen. An-
hand der Ergebnisse sollte ein Verstandnis daflir entwickelt werden, in welchen Testis-
Entwicklungsstufen der Katze welche Sexualsteroide gebildet werden kdnnen, aber auch
bei welchen testikularen Prozessen (z.B. Steroidproduktion, Spermatogenese) Sexualste-

roide eine regulatorische Rolle spielen kdnnten.

2.2. Sexualsteroide

Bei den Sexualsteroiden werden drei grof3e Gruppen unterschieden, die sich neben ihrem
Wirkungsfeld auch in der Anzahl ihrer Kohlenstoffatome (C) unterscheiden: Gestagene
(C21), Androgene (C19) und Ostrogene (C18). Steroide entstehen aus Cholesterol und
haben ein Grundgeriist, welches aus drei sechsgliedrigen Ringen (A, B und C) und einem
finfgliedrigem Ring (D) besteht (Berg et al. 2013). lhre Bildung in den Gonaden wird
durch sogenannte Gonadotropine, das heifSt durch Follikelstimulierendes Hormon (FSH)
und Luteinisierendes Hormon (LH), reguliert, welche durch das im Hypothalamus gebilde-
te Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH) zur Freisetzung in der Hypophyse angeregt
werden. Die Sexualsteroide selbst kénnen Einfluss durch positive oder negative Rick-
kopplung auf die sogenannte Hypothalamus-Hypophyse-Gonaden-Achse und damit auf

ihre Synthese nehmen (Intervet 2010).



Gestagene, mit ihrem wichtigsten Vertreter dem Progesteron, sind, wie schon der Name
assoziiert, stark in die Regulation von Trachtigkeiten involviert. So bereiten sie den Uterus
fur die Trachtigkeit vor (Bazer 2011). Aber auch auf andere reproduktive Organe, wie das
Ovar inklusive der dort stattfindenden Oozytenentwicklung, hat Progesteron einen Ein-
fluss (Fair 2012). Gestagene dienen nicht nur als Vorstufe fiir Androgene und Ostrogene,
sondern sind auch die Vorstufe fir andere Steroidklassen (Mineral- und Glucocorticoide).
Androgene werden oft als mannliche Hormone bezeichnet, werden aber durchaus auch
im weiblichen Korper gebildet. So wird beispielsweise auch fiir Androgene eine Rolle in
der friihen Follikelentwicklung im Ovar diskutiert (Gervasio 2014).

Ostrogene sind die sogenannten weiblichen Sexualhormone. Trotzdem werden sie auch
in mannlichen Organen und Geweben gebildet und Giben im mannlichen Genitaltrakt un-

terschiedlichste Funktionen aus (Hess 2003).

2.3. Sexualsteroidbiogenese und -metabolismus

In die Synthese von Sexualsteroiden ist eine Vielzahl von Enzymen involviert. Je nach Ge-
webe und/oder Spezies kdnnen bestimmte Synthesewege bevorzugt und verschiedene
Untertypen von Enzymen flr enzymatische Reaktionen verantwortlich sein. Nur fir weni-
ge Spezies liegen umfangreiche Untersuchungen vor. Abbildung 1 gibt einen Uberblick
Uber die an der Steroidsynthese und auch am Steroidmetabolismus beteiligen Enzyme.
Auf Untertypenbezeichnungen wurde hier verzichtet, um einen maoglichst allgemeingiilti-
gen Uberblick zu geben. Im ersten Schritt der de novo-Steroidbiosynthese muss Cho-
lesterol von der duReren zur inneren Mitochondrienmembran transportiert werden.
Hierflir verantwortlich ist das Transportprotein Steroidogenic acute regulatory protein
(StAR). Cholesterol wird dann durch die Cholesterin-Monooxygenase (CYP11A1) in Preg-
nenolon umgewandelt. Die 3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase/A5—>A4-Isomerase
(HSD3B; Typ 1 oder 2) ist an einer Vielzahl von Syntheseschritten beteiligt, so unter ande-
rem auch an der Umwandlung von Pregnenolon zu Progesteron und von Androstendiol zu
Testosteron. Die Steroid-17a-Hydroxylase (CYP17A1) katalysiert die 170H-Hydroxylierung
von Pregnenolon und Progesteron sowie, durch seine 17,20-Lyaseaktivitat, nachfolgend
auch die weitere Umwandlung der entsprechenden Produkte zu Dehydroepiandrosteron
(DHEA) bzw. Androstendion. Verschiedene Typen von 17B-Hydroxysteroid-

Dehydrogenasen (HSD17B) sind beispielsweise fiir die Konvertierung von DHEA zu
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Androstendiol, von Androstendion zu Testosteron und von Ostron zu Ostradiol verant-
wortlich bzw. katalysieren die Umkehrreaktionen. Sie haben also verschiedene Substrat-
praferenzen, kdnnen Oxidations- oder Reduktionsreaktionen bevorzugen und der Ort
ihrer Expression kann unterschiedlich sein. Der zytosolisch vorliegende Typ 1 wird aus-
schlieRlich als Ostrogen-bildend beschrieben. Der in Mikrosomen vorkommende Typ 3 ist
hingegen fiir die Synthese von Androgenen verantwortlich (Miller 2008). Die Aromatisie-
rung von Androgenen zu Ostrogenen erfolgt durch die Aromatase (CYP19A1); diese Reak-

tion ist irreversibel.
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Abbildung 1. Ubersicht tiber die an der Synthese und dem Metabolismus von Sexualste-
roiden beteiligen Enzyme. AKR1C3 aldo-keto-reductase family 1 member; CYP11A1: Cho-
lesterin-Monooxygenase; CYP17A1: Steroid-17a-Hydroxylase; CYP19A1: Aromatase;
HSD17B: 17B-Hydroxysteroiddehydrogenase; DHEA: Dehydroepiandrosteron; DHT: Dihy-
drotestosteron; HSD3B: 3B-Hydroxysteroid Dehydrogenase/Isomerase; SRD5A: Steroid-
5a-Reduktase;  STS:  Steroidsulfatase;  SULT:  Sulfotransferase; UGT:  UDP-
Glucuronosyltransferase
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Steroid-5-alpha-Reduktasen (SRD5A) sind in den Steroidmetabolismus involviert, bei-
spielsweise wird Testosteron durch diese zu Dihydrotestosteron (DHT) umgewandelt und
auch eine Beteiligung am sogenannten ,Backdoorpathway” flr die Synthese von DHT ist
beschrieben worden (Fukami et al. 2013). Mitglieder der Aldo-Keto-Reduktase Familie 1C
(AKR1C) spielen ebenfalls im Sexualsteroid-Metabolismus an verschiedenen Stellen eine
groRe Rolle. Beispielweise kann Dihydrotestosteron (DHT) durch sie reduziert werden
(Penning et al. 2003).

Sulfatierung und Glucuronidierung fiihren zur besseren Loslichkeit von Steroiden und
dadurch zu deren verbessertem Abtransport lber Korperflissigkeiten zu anderen Wirk-
ungsorten oder zu Orten, an denen ihr weiterer Abbau erfolgt und in deren Folge sie aus-
geschieden werden (Alnouti and Klaassen 2006, Rane and Ekstrom 2012). Ostrogene
werden durch die Ostrogensulfotransferase (SULT1E1) und DHEA oft durch die Hydroxy-
steroid-Sulfotransferase (SULT2A1) sulfatiert (Alnouti and Klaassen 2006), wahrend die
Desulfatierung von verschiedenen sulfatierten Steroiden durch die Steroidsulfatase (STS)
katalysiert wird. Die Glucuronidierung von Sexualsteroiden und ihrer Metaboliten findet

durch Mitglieder der UGT2B-Familie statt (Beaulieu et al. 1996).

2.4. Rezeptoren fiir Sexualsteroide

Die bekanntesten Rezeptoren fiir Sexualsteroide sind ihre Kernrezeptoren. Fiir Androgene
ist dies der Androgenrezeptor AR (Bennett et al. 2010). Progesteron bindet an den Pro-
gesteronrezeptor PGR (Scarpin et al. 2009) und Ostrogene kdnnen an zwei verschiedene
Kernrezeptoren binden, den Ostrogenrezeptor 1 oder auch alpha (ESR1) und den Ostro-
genrezeptor 2 bzw. beta (ESR2) (Bondesson et al. 2015). Der Komplex aus Steroid und
Rezeptor bindet im Kern an hormonempfindliche Bereiche der DNA, sogenannte hor-
mone response elements (HRE), wodurch die Expression von Genen aktiviert oder repri-
miert wird. Neben Kernrezeptoren gibt es membranstindige oder zytoplasmatisch
lokalisierte Rezeptoren, die nichtgenomische Effekte induzieren (Bondesson et al. 2015,
Levin 2011). Selbst fur die Kernrezeptoren sind solche nichtgenomischen Wirkungen be-
schrieben worden (z.B. bei Levin and Pietras 2008). Im Fokus von einigen unserer in dieser
Habilitationsschrift spater naher vorgestellten Studien (Amelkina et al. 2016, Braun and
Jewgenow 2017, Braun et al. 2018) standen, neben den oben erwdhnten Kernrezepto-
ren, auch der G-Protein-gekoppelte Ostrogenrezeptor (GPER) und die sogenannten pro-

gesterone receptor membrane components 1 und 2 (PGRMC1 und PGRMC2).
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3. Mannlicher Genitaltrakt

3.1. Fetale Testes

In fetalen Gonaden der Katze untersuchten wir die mRNA-Expression von sowohl ste-
roidogenen Enzymen als auch von Sexualsteroidrezeptoren. Einen Uberblick dazu gibt
Tabelle 1. HSD3B1 und PGRMC1 wurden auch immunhistochemisch untersucht (Braun
and Jewgenow 2017). Fir fetale Gonaden verschiedener Sdugetierspezies ist bekannt,
dass sie Steroide produzieren kdnnen. Diesbeziglich gibt es aber deutliche Unterschiede
zwischen mannlichen und weiblichen Gonaden in Zeitpunkt und Umfang (Houmard et al.
2009, Quirke et al. 2001). Bei der Katze konnten wir den geschlechtsspezifischen Unter-
schied beziglich der Kapazitat zur Steroidproduktion bestdtigen. Die meisten der von uns
untersuchten steroidogenen Enzyme (CYP11A1, CYP17A1, HSD3B1, HSD17B3) und StAR
wiesen in den mannlichen Proben eine vielfach hohere Expression auf mRNA-Ebene auf
als in den weiblichen fetalen Gonaden gleichen Alters. Eine Ausnahme waren lediglich die
Aromatase (CYP19A1) und HSD17B2, welche in den weiblichen fetalen Gonaden nahezu
ausschlieBlich exprimiert wurden und HSD17B1, welches in Gonaden beider Geschlechter
vergleichbar exprimiert wurde (Braun and Jewgenow 2017).

Bei den fetalen Testesproben zeigten die untersuchten Enzyme, bezogen auf den unter-
suchten Zeitraum (Tag 34 bis Tag 48 der Trachtigkeit), unterschiedliche Expressionsprofi-
le. Die fur die Progesteron- und Androgenproduktion erforderlichen Enzyme, d.h.
CYP11A1, HSD3B1, CYP17A1 und HSD17B3, sowie StAR wurden im gesamten Untersu-
chungszeitraum exprimiert (Braun and Jewgenow 2017), d.h. die Kapazitdt zur Genese
dieser Steroide ist in fetalen Katzentestes spatestens ab Tag 34 vorhanden. Die geringen
N-Zahlen der Proben lassen keine statistischen Aussagen zu. Allerdings vermuten wir,
dass die Testosteronproduktion, durch die abnehmende Expression von HSD17B3 zum 2.
Trimester hin, ebenfalls abnehmen kénnte (Braun and Jewgenow 2017). Aufgrund der
geringen Probenmengen konnten keine Hormonextraktionen und -bestimmungen durch-
gefihrt werden. Dadurch bedingt konnte auch nicht aufgeklart werden, welches der En-
zyme wirklich den regulatorischen Schritt der Androgensynthese bestimmen kdnnte.

Bei den Untersuchungen an fetalen Gonaden des Schafes wurde festgestellt, dass HSD3B1
schon exprimiert wird, bevor die morphologische sexuelle Differenzierung beginnt. Die
Expression von StAR, CYP11A1 und CYP17A1 wird allerdings erst ab dieser nachgewiesen.

Mit Beginn der morphologisch sichtbaren sexuellen Differenzierung auch verbunden,
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steigt beim Schaf die fetale intratestikuldare Testosteronkonzentration zwischen Tag 35
und Tag 55 der ca. 150 Tage dauernden Trachtigkeit deutlich an, wahrend an Tag 30 so
gut wie noch kein Testosteron nachweisbar ist (Quirke et al. 2001). Trotz fehlender Hor-
mondaten bei unserer Studie ist, basierend auf den Expressionsdaten der Enzyme, auch
beim Kater davon auszugehen, dass im Untersuchungszeitraum Androgene bereits in gro-
Rem Malstab in fetalen Testes gebildet werden (Braun and Jewgenow 2017). Wenn man
Studien zu anderen Spezies betrachtet, wird den testikuldr gebildeten Androgenen vor
allem eine endokrine Bedeutung in dem Sinne zugeschrieben, dass sie wesentlich zur ge-
schlechtsspezifischen Entwicklung beitragen, z.B. neben der der Geschlechtsorgane (Fluck
and Pandey 2014) auch zu der des Gehirns (Nugent et al. 2012). Wir konnten in fetalen
Katzenhoden die mRNA-Expression vom Androgenrezeptor (AR) nachweisen. Auto-
/parakrine Funktionen von testikular gebildeten Androgenen wéaren dementsprechend
moglich (Braun and Jewgenow 2017). Fiir andere Spezies ist die Expression von AR in
fetalen Testes ebenfalls beschrieben worden (siehe Ubersichtsartikel: Rey et al. 2009).

Das fiir den letzten Schritt der Progesteronsynthese verantwortliche Enzym HSD3B wurde
vorrangig im Interstitium von fetalen Katzentestes lokalisiert (Braun and Jewgenow
2017). Auch im fetalen Schafshoden (Tag 75) gab es die starksten HSD3B-Proteinsignale
im Interstitium, schwachere hingegen in den Tubuli. In fetalen Testes des Schafes konnte
Progesteron im gesamten Untersuchungszeittraum (Tag 30 bis 75) nachgewiesen werden
(Quirke et al. 2001). Fiir fetale Hoden der Katze vermuten wir, dass ebenfalls ein gewisser
Anteil an Progesteron nicht weiter z.B. in Androgene umgewandelt wird, sondern auto-
/parakrine Funktionen auslibt. Daflir spricht die Prasenz von Progesteronrezeptoren in
fetalen Hoden (Braun and Jewgenow 2017). Natdrlich ist nicht auszuschlieBen, dass auch
maternales Progesteron einen Einfluss auf den Fetus ausiibt. In fetalen Katzentestes wird
PGR kaum auf mRNA-Ebene exprimiert, PGRMC1 und PGRMC2 hingegen eindeutig.
PGRMC1 wurde auch immunhistochemisch nachgewiesen; die intensivsten Proteinsignale
waren im Interstitium sichtbar. Wir vermuten, dass diese Lokalisation einen autokrinen
Einfluss auf die Regulation der Steroidproduktion durch Progesteron haben kdnnte
(Braun and Jewgenow 2017). Es gibt laut aktueller Literaturrecherche bisher nur eine
einzige Studie, bei der die PGRMC1-Expression im Zusammenhang mit der Steroidproduk-
tion in Hoden untersucht wurde. In dieser Studie war bei erwachsenen Schweinen die
PGRMC1-Expression in Schweinen mit hohem Androstenongehalt erhoht (Grindflek et al.

2010).
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Tabelle 1. mRNA- und Proteinexpression von steroidogenen Enzymen und Steroidrezep-
toren sowie von StAR in Testes verschiedener Entwicklungsstadien. Die Ubersicht beruht
auf den publizierten Daten in (Braun and Jewgenow 2017, Braun et al. 2018).

Genexpression in verschiedenen Entwick-
lungsstadien

eindeutige Proteinsignale in
der Postpubertat

Fakdor | fetal | bty | PUBSNEt | e | sttum | sellen | sollen
StAR + + + + ng ng ng
CYP11A1 + + + + ja nein ja
HSD3B1 + + + + ja ja nein
CYP17A1 + + + + ja nein ja
CYP19A1* - (+) + + nein nein ja
HSD17B1 + + + + ng ng ng
HSD17B2 - - - - ng ng ng
HSD17B3* + + + + ng ng ng
SRD5A1* ng + + + ng ng ng
AKR1C3* ng + + + ng ng ng
SULT1E1* ng + + + ja nein ja
STS ng + + + ng ng ng
PGR* (+) + + + nein nein ja
PGRMC1* + + + + ja ja nein
PGRMC2* + + + + ja nein nein
AR + + + + ja ja ja
ESR1* + + + + nein nein ja
ESR2* (+) (+) (+) (+) ng ng ng
GPER* + + + + ng ng ne

*: Statistische Abweichung der Genexpression (iber die postnatale Entwicklung
+: mRNA-Expression vorhanden
(+): mRNA-Expression sehr gering

-: keine mRNA-Expression
ng: nicht getestet

Des Weiteren werden die untersuchten Ostrogenrezeptoren ESR1, ESR2 und GPER in feta-

len Katzenhoden exprimiert (Braun and Jewgenow 2017). Hier nehmen wir an, dass die

maternalen Ostrogene eine regulatorische Funktion im Fetus ausiiben, denn im Gegen-

satz zu fetalen Testes anderer Spezies, wie Mensch (Boukari et al. 2007) und Schwein

(Haeussler et al. 2007), kénnen im fetalen Hoden der Katze keine Ostrogene produziert
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werden, da die daflir notwendige Aromatase nicht exprimiert wird (Braun and Jewgenow
2017). Die Lokalisierung der Ostrogenrezeptoren wurde nicht von uns bestimmt. Demzu-
folge ist eine Aussage zur potentiellen Funktion rein spekulativ. Von anderen Spezies ist
bekannt, dass ESR1 und ESR2 sowohl in Leydig-Zellen als auch in tubuldren Zellen expri-
miert werden kdnnen, wobei letzteres flir ESR1 umstritten ist. Basierend auf der Lokalisa-
tion wird beispielsweise ein starker Einfluss von Ostrogen auf die Differenzierung und

Reifung der sich entwickelnden Nagetier-Testes angenommen (Rochira et al. 2000).

3.2. Postnatale Entwicklung der Testes und Spermatogenese

Postnatale Hoden wurde von uns beziglich der Anzahl untersuchter Enzyme und Rezep-
toren, sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene, sehr intensiv untersucht (Braun et
al. 2018). Eine Ubersicht der untersuchten Faktoren sowie der Ergebnisse ist in Tabelle 1
dargestellt. Darliber hinaus haben wir in der gleichen Studie ebenfalls den intratestikula-
ren Hormongehalt fiir Progesteron, Testosteron und Ostradiol bestimmt (Braun et al.
2018). Die Untersuchung von verschiedenen Entwicklungsstadien des Katzenhodens bot
den Vorteil, dass nicht nur die entwicklungsabhdngige Kapazitat zur Steroidsynthese ana-
lysiert werden konnte, sondern es waren auch dadurch, dass verschiedene Entwicklungs-
stadien mit der An- bzw. Abwesenheit von bestimmten Keimzelltypen verbunden sind,
Schlussfolgerungen fiir durch Sexualsteroide regulierte Prozesse in bestimmten Abschnit-
ten der Spermatogenese moglich.

Von den untersuchten Enzymen wurden alle, bis auf HSD17B2, im Hoden exprimiert. Fir
die steroidogenen Enzyme CYP11A1, CYP17A1, HSD3B1 und HSD17B1 sowie StAR konnte
keine unterschiedliche Expression wahrend der unterschiedlichen Entwicklungsstadien
festgestellt werden. Die mRNA-Expression von HSD17B3, einem Enzym, welches fiir einen
der letzten Schritte der Testosteronsynthese verantwortlich ist, war auch schon in der
Prepubertat deutlich messbar, stieg aber zur Pubertat hin an und blieb dann konstant. Die
Kapazitat zur Produktion von Progesteron und Androgenen ist demnach bereits vor der
Pubertat vorhanden; unsere Studien zu fetalen Testes (siehe Kapitel 3.1 und Braun and
Jewgenow 2017) lieRen das auch vermuten. Die fiir die Synthese von Ostrogenen erfor-
derliche Aromatase konnte in Testes der Katze sowohl auf mRNA- als auch auf Protein-

ebene erst ab der Pubertit nachgewiesen werden. Ostrogene werden also in
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Katzentestes friihestens ab der Pubertdt gebildet. Die mRNA-Expression der Aromatase
nahm zur Postpubertat hin und auch innerhalb dieser weiter zu (Braun et al. 2018).
Interessant war auch das mRNA-Expressionsverhalten der von uns untersuchten metabo-
lisierenden Enzyme SRD5A1, AKR1C3 und SULT1E1. Alle drei wiesen einen Anstieg Uber
die Testesentwicklung auf. Dieser war nicht nur fir die Entwicklung von der Prepubertat
hin zur Postpubertdt messbar, sondern auch zwischen den zwei Postpubertdts-Gruppen
(Braun et al. 2018). Beziglich der Postpubertdt wurde in unserer Studie deutlich, dass
selbst die als adult definierten Testes noch eine Entwicklungsphase vollfiihren, bei der mit
Zunahme des Gewichts sowohl die mRNA-Expression vor allem von Steroid-
metabolisierenden Enzymen als auch der Anteil an haploiden zu diploiden Zellen ansteigt.
Hingegen nahm der testikuldre Testosterongehalt (pro mg Testis) mit zunehmendem Ge-
wicht in der Postpubertdt ab (Braun et al. 2018). Hierfiir verantwortlich ist unserer Mei-
nung nach die verstarkte Expression von SRD5A1 und AKR1C3 und die damit verbundene
Metabolisierung von Testosteron tUber DHT zu Androstendiol (Braun et al. 2018). Ein star-
ker Anstieg von intratestikuldrem Ostradiol, der aufgrund der ansteigenden Aromatase-
Expression innerhalb der postpubertdren Phase zu erwarten gewesen wadre, wurde ver-
mutlich durch die ebenfalls ansteigende SULT1E1-Expression und damit verbundene Sul-
fatierung von Ostradiol verhindert (Braun et al. 2018). Aufgrund unserer Studien halten
wir die Metabolisierung von Steroiden fir eine Moglichkeit, die Steroidkonzentration im
Hoden und damit auch im Korper zu justieren. Unseres Wissens nach ist unsere Studie
(Braun et al. 2018) die erste, welche Zusammenhadnge sowohl zwischen Testisgewicht
und Ploidieverhaltnis der Zellen als auch dieser beiden Parameter zur Expression einiger
untersuchter Faktoren, insbesondere der von metabolisierenden Enzymen, aufgedeckt
hat.

Neben dem Nachweis der Steroidproduktion, konnten wir auch die Rezeptivitat von Kat-
zentestes gegentber allen drei Sexualsteroidgruppen anhand der Prdasenz ihrer Rezepto-
ren aufzeigen. Aufgrund der immunhistochemischen Untersuchung waren wir in der Lage,
teilweise auch ihre Lokalisation zu bestimmen (Braun et al. 2018). Bereits bei unserer
Untersuchung der fetalen Katzentestes wurde deutlich, dass PGRMC1 nicht nur im In-
terstitium lokalisiert ist, sondern auch in den Tubuli (Braun and Jewgenow 2017). In unse-
rer Studie zur postnatalen Hodenentwicklung stellten wir fest, dass die Intensitdt der
zytoplasmatischen Anfarbung der Sertolizellen mit zunehmender Testisentwicklung ab-

nimmt (Braun et al. 2018). Speziell fir die prepubertare Phase ware ein Gber PGRMC1
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vermittelter Effekt auf die Sertolizellreifung vorstellbar, fiir spatere Stadien dann auch auf
die Spermatogonienvervielfiltigung und/oder den Beginn der Meiose. PGRMC1 und
PGRMC2 waren bisher noch nicht Untersuchungsgegenstand in Testes anderer Spezies,
daher sind Vergleiche mit diesen nicht moglich. PGRMC2 wurde mit dem verwendeten
Antikorper ab der Pubertdt in manchen, aber nicht allen Leydigzell-Zellkernen lokalisiert
(Braun et al. 2018). Die Lokalisierung spricht fiir eine Beeinflussung der Steroidbiogenese.
Den klassischen Progesteronrezeptor konnten wir eindeutig ab der Pubertat in Keimzellen
ab einem spateren Spermatozytenstadium nachweisen, wodurch ein eindeutiger Hinweis
auf die Beteiligung an regulatorischen Prozessen der Spermatogenese gegeben ist. Beim
Vergleich unserer Ergebnisse mit anderen Studien fiel auf, dass die PGR-Lokalisation
durchaus speziesabhangig ist (Braun et al. 2018). Zu beachten ist, dass bei unserer Unter-
suchung nicht zwischen den potentiell vorhandenen Rezeptorisoformen unterschieden
wurde. Fir PGR sind beim Menschen zusatzlich zu den oben erwdahnten Formen PGR-A
und PGR-B noch weitere Isoformen bekannt (Hirata et al. 2003). Die meisten dieser Isof-
ormen haben eine vollstdandige Liganden-bindende Domane (Cork et al. 2008). Sowohl die
von uns verwendeten Primer (bezogen auf die entsprechende Gensequenz) als auch der
verwendete Antikoérper bindet in dieser Region. Das bedeutet, dass eine Unterscheidung
der meisten potentiellen PGR-Isoformen mit den von uns gewadhlten Methoden nicht
moglich war. Hingegen gibt es eine Studie zum humanen Hoden, in der die Anfarbung von
testikuldaren Zellen zwischen Antikérpern, welche nur die B-Isoform bzw. die A- und B-
Isoformen erkannten, verglichen wurde. Die Anfarbung der Keimzellen unterschied sich
leicht, sowohl was die kern- bzw. zytoplasmatische Anfarbung betraf, als auch, welches
Keimzellstadium und welches Zyklusstadium betrachtet wurde (Shah et al. 2005). Spezifi-
schere Untersuchungen beziiglich der Isoformen bei der Katze aber auch bei anderen
Spezies kdnnten auch hier eine unterschiedliche Verteilung von Isoformen aufdecken und
moglicherweise wirden sich dann auch manche der vorher festgestellten Speziesunter-
schiede relativieren.

Auch flr andere Steroidrezeptoren sind Isoformen bekannt. So ist fiir ESR1 sogar die Ex-
pression mehrerer Isoformen in Testes der Katze beschrieben worden, unter anderem
gibt es Isoformen, die eine Deletion von Exon 6 (AExon6) enthalten (Schoen et al. 2012).
Die Lage der Primer fir die in unserer Studie durchgefiihrte quantitative PCR schloss den
Nachweis von AExon6-enthaltenden Varianten aus. Wir konnten ESR1 auf Proteinebene

vor allem in Spermatozyten und runden Spermatiden ab der Pubertat nachweisen. Diese
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Zellen sind auch diejenigen, die im Katzenhoden Aromatase exprimierten (Braun et al.
2018). Daher ist eine auto- und/oder parakrine Wirkung von Ostrogenen {iber diesen Re-
zeptor auf einige Abschnitte der Meiose und auf die friihe Spermiogenese wahrscheinlich.
Zusatzlich konnte ESR1, genau wie auch AR, an den Mittelstlicken von Spermien in den
Tubuli nachgewiesen werden (Braun et al. 2018). Katzenspermien scheinen daher auch
nach dem Verlassen der Testes bei weiteren Reifungsprozessen durch Androgene und
Ostrogenen reguliert zu werden. Sowohl Androgene als auch Ostrogene sind bei anderen
Spezies in den Prozess der Spermienfreisetzung involviert. So konnten bei der Ratte hor-
monempfindliche Bereiche (HRE) fiir die Gene der an diesem Prozess beteiligten Proteine
nachgewiesen werden (Kumar et al. 2017). ESR2 sowie GPER konnten aufgrund fehlender
Antikorper im Katzenhoden nur auf mRNA-Ebene untersucht werden. ESR2 hat die nied-
rigste Expression in der Pubertat. Der stetige Anstieg der GPER-Expression Uber die testi-
kuldre Entwicklung deutet auf eine Beteiligung an Entwicklungs-/Wachstumsprozessen
der Testes selber und/oder auf eine Steuerung der Spermatogenese hin (Braun et al.
2018). Im humanen Hoden wurden die drei auch von uns untersuchten Ostrogenrezepto-
ren mittels in-situ Hybridisierung und/oder Immunhistochemie lokalisiert. ESR1 wurde in
Keimzellen und einzelnen interstitiellen Zellen nachgewiesen und ESR2 in Keimzellen und
Sertolizellen detektiert. Die starksten GPER-Signale gab es hingegen in interstitiellen Zel-
len (Fietz et al. 2014).

Androgene spielen bei der Katze ebenfalls eine groRe Rolle bei intratestikuldren Prozes-
sen. Der Rezeptor konnte in Testes der Katze in einer Vielzahl von Zellen nachgewiesen
werden (Braun et al. 2018). Die Expression in Sertolizellen schon ab der Prepubertét
spricht fiur eine entscheidende Mitwirkung an der Sertolizellreifung und/oder Unter-
stlitzung der Spermatogenese. Auch beim Pferd konnte AR schon in prepubertalen Serto-
lizellen nachgewiesen werden (Pearl et al. 2011). Beim Menschen war der Nachweis in
einem Hoden eines 8-jahrigen Jungen ebenfalls moglich, aber nicht in einer humanen
Testisprobe, welche 3 Monate nach Geburt gewonnen wurde (Rey et al. 2009). Die AR-
Expression in peritubularen Myoidzellen von Katzenhoden zeigt einen Einfluss von Andro-
genen auf die Stabilitat und die Kontraktilitdt der Tubuli an. Die Lokalisation in interstitiel-
len Zellen weist auf eine Beteiligung an der Steroidsynthese hin (Braun et al. 2018). Da
auch in anderen Spezies die zuvor benannten Testiszelltypen den Androgenrezeptor ent-
halten (Li et al. 2015, Rey et al. 2009, Zhou et al. 2002), scheint diese sehr breite Prasenz

des AR fiir Sdugetiere speziestibergreifend zu sein.

19



3.3. Andere mannliche Reproduktionsorgane

Unsere Forschungsarbeiten zum mannlichen Reproduktionstrakt haben sich bezlglich der
Untersuchung der Steroidsynthese, -metabolismus und -rezeption bisher auf den Hoden
beschrankt. Ein weiteres Organ, welches fir seine Steroidproduktion und -rezeption be-
kannt ist, ist die Prostata (Ferraldeschi et al. 2013). Auch wenn Katzenartige nicht alle
akzessorischen Geschlechtsdriisen besitzen, gehort die Prostata zu einer der vorhande-
nen Driisen. Fiir manche Spezies ist beschrieben worden, dass auch in der Epididymis Ste-
roide gebildet werden und Steroidrezeptoren vorliegen konnen (Oliveira et al. 2012,
Joseph et al. 2011, Bilinska et al. 2006). Die Prdasenz der von uns auf Spermien gezeigten
Rezeptoren ESR1 und AR spricht fiir eine Regulation der posttestikuldaren Spermienreifung
durch Steroide in der Epididymis und/oder auf weiteren Etappen auf dem Wege bis zur
Fertilisation von Eizellen. Die Untersuchungen der Epididymis von Katzenartigen aber
auch von akzessorischen Geschlechtsdriisen, deren Sekrete einen wichtigen Beitrag zur
Seminalplasmazusammensetzung liefern, kdnnten also weitere Hinweise auf die post-
testikuldare Spermienreifung von Katzenartigen geben. Im Vergleich zu Studien an anderen
Tierfamilien kdnnten Gemeinsamkeiten und Unterschiede bei der Regulation der Spermi-

enreifung aufgedeckt werden.
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4. Weiblicher Genitaltrakt

4.1. Das fetale Ovar

In fetalen Ovarien der Katze untersuchten wir im Vergleich zu fetalen Katzentestes (siehe
Kapitel 3.1) die mRNA-Expression von steroidogenen Enzymen und Sexualsteroidrezepto-
ren (Braun and Jewgenow 2017). Tabelle 2 gibt beziiglich der mRNA-Expression in weibli-
chen Organen/Geweben der Katze einen Uberblick zu den von uns untersuchten Faktoren
und Ergebnissen. HSD3B1 und PGRMC1 wurden in den fetalen Ovarien auch immunhisto-
chemisch untersucht (Braun and Jewgenow 2017).

In den fetalen Ovarien der Katze wurde im Untersuchungszeitraum (Tag 34 bis Tag 48 der
Trachtigkeit) deutlich weniger vom Transportprotein StAR und von den steroidogenen
Enzymen CYP11A1, CYP17A1 und HSD3B1 exprimiert als in den fetalen Testes. Die fetalen
Katzenovarien exprimierten kein HSD17B3 (Braun and Jewgenow 2017), was die Bildung
von Testosteron in diesen nahezu ausschlief3t, es sei denn, entsprechende Syntheseschrit-
te werden in diesem Organ von anderen HSD17B-Typen Gbernommen. In humanen feta-
len Ovarien konnte hingegen HSD17B3 nachgewiesen werden (Fowler et al. 2011). Die
Expression von HSD17B1 in den fetalen Gonaden der Katze erfolgte bei beiden Geschlech-
tern in gleicher GroBenordnung. HSD17B2 wie auch die Aromatase wurden nahezu aus-
schliefRlich in den weiblichen fetalen Gonaden exprimiert (Braun and Jewgenow 2017).
Wir gehen davon aus, dass hier sowohl Progesteron als auch Androgene als Vorstufen von
Ostrogenen gebildet werden. Ob sie aber komplett in Ostrogene umgewandelt werden
oder nicht bleibt offen. Die Aromatase-Expression nahm insbesondere von Tag 34 zu Tag
39 deutlich ab; aufgrund unserer geringen Probenanzahl ist dies aber nicht statistisch
belegbar (Braun and Jewgenow 2017). Trotzdem konnte infolge einer verringerten Aro-
mataseexpression auch die Ostrogenproduktion abnehmen. Unser Untersuchungszeit-
raum beginnt mit Tag 34 kurz nachdem an Tag 32 der Trachtigkeit in den fetalen Ovarien
der Katze die Auflésung der Keimstrange sowie die damit verbundene Primordialfollikel-
bildung startet, welche erst an Tag 37 nach der Geburt abgeschlossen ist (McGeady et al.
2006). Je nach Spezies kann die Follikelbildung durch unterschiedliche Hormone reguliert
sein (Dutta et al. 2014). In der Maus inhibieren beispielsweise Progesteron und Ostradiol
die Auflésung der Oozytennester (Chen et al. 2007). Méglicherweise wirken Ostrogene

auch bei der Katze in gewissem MalRe hemmend auf die Primordialfollikelbildung und
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durch die potentiell verringerte Synthese von Ostrogen nach Tag 34 wird die Primordial-

follikelbildung unterstitzt.

Tabelle 2. mRNA-Expression von steroidogenen Enzymen und Steroidrezeptoren sowie
von StAR in verschiedenen weiblichen Reproduktionsorganen/-geweben der Hauskatze
sowie in Gelbkdrpern vom Iberischen Luchs. Die Ubersicht beruht auf den publizierten
Daten in (Amelkina et al. 2016, Braun and Jewgenow 2017, Braun et al. 2012b,
Zschockelt et al. 2015, Zschockelt et al. 2014).

Faktor Ovar, fetal, CL Pseudo- CL Trachtigkeit, | CL, Iberischer | Plazenta,
Katze trachtigkeit, Katze Katze Luchs Katze
StAR + +* + 4+ ng
CYP11A1 + + + 4+ .
HSD3B1 + 4% + 4+ N
CYP17A1 + + + + .
CYP19A1 + +* + 4+ .
HSD17B1 + + + + .
HSD17B2 + (+) (+) (+) ng
HSD17B3 - ng ng ng ng
HSD17B7 ng 4% + 4+ ng
SRD5A1 ng 4% + 4+ ng
SULT1E1 ng +* + ng ng
ik ne * * ng ng
PGR + % + N ng
PGRMC1 + 4% + 4+ ng
PGRMC2 + + + 4+ ng
AR + 4% + o ng
ESR1 + +* + 4+ ng
ESR2 + + + 4+ ng
GPER + + + 4+ ng

*: Statistische Abweichung der Genexpression zwischen den Stadien der Pseudotrachtigkeit

*. Statistische Abweichung zwischen frischen und persistierenden Gelbkdrpern von mindestens einem der
zwei Iberischen Luchse

+: mRNA-Expression vorhanden

(+): mRNA-Expression sehr gering

-: keine mRNA-Expression

ng: nicht getestet
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Alle der getesteten Rezeptoren wurden auf mRNA-Ebene in den fetalen Katzenovarien
exprimiert (siehe Tabelle 2). Das bedeutet, dass fetale Ovarien der Katze gegeniber Pro-
gesteron, Androgenen und Ostrogenen rezeptiv zu sein scheinen. Interessanterweise war
die Expression des AR gegeniliber der in fetalen Testes sogar erhoht (Braun and
Jewgenow 2017). Bei Studien an fetalen Ovarien vom Schaf wurden ESR1, ESR2 und AR,
aber nicht PGR, im Untersuchungszeitraum nachgewiesen (Juengel et al. 2006). Beim
Menschen waren alle vier Rezeptoren nachweisbar (Fowler et al. 2011). ESR2 scheint in
fetalen Gonaden der Katze eine Tendenz zu erhdhter Expression im Ovar im Vergleich
zum Hoden zu haben (Braun and Jewgenow 2017). Interessanterweise zeigten in unserer
Studie ESR2, PGR, PGRMC1 und PGRMC2 ein dhnliches Expressionsprofil Gber den Unter-
suchungszeitraum in den untersuchten fetalen Katzenovarien wie CYP19A1. Mdoglicher-
weise erfolgt hier die Regulation der Expression der benannten Gene Uber dhnliche
Mechanismen und/oder Faktoren.

Besonders interessant scheint bei den fetalen Katzenovarien, wie bereits bei den fetalen
Testes, auch die Expression von PGRMC1 zu sein. Dessen Lokalisation um Oozytennester
und Follikel herum, deutet auf eine Beteiligung an der Oogenese und/oder der Follikelbil-
dung hin (Braun and Jewgenow 2017). Dafiir sprechen moglicherweise auch Ergebnisse
von Studien an anderen Spezies. Einen guten Uberblick tiber den Einfluss von PGRMC1
auf das ovarielle Follikelwachstum, vor allem durch den Einfluss auf die Granulosazell-
proliferation und -apoptose geben Peluso et al. (Peluso 2013). In Rattenovarien konnte
PGRMC2 in einer Vielzahl ovariellen Zellen detektiert werden. Ebenfalls wurde auch fir

PGRMC2 gezeigt, dass es die Mitose von Granulosazellen beeinflusst (Griffin et al. 2014).

4.2. Das adulte Ovar und Gelbkorper

Ein adultes Ovar ist — speziesunabhingig und durch den Ostruszyklus und Follikelwachs-
tum bedingt — standigen Veranderungen unterworfen. Als steroidproduzierende Zellen
sind vor allem die Granulosa- und Thekazellen der Follikel sowie die aus ihnen nach der
Ovulation entstehenden Lutealzellen des Gelbkorpers bekannt. Der Fokus unserer Arbeit
am adulten Katzenovar galt, aufgrund der im Kapitel 2.1 bereits vorgestellten Thematik
der persistierenden Gelbkdrper bei Luchsen, der Analyse des intralutealen Hormonge-
halts sowie der Steroidbiosynthese und -rezeption in Gelbkérpern von Luchsen und im
Vergleich dazu in denen der Hauskatze (Amelkina et al. 2015a, Amelkina et al. 2015b,
Amelkina et al. 2016, Zschockelt et al. 2015, Zschockelt et al. 2014).
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In Gelbkdrpern von Luchs und Katze haben wir sowohl die mRNA-Expression von StAR,
steroidogenen und metabolisierenden Enzymen sowie von Steroidrezeptoren untersucht
(Amelkina et al. 2016, Zschockelt et al. 2015, Zschockelt et al. 2014). Einen Uberblick
dazu gibt auch Tabelle 2. Auf Proteinebene konnten HSD3B, CYP11Al, CYP17Al,
CYP19A1, ESR1, PGR und PGRMC1 analysiert werden (Amelkina et al. 2016, Zschockelt et
al. 2015, Zschockelt et al. 2014). AuBRerdem wurden die intralutealen Hormonkonzentra-
tionen bestimmt (Amelkina et al. 2015a, Amelkina et al. 2015b, Zschockelt et al. 2015,
Zschockelt et al. 2014). Fir unsere Studien wurden Proben aus der Trachtigkeit und
Pseudotrachtigkeit der Hauskatze (Amelkina et al. 2015a) und Luchs-CL-Proben
(Amelkina et al. 2015b) nach histomorphologischen Gesichtspunkten folgenden ver-
schiedenen Lebensphasen zugeordnet: Bildung, Entwicklung/Aufrechterhaltung, friihe
Ruckbildung, spate Rickbildung und Corpus albicans. Ein groRBer Nachteil der Hauskatzen-
proben war, dass wir zu den Pseudotrachtigkeitsproben (PTR) keine Altersangaben hat-
ten. Daher konnten wir auch keine Aussage treffen, nach wie vielen Tagen nach dem
Eisprung welches Gelbkdrperstadium vorlag. Aufgrund der Bestimmung des ungefahren
Alters der Foten, war eine Alterszuordnung bei den Proben der Trachtigkeit (TR) hingegen
moglich (Amelkina et al. 2015a). Bis auf HSD17B2 wurden alle der getesteten Enzyme
(sowie auch StAR) auf mRNA-Ebene in Gelbkérpern der Hauskatze und des Luchses nach-
gewiesen (siehe Tabelle 2 und Zschockelt et al. 2015, Zschockelt et al. 2014). Die auffal-
ligsten Expressions-Profile beziiglich der Steroidsynthese in Gelbkdrpern der Hauskatze
gab es fir StAR (hochste Expression im Entwicklungs-/Aufrechterhaltungsstadium),
HSD3B und CYP19A1 (in der Anbildungsphase am hochsten, im Entwicklungs-
/Aufrechterhaltungsstadium dhnlich oder etwas weniger hoch, in den Regressionsstadien
deutlich geringer) und fiir die metabolisierenden Enzyme SRD5A1 und SULT1E1 (beide
Anstieg der Expression liber die Lebensspanne) (Zschockelt et al. 2014). Interessanter-
weise spiegelte sich das Expressionsprofil auf mRNA-Ebene nicht im intralutealen Proges-
terongehalt wieder, denn dieser war im Entwicklungs-/Aufrechterhaltungsstadium leicht
hoher als in der Anbildungsphase (Amelkina et al. 2015a, Zschockelt et al. 2014). Fir
HSD3B1 wurde aber auch die Proteinexpression untersucht (Zschockelt et al. 2014), die
eher dem Hormonprofil entspricht (Amelkina et al. 2015a, Zschockelt et al. 2014). Der
intraluteale Ostradiolgehalt war in der Anbildung am héchsten (Amelkina et al. 2015a,
Zschockelt et al. 2014), was zur mRNA-Expression von CYP19A1 passt (Zschockelt et al.

2014), auch scheint der Gehalt durch die Expression von SULT1E1 mit reguliert zu werden
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(Zschockelt et al. 2014). In Gelbkorpern der Katze konnte ebenfalls Testosteron gemessen
werden (Zschockelt et al. 2014). Ostradiol und Testosteron waren im ein- bis vierstelligen
ng/g-Bereich nachweisbar, Progesteron hingegen im ein- bis dreistelligen pg/g-Bereich
(Zschockelt et al. 2014, Amelkina et al. 2015a).

Bezliglich der Studien am Luchs stand uns nur limitiertes Probenmaterial zur Verfliigung.
Wir erhielten Gelbkdrperproben von fiinf Eurasischen Luchsen, die in Skandinavien kurz
vor der Paarungszeit geschossen wurden. Bei diesen Gelbkdrperproben handelte es sich
also um persistierende Gelbkorper. Basierend auf einer histomorphologischen Beurtei-
lung, wurden sie in das friihe Regressionsstadium eingeordnet (Amelkina et al. 2015b).
Zusatzlich standen uns von zwei Iberischen Luchsen, welche aus gesundheitlichen Griin-
den ovariohysterektomiert wurden (Jewgenow et al. 2013), Proben von frischen und per-
sistieren Gelbkdrpern von sieben Tage nach Verpaarung zur Verfligung. Diese persistieren
Gelbkorper wurden dem histomorphologisch definierten Stadium der Entwick-
lung/Aufrechterhaltung zugeordnet, die frischen hingegen der Anbildungsphase
(Amelkina et al. 2015b). Es fragt sich, ob die unterschiedlichen Stadien der persistieren-
den Gelbkorper einen Unterschied zwischen den Schwesternspezies darstellt oder ob
persistierende CL wahrend der Trachtigkeit vom Stadium der friihen Regression in ein
aktiveres Stadium zuriickiiberfiihrt werden kdonnen. Bei letzterem ware vorstellbar, dass
die frisch gebildeten Gelbkorper die persistierenden Gelbkérper diesbeziglich positiv be-
einflussen.

Interessanterweise war die mRNA-Expression mehrerer steroidogener Enzyme (CYP11A1,
HSD17B7, CYP19A1 und SRD5A1) sowie die von StAR in den persistierenden Gelbkorper-
proben der Iberischen Luchse héher als die in den frischen CLs der gleichen Tiere. Umge-
kehrt war lediglich die HSD3B1-Expression in den frischen CLs deutlich erhéht (sowohl auf
mMRNA- als auch auf Proteinebene) (Zschockelt et al. 2015). Letzteres hatte aber merk-
wirdigerweise kaum einen Effekt auf den intralutealen Progesterongehalt, welcher sich
nur geringflgig zwischen den Probengruppen unterschied (Amelkina et al. 2015b,
Zschockelt et al. 2015). Vielmehr war der Ostradiolgehalt in frischen CLs gegeniiber dem
von persistierenden CLs im Mittel rund 30-fach erh6ht (Amelkina et al. 2015b, Zschockelt
et al. 2015), was anhand des umgekehrten mRNA-Expressionsverhaltens von Aromatase
(Zschockelt et al. 2015) nicht unbedingt zu erwarten gewesen wire. Der Ostradiolgehalt
in den frischen Gelbkorpern vom Iberischen Luchs (Zschockelt et al. 2015, Amelkina et al.

2015b) war auch nochmals deutlich hoher als in den frisch gebildeten Gelbkorpern der
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Hauskatze (Zschockelt et al. 2014). Die Ostrogenproduktion in Gelbkdrpern scheint gene-
rell speziesabhangig zu sein. Die Prasenz von sowohl CYP17A1 als auch Aromatase neben
der von HSD3B1 und CYP11A1 in Gelbkérpern von Primaten lasst darauf schlieRen, dass
neben Progesteron auch Androgene und Ostrogene gebildet werden. Die Intensitit der
Aromatase-Anfarbung lasst im alternden Primaten-CL nach und die Autoren glauben an
eine Verschiebung der Lutealfunktion mit fortschreitendem Alter (Sanders and Stouffer
1997). Wiederkduer haben im Gegensatz zu Primaten und auch zu Katze und Luchs
scheinbar keine Kapazitat, Ostrogene luteal zu bilden (Wiltbank et al. 2012).

Alle getesteten Rezeptoren wurden auf mRNA-Ebene in CLs der Hauskatze und der Luchse
exprimiert (siehe Tabelle 2 und Amelkina et al. 2016). In den CL-Proben der Pseudotrach-
tigkeit der Hauskatze nahm die Expression von AR zur Regression hin deutlich zu. Die
ESR1-Expression stieg Uber die ganze Lebensspanne an. Die Proben der Trachtigkeit wie-
sen eine dhnliche Tendenz auf. Die interessantesten Profile bei den Trachtigkeitsproben
der Hauskatze zeigten PGR und PGRMC1; beide wurden in der Preimplantationsphase
(= Anbildung) starker exprimiert als danach. Die Expression von PGRMC1 in den Iberi-
schen Luchsproben verhadlt sich hingegen anders. Dort sind deutlich hhere Werte in den
persistierenden als in den frischen CLs messbar. Ein gleiches mRNA-Expressionsverhalten
wurde in den Luchsproben fiir PGRMC2 festgestellt, ebenso wie fiir ESR1, GPER und AR.
Bei letzteren war es aber nur fir einen Luchs statistisch signifikant, das andere Tier zeigte
lediglich die gleiche Tendenz. Der einzige Rezeptor, der auf mRNA-Ebene in den frischen
Luchs-Gelbkérperproben hoher als in persistierenden ClLs exprimiert wurde, war ESR2.
Einen so klaren Unterschied zwischen den Lebensphasen gab es fir ESR2 in den Katzen-
proben nicht. Insgesamt wurde offensichtlich, dass feline Gelbkérper gegentiiber Sexstero-
iden rezeptiv sind. Es gibt teilweise Unterschiede zwischen Gelbkorpern der Katze (dort
sogar zwischen Trachtigkeit und Pseudotrachtigkeit) und denen vom Luchs, was auf eine
partiell unterschiedliche Regulation der Gelbkdrper durch Sexualsteroide hinweisen konn-
te (Amelkina et al. 2016).

Bei einigen Spezies ist ein positiver Effekt von Ostradiol auf die Gelbkdrperfunktionalitit
beschrieben worden, so fur Primaten (Tripathy et al. 2016) aber auch fir Ratte, Kanin-
chen und Schwein (Ubersichtsartikel: Niswender et al. 2000). Zumindest fiir Gelbkérper
des Luchses und eventuell auch fiir die der Katze, kbnnen wir uns ebenfalls einen luteo-
trophen Effekt von Ostradiol vorstellen, denn die erhéhte Ostradiolproduktion in der frii-

hen Gelbkorperphase kann natirlich auch positive para-/autokrine Auswirkungen auf den
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CL selbst haben. Eventuell wirken beim Luchs die Ostrogene auch positiv auf die vorhan-
denen persistierenden Gelbkérper ein und bewirken deren weiter vorne beschriebene
potentielle Wandlung von dem Stadium der friihen Regression zum Stadium der Entwick-
lung/Aufrechterhaltung. Ob Sexualsteroide tatsachlich auch mit zur unterschiedlichen
Regulation von Gelbkdrpern der Trachtigkeit versus Pseudotrachtigkeit beitragen, bleibt
derzeit noch offen. Da die Synthese von potentiell luteolytischem PGF2-alpha bei der Kat-
ze im Gelbkorper nur sehr eingeschrankt, wenn Uberhaupt maoglich ist, wird angenom-
men, dass es — dhnlich wie beim Hund — keinen Einfluss auf die luteale Regression hat
(Zschockelt et al. 2016). Bei trachtigen Hauskatzen kénnte endometrial gebildetes PGF2-
alpha als luteolytisches Signal dienen (Siemieniuch et al. 2014). Ein solches Signal fehlt
aber bei nichttrachtigen Katzen, daher muss die Luteolyse der entsprechenden CLs anders
reguliert sein.

Das Verstdndnis vom Ostruszyklus, zu dem die Lutealphase auch mitzihlt, ist wichtig fir
Techniken der assistierten Reproduktion. Nur wenn man weil}, wie man beispielsweise
die persistierenden Gelbkérper vom Luchs voriibergehend in ihrer Aktivitat so regulieren
kann, dass ein neuer Ostrus induziert werden kann, kénnte man eine neue Verpaarung
oder auch eine kinstliche Befruchtung initiieren, wenn der erste Paarungsversuch im re-
guldaren naturlichen Zyklus fehlgeschlagen ist. Versuche, dies beim Luchs durch ein PGF2-
alpha-Analogon zu erreichen, flihrten zwar zu einer voribergehenden funktionellen Re-
gression der persistierenden Gelbkérper, ein neuer Ostrus wurde aber nicht bewirkt
(Painer et al. 2014a). Weitere Forschung ist also notwendig, um das Ratsel der persistie-
renden Gelkdrper beim Luchs aufzuklaren.

Die Steroidbiogenese und -rezeption in Follikeln des Katzenovars wurde bisher von uns
und anderen noch nicht genauer erforscht. Beziglich der Steroidbiogenese und
-rezeption in Follikeln des Katzenovars ist daher vorerst davon auszugehen, dass be-
stimmte bei anderen Saugetieren nachgewiesene Mechanismen auch in der Katze dhnlich
ablaufen. So stellen Thekazellen in den meisten Saugetieren unter dem Einfluss von LH
Androgene bereit, die dann durch die Aromatase in den Granulosazellen unter dem Ein-
fluss von FSH und teilweise auch von LH zu Ostrogenen umgewandelt werden (Young and
McNeilly 2010, Jamnongjit and Hammes 2006, Andersen and Ezcurra 2014). Allerdings
kénnen sich die Synthesewege zum Ostrogen zwischen Spezies unterscheiden. So erfolgt
beim Rind die Synthese tiber Pregnenolon, 170H-Pregnenolon und DHEA (Lacroix et al.

1974), beim Schwein hingegen lber Progesteron, 170H-Progesteron und Androstendion
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(Bjersing and Carstensen 1967). Die ovarielle Aktivitat der Steroidproduktion wird auch
bei Katzenartigen meist nur indirekt Uber die Messung von Hormo-
nen/Hormonmetaboliten im Blut, Kot oder Urin erfasst; so beispielsweise im Rahmen von
Ostrusstatusbestimmungen (Brown 2006). Fiir isolierte Follikel der Katze konnte aber
auch direkt eine Ostrogen- und Testosteronproduktion nachgewiesen werden (YoungLai
et al. 1976).

Sexualsteroide des Ovars werden nicht nur sekretiert, sondern erfiillen in Ovarien selbst
auch unterschiedliche Funktionen. So ist Progesteron im Ovar wahrscheinlich am Follikel-
sprung und der Eizellreifung beteiligt, letztere wird eventuell auch durch Androgene und
Ostrogene beeinflusst. Androgene hingegen erhéhen die Sensitivitit gegeniiber FSH und
tragen zum Follikelwachstum bei und Ostradiol ist wichtig fiir das Granulosazellwachs-
tum, die Modulation der FSH-Wirkung und fir die Ovulation (Jamnongjit and Hammes

2006).

4.3. Plazenta

Mittels der mRNA-Expressions-Analyse der steroidogenen Enzyme CYP11A1, HSD3B1,
CYP17A1, HSD17B1 und CYP19A1 (siehe auch Tabelle 2) wurden Plazentaproben der
Hauskatze von uns auf ihre Kapazitat zur Steroidsynthese untersucht. Des Weiteren ha-
ben wir auch die plazentaren Konzentrationen von Ostradiol und Progesteron bestimmt
(Braun et al. 2012b). Wir wollten dadurch unter anderem abklaren, ob eine plazentare
Steroidbiosynthese zu den bekannten Serum-Hormonprofilen von Progesteron und Ost-
radiol von trachtigen Katzen (Verhage et al. 1976) beitragen konnte. Der Serumpro-
gesterongehalt von trachtigen (TR) und pseudotrachtigen (PTR) Katzen nimmt laut
Verhage et al. ab ca. Tag 4 nach Verpaarung stark zu, hat seinen Peak um Tag 21 bei Wer-
ten um 35 (TR) bzw. 25 (PTR) ng/ml und nimmt danach wieder ab. Der Verlauf dieser Ab-
nahme unterscheidet sich deutlich zwischen Trachtigkeit und Pseudotrachtigkeit. Geringe
Werte von 2-4 ng/ml sind bei der Pseudotrachtigkeit schon zwischen Tag 40 und 50 er-
reicht, bei der Trachtigkeit sinken die Werte viel langsamer ab, auf ca. 13 ng/ml an Tag 50
bis zu 4-5 ng/ml kurz vor der Geburt. Serumdostradiol zeigt ein anderes Profil. Von sehr
hohen Werten (60 pg/ml) kommend, sinkt es in den ersten funf Tagen auf 8-12 ng/ml in
der Trachtigkeit ab, bleibt auf diesem Wert bis ca. Tag 58-62, wonach es nochmals zu

einem Anstieg kommt. Das Profil der Pseudotrachtigkeit ist in den ersten 40 Tagen ahn-
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lich (nur mit leicht niedrigeren Werten), danach unterscheiden sich die Profile der unter-
suchten Tiere. Es kam aber bei allen untersuchten Tieren friiher oder spater zu einem
erneuten Ostradiolpeak (Verhage et al. 1976).

Wir haben Plazentaproben der Hauskatze von Tag 21 bis Tag 55 der Trachtigkeit in unse-
rer Studie untersucht. Die mRNA-Expressionen von CYP11A1, CYP17A1 und HSD17B1
stiegen Uber den Untersuchungszeitraum an. Fir HSD3B1 und die Aromatase gab es ei-
nen deutlichen Anstieg der mRNA-Expression nach Tag 35, die Werte blieben bis Tag 55
deutlich gegentliber den Tagen 21 bis 35 erhdht. Die intraplazentaren Hormonkonzentra-
tionen von Progesteron und Ostradiol folgten den Profilen anndhernd, mit der Ausnahme,
dass die Konzentrationen schon nach Tag 32 anstiegen und zum Tag 55 bereits wieder
abnahmen (Braun et al. 2012b). Wir schlussfolgerten aus unseren Profilen im Vergleich zu
den Serumwerten von Verhage et al., wo die héchsten Hormonwerte weit vor unseren
intraplazentaren Peaks gemessen wurden (Verhage et al. 1976), dass die intraplazentare
Steroidproduktion nicht sichtbar zum Serumprofil von Ostradiol und Progesteron beitrigt
(Braun et al. 2012b). Vergleichsmessungen mit Gelbkdrpern stellten auRerdem in diesen
wesentlich héhere Progesteron- und teilweise auch Ostradiolwerte fest (Braun et al.
2012b).

Nichtsdestotrotz scheinen intraplazentar gebildete Steroide zumindest eine auto-
/parakrine Rolle fiir die Trachtigkeit bei der Katze zu spielen. Nach Ovariektomien sank
die Anzahl der Aborte von 100 % an Tag 35, Gber 80 % an Tag 40 auf 30 % (Tag 45) bzw.
60 % (Tag 50) (Tsutsui et al. 2009). Nach heutigen Erkenntnissen zur intralutealen Hor-
monproduktion wissen wir, dass einhergehend mit der lutealen Regression, welche ab
ungefahr Tag 38 der Trachtigkeit beginnt, auch die luteale Progesteronproduktion ab-
nimmt (Zschockelt et al. 2014). Es verwundert daher nicht, dass eine vor Beginn der
lutealen Regression durchgefiihrte Ovariektomie zu einer 100%igen Abort-Rate fiihrte
(Tsutsui et al. 2009). Interessant ist aber, dass kurz vor Beginn der lutealen Regression die
Kapazitat zur Steroidproduktion der Plazenta erhéht wird und auch ein Anstieg der pla-
zentaren Progesteronsynthese nachweisbar ist (Braun et al. 2012b). Moglicherweise spie-
len daher ab Mitte der Trachtigkeit die plazentar gebildeten Steroide gemeinsam mit den
noch weiterhin im Gelbk&rper gebildeten Steroiden zusammen eine Rolle fiir den Erhalt
der Trachtigkeit der Hauskatze. Die Plazenta kann scheinbar auch den durch Ovarekto-
mien bedingten Verlust der Gelbkdrper in manchen Fallen kompensieren. Auch wenn die

intraplazentare Progesteronproduktion pro g Gewebe mit rund 8 ng/g Gewebe in der
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hochproduktiven Phase (Braun et al. 2012b) deutlich niedriger ist als die von Gelbkor-
pern, die selbst noch an Tag 48 bei 22 ug/g lag (Zschockelt et al. 2014), ist doch der men-
genmallige Anteil der Plazenta im Vergleich zu dem der Gelbk&rpern deutlich groBer und
nimmt Uber die Trachtigkeit auch weiter zu. Die Erkenntnis, dass die Katzenplazenta auf-
grund der Expression von StAR und HSD3B1 eine zusatzliche Quelle fir Progesteron wah-
rend der Trachtigkeit sein kdnnte, haben ebenfalls Siemieniuch et al. gewonnen
(Siemieniuch et al. 2012). Wie bereits in Kapitel 2.1. erwdhnt, unterscheidet sich die Ab-
hangigkeit von lutealer und plazentarer Progesteronproduktion zwischen den Spezies.
Auch beim Schaf fiihrten Ovariektomien mit zunehmender Trachtigkeitsdauer zu geringe-
ren Abortraten. An Tag 70 der ca. 145 Tage dauernden Trachtigkeit kam es schlieBlich zu
keinem Abort mehr. Trotzdem reduzierte sich der Plasma-Progesteronspiegel auch hier
durch die Ektomie von 6,05 + 0,52 auf 1,67 + 0,11 ng/ml. Beim Eingriff an Tag 50, bei dem
es dadurch zum Abort bei allen vier Schafen kam, sank der Gehalt von 4,87 + 0,85 auf
0,42 + 0,06 ng/ml (Al-Gubory et al. 1999). Es wird deutlich, dass der Plasmaprogesteron-
gehalt vor der Ektomie im Vergleich zu nach der Ektomie zu den zwei Zeitpunkten (d50
bzw. d70) gar nicht so unterschiedlich war. Vielmehr sank die Progesteronkonzentration
an Tag 70 nicht mehr so stark ab wie noch an Tag 50 (Al-Gubory et al. 1999). Dies kénnte
auf der Plazentaproduktion von Progesteron beruhen, die beim Schaf wohl zwischen Tag
50 und 70 deutlich ansteigt (Ricketts and Flint 1980). Im Gegensatz zu Schaf und Katze ist
beim Hund in trachtigen Tieren der Gelbkorper die einzige Progesteronquelle (Concannon
2009).

Bisher wurde von uns noch nicht die Expression von Steroidrezeptoren in der Plazenta
untersucht. Zukiinftige Arbeiten wirden sicherlich dazu beitragen kdnnen, regulatorische
Mechanismen von Steroiden in diesem Organ besser zu verstehen. Gleiches gilt fir meta-
bolisierende Enzyme. Diese konnten vor allem auch eine Rolle fiir den maternalen Um-

gang mit fetalen Hormonen spielen.
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5. Ubergreifende Diskussion und Ausblick

5.1. Metabolismus von Steroiden — bei Katzenartigen ein bislang noch
weitgehend unbekanntes Terrain

Abgesehen von Steroidmetaboliten, die in Zusammenhang mit nichtinvasivem Hormon-
monitoring zur Trichtigkeitsdiagnose oder zum Ostrusstatusmonitoring in vielen felinen
Spezies bestimmt werden (z.B. Dehnhard et al. 2008, Brown et al. 2001), ist der Metabo-
lismus von Sexualsteroiden in Katzenartigen bisher wenig untersucht. Unsere Studien sind
unseres Wissens nach die ersten, bei denen die Expression metabolisierender Enzyme in
Teilen untersucht wurde (Braun et al. 2018, Zschockelt et al. 2015, Zschockelt et al.
2014). Wenn man Steroid-metabolisierende Enzyme zwischen Spezies vergleicht, fallt auf,
dass diese sich in der Mitgliederanzahl einzelner Enzymfamilien stark unterscheiden kon-
nen. Fir die AKR1C-Familie gibt es beispielweise beim Menschen vier Mitglieder, die fur
den Steroidmetabolismus eine Rolle spielen. Je nach Mitglied habe sie eine Praferenz fir
die Reduktion von 3-Keto-, 17-Keto- und/oder 20-Ketosteroiden. Zusatzlich ist AKR1D1 im
Menschen die alleinige A4-3-Ketosteroid-5B-Reduktase (Rizner and Penning 2014). In Rat-
ten gibt es in der AKR1C-Familie noch AKR1C9, welches als 3-alpha-Hydroxy-
steroiddehydrogenase fungiert (Penning et al. 2003) und fiir Mause sind neun AKR1C-
Mitglieder aufgefiihrt, wobei nicht fiir alle die Substrate bisher bekannt sind (Pratt-Hyatt
et al. 2013). Eine Studie zu Enzymen des Schweins stellte fest, dass sich in den meisten
Fallen paraloge AKR1C-Enzyme innerhalb einer Spezies dhnlicher sind als homologe zwi-
schen Spezies (Nonneman et al. 2006). Daher verwundert es vielleicht auch nicht, dass fiir
die Katze bisher nur ein AKR1C-Enzym (AKR1C3) identifiziert wurde und als vorhergesagte
Nukleotidsequenz in PubMed (PubMed Nucleotide database; https://www.ncbi.nim.nih.
gov/nuccore/) zu finden ist. Wir gehen aufgrund unserer Studien bislang davon aus, dass
dieses Enzym in der Katze auch die Funktionen lGbernehmen kénnte, die durch andere
Familienmitglieder in anderen Spezies katalysiert werden (Braun et al. 2018).

Ahnliches vermuten wir auch fiir die Steroidsulfatasen. Fiir SULT2A1 ist bisher keine Nu-
kleotidsequenz fir die Katze vorhergesagt (siehe PubMed Nucleotide database;
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/). Erste Versuche, feline SULT2A1-Gensequenzen
mithilfe von Primern zu amplifizieren, welche von konservierten Sequenzbereichen ande-
rer Spezies abgeleitet wurden, fihrten nicht zu einem Amplifikat (unveroffentlichte Er-

gebnisse). Auch fiir andere Raubtiere, wie Bar oder Hund gibt es keine bekannte Sequenz
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(siehe PubMed Nucleotide database; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/). Dieses
Enzym sulfatiert Ublicherweise Hydroxysteroide wie DHEA (Wang et al. 2014). Fir
SULT1E1, obwohl eigentlich fiir die Sulfatierung von Ostrogenen bekannt, konnte fiir die
humane Version ebenfalls die Bindung an DHEA und Pregnenolon nachgewiesen werden
(Qian and Song 1999). Wir haben daher in einer unserer Studien die Hypothese aufge-
stellt, dass SULT1E1 in den Leydig-Zellen des Katzenhodens ebenfalls DHEA sulfatieren
konnte (Braun et al. 2018). Da wir in diesen Zellen keine Aromatase nachweisen konnten
und daher Ostrogene nicht gebildet werden kénnen, muss SULT1E1 dort andere Substrate
als die Ostrogene haben. Alternativ kénnten Substrate dorthin transportiert werden, was
aber aufgrund der Tatsache, dass Leydig-Zellen die Hauptquelle der Steroidproduktion in
den Testes sind, eher unwahrscheinlich erscheint. Méglicherweise muss man davon aus-
gehen, dass bei Katzenartigen und eventuell sogar bei Raubtieren insgesamt, teilweise
eine nicht so starke Enzymvielfalt innerhalb von Familien metabolisierender Enzyme exis-
tiert, wie bei anderen Tierfamilien/-ordnungen. Daher mussen die Enzyme einer Familie
bei Katzenartigen/Raubtieren universeller beziglich ihrer Substrate agieren. Diese Theo-
rie sollten wir zukiinftig detaillierter untersuchen. Auch die genauere Untersuchung von
Metaboliten selbst kdnnte zum Verstdandnis von Prozessen beitragen. So sei hier auf einen
aktuellen Ubersichtsartikel verwiesen, in dem der potentielle Einfluss von Ostrogenmeta-
boliten auf die Physiologie von humanen Gelbkorpern vorgestellt wird (Devoto et al.

2017).

5.2. Die ,jungen” Faktoren PGRMC1l und PGRMC2 - noch vieles uner-
forscht

Die Klonierung von humanem PGRMC1 und PGRMC2 wurden erstmalig 1998 beschrieben,
damals noch unter den Bezeichnungen HPR6.6 und DG6 (Gerdes et al. 1998). Sie gehdren
zu den nicht-klassischen Progesteronrezeptoren der sogenannten membran-assoziierten
Progesteronrezeptor-Familie (MAPR). Diesen werden pleiotrope Funktionen zugeschrie-
ben (Ryu et al. 2017). Neben der vorgeschlagenen Beteiligung an Progesteron-induzierten
Signalwegen, spielt PGRMCL1 u.a. bei der Steroidbiogenese und bei Krebs eine Rolle (Rohe
et al. 2009). lhr Wirkungsort beschrankt sich also keineswegs nur auf reproduktive

Gewebe.
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Umstritten ist, ob sie tatsachlich direkt mit Steroiden interagieren. Die Gruppe von Peluso
et al. konnte eine Interaktion mit Progesteron fir teilaufgereinigtes Protein zeigen (Er-
gebnisse zusammengefasst in Peluso and Pru 2014), aber eine Studie von Thomas et al.
schldgt vor, dass PGRMC1 zusammen mit den Membran-Progesteronrezeptor a (mPRa)
einen Komplex bildet und schlieBt auch Interaktionen mit anderen Rezeptoren, wie dem
ESR2 nicht aus (Thomas et al. 2014). Trotz der Kontroversen ist unstrittig, dass PGRMC1
zumindest an der Bildung von Progesteronbindungsstellen mitwirkt (Gellersen et al.
2009). Fiir PGRMC1 werden auch Interaktionen mit anderen Proteinen, wie dem SERBP1
(sterol regulatory element-binding protein) vorgeschlagen (Mittelman-Smith et al. 2017).
Die Struktur von PGRMC1 wurde 2016 veroéffentlicht. Es wurde in der Studie auch gezeigt,
dass eine Ham-abhangige Dimerisierung stattfinden kann und diese erforderlich ist, um
mit dem Epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR) und auch Mitgliedern der Cy-
tochrome P450-Familie zu interagieren (Kabe et al. 2016). Eine andere neue Studie zeigte
auf, dass die Aktivitat von PGRMCL1 Uber Phosphorylierung reguliert werden kann (Cahill
et al. 2016). Diese Beispiele zeigen, dass Forschung zu PGRMCs hochaktuell durchgefiihrt
wird und sicherlich noch nicht all ihre Funktionen und Wirkungsweisen aufgeklart sind.
PGRMC2 ist beispielsweise noch viel weniger untersucht als PGRMC1 und eine funktionel-
le Rolle muss hierflir noch aufgeklart werden (Mittelman-Smith et al. 2017). Wie in vor-
hergehenden Kapiteln bereits geschrieben, ist insbesondere die Expression von PGRMCs
in mannlichen Reproduktionsorganen bisher kaum erforscht. Unsere Studien zeigen aber
auf, dass beide auch dort exprimiert werden und weitere Studien zu ihnen sind sicherlich
auch von speziestibergreifendem Interesse. Bezliglich ihrer Funktion im weiblichen Re-
produktionstrakt gibt es wesentlich mehr Studien (siehe Ubersichtsartikel: Kowalik et al.
2013, Gellersen et al. 2009, Peluso and Pru 2014). Aber auch hier kénnen durch weitere

Studien sicherlich noch interessante neue Erkenntnisse gefunden werden.

5.3. Kontrazeption von Mannchen — neue Ansatze moglich?

Die Kontrazeption von Katzenartigen ist vor allem bei der Haltung in Zoos von besonde-
rem Interesse. Aber auch beziglich der weltweiten Problematik von verwilderten Haus-
katzen sind einfache Kontrazeptionsansdtze gefragt. Der Ansatz, bei Mannchen die
Fortpflanzungsfahigkeit zu unterbinden, ist insofern interessant, als dass ein Mannchen

mehrere Weibchen befruchten kann. Die Auswirkungen auf die Population, abhangig vom
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Paarungstyp, konnten also durchaus deutlicher sein, als wenn man Kontrazeption nur bei
Weibchen durchfihrt.

Das Reproduktionsmanagementcenter der Gesellschaft amerikanischer Zoos (AZA Repro-
ductive Management Center = RMC), angesiedelt am Saint Louis Zoo, evaluiert die Kont-
razeptionsmethoden in Zoos und spricht Empfehlungen aus. Fir Katzenartige werden
GnRH Agonisten sowohl fir Mannchen und Weibchen bzw. Ovariohysterekto-
mie/Ovarieektomie fir Weibchen empfohlen (https://www.stlzoo.org/animals/science
research/reproductivemanagementcenter/contraceptionrecommendatio/contraception
methods/felidae/). Durch GnRH-Agonisten bzw. auch durch Vakzinierung gegen GnRH
greift man schon in die Steroidbildung an sich ein; der ganze Kérper ist betroffen. Neben
dem gewiinschten Effekt der Reduktion der Fertilitat, flihrt dies leider auch oft zum Ver-
lust von sekundaren Geschlechtsmerkmalen, beim Lowen, wie auch durch Kastration in-
duziert, beispielsweise zum Verlust der charakteristischen Mahne (siehe auch Hinweise
zum GnRH-Agonisten Suprelorin® unter: https://www.stlzoo.org/animals/scienceresearch
/reproductivemanagementcenter/contraceptionrecommendatio/contraceptionmethods/
suprelorin-deslorelin/). Es wére zu Uberlegen, ob nicht eine spezifische und idealerweise
lokale Hemmung von Hormonrezeptoren eine Alternative ware. Anbieten wirden sich bei
der mannlichen Katze und mdéglicherweise auch bei anderen Katzenarten PGR und ESR1.
Da beide Rezeptoren in den Hoden der Katze vornehmlich in Keimzellen nachweisbar
sind, ware durch ihre Hemmung ein direkter Effekt auf die Spermatogenese zu erwarten.
Fir beide mussten allerdings Liganden gefunden werden, die moglichst dauerhaft an die
Rezeptoren binden oder zumindest mit einer viel hoheren Affinitdt als die natlrlichen
Liganden. In beiden Fallen sollte die Bindung nicht zu einer positiven Signalweiterleitung
flhren. Potentielle Liganden sollten idealerweise auch nur eine geringe Affinitat zu ande-
ren Rezeptoren mit dhnlichem Ligandenspektrum aufweisen, um negative Effekte auf
diese zu limitieren. Bezliglich der Suche nach neuen Liganden kénnte man die vielfaltigen
Untersuchungen zu Effekten von endogenen Disruptoren eingehender studieren. Nicht
wenige dieser endogenen Disruptoren wirken ber die Bindung an Rezeptoren, einige mit
antagonistischer Wirkung, wie es z.B. beim Androgenrezpetor fiir Linuron und Vinclozolin
beschrieben wurde (Ubersichtsartikel: Svechnikov et al. 2010). Eine zweite Méglichkeit
ware es, eine Vakzinierung gegen Rezeptoren durchzufiihren. Eine Vakzinierung hatte den
Vorteil, dass Substanzen nicht regelmaRig verabreicht werden missen. Sowohl die Gabe

von Rezeptorenhemmern, solange nicht lokal moglich, als auch die Vakzinierung gegen

34



Rezeptoren betreffen aber ebenfalls den gesamten Organismus. Daher waren auf jeden
Fall speziesspezifische Studien nétig, denn gewinschte Effekte sowie Nebenwirkungen
kénnen aufgrund speziesspezifischer Lokalisation und Funktion von Rezeptoren sehr un-
terschiedlich sein. Fir die PGR-Knockout-Maus wurde beispielsweise eine im Vergleich
zum Wildtyp erhohte Spermienproduktion beschrieben (Lue et al. 2013). Eine solche
Auswirkung wirde nicht dem von uns erwarteten Effekt einer Hemmung der Spermato-
genese durch die Blockierung von PGR entsprechen. Die Hemmung einzelner Rezeptoren,
auch wenn sie nicht lokal erfolgen kann, sollte trotzdem theoretisch weniger Nebenwir-
kungen als GnRH-Agonisten und -Antagonisten haben, welche gleich die Bildung mehre-
rer Hormone aus dem naturlichen Gleichgewicht bringt.

Generell sind aber wahrscheinlich fiur Kontrazeptiva, die in die Hormonachse eingreifen,
wozu auch die Hemmung/Zerstérung von Hormonrezeptoren zdhlen wirde, potentiell
mehr Nebenwirkungen zu erwarten, als fiir Kontrazeptiva, die beispielweise spezifisch zur
Blockade/Eliminierung von Gameten an sich beitragen oder einzelne fiir die Befruchtung
relevante Moleklle negativ beeinflussen. Zu letzteren zdhlen beispielweise das inzwi-
schen weitverbreitete Vakzin gegen Zona pellucida (ZP) Protein der Eizellhille. Allerdings
fUhrt eine Studie zu Effekten von porcinem ZP-Immunokontrazeptiva an Weibchen ver-
schiedener Katzenarten in Zoos einige unerwiinschte Effekte auf. Die Effektivitat wurde
nicht speziell untersucht, es kam aber bei zwei von drei mit Mannchen gehaltenen Weib-
chen zu Trichtigkeiten (Harrenstien et al. 2004). Ein Ubersichtsartikel zur Verwendung
von Vakzinen zur Kontrazeption bei Katzen listet unterschiedlich erfolgreiche Studien be-
zuglich der Verwendung von Vakzinen gegen ZP auf (Levy 2011). Die Suche nach dem ide-

alen Kontrazeptivum fir Katzen halt also weiter an.

5.4. Saisonalitdit und Testisentwicklung — Gemeinsamkeiten bei der

Regulation der Spermatogenese?

Studien zur Steroidsynthese und -rezeption helfen ebenfalls, saisonale Effekte zu verste-
hen. So wurde beim Waschbaren festgestellt, dass die saisonabhangige Testosteronpro-
duktion an die saisonal unterschiedliche HSD3B-Expression gekoppelt zu sein scheint.
Interessanterweise gab es aber auch Tiere, die trotz geringer Testosteronproduktion au-
Rerhalb der Paarungszeit Spermien produzieren konnten. Diese Tiere unterschieden sich

von den nichtspermienproduzierenden Tieren durch die hohere Expression von Aromata-
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se und AR. Sowohl die Produktion von Ostrogenen als auch die Rezeptivitit gegeniiber
Androgen spielt in dieser Spezies also eine entscheidende Rolle fiir die Spermatogenese
(Okuyama et al. 2014). Beim Vergleich der Expression steroidogener Enzyme beim
Schwarzbar in der Paarungssaison (Juni) zur Nichtpaarungssaison (Oktober) wurden eben-
falls Unterschiede deutlich (Tsubota et al. 1997). CYP11A1 und CYP17A1 waren hier in der
Paarungssaison in Leydig-Zellen und Spermatiden, im Oktober jedoch nur noch in Leydig-
Zellen nachweisbar. Die Lokalisierung der Aromatase danderte sich noch deutlicher. In zu-
rickgebildeten Hoden im Oktober war sie zwischenzeitlich gar nicht mehr nachweisbar.
Mit Beginn der Rekrudeszenz in Januar kamen Signale in Sertolizellen, peritubuldare My-
oidzellen und runde Spermatiden hinzu und im Juni schlieBlich zudem welche in elongier-
ten Spermatiden (Tsubota et al. 1997). Auch in dieser Spezies scheint also insbesondere
die Expression von Ostrogenen einen starken Einfluss auf die Spermatogenese zu haben.

Viele, vor allem groRere Katzenarten, reproduzieren sich nur einmal im Jahr, dazu zahlt
auch der Eurasische Luchs. Saisonale Verdanderungen sind dort nicht nur auf Weibchen
beschrankt. Bei den Mannchen sind beispielsweise sowohl der fdkale Testosterongehalt
als auch das Ejakulatsvolumen, die totale Anzahl von Spermien und der Anteil motiler
sowie intakter Spermien saisonabhangig (Goritz et al. 2006). Interessant ware, zukiinftig
auch saisonale Katzen zu analysieren, also die Frage zu klaren, ob sich die Expression von
Enzymen und Rezeptoren, die wir aufgrund des Studiums an Entwicklungsstufen des Ho-
dens der Hauskatze als potentiell bedeutsam fiir die Spermatogenese identifiziert haben,
auch bei der saisonal beobachteten Verdanderung der Spermatogeneseaktivitat in Katzen-
artigen verandert oder ob in die saisonale Regulation nur wenige ausgewadhlte Faktoren

involviert sind.

5.5. Modelltier Katze - fiir alle Fragestellungen gleich gut geeignet?

Ein Ubersichtsartikel zur vergleichenden Endokrinologie von Katzenartigen stellte fest,
dass es leichte bis deutliche Unterschiede bei den Reproduktionsmechanismen gibt
(Brown 2006). Ferner wurde festgehalten, dass das bessere Verstiandnis der Reprodukti-
onsphysiologie Ziichtungs-, Management- und ErhaltungszuchtmaBnahmen verbessern
kann (Brown 2006). Studien an der Hauskatze, zu der der Probenzugang oft besser ist als
zu Wildtierarten, kénnen sicherlich dazu beitragen, bestimmte Mechanismen besser zu

verstehen und damit effektivere Mallhahmen zu etablieren.
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Fir das Erhaltungszuchtprogramm des Iberischen Luchses ist es sehr wichtig, eine verldss-
liche Trachtigkeitsdiagnose zu haben. Progesteronmetabolitmessungen sind beim Luchs
aufgrund der persistierenden Gelbkdrper ungeeignet, denn Werte aulRerhalb der Trach-
tigkeit sind nicht zweifelsfrei von Werten der Trachtigkeit unterscheidbar (Dehnhard et al.
2008). Wir konnten die Kollegen trotzdem erfolgreich unterstiitzen. Es gab eine Verof-
fentlichung, die zeigte, dass das Proteohormon Relaxin im Urin zur Trachtigkeitsdiagnose
im Schnelltest bei der Katze benutzt werden kann (van Dorsser et al. 2007). So haben wir
diese Methode erfolgreich auf die Anwendung zur Trachtigkeitsdiagnose beim Luchs an-
gepasst (Braun et al. 2009). Eine andere Gruppe war bei anderen Katzenarten nur teilwei-
se erfolgreich (Harris et al. 2008). Wir denken, dass der Urin bei ihren Versuchen
moglicherweise nicht stark genug aufkonzentriert wurde. Im Test wird ein Antikorper
verwendet, der gegen Relaxin vom Hund gerichtet ist. Somit kdnnten sich auch Abwei-
chungen der Aminosduresequenz von Relaxin zwischen den Spezies auf die Empfindlich-
keit des Tests ausgewirkt haben. Spater konnten wir fiir die Hauskatze zeigen, dass das
bekannte Serumprofil von Relaxin (Stewart and Stabenfeldt 1985) auf der Relaxinexpres-
sion in der Plazenta beruht und auBerdem, dass auch die Plazenta vom Iberischen Luchs
Relaxin exprimiert (Braun et al. 2012a).

Aber nicht nur die Hauskatze kann als Modelltier dienen. Zuerst wurde fir den Iberischen
Luchs gezeigt, dass ein Metabolit von PGF2-alpha als Trachtigkeitsmarker dienen kann
(Finkenwirth et al. 2010) und spéater wurde die Anwendbarkeit flir andere Katzenarten
bestatigt (Dehnhard et al. 2012).

Unsere Studien am Gelbkérper zeigen aber auch auf, dass nicht alle bei Studien an der
Katze gewonnenen Erkenntnisse unkritisch auf andere Katzenarten Ubertragen werden
sollten. Luchse weisen einen ganz anders gearteten Gelbkdrperlebenszyklus und damit
verbunden auch andere Hormonprofile auf, als die Hauskatze (Jewgenow et al. 2014).
Trotzdem waren und sind die vergleichenden Untersuchungen zwischen Luchsen und
Katzen auch gerade fir diese Fragestellung sehr hilfreich, denn abweichende Ergebnisse
zwischen den Spezies deuten auf potentielle Faktoren hin, die in den Erhalt der Persistenz
der Gelbkorper bei Luchsen involviert sein kdnnten.

Auch fir weitere aktuelle und zukiinftige Forschungsthemen dient die Katze als Modell-
tier. Fir viele Untersuchungen von Exoten ist es beispielsweise notwendig, Gewebe im
Feld oder anderweitig auswarts zu sichern, um dann erst spater mit den gesicherten Pro-

ben im Labor unter optimalen Bedingungen Versuche durchfiihren zu kénnen. So arbeiten
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wir derzeit beispielweise bei der Gelbkdrperthematik an funktionellen Versuchen mit
Lutealzellen. Bevor aber Studien auch an Lutealzellen des Luchses erfolgen kénnen, muss
erst anhand von Gelbkdrpergewebe der Hauskatze evaluiert werden, wie man Gelbkor-
pergewebe so einfriert, dass nach dem Auftauen moglichst viele lebensfahige und kulti-
vierbare Zellen erhalten sind.

Es wird insgesamt ersichtlich, dass die Katze als gutes Modelltier fiir andere Katzenartige
dienen kann, aber fiir die jeweils aktuelle Fragestellung die Ubertragbarkeit der Erkennt-

nisse immer noch Uberpriift werden muss.
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6. Zusammenfassung

Die in dieser Arbeit vorgestellten Arbeiten zeigen, dass die untersuchten Reproduktions-
organe/-gewebe der Katze in der Lage sind, Steroide zu synthetisieren. Die Orga-
ne/Gewebe, bei denen auch die Expression von Steroidrezeptoren untersucht wurde,
besitzen eine Rezeptivitit fiir Progesteron, Androgene und Ostrogene. Sowohl beziiglich
der Steroidsynthese als auch der -rezeption gibt es Unterschiede zwischen den Orga-
nen/Geweben aber auch innerhalb der Entwicklung/Lebensspanne einzelner Orga-
ne/Gewebe, wie es in den Publikationen aber auch hier anhand der Ubersichtstabellen
(Tabelle 1 und Tabelle 2) zu sehen ist.

So hat der fetale Hoden eine viel hohere Kapazitat als das fetale Ovar, Sexualsteroide zu
produzieren. Allerdings kdnnen fetale Katzenhoden noch keine Ostrogene bilden. Dies ist
in postnatalen Testes erst ab der Pubertat moglich. Der fetale Hoden weist aber trotzdem
schon Rezeptoren fiir Ostrogene, aber auch fiir Progesteron und Androgene auf. Die
meisten der getesteten Rezeptoren haben eine verdanderte Expression Uiber die postnata-
le Testisentwicklung. Eines der interessantesten Erkenntnisse war sicherlich, dass meta-
bolisierende Enzyme auch noch wahrend der Postpubertdt einen regulatorischen Einfluss
auf den intratestikularen Hormongehalt zu haben scheinen.

Auf der weiblichen Seite halfen die Studien am Gelbkorper beim Vergleich Katze/Luchs,
erste Faktoren zu identifizieren, die zur Persistenz der Gelbkdrper beim Luchs beitragen
konnten. Auch konnte generell der Lebenszyklus von Gelbkérpern von Katzen besser cha-
rakterisiert werden. Durch die Studien an der Plazenta der Hauskatze wurde deutlich,
dass ihre Sexualsteroidproduktion zwar nicht in erheblichem Umfang zu den Serumprofi-
len beitragt, aber ihre Progesteron- und Ostradiolproduktion ab kurz nach Mitte der
Trachtigkeit deutlich ansteigt. Diese erhohte Hormonproduktion der Plazenta scheint so-
mit sehr wichtig fir den Erhalt der Trachtigkeit zu sein, denn ungefdahr zur gleichen Zeit
treten Gelbkorper der Trachtigkeit in die Regressionsphase ein.

Unsere Studien an der Hauskatze zeigten in einigen Fallen Unterschiede zu anderen Spe-
zies auf. Dies macht deutlich, dass Erkenntnisse einer Spezies nicht unbesehen auf andere
Spezies Ubertragen werden kdnnen. Nichtsdestotrotz kann die Hauskatze in vielen Fallen
als Modell fiir andere Katzenartige dienen, die in der Regel noch viel weniger studiert
sind, auch wenn die Eignung als Modell im Einzelfall Gberprift werden muss. Unsere Stu-
dien legen des Weiteren die Basis fur weiterfliihrende Untersuchungen zu Steroiden, ih-

rem Metabolismus und ihrer Wirkungsweise in Katzenartigen.

39



7. Literaturverzeichnis

Al-Gubory K. H.; Solari A.; Mirman B., 1999: Effects of luteectomy on the maintenance of
pregnancy, circulating progesterone concentrations and lambing performance in
sheep. Reprod Fertil Dev, 11 317-322.

Allen W. R., 2001: Luteal deficiency and embryo mortality in the mare. Reprod Domest
Anim, 36 121-131.

Alnouti Y.; Klaassen C. D., 2006: Tissue distribution and ontogeny of sulfotransferase
enzymes in mice. Toxicol Sci, 93 242-255.

Amelkina O.; Braun B. C.; Dehnhard M.; Jewgenow K., 2015a: The corpus luteum of the
domestic cat: histologic classification and intraluteal hormone profile.
Theriogenology, 83 711-720.

Amelkina O.; Zschockelt L.; Painer J.; Serra R.; Villaespesa F.; Braun B. C.; Jewgenow K.,
2015b: Apoptosis-Related Factors in the Luteal Phase of the Domestic Cat and
Their Involvement in the Persistence of Corpora Lutea in Lynx. PLoS One, 10
e0143414.

Amelkina O.; Zschockelt L.; Painer J.; Serra R.; Villaespesa F.; Krause E.; Jewgenow K.;
Braun B. C., 2016: Progesterone, estrogen, and androgen receptors in the corpus
luteum of the domestic cat, Iberian lynx (Lynx pardinus) and Eurasian lynx (Lynx
lynx). Theriogenology, 86 2107-2118.

Andersen C. Y.; Ezcurra D., 2014: Human steroidogenesis: implications for controlled
ovarian stimulation with exogenous gonadotropins. Reprod Biol Endocrinol, 12
128.

Beaulieu M.; Levesque E.; Hum D. W.; Belanger A., 1996: Isolation and characterization of
a novel cDNA encoding a human UDP-glucuronosyltransferase active on C19
steroids. J Biol Chem, 271 22855-22862.

Bennett N. C.; Gardiner R. A.; Hooper J. D.; Johnson D. W.; Gobe G. C., 2010: Molecular
cell biology of androgen receptor signalling. Int J Biochem Cell Biol, 42 813-827.

Berg J. M.; Tymoczko J. L.; Stryer L., 2013: Stryer Biochemie. 7 edn. Springer Spektrum.

Bilinska B.; Wiszniewska B.; Kosiniak-Kamysz K.; Kotula-Balak M.; Gancarczyk M.; Hejmej
A.; Sadowska J.; Marchlewicz M.; Kolasa A.; Wenda-Rozewicka L., 2006: Hormonal
status of male reproductive system: androgens and estrogens in the testis and
epididymis. In vivo and in vitro approaches. Reprod Biol, 6 Supp/ 1 43-58.

Bjersing L.; Carstensen H., 1967: Biosynthesis of steroids by granulosa cells of the porcine
ovary in vitro. J Reprod Fertil, 14 101-111.

Bondesson M.; Hao R.; Lin C. Y.; Williams C.; Gustafsson J. A., 2015: Estrogen receptor
signaling during vertebrate development. Biochim Biophys Acta, 1849 142-151.

Borday C.; Merlet J.; Racine C.; Habert R., 2013: Expression and localization of aromatase
during fetal mouse testis development. Basic Clin Androl, 23 12.

Boukari K.; Ciampi M. L.; Guiochon-Mantel A.; Young J.; Lombes M.; Meduri G., 2007:
Human fetal testis: source of estrogen and target of estrogen action. Hum Reprod,
22 1885-1892.

Boukari K.; Meduri G.; Brailly-Tabard S.; Guibourdenche J.; Ciampi M. L.; Massin N.;
Martinerie L.; Picard J. Y.; Rey R.; Lombes M.; Young J., 2009: Lack of androgen
receptor expression in Sertoli cells accounts for the absence of anti-Mullerian
hormone repression during early human testis development. J Clin Endocrinol
Metab, 94 1818-1825.

40



Braun B. C.; Frank A.; Dehnhard M.; Voigt C. C.; Vargas A.; Goritz F.; Jewgenow K., 2009:
Pregnancy diagnosis in urine of Iberian lynx (Lynx pardinus). Theriogenology, 71
754-761.

Braun B. C.; Vargas A.; Jewgenow K., 2012a: The molecular detection of relaxin and its
receptor RXFP1 in reproductive tissue of Felis catus and Lynx pardinus during
pregnancy. Reproduction, 143 399-410.

Braun B. C.; Zschockelt L.; Dehnhard M.; Jewgenow K., 2012b: Progesterone and estradiol
in cat placenta--biosynthesis and tissue concentration. J Steroid Biochem Mol Biol,
132 295-302.

Braun B. C.; Jewgenow K., 2017: Expression of steroidogenic enzymes and steroid
receptors in foetal gonads of domestic cat-Sex similarities and differences. Reprod
Domest Anim, 52 Suppl 2 130-136.

Braun B. C.; Okuyama M. W.; Muller K.; Dehnhard M.; Jewgenow K., 2018: Steroidogenic
enzymes, their products and sex steroid receptors during testis development and
spermatogenesis in the domestic cat (Felis catus). J Steroid Biochem Mol Biol, 178
135-149.

Brown J. L., 2006: Comparative endocrinology of domestic and nondomestic felids.
Theriogenology, 66 25-36.

Brown J. L.; Graham L. H.; Wielebnowski N.; Swanson W. F.; Wildt D. E.; Howard J. G.,
2001: Understanding the basic reproductive biology of wild felids by monitoring of
faecal steroids. J Reprod Fertil Suppl, 57 71-82.

Caballero J.; Frenette G.; Sullivan R., 2010: Post testicular sperm maturational changes in
the bull: important role of the epididymosomes and prostasomes. Vet Med Int,
2011 757194.

Cahill M. A.; Jazayeri J. A.; Kovacevic Z.; Richardson D. R., 2016: PGRMC1 regulation by
phosphorylation: potential new insights in controlling biological activity.
Oncotarget, 7 50822-50827.

Chen Y.; Jefferson W. N.; Newbold R. R.; Padilla-Banks E.; Pepling M. E., 2007: Estradiol,
progesterone, and genistein inhibit oocyte nest breakdown and primordial follicle
assembly in the neonatal mouse ovary in vitro and in vivo. Endocrinology, 148
3580-3590.

Concannon P. W., 2009: Endocrinologic control of normal canine ovarian function. Reprod
Domest Anim, 44 Suppl 2 3-15.

Cork D. M.; Lennard T. W.; Tyson-Capper A. J., 2008: Alternative splicing and the
progesterone receptor in breast cancer. Breast Cancer Res, 10 207.

Dehnhard M.; Naidenko S.; Frank A.; Braun B.; Goritz F.; Jewgenow K., 2008: Non-invasive
monitoring of hormones: a tool to improve reproduction in captive breeding of
the Eurasian lynx. Reprod Domest Anim, 43 Suppl 2 74-82.

Dehnhard M.; Finkenwirth C.; Crosier A.; Penfold L.; Ringleb J.; Jewgenow K., 2012: Using
PGFM (13,14-dihydro-15-keto-prostaglandin F2 alpha) as a non-invasive
pregnancy marker for felids. Theriogenology, 77 1088-1099.

Devoto L.; Henriquez S.; Kohen P.; Strauss J. F., 3rd, 2017: The significance of estradiol
metabolites in human corpus luteum physiology. Steroids, 123 50-54.

Dutta S.; Mark-Kappeler C. J.; Hoyer P. B.; Pepling M. E., 2014: The steroid hormone
environment during primordial follicle formation in perinatal mouse ovaries. Biol
Reprod, 91 68.

Faucette A. N.; Maher V. A.; Gutierrez M. A.; Jucker J. M.; Yates D. C.; Welsh T. H., Jr;
Amstalden M.; Newton G. R.; Nuti L. C.; Forrest D. W.; Ing N. H., 2014: Temporal

41



changes in histomorphology and gene expression in goat testes during postnatal
development. J Anim Sci, 92 4440-4448.

Ferraldeschi R.; Sharifi N.; Auchus R. J.; Attard G., 2013: Molecular Pathways: Inhibiting
Steroid Biosynthesis in Prostate Cancer. Clin Cancer Res, 19 3353-3359.

Fietz D.; Ratzenbock C.; Hartmann K.; Raabe O.; Kliesch S.; Weidner W.; Klug J.; Bergmann
M., 2014: Expression pattern of estrogen receptors alpha and beta and G-protein-
coupled estrogen receptor 1 in the human testis. Histochem Cell Biol, 142 421-
432.

Finkenwirth C.; Jewgenow K.; Meyer H. H. D.; Vargas A.; Dehnhard M., 2010: PGFM
(13,14-dihydro-15-keto-PGF(2 alpha)) in pregnant and pseudo-pregnant Iberian
lynx: A new noninvasive pregnancy marker for felid species. Theriogenology, 73
530-540.

Fluck C. E.; Pandey A. V., 2014: Steroidogenesis of the testis -- new genes and pathways.
Ann Endocrinol (Paris), 75 40-47.

Fowler P. A.; Anderson R. A.; Saunders P. T.; Kinnell H.; Mason J. I.; Evans D. B,
Bhattacharya S.; Flannigan S.; Franks S.; Monteiro A.; O'Shaughnessy P. J., 2011:
Development of steroid signaling pathways during primordial follicle formation in
the human fetal ovary. J Clin Endocrinol Metab, 96 1754-1762.

Fukami M.; Homma K.; Hasegawa T.; Ogata T., 2013: Backdoor pathway for
dihydrotestosterone biosynthesis: implications for normal and abnormal human
sex development. Dev Dyn, 242 320-329.

Gellersen B.; Fernandes M. S.; Brosens J. J., 2009: Non-genomic progesterone actions in
female reproduction. Hum Reprod Update, 15 119-138.

Gerdes D.; Wehling M.; Leube B.; Falkenstein E., 1998: Cloning and tissue expression of
two putative steroid membrane receptors. Biol Chem, 379 907-911.

Goritz F.; Neubauer K.; Naidenko S. V.; Fickel J.; Jewgenow K., 2006: Investigations on
reproductive physiology in the male Eurasian lynx (Lynx lynx). Theriogenology, 66
1751-1754.

Goritz F.; Dehnhard M.; Hildebrandt T. B.; Naidenko S. V.; Vargas A.; Martinez F.; Lopez-
Bao J. V.; Palomares F.; Jewgenow K., 2009: Non cat-like ovarian cycle in the
Eurasian and the Iberian lynx - ultrasonographical and endocrinological analysis.
Reprod Domest Anim, 44 Suppl 2 87-91.

Griffin D.; Liu X.; Pru C.; Pru J. K.; Peluso J. J., 2014: Expression of progesterone receptor
membrane component-2 within the immature rat ovary and its role in regulating
mitosis and apoptosis of spontaneously immortalized granulosa cells. Biol Reprod,
91 36.

Grindflek E.; Berget I.; Moe M.; Oeth P.; Lien S., 2010: Transcript profiling of candidate
genes in testis of pigs exhibiting large differences in androstenone levels. BMC
Genet, 11 4.

Gudermuth D. F.; Newton L.; Daels P.; Concannon P., 1997: Incidence of spontaneous
ovulation in young, group-housed cats based on serum and faecal concentrations
of progesterone. J Reprod Fertil Suppl, 51 177-184.

Haeussler S.; Wagner A.; Welter H.; Claus R., 2007: Changes of testicular aromatase
expression during fetal development in male pigs (Sus scrofa). Reproduction, 133
323-330.

Harrenstien L. A.; Munson L.; Chassy L. M.; Liu I. K.; Kirkpatrick J. F., 2004: Effects of
porcine zona pellucida immunocontraceptives in zoo felids. J Zoo Wildl Med, 35
271-279.

42



Harris L. A.; Steinetz B. G.; Bond J. B.; Lasano S.; Swanson W. F., 2008: Refinement of a
commercial bench-top relaxin assay for pregnancy diagnosis using urine from
domestic and nondomestic felids. J Zoo Wildlife Med, 39 170-179.

Hess R. A., 2003: Estrogen in the adult male reproductive tract: a review. Reprod Biol
Endocrinol, 1 52.

Hirata S.; Shoda T.; Kato J.; Hoshi K., 2003: Isoform/variant mRNAs for sex steroid
hormone receptors in humans. Trends Endocrinol Metab, 14 124-129.

Houmard B.; Small C.; Yang L.; Naluai-Cecchini T.; Cheng E.; Hassold T.; Griswold M., 2009:
Global gene expression in the human fetal testis and ovary. Biol Reprod, 81 438-
443,

Howard J. G.; Brown J. L.; Bush M.; Wildt D. E., 1990: Teratospermic and normospermic
domestic cats: ejaculate traits, pituitary-gonadal hormones, and improvement of
spermatozoal motility and morphology after swim-up processing. J Androl, 11 204-
215.

Intervet, 2010: Kompendium der Fortpflanzung : bei Nutz- und Haustieren / Intervet
Intervet, Unterschleillheim.

Jamnongjit M.; Hammes S. R., 2006: Ovarian steroids: the good, the bad, and the signals
that raise them. Cell Cycle, 5 1178-1183.

Jewgenow K.; Mikotajewska N.; Canales R.; Gongalves N.; F. G.; Rojo C.; Rivas A.; Serra R;
Bernadino R.; Acosta C.; Soler G.; Villaespesa F., 2013: Collection and vitrification
of embryos in Iberian lynx (Lynx pardinus). 16th EVSSAR Congress, Toulouse,
France.

Jewgenow K.; Painer J.; Amelkina O.; Dehnhard M.; Goeritz F., 2014: Lynx reproduction--
long-lasting life cycle of corpora lutea in a feline species. Reprod Biol, 14 83-88.

Joseph A.; Shur B. D.; Hess R. A., 2011: Estrogen, Efferent Ductules, and the Epididymis.
Biology of Reproduction, 84 207-217.

Juengel J. L.; Heath D. A.; Quirke L. D.; McNatty K. P., 2006: Oestrogen receptor alpha and
beta, androgen receptor and progesterone receptor mRNA and protein
localisation within the developing ovary and in small growing follicles of sheep.
Reproduction, 131 81-92.

Kabe Y.; Nakane T.; Koike |.; Yamamoto T.; Sugiura Y.; Harada E.; Sugase K.; Shimamura T.;
Ohmura M.; Muraoka K.; Yamamoto A.; Uchida T.; Iwata S.; Yamaguchi Y,;
Krayukhina E.; Noda M.; Handa H.; Ishimori K.; Uchiyama S.; Kobayashi T.;
Suematsu M., 2016: Haem-dependent dimerization of PGRMC1/Sigma-2 receptor
facilitates cancer proliferation and chemoresistance. Nat Commun, 7 11030.

Kowalik M. K.; Rekawiecki R.; Kotwica J.,, 2013: The putative roles of nuclear and
membrane-bound progesterone receptors in the female reproductive tract.
Reprod Biol, 13 279-289.

Kucinskas L.; Just W., 2005: Human male sex determination and sexual differentiation:
pathways, molecular interactions and genetic disorders. Medicina (Kaunas), 41
633-640.

Kumar A.; Dumasia K.; Deshpande S.; Balasinor N. H., 2017: Direct regulation of genes
involved in sperm release by estrogen and androgen through their receptors and
coregulators. J Steroid Biochem Mol Biol, 171 66-74.

Lacroix E.; Eechaute W.; Leusen |., 1974: The biosynthesis of estrogens by cow follicles.
Steroids, 23 337-356.

Levin E. R.; Pietras R. J., 2008: Estrogen receptors outside the nucleus in breast cancer.
Breast Cancer Res Treat, 108 351-361.

43



Levin E. R., 2011: Minireview: Extranuclear steroid receptors: roles in modulation of cell
functions. Mol Endocrinol, 25 377-384.

Levy J. K., 2011: Contraceptive vaccines for the humane control of community cat
populations. Am J Reprod Immunol, 66 63-70.

Li Q.; Zhang F.; Zhang S.; Sheng X.; Han X.; Weng Q.; Yuan Z., 2015: Seasonal expression of
androgen receptor, aromatase, and estrogen receptor alpha and beta in the testis
of the wild ground squirrel (Citellus dauricus Brandt). Eur J Histochem, 59 2456.

Lue Y.; Wang C.; Lydon J. P.; Leung A.; Li J.; Swerdloff R. S., 2013: Functional role of
progestin and the progesterone receptor in the suppression of spermatogenesis in
rodents. Andrology, 1 308-317.

Lueders I.; Niemuller C.; Gray C.; Rich P.; Hildebrandt T. B., 2010: Luteogenesis during the
estrous cycle in Asian elephants (Elephas maximus). Reproduction, 140 777-786.

Lueders |.; Niemuller C.; Rich P.; Gray C.; Hermes R.; Goeritz F.; Hildebrandt T. B., 2012:
Gestating for 22 months: luteal development and pregnancy maintenance in
elephants. Proc Biol Sci, 279 3687-3696.

McGeady T. A.; Quinn P. J.; FitzPatrick E. S.; Ryan M. T., 2006: Veterinary Embryology. 1
edn. Blackwell Publishing.

Miller W. L., 2008: Steroidogenic enzymes. Endocr Dev, 13 1-18.

Mittelman-Smith M. A.; Rudolph L. M.; Mohr M. A.; Micevych P. E., 2017: Rodent Models
of Non-classical Progesterone Action Regulating Ovulation. Front Endocrinol
(Lausanne), 8 165.

Neubauer K.; Jewgenow K.; Blottner S.; Wildt D. E.; Pukazhenthi B. S., 2004: Quantity
rather than quality in teratospermic males: A histomorphometric and flow
cytometric evaluation of spermatogenesis in the domestic cat (Felis catus). Biology
of Reproduction, 71 1517-1524.

Niswender G. D.; Juengel J. L.; Silva P. J.; Rollyson M. K.; Mclntush E. W., 2000:
Mechanisms controlling the function and life span of the corpus luteum. Physiol
Rev, 80 1-29.

Nonneman D. J.; Wise T. H.; Ford J. J.; Kuehn L. A.; Rohrer G. A., 2006: Characterization of
the aldo-keto reductase 1C gene cluster on pig chromosome 10: possible
associations with reproductive traits. BMC Vet Res, 2 28.

Nugent B. M.; Tobet S. A.; Lara H. E.; Lucion A. B.; Wilson M. E.; Recabarren S. E.; Paredes
A. H., 2012: Hormonal programming across the lifespan. Horm Metab Res, 44 577-
586.

Okuyama M. W.; Shimozuru M.; Yanagawa Y.; Tsubota T., 2014: Changes in the
immunolocalization of steroidogenic enzymes and the androgen receptor in
raccoon (Procyon lotor) testes in association with the seasons and
spermatogenesis. J Reprod Dev, 60 155-161.

Oliveira R. L.; Nogueira J. C.; Mahecha G. A. B.; Oliveira C. A., 2012: Seasonal variation in
estrogen receptor ER alpha, but not ER beta, androgen receptor and aromatase, in
the efferent ductules and epididymis of the big fruit-eating bat Artibeus lituratus.
Gen Comp Endocr, 179 1-13.

Painer J.; Goeritz F.; Dehnhard M.; Hildebrandt T. B.; Naidenko S. V.; Sanchez |.; Munoz M.
A. Q.; Jewgenow K., 2014a: Hormone-induced luteolysis on physiologically
persisting corpora lutea in Eurasian and lberian lynx (Lynx lynx and Lynx pardinus).
Theriogenology, 82 557-562.

Painer J.; Jewgenow K.; Dehnhard M.; Arnemo J. M.; Linnell J. D.; Odden J.; Hildebrandt T.
B.; Goeritz F., 2014b: Physiologically persistent Corpora lutea in Eurasian lynx

44



(Lynx lynx) - longitudinal ultrasound and endocrine examinations intra-vitam. PLoS
One, 9 €904609.

Palma G. A.; Arganaraz M. E.; Barrera A. D.; Rodler D.; Mutto A. A.; Sinowatz F., 2012:
Biology and biotechnology of follicle development. ScientificWorldJournal, 2012
938138.

Pearl C. A.; Mason H.; Roser J. F., 2011: Immunolocalization of estrogen receptor alpha,
estrogen receptor beta and androgen receptor in the pre-, peri- and post-pubertal
stallion testis. Anim Reprod Sci, 125 103-111.

Pelican K. M.; Brown J. L.; Wildt D. E.; Ottinger M. A.; Howard J. G., 2005: Short term
suppression of follicular recruitment and spontaneous ovulation in the cat using
levonorgestrel versus a GnRH antagonist. Gen Comp Endocrinol, 144 110-121.

Peluso J. J., 2013: Progesterone receptor membrane component 1 and its role in ovarian
follicle growth. Front Neurosci, 7 99.

Peluso J. J.; Pru J. K., 2014: Non-canonical progesterone signaling in granulosa cell
function. Reproduction, 147 R169-178.

Penning T. M.; Jin Y.; Heredia V. V.; Lewis M., 2003: Structure-function relationships in
3alpha-hydroxysteroid dehydrogenases: a comparison of the rat and human
isoforms. J Steroid Biochem Mol Biol, 85 247-255.

Pratt-Hyatt M.; Lickteig A. J.; Klaassen C. D., 2013: Tissue Distribution, Ontogeny, and
Chemical Induction of Aldo-Keto Reductases in Mice. Drug Metab Dispos, 41 1480-
1487.

Qian Y. M.; Song W. C., 1999: Correlation between PAP-dependent steroid binding activity
and substrate specificity of mouse and human estrogen sulfotransferases. Journal
of Steroid Biochemistry and Molecular Biology, 71 123-131.

Quirke L. D.; Juengel J. L.; Tisdall D. J.; Lun S.; Heath D. A.; McNatty K. P., 2001: Ontogeny
of steroidogenesis in the fetal sheep gonad. Biol Reprod, 65 216-228.

Rane A.; Ekstrom L., 2012: Androgens and doping tests: genetic variation and pit-falls. Br J
Clin Pharmacol, 74 3-15.

Rey R. A.; Musse M.; Venara M.; Chemes H. E., 2009: Ontogeny of the androgen receptor
expression in the fetal and postnatal testis: its relevance on Sertoli cell maturation
and the onset of adult spermatogenesis. Microsc Res Tech, 72 787-795.

Ricketts A. P.; Flint A. P., 1980: Onset of synthesis of progesterone by ovine placenta. J
Endocrinol, 86 337-347.

Rizner T. L.; Penning T. M., 2014: Role of aldo-keto reductase family 1 (AKR1) enzymes in
human steroid metabolism. Steroids, 79 49-63.

Rochira V.; Madeo B.; Diazzi C.; Zirilli L.; Daniele S.; Carani C., 2000: Estrogens and male
reproduction. In: L. J. De Groot; G. Chrousos; K. Dungan; K. R. Feingold; A.
Grossman; J. M. Hershman; C. Koch; M. Korbonits; R. MclLachlan; M. New; J.
Purnell; R. Rebar; F. Singer; A. Vinik, (eds), Endotext. South Dartmouth (MA).

Rohe H. J.; Ahmed I. S.; Twist K. E.; Craven R. J., 2009: PGRMC1 (progesterone receptor
membrane component 1): a targetable protein with multiple functions in steroid
signaling, P450 activation and drug binding. Pharmacol Ther, 121 14-19.

Ryu C. S.; Klein K.; Zanger U. M., 2017: Membrane Associated Progesterone Receptors:
Promiscuous Proteins with Pleiotropic Functions - Focus on Interactions with
Cytochromes P450. Front Pharmacol, 8 159.

Sanders S. L.; Stouffer R. L., 1997: Localization of steroidogenic enzymes in macaque
luteal tissue during the menstrual cycle and simulated early pregnancy:
immunohistochemical evidence supporting the two-cell model for estrogen
production in the primate corpus luteum. Biol Reprod, 56 1077-1087.

45



Scarpin K. M.; Graham J. D.; Mote P. A.; Clarke C. L., 2009: Progesterone action in human
tissues: regulation by progesterone receptor (PR) isoform expression, nuclear
positioning and coregulator expression. Nucl Recept Signal, 7 e009.

Schnorr B.; Kressin M., 2011: Embryologie der Haustiere. 6 edn. Enke Verlag.

Schoen J.; Sharbati S.; Ritter J.; Jewgenow K., 2012: Feline gonads exhibit tissue specific
alternative splicing of oestrogen receptor alpha (ESR1). Reprod Domest Anim, 47
Suppl 6 30-34.

Shah C.; Modi D.; Sachdeva G.; Gadkar S.; Puri C., 2005: Coexistence of intracellular and
membrane-bound progesterone receptors in human testis. J Clin Endocrinol
Metab, 90 474-483.

Siemieniuch M. J.; Jursza E.; Szostek A. Z.; Skarzynski D. J.; Boos A.; Kowalewski M. P.,
2012: Steroidogenic capacity of the placenta as a supplemental source of
progesterone during pregnancy in domestic cats. Reprod Biol Endocrinol, 10 89.

Siemieniuch M. J.; Jursza E.; Szostek A. Z.; Zschockelt L.; Boos A.; Kowalewski M. P., 2014:
Placental origin of prostaglandin F2alpha in the domestic cat. Mediators Inflamm,
2014 364787.

Stewart D. R.; Stabenfeldt G. H., 1985: Relaxin activity in the pregnant cat. Biol Reprod, 32
848-854.

Stocco C.; Telleria C.; Gibori G., 2007: The molecular control of corpus luteum formation,
function, and regression. Endocr Rev, 28 117-149.

Svechnikov K.; Izzo G.; Landreh L.; Weisser J.; Soder O., 2010: Endocrine disruptors and
Leydig cell function. J Biomed Biotechnol, 2010.

Thomas P.; Pang Y.; Dong J., 2014: Enhancement of cell surface expression and receptor
functions of membrane progestin receptor alpha (mPRalpha) by progesterone
receptor membrane component 1 (PGRMC1): evidence for a role of PGRMC1 as an
adaptor protein for steroid receptors. Endocrinology, 155 1107-1119.

Tripathy S.; Asaithambi K.; Jayaram P.; Medhamurthy R., 2016: Analysis of 17beta-
estradiol (E2) role in the regulation of corpus luteum function in pregnant rats:
Involvement of IGFBP5 in the E2-mediated actions. Reprod Biol Endocrinol, 14 19.

Tsubota T.; Howell-Skalla L.; Nitta H.; Osawa Y.; Mason J. |.; Meiers P. G.; Nelson R. A,;
Bahr J. M., 1997: Seasonal changes in spermatogenesis and testicular
steroidogenesis in the male black bear Ursus americanus. J Reprod Fertil, 109 21-
27.

Tsutsui T.; Suzuki Y.; Toyonaga M.; Oba H.; Mizutani T.; Hori T., 2009: The role of the
ovary for the maintenance of pregnancy in cats. Reprod Domest Anim, 44 Suppl 2
120-124.

van Dorsser F. J. D.; Lasano S.; Steinetz B. G., 2007: Pregnancy diagnosis in cats using a
rapid, bench-top kit to detect relaxin in urine. Reproduction in Domestic Animals,
42 111-112.

Verhage H. G.; Beamer N. B.; Brenner R. M., 1976: Plasma levels of estradiol and
progesterone in the cat during polyestrus, pregnancy and pseudopregnancy. Biol
Reprod, 14 579-585.

Wang T.; Cook I.; Falany C. N.; Leyh T. S., 2014: Paradigms of sulfotransferase catalysis:
the mechanism of SULT2A1. J Biol Chem, 289 26474-26480.

Wildt D. E.; Chan S. Y.; Seager S. W.; Chakraborty P. K., 1981: Ovarian activity, circulating
hormones, and sexual behavior in the cat. I. Relationships during the coitus-
induced luteal phase and the estrous period without mating. Biol Reprod, 25 15-
28.

46



Wiltbank M. C.; Salih S. M.; Atli M. O.; Luo W.; Bormann C. L.; Ottobre J. S.; Vezina C. M,;
Mehta V.; Diaz F. J.; Tsai S. J.; Sartori R., 2012: Comparison of endocrine and
cellular mechanisms regulating the corpus luteum of primates and ruminants.
Anim Reprod, 9 242-259.

Young J. M.; McNeilly A. S., 2010: Theca: the forgotten cell of the ovarian follicle.
Reproduction, 140 489-504.

Younglai E. V.; Belbeck L. W.; Dimond P.; Singh P., 1976: Testosterone production by
ovarian follicles of the domestic cat (Felis catus). Horm Res, 7 91-98.

Zambelli D.; Prati F., 2006: Ultrasonography for pregnancy diagnosis and evaluation in
queens. Theriogenology, 66 135-144.

Zhou Q.; Nie R.; Prins G. S.; Saunders P. T.; Katzenellenbogen B. S.; Hess R. A., 2002:
Localization of androgen and estrogen receptors in adult male mouse
reproductive tract. J Androl, 23 870-881.

Zschockelt L.; Amelkina O.; Siemieniuch M. J.; Koster S.; Jewgenow K.; Braun B. C., 2014:
Corpora lutea of pregnant and pseudopregnant domestic cats reveal similar
steroidogenic capacities during the luteal life span. J Steroid Biochem Mol Biol,
144 pt B 373-381.

Zschockelt L.; Amelkina O.; Koster S.; Painer J.; Okuyama M. W.; Serra R.; Vargas A.;
Jewgenow K.; Braun B. C., 2015: Comparative analysis of intraluteal steroidogenic
enzymes emphasises the functionality of fresh and persistent corpora lutea during
pro--and metoestrus in the lynx. J Steroid Biochem Mol Biol, 154 75-84.

Zschockelt L.; Amelkina O.; Siemieniuch M. J.; Kowalewski M. P.; Dehnhard M.; Jewgenow
K.; Braun B. C., 2016: Synthesis and reception of prostaglandins in corpora lutea of
domestic cat and lynx. Reproduction, 152 111-126.

47



8. Publikationen, die Bestandteil der Habilitationsschrift sind

8.1. Ubersicht

1) Progesterone and Estradiol in cat placenta--biosynthesis and tissue concentration.
Braun BC, Zschockelt L, Dehnhard M, Jewgenow K. J Steroid Biochem Mol Biol. 2012
Nov;132(3-5):295-302. doi: 10.1016/j.jsbmb.2012.07.005. Epub 2012 Jul 31.

2) Corpora lutea of pregnant and pseudopregnant domestic cats reveal similar steroido-
genic capacities during the luteal life span. Zschockelt L, Amelkina O, Siemieniuch MJ,
Koster S, Jewgenow K, Braun BC. J Steroid Biochem Mol Biol. 2014 Oct;144 Pt B:373-
81. doi: 10.1016/j.jsbmb.2014.08.010. Epub 2014 Aug 17.

3) The corpus luteum of the domestic cat: histologic classification and intraluteal hor-
mone profile. Amelkina O, Braun BC, Dehnhard M, Jewgenow K. Theriogenology. 2015
Mar 1;83(4):711-20. doi: 10.1016/j.theriogenology.2014.11.008. Epub 2014 Nov 10.

4) Comparative analysis of intraluteal steroidogenic enzymes emphasises the functionali-
ty of fresh and persistent corpora lutea during pro- and metoestrus in the lynx.
Zschockelt L, Amelkina O, Koster S, Painer J, Okuyama MW, Serra R, Vargas A,
Jewgenow K, Braun BC. J Steroid Biochem Mol Biol. 2015 Nov;154:75-84. doi:
10.1016/j.jsbmb.2015.07.001. Epub 2015 Jul 10.

5) Apoptosis-Related Factors in the Luteal Phase of the Domestic Cat and Their Involve-
ment in the Persistence of Corpora Lutea in Lynx. Amelkina O, Zschockelt L, Painer J,
Serra R, Villaespesa F, Braun BC, Jewgenow K. PLoS One. 2015 Nov
24;10(11):e0143414. doi: 10.1371/journal.pone.0143414. eCollection 2015.

6) Progesterone, Estrogen, and androgen receptors in the corpus luteum of the domestic
cat, Iberian lynx (Lynx pardinus) and Eurasian lynx (Lynx lynx). Amelkina O, Zschockelt
L, Painer J, Serra R, Villaespesa F, Krause E, Jewgenow K, Braun BC. Theriogenology.
2016 Dec;86(9):2107-2118. doi: 10.1016/j.theriogenology.2016.06.026. Epub 2016 Jul
5.

48



7) Expression of steroidogenic enzymes and steroid receptors in foetal gonads of domes-
tic cat-Sex similarities and differences. Braun BC, Jewgenow K. Reprod Domest Anim.

2017 Apr;52 Suppl 2:130-136. doi: 10.1111/rda.12829. Epub 2016 Nov 15.

8) Expression of steroidogenic enzymes and steroid receptors in testis of domestic cat
(Felis catus). Braun BC, Okuyama MW, Dehnhard M, Miiller K, Jewgenow K. J J Steroid
Biochem Mol Biol. 2018 Apr;178:135-149. doi: 10.1016/j.jsbmb.2017.11.013. Epub
2017 Nov 28.

8.2. Darstellung des eigenen Anteils an den Publikationen

Der Anteil der beteiligten Autorinnen und Autoren an den im Anhang aufgefiihrten Publi-

kationen wird nach folgenden Kriterien dargestellt:

1. Idee

2. Versuchsplanung

3. Versuchsdurchfiihrung

4. Auswertung der Ergebnisse
5. Erstellung des Manuskripts

Die Reihenfolge der Autoren entspricht der Autorenfolge im Manuskript.

1) Braun BC, Zschockelt L, Dehnhard M, Jewgenow K. 2012

Progesterone and Estradiol in cat placenta--biosynthesis and tissue concentration.

1. Idee: Braun, Jewgenow

2. Versuchsplanung: Braun

3. Versuchsdurchflihrung: Braun, Zschockelt, Dehnhard

4. Auswertung der Ergebnisse: Braun, Zschockelt, Dehnhard

5. Erstellung des Manuskripts: Braun, Jewgenow
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2.) Zschockelt L, Amelkina O, Siemieniuch MJ, Koster S, Jewgenow K, Braun BC. 2014
Corpora lutea of pregnant and pseudopregnant domestic cats reveal similar steroidogenic

capacities during the luteal life span.

1. Idee: Jewgenow, Braun

2. Versuchsplanung: Zschockelt, Jewgenow, Braun

3. Versuchsdurchfiihrung: Zschockelt, Amelkina, Koster, Siemieniuch
4. Auswertung der Ergebnisse: Zschockelt, Koster, Jewgenow, Braun

5. Erstellung des Manuskripts: Zschockelt, Jewgenow, Braun

3.) Amelkina O, Braun BC, Dehnhard M, Jewgenow K. 2015
The corpus luteum of the domestic cat: histologic classification and intraluteal hormone

profile.

1. Idee: Braun, Jewgenow

2. Versuchsplanung: Amelkina, Braun, Jewgenow

3. Versuchsdurchfiihrung: Amelkina

4. Auswertung der Ergebnisse: Amelkina, Braun, Jewgenow

5. Erstellung des Manuskripts: Amelkina, Braun, Jewgenow

4.) Zschockelt L, Amelkina O, Koster S, Painer J, Okuyama MW, Serra R, Vargas A,
Jewgenow K, Braun BC. 2015
Comparative analysis of intraluteal steroidogenic enzymes emphasises the functionality of

fresh and persistent corpora lutea during pro- and metoestrus in the lynx.

1. Idee: Jewgenow, Braun

2. Versuchsplanung: Zschockelt, Jewgenow, Braun

3. Versuchsdurchflihrung: Zschockelt, Amelkina, Koster, Painer

4. Auswertung der Ergebnisse: Zschockelt, Koster, Jewgenow, Braun

5. Erstellung des Manuskripts: Zschockelt, Jewgenow, Braun
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5.) Amelkina O, Zschockelt L, Painer J, Serra R, Villaespesa F, Braun BC, Jewgenow K. 2015.
Apoptosis-Related Factors in the Luteal Phase of the Domestic Cat and Their Involvement

in the Persistence of Corpora Lutea in Lynx.

1. Idee: Braun, Jewgenow

2. Versuchsplanung: Amelkina, Braun, Jewgenow

3. Versuchsdurchflihrung: Amelkina, Zschockelt, Painer, Braun
4. Auswertung der Ergebnisse: Amelkina, Braun, Jewgenow

5. Erstellung des Manuskripts: Amelkina, Braun, Jewgenow

6.) Amelkina O, Zschockelt L, Painer J, Serra R, Villaespesa F, Krause E, Jewgenow K, Braun
BC. 2016
Progesterone, Estrogen, and androgen receptors in the corpus luteum of the domestic

cat, Iberian lynx (Lynx pardinus) and Eurasian lynx (Lynx lynx).

1. Idee: Jewgenow, Braun

2. Versuchsplanung: Amelkina, Braun

3. Versuchsdurchflihrung: Amelkina, Zschockelt, Painer, Krause, Braun
4. Auswertung der Ergebnisse: Amelkina, Krause, Jewgenow, Braun

5. Erstellung des Manuskripts: Amelkina, Jewgenow, Braun

7.) Braun BC, Jewgenow K. 2017
Expression of steroidogenic enzymes and steroid receptors in foetal gonads of domestic

cat -Sex similarities and differences.

1. Idee: Braun, Jewgenow

2. Versuchsplanung: Braun

3. Versuchsdurchfiihrung: Braun, Jewgenow
4. Auswertung der Ergebnisse: Braun

5. Erstellung des Manuskripts: Braun, Jewgenow
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8.) Braun BC, Okuyama MW, Dehnhard M, Miiller K, Jewgenow K. 2018
Expression of steroidogenic enzymes and steroid receptors in testis of domestic cat (Felis

catus).

1. Idee: Braun, Miiller, Jewgenow

2. Versuchsplanung: Braun

3. Versuchsdurchfiihrung: Braun, Okuyama, Dehnhard

4. Auswertung der Ergebnisse: Braun, Dehnhard, Mdiller, Jewgenow

5. Erstellung des Manuskripts: Braun, Miiller, Jewgenow
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Abstract

The corpus luteum (CL) is a transient gland formed in the ovary after ovulation and is the
major source of progesterone. In the Iberian and Eurasian lynx, CL physiologically persist
after parturition and retain their capacity to produce progesterone, thus suppressing the
ovarian activity. This unique reproductive characteristic has a big impact on the success of
assisted reproduction techniques in the endangered Iberian lynx. The mechanisms behind
CL persistence are not yet understood and require extensive studies on potential luteotropic
and luteolytic factors in felids. Because the apoptosis system has been shown to be
involved in structural regression of CL in many species, we aimed to investigate the capac-
ity of perCL to undergo apoptosis. In addition, we performed initial studies on the apoptosis
system in the luteal phase of the domestic cat. No previous research on this system has
been made in this species. Our factors of interest included agents of the intrinsic apoptosis
pathway, i.e., pro-survival B-cell CLL/lymphoma 2 (BCL2) and pro-apoptotic BCL2-associ-
ated X protein (BAX), the executioner caspase-3 (CASP3), as well as of the extrinsic path-
way, i.e., pro-apoptotic receptor FAS, and tumor necrosis factor (TNF) and its receptors
(pro-apoptotic TNFRSF1A and pro-survival TNFRSF1B). We analyzed the relative mRNA
levels of these factors, as well as protein localization of CASP3 and TNF during stages of
pregnancy and the non-pregnant luteal phase in CL of domestic cats. The same factors
were investigated in freshly ovulated CL (frCL) and perCL of Iberian and Eurasian lynx,
which were histologically analyzed. All factors were present in the CL tissue of both domes-
tic cat and lynx throughout all analyzed stages. The presence of pro-apoptotic factors BAX,
CASP3, FAS and TNFRSF1A in perCL of the Eurasian and Iberian lynx might indicate the
potential sensitivity of perCL to apoptotic signals. The expression of pro-survival factors
BCL2 and TNFRSF1B was significantly higher in perCL compared to frCL of studied Iberian
lynx, suggesting the potential involvement of these factors in the structural integrity of
perCL. In both Iberian lynx and pregnant and non-pregnant domestic cats, the expression
of TNFRSF1A was significantly higher in forming CL compared to other stages, suggesting
the conserved involvement of this factor in the tissue reorganization during formation of the
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feline CL. The mRNA levels of CASP3 and TNFRSF 1B were highest during regression
stages of domestic cat CL. The current study provides initial results on the possible involve-
ment of the apoptosis system in the structure and function of the feline CL and in its physio-
logical persistence.

Introduction

The Lynx genus includes four species that inhabit different parts of the world: the Eurasian
lynx (Lynx lynx) in the broad range of Europe and Asia, the Canada lynx (Lynx canadensis)
and the bobcat (Lynx rufus) in North America, and the Iberian lynx (Lynx pardinus) in the Ibe-
rian Peninsula. Eurasian, Canada and Iberian lynx are monoestrous, i.e., mate only once in a
year, with breeding seasons in January-April, February-April and January-February, respec-
tively [1-4]. The bobcat is seasonally polyestrous and may ovulate up to three times during the
breeding season [5].

All three monoestrous lynx species exhibit a unique reproductive characteristic associated
with the corpus luteum (CL), a transient gland that forms in the ovary after ovulation and sup-
ports pregnancy via its production of progesterone [6]. It has been widely shown among differ-
ent species that, in the event of a non-pregnant cycle or at the end of pregnancy, the CL
regresses from the ovarian tissue and a new cycle is initiated [7, 8]. However, the situation is
markedly different for the lynx. Studies on the lynx ovarian cycle revealed the presence of CL
outside the reproductive season in Iberian and Eurasian lynx [9]. More recent findings indicate
that CL of the Eurasian lynx morphologically persist in the ovary for at least two years [10].
Furthermore, such persistent CL (perCL) continue to produce progesterone and thus exhibit
functional persistence, leading to a stage called prolonged diestrus between cycles [10, 11].
Studies on the Canada lynx also suggest a similar luteal pattern, based on constant fecal proges-
terone concentrations [1]. The bobcat seems to exhibit morphological persistence of CL, how-
ever, their functional condition still needs to be investigated [12, 13]. To summarize, CL persist
morphologically and functionally after parturition and weaning in all three monoestrous lynx
species: Iberian, Eurasian and Canada lynx.

There is as yet no certainty about the role of perCL in lynx reproduction, nor are there any
reports so far on the possible molecular mechanisms involved. It has been hypothesized that
perCL may be advantageous in lynx species by supporting subsequent pregnancies as addi-
tional sources of progesterone [14] and/or by securing a monoestrous cycle via progesterone
suppression of ovarian activity [15]. Such suppression of any late ovulations would ensure the
birth and weaning of cubs during the most favorable time of the year [10]. It is unclear how the
monoestrous lynx enters a new ovarian cycle every year despite the constant presence of active
perCL and, therefore, it is not possible to design any protocols of ovulation induction for these
species. An attempt to overcome the CL persistence by administrating a commonly luteolytic
prostaglandin F,, led to a temporary decrease in progesterone concentration, but structurally
perCL remained in the ovary [16]. The lynx unique reproductive characteristic, therefore,
makes standard protocols for assisted reproduction inapplicable in monoestrous lynx and may
critically lower the success of breeding programs for these species. This greatly affects the Ibe-
rian lynx, which until recently had been listed as critically endangered by the International
Union for Conservation of Nature [17] and for which extensive genetic studies revealed a high
extinction risk of the two remaining populations [18, 19]. To support and restore wild popula-
tions of the Iberian lynx, a captive breeding program has been initiated in the centers of Spain

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0143414 November 24,2015 2/20

97



@’PLOS ‘ ONE

Apoptosis in the Feline Corpus Luteum

and Portugal with ongoing breeding and reintroduction of animals [20]. Unraveling the func-
tion and regulation of perCL, and particularly the mechanisms of its regression, could enhance
the performance of captive breeding programs and offer more opportunities for the Iberian
lynx survival.

The research on the lynx or any other wild felid is complicated by the limited access to these
species. The sampling of reproductive tissue is rare and depends heavily on a chance, be it post-
mortem sampling after legal hunting or natural/accidental death of an animal, or an ovariohys-
terectomy of captive lynx for medical and management reasons. Because of this, the more
accessible felid, domestic cat (Felis catus), becomes an irreplaceable model species. The domes-
tic cat is seasonally polyestrous, and after ovulation queens can either enter a period of preg-
nancy (approximately 65 days [21]) or a non-pregnant luteal phase (approximately 40 days
[22]). In both scenarios, elevated serum and intraluteal progesterone concentrations decrease
towards the end of the luteal phase, allowing initiation of a subsequent ovarian cycle [23, 24].
Molecular studies on the domestic cat CL have been limited to the investigation of enzymes of
the luteal steroidogenesis system [25]. To contribute to the knowledge on the mechanisms
behind formation, maintenance and regression of the feline CL, we initiated a detailed molecu-
lar study on potential luteotropic and luteolytic factors in the domestic cat [26] and lynx [27].
In the present work, we focus on the mechanisms of structural regression of the CL in the
domestic cat and in two species of lynx, Iberian and Eurasian.

Luteal regression (luteolysis) is commonly required for the initiation of a new follicular
cycle. The literature distinguishes between two aspects of luteolysis, functional and structural,
with the first condition usually preceding the latter one [8]. Both aspects of luteolysis are gov-
erned by species-specific luteal factors, however, structural luteal regression via apoptosis-
related factors is common to most of the species studied to date [7, 28-30]. Apoptosis, or pro-
grammed cell death, can be divided into intrinsic and extrinsic pathways. The intrinsic signal-
ing cascade is generally activated by apoptotic stimuli within a cell. Members of the B-cell CLL/
lymphoma 2 (Bcl-2) family transduce the signal within the cell by alterations in the mitochon-
drial outer membrane (MOM): e.g., the pro-apoptotic factor BCL2-associated X protein (BAX)
resides in the cytosol or on MOM itself and, once activated by the BH3-only proteins and oli-
gomerized, creates permeability of the MOM [31, 32]. This permeability leads to release of
cytochrome c from the inner mitochondrial membrane and thus causes activation of caspase-3
(CASP3) which, through cleavage of essential proteins, executes the final step of cell death [33].
The pro-survival factor BCL2 can inhibit the death signal via translocation of BAX from
MOM, or by sequestering BH3-only proteins and preventing them from activating BAX, or by
binding to activated BAX and preventing its oligomerization [31]. All the mentioned factors
were shown to be involved in luteolysis in rodents, cattle and primates [34-39].

The extrinsic signaling cascade is activated by extracellular signals via cytokines, which
include members of the tumor necrosis factor (TNF) super family, e.g., TNF (also known as
TNF superfamily, member 2 and TNF-alpha) and Fas ligand, and their cell surface receptors, e.
g TNF receptor superfamily, member 1A (TNFRSF1A; previously known as TNFR1),
TNFRSF1B (previously known as TNFR2) and Fas cell surface death receptor (FAS; also
known as CD95) [40]. The FAS/Fas ligand system is known to transduce the death signal via
protease cascade and was shown to be required for luteolysis in many species [41-44]. Another
cytokine, TNF, exhibits pleiotropic signals in the CL tissue and its action might be dependent
on its concentration, the local environment, the stage of the cycle and the type of receptor it
binds to [43, 45-47]. While TNFRSF1A contains the death domain and can transduce the
death signal, in contrast, TNFRSF1B does not possess the death domain and can act as a pro-
survival factor [40, 48, 49]. Presented list of factors was found to play an important role
throughout the luteal phase of many species, including representatives of rodents, cattle and
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primates [42, 48-53]. Both intrinsic and extrinsic pathways lead to activation of the caspase
family, i.e., caspase-9 and -8 respectively, and subsequently the final executioners caspase-3, -6
and -7 [54]. Short description of each factor can be found in Table 1.

We had three hypotheses that might explain the prolonged structural integrity of perCL in
lynx: (i) either CL persist due to their limited capacity to undergo apoptosis; or (ii) there is no
luteolytic signal and, therefore, no activation of the apoptotic cascade; or (iii) the transducing
luteolytic signal is blocked on the downstream of the apoptotic cascade. To study these poten-
tial mechanisms, we aimed to first investigate the capacity of perCL to undergo apoptosis. As a
necessary basis, we studied the involvement of selected apoptosis-related factors, i.e., BCL2,
BAX, CASP3, FAS, TNFRSFIA, TNFRSF1B and TNF, in the luteal phase of the domestic cat.
Then, we analyzed the presence of these factors in perCL of Iberian and Eurasian lynx and
compared the capacity of freshly ovulated (fr) CL and perCL to express them in the Iberian
lynx.

Materials and Methods

All chemicals in the study were purchased from Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Germany),
unless stated otherwise and were of the highest purity available.

2.1 Ethics statement

The methods applied, and the study-design, were approved by the Internal Committee for Eth-
ics and Animal Welfare of the Leibniz Institute for Zoo and Wildlife Research in Berlin, Ger-
many (Permit numbers: 2010-10-01 and 2011-01-01). The Norwegian Experimental Animal
Ethics Committee approved the collection of the ovarian tissue from hunted animals (Permit
number: 2010/161554). The tissue from late pregnancy castration of domestic cats were
obtained from the Institute of Animal Reproduction and Food Research of the Polish Academy
of Sciences, Olsztyn, Poland, and all procedures were approved by the Local Animal Care and
Use Committee in Olsztyn, Poland (No. 41/2007/N and 61/2010/DTN).

2.2 Animals and tissue collection

Opvaries of domestic cats were obtained from local animal shelters and clinics after ovariohys-
terectomy for the purpose of permanent contraception. The reasons to perform ovariohyster-
ectomy were not related to the study. Samples were transported in MEM-HEPES medium,
supplemented with 3 mg/mL BSA (Merck Millipore, Darmstadt, Germany) and 1x Antibiotic
Antimycotic Solution. Transportation was at 4°C, and ovaries were processed immediately
after arrival at the laboratory (2-4 hours after surgery). The isolation process and consequent
staging of CL is described in Amelkina et al. [24]. In brief, CL from each cat were either fixed in
Bouin’s solution for histologic analysis or plunged into liquid nitrogen for RNA isolation. In
the case of pregnancy, the day was assessed by the diameter of the gestation chamber [55], the
crown-rump length of a foetus [56] or by the stage of a pre-implantation embryo [57]. The
pre-implantation period (n = 6) included samples from days 2 to 6 and day 10 post-coitums; the
post-implantation period (n = 11) included samples from days 14 to 36 post-coitums; finally, the
CL regression stage (n = 5) was represented by samples from days 38, 39, 48 and week 9 post-
coitum. The absence of embryos in the oviducts or uteri indicated a non-pregnant luteal phase.
In such cases, based on their histologic appearance, each CL was classified as the stage of: for-
mation (n = 9), development/maintenance (n = 13), early regression (n = 14), late regression
(10) or corpus albicans (CA; n = 4). The histologic classification is described in detail in Amelk-
ina et al [24] and includes parameters of: cell shape, type and degree of vacuolation, nucleus
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Table 1. List of analyzed factors, sequences of PCR primers used for sequence analysis and expression studies, annealing temperatures, and
product sizes. bp, base pair; fw, forward; rv, reverse; T, annealing temperature; a, used for sequence analysis; b, used for gene expression studies. Intrin-
sic/extrinsic pathway refers to the apoptosis pathways

Factor

BCL2

BAX

CASP3

FAS

TNFRSF1A

TNFRSF1B

TNF

Short description

Bcl-2 family,
intrinsic pathway

pro-survival
function

Bcl-2 family,
intrinsic pathway

pro-apoptotic
function

protease, intrinsic
pathway

executioner
function

cytokine receptor,
extrinsic pathway

generally pro-
apoptotic function

cytokine receptor,
extrinsic pathway

pro-apoptotic
function

cytokine receptor,
extrinsic pathway

pro-survival
function

cytokine, extrinsic
pathway

pleiotropic effects

GenBank ID Species Primer sequence 5- 3’ Ta Product Use
(°C) size (bp)
DQ926871.1 KP826765* Felis BCL2 Fw: GAG ATG TCC AGC CAG 53 365 a
catusLynx CTGBCL2 Rv: TAG GCA CCC AGG GTG
pardinus ATG
BCL2 gFw: GGA GGA TTG TGG CCT 54.5 143 b
TCTBCL2 qRv: GGT TCA GGT ACT CAG
TCA TCC AC
DQ926869.1KP862666* Felis BAX Fw: CAG CTC TGA GCA GAT CAT 53 595 a
catusLynx GBAX Rv: TGG TGG CCT CAG CCC ATC
pardinus T
BAX gFw: CCG ATG GCA ACT TCA ACT 63 244 b
GGGBAX gRv: GAT GGT CAC TGT CTG
CCA CGT C
NM_001009338.1KP294340* Felis CASP3 Fw: GTG TGC GTT AGA AGT 53 836 a
catusLynx ACCCASP3Rv: GTT CTT TTG TGA GCA
pardinus TAG ACA
CASP3 gFw: ACC GGC AAA CCC AAA 60.5 91 b
CTCCASP3 gRv: CTG ACA GGC GAT
GTC ATC C
NM_001009314.1KP670850* Felis FAS Fw: CCG TTG GCT GAT ACT TAC 53 952 a
catusLynx CFASRv: CGT GTT TGC AGT TTC CAT
pardinus TC
FAS gFw: GAA CGC TAC CGA AGG 59.5 100 b
GGAFAS gRv: GTC GGC AGC TTT TCG
TGT
NM_001009361.1KP670852* Felis TNFRSF1A Fw: GCA GGA AGA ACC AGT 53 846 a
catusLynx ACC GGTNFRSFIARv: CCG TTC TGC
pardinus AGC TCC AGC C
TNFRSF1A gFw: AGA GTG TAC GAA 60.5 159 b

GTT GTG CGTNFRSF1A gRv: AGC TTG
GAC TTC CGC CGT T

KP670853*KP670854* Felis TNFRSF1B Fw: CGC CCG GGC TTC GGC 53 799 a
catusLynx GTTNFRSF1IBRv: CTT GGA GAA GGG
pardinus GAC CTG CT
TNFRSF1B gFw: AGC AGC TCC CTG 60.5 168 b

GAG AGC TTNFRSFI1B gRv: GTG ACA
TTG ACC TGG GTC C

NM_001009835.1KP670851 * Felis TNF Fw: CAT GAG CAC TGA AAG CAT 53 703 a
catusLynx GATNF Rv: TCA CAG GGC AAT GAT
pardinus ccc A
TNF gFw: AGA GCT CCC ACA TGG 59.5 137 b
CCTTNF gRv: GGC TCA GCC ACT GGA
GTT

* GenBank sequences were obtained in this study

doi:10.1371/journal.pone.0143414.t001

condition, and the ratio of non-steroidogenic to luteal cells. Listed n-values represent the num-
ber of animals per analyzed stage; each animal is represented by one CL.

Opvaries of Iberian lynx were collected in the scope of the Iberian lynx captive breeding pro-
gram at the Centro de Cria de Lince Ibérico El Acebuche, Parque Nacional de Dofiana, Huelva,
Spain and Centro Nacional de Reproducéo do Lince Ibérico, Silves, Portugal. Two animals
were ovariohysterectomized for permanent contraception seven days after ovulation was
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induced by natural mating in February, 2013. Ovariohysterectomy was initiated due to the
medical conditions of animals (repeated caesarean sections and mammary tumor risk) and was
not related to the study. In one animal (Iberian lynx 1, nine years old), embryos were flushed
from the uterus, indicating the pre-implantation stage of pregnancy. Unfertilized oocytes were
flushed from the second animal (Iberian lynx 2, eleven years old), thus indicating a non-preg-
nant luteal phase. The CL were isolated immediately after surgery and their morphological
appearance was noted. The presence of ovulation scars allowed distinguishing CL of fresh ovu-
lation (frCL) from CL of previous cycle/s (perCL), supplemented later by histologic analysis of
both types (see Results). Each CL was dissected and pieces were fixed in Bouin’s solution (for
histologic analysis) or placed in RN A-later solution (RNA isolation; Qiagen GmbH, Hilden,
Germany) or liquid nitrogen (hormone analysis).

Opvaries of free-ranging Eurasian lynx were collected freshly post-mortem from animals
hunted legally during the national hunting quota for management purposes in Norway (n =5
animals). The period of collection was the beginning of the breeding season prior to mating
(February, 2011; the breeding season for Eurasian lynx in Norway is February to early April
[2]). After dissection, samples were immediately fixed in Bouin’s solution (for histologic analy-
sis) or placed in RNA-later (RNA isolation) or Allprotect Tissue Reagent (hormone analysis;
Qiagen GmbH, Hilden, Germany) solutions. Based on the pre-breeding period of collection
and the absence of frCL, embryos and placental scars of a recent pregnancy, all isolated CL
were classified as perCL from previous cycle/s.

To demonstrate the steroidogenic activity of the isolated CL, intraluteal concentrations of
progesterone and estrogens were determined for Iberian and Eurasian lynx by enzyme immu-
noassay per wet weight of CL, as described and validated previously [11, 24].

2.3 RNA isolation and cDNA synthesis

Up to 26 mg of CL tissue was homogenized in homogenization tubes (100 pl RNA lysis buffer,
1.4/2.8 mm ceramic beads) at 5000 rpm for 2 x 25 sec (Precellys 24 homogenizer, Bertin Tech-
nologies, Montigny-le-Bretonneux, France). Total RNA was extracted using the innuSPEED
Tissue RNA/innuPREP DNase I Digest Kit (Analytik Jena AG, Jena, Germany). The Nano-
Drop ND-1000 (PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, Germany) was used to assess the
concentration and purity of isolated RNA. Additional control of RNA quality and integrity was
performed via microfluidic analysis using the Bioanalyzer (Agilent Technologies Deutschland
GmbH, Boeblingen, Germany); RNA integrity number (RIN) values were above 7.0 for cat
samples and above 6.1 for Iberian and Eurasian lynx samples. From 1 to 2.5 ug of isolated RNA
was reverse transcribed into single-stranded (ss) cDNA using the RevertAid First Strand
cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham MA, USA). No reverse transcriptase
was added to the negative control to verify the absence of genomic DNA contamination.

2.4 Sequencing

Primers for the polymerase chain reaction (PCR) were purchased from BioTeZ Berlin Buch
GmbH (Berlin, Germany) and were designed based on Felis catus gene sequences listed in
NCBI database (see accession numbers in Table 1). The NCBI-sequence for TNFRSF1B was
only predicted by automated computational analysis (XM_003989583.2) and thus it was ana-
lyzed in this study too. Primer information is listed in Table 1. Based on feline ss cDNA tem-
plates of luteal, ovarian or placental origin, partial cat and lynx cDNA sequences were
amplified using the Expand High FidelityPLUS PCR system (Roche Diagnostics Deutschland
GmbH, Mannheim, Germany), as described by Braun et al. [58]. For both cat and lynx, the
PCR conditions were: 94°C for 2 min; followed by 35 cycles of denaturation at 94°C for 45 sec,
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annealing at 53°C for 45 sec, elongation at 72°C for 80 sec; and final elongation at 72°C for 7
min. Purified PCR products were ligated to the pJET 1.2 vector (Thermo Fisher Scientific) and
transfected in JM109 cells (Promega GmbH, Mannheim, Germany) for cat CASP3, FAS and
TNF or ligated to the pCR4-TOPO TA vector and transfected in TOP10 cells (both Life Tech-
nologies GmbH, Darmstadt, Germany) for lynx CASP3, FAS, TNF and cat/lynx TNFRSF1A
and TNFRSF1B. Positive clones or purified PCR products (BCL2 and BAX) were sequenced by
the Services in Molecular Biology GmbH (Dr M. Meixner, Brandenburg, Germany).

2.5 Quantitative real-time PCR

Primers for quantitative real-time PCR (qQPCR) were based on cat and lynx sequences identified
in this study (Table 1). The qPCR was performed using the CFX96 Real-Time PCR Detection
System (Bio-Rad Laboratories GmbH, Munich, Germany), as published by Braun et al. [59]. In
brief, diluted ss cDNA (4 pl, corresponding to 2 or 10 ng of total RNA for genes of interest, or 4
ng for reference genes) were analyzed in a 10 pl reaction volume including SsoFast EvaGreen
Supermix (Bio-Rad Laboratories GmbH). The qPCR conditions were: 98°C for 2 min and 40
cycles of 8 sec at 98°C and 8 sec at different annealing temperatures (Table 1). Quantification
of qPCR products was performed using the CFX Manager Software 1.6 (Bio-Rad Laboratories
GmbH). Serial dilutions of plasmid DNA were used for calibration. Glutaminase (GLS; for
domestic cat, JQ424891), TATA box binding protein (TBP; for domestic cat, JQ424890; for
lynx, JX993351), B-actin (BACT; for domestic cat, AB051104; for lynx, KM458620), glyceralde-
hyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH; for lynx, KM458621) and ribosomal protein S7
(RPS7; for lynx, JX993349) were validated as optimal reference genes in feline CL with the gba-
sePLUS software (Biogazelle, Zwijnaarde, Belgium; [60]) and were used for normalization. A
multiple normalization factor was calculated for individual CL referring to Vandesompele et al.
[61].

2.6 Histologic analysis of CL and protein localization

Tissues fixed in Bouin’s solution were dehydrated, embedded in paraffin following standard
procedures and sectioned at 3 pm. Subsequent histologic evaluation was performed under a
light microscope fitted with a digital camera (Jenoptik ProgRes C3, Jena, Germany).

To determine the histomorphological state of CL, samples from Iberian and Eurasian lynx
were routinely stained with haematoxylin and eosin. The histomorphological analysis of cat
samples was performed in our previous study [24].

The localization of CASP3 protein in luteal tissue was assessed by an affinity-purified rabbit
anti-human/mouse CASP3 reactive antibody (Cat. AF 835; R&D Systems, Wiesbaden, Ger-
many), used in a previous study on the domestic cat [62]. According to the manufacturer, this
antibody recognizes an active form of CASP3. Localization of TNF protein was assessed by a
goat polyclonal anti-human TNF antibody (Cat. No. sc-1350; Santa Cruz Biotechnology, Dallas
TX, USA). Immunohistochemistry was performed as described in Braun et al [58]. In brief, sec-
tioned CL tissue mounted on microscope slides (Superfrost Plus, Thermo Scientific, Braun-
schweig, Germany) was deparaffinized in Roti-Histol (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany)
and rehydrated in decreasing concentrations of ethanol. Slides were subsequently incubated in
boiling citrate buffer (11 mM, pH 6.0) for 15 min and in 3% H,0,/methanol solution for 10
min. Then, sections were blocked with 5% BSA in PBS for 1 h at 37°C. Antibody against
CASP3 was diluted in PBS 1:500; antibody against TNF was diluted in 1% BSA in PBS 1:200.
Sections were subsequently washed with PBS-Tween 0.1%, incubated with either peroxidase-
conjugated anti-rabbit or anti-mouse EnVisionC reagent (ready to use solution; Dako Agilent
Technologies, Glostrup, Denmark) for 1 h at 23°C and colour-detected with diaminobenzidine
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(DAB) substrate chromogen solution (Dako Agilent Technologies). Finally, sections were
counterstained with hematoxylin, dehydrated in increasing concentrations of ethanol, and cov-
ered with mounting medium and coverslips.

2.7 Statistical analysis

Statistical analysis was performed with the R software package (R: A language and environment
for statistical computing, version 3.0.0, Vienna, Austria). For the domestic cat, the Kruskal-
Wallis rank sum test was used to determine changes in relative mRNA levels throughout preg-
nant and non-pregnant luteal phases. The Wilcoxon rank sum test was used for post-hoc pair-
wise comparison of stages (P-value adjustment: Benjamini-Hochberg). Each animal was
represented by one CL. Numbers of animals per stage can be found above in 2.2. The stage of
CA was not included in the statistical analysis, because its origin (pregnant or non-pregnant
luteal phase) in the ovary was unknown. For Iberian lynx, the Mann-Whitney U-test was used
to determine changes in relative mRNA levels between frCL and perCL in each animal. Sample
size for Iberian lynx was the following: Iberian lynx 1, n = 3 for frCL and n = 8 for perCL; Ibe-
rian lynx 2, n =5 for frCL and n = 6 for perCL. Probability (P) values less than 0.05 were con-
sidered statistically significant. SigmaPlot 10.0 (Systat Software Inc., San Jose CA, USA) was
used to visualize the statistical results via boxplots.

Results

In this study, we obtained partial feline gene sequences for the analyzed factors (Table 1).

3.1. Domestic cat

3.1.1 Pregnancy. Throughout the pregnant luteal phase, no significant changes were
observed in mRNA levels of BCL2, BAX, CASP3 and TNF (Fig 1A-1C/1G). Relative FAS
mRNA levels were higher during CL regression compared to the post-implantation period
(P =0.026; Fig 1D). Gene expression of TNF receptors changed significantly during pregnancy:
TNFRSFIA (Fig 1E) relative mRNA levels were higher during the pre-implantation period
compared to post-implantation (P = 0.0019) and CL regression (P = 0.013); TNFRSF1B (Fig
1F) relative mRNA levels were higher during CL regression compared to post-implantation
(P =0.055).

3.1.2 Non-pregnant luteal phase. Throughout the non-pregnant luteal phase, relative
mRNA levels of BCL2, CASP3, TNFRSF1A and TNFRSFI1B changed significantly, while no sig-
nificant changes were observed for BAX, FAS and TNF (Fig 1). For BCL2 (Fig 1A), relative lev-
els of mRNA changed throughout the luteal phase (P = 0.017), but no significance was found
in the post-hoc comparison. For CASP3 (Fig 1C), relative mRNA levels during CL formation
were lower compared to early regression (P = 0.0014) and late regression (P = 0.0038). Relative
mRNA levels of TNFRSFIA (Fig 1E) were higher during CL formation compared to develop-
ment/maintenance (P = 0.00023), early regression (P = 0.0013) and late regression
(P =0.00023). Finally, relative mRNA levels of TNFRSFIB (Fig 1F) during CL early regression
were higher than during development/maintenance (P = 0.028).

The immunohistochemistry assay localized active CASP3 in luteal cells. The pattern differed
individually for each animal and overall the expression of CASP3 protein could be found in at
least one sample of every stage analyzed (Fig 2A-2D), except for CA (Fig 2E). Non-steroido-
genic cells, presumably macrophages, were the only cells stained for TNF antibody in the CL
(Fig 2F). The staining was rare and consistent with the results on mRNA level.
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Fig 1. Intraluteal relative mRNA levels during pregnant and non-pregnant luteal phases in the
domestic cat. Box plots depict the distribution of data; whiskers indicate maximum and minimum values;
black dots indicate outliers; horizontal lines indicate the median; P-values are calculated from the Kruskal-
Wallis rank sum test; letters (a, b) identify significant differences between stages and are calculated from
post-hoc pairwise comparisons (P-value adjustment: Benjamini-Hochberg). PR: pregnancy; NP: non-
pregnant luteal phase; pri: pre-implantation period; poi: post-implantation period; r: regression; f: formation; d/
m: development/maintenance; er: early regression; Ir: late regression; CA: corpus albicans.

doi:10.1371/journal.pone.0143414.g001
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Fig 2. Inmunohistochemical localization of CASP3 and TNF proteins in CL of the domestic cat. Active CASP3 was localized in luteal cells at the
stages of: CL formation (A), development/maintenance (B), early regression (C) and late regression (D). The protein expression was consistently present
throughout the CL life span, except for CA (E). TNF protein expression was identified in non-steroidogenic cells, presumably macrophages, but not in luteal
cells (F). Arrows indicate positive staining. NC: negative control. Scale bar—50 pm.

doi:10.1371/journal.pone.0143414.9002

3.2. Lynx

3.2.1 Iberian lynx, frCL vs. perCL post-mating. During dissection of ovaries, two types of
CL could be clearly distinguished: frCL from a current ovulation and perCL from previous
cycle/s (Fig 3). Fresh CL were paler and bigger than perCL and had an ovulation scar on their
surface; perCL were smaller, darker and partly located inside of the ovary. Subsequent histo-
logic analysis of these CL revealed a stage of formation for frCL and a stage of development/
maintenance for perCL (Fig 4A and 4B). The formation stage of frCL exhibited processes of tis-
sue reorganization, where predominantly small luteinizing cells varied in shape and size. The

Fig 3. Morphological appearance of the Iberian lynx ovary. Ovaries of the Iberian lynx 1 and 2 (Ib.lynx 1 and Ib.lynx 2, respectively), containing frCL and
perCL. Black arrows indicate frCL with ovulation scars, gray arrows indicate perCL from previous cycle/s. Scale—mm.

doi:10.1371/journal.pone.0143414.9003
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Fig 4. Haematoxylin and eosin stained sections of CL of Iberian and Eurasian lynx. A. Formation of the CL in Iberian lynx: frCL, seven days after natural
mating. B. Maintenance of the CL in Iberian lynx: perCL of previous cycle/s after mating. C. Signs of regression in the CL of pre-mating Eurasian lynx: perCL
of previous cycle/s during breeding season. Thin arrows indicate luteal cells. Thick black arrows indicate non-steroidogenic cells. White arrows indicate

coarse vacuolation. Scale bar—50 pm.

doi:10.1371/journal.pone.0143414.9004

development/maintenance stage of perCL showed no signs of tissue regression; luteal cells
were large and polyhedral, exhibiting fine vacuolation. The histomorphological analysis was
done with reference to the established histologic staging on the domestic cat [24]. Hormone
analysis revealed very high concentrations of estrogens in frCL of Iberian lynx and maintained
concentrations of progesterone in perCL (Table 2).

All the factors examined were expressed in frCL and perCL of Iberian lynx. Relative mRNA
levels of BCL2 (P = 0.012, Iberian lynx 1; P = 0.0043, Iberian lynx 2; Fig 5A), FAS (P = 0.048,
Iberian lynx 1; P = 0.0086, Iberian lynx 2; Fig 5D), TNFRSF1B (P = 0.01, Iberian lynx 1; Fig 5D)
and TNF (P = 0.02, Iberian lynx 1; Fig 5G) were all higher in perCL compared to frCL (Fig 5).
Relative mRNA levels of TNFRSF1A were higher in frCL compared to perCL (P = 0.01, Iberian
lynx 1; P = 0.004, Iberian lynx 2; Fig 5E). In both animals, no significant changes in relative
mRNA levels of BAX and CASP3 were observed (Fig 5B/5C).

Active CASP3 protein could not be localized in the analyzed CL tissue (example of negative
staining in Fig 6A). Staining for TNF protein was observed in non-steroidogenic cells, presum-
ably macrophages, in both types of CL, but also in some transforming cells of frCL (Fig 6B and
6C).

3.2.2 Eurasian lynx, perCL in breeding season before mating. Histomorphological anal-
ysis of perCL in Eurasian lynx revealed signs of luteal regression: coarse vacuolation could be
observed across the luteal tissue (Fig 4D). This state was comparable to the histologic stage of
early regression in domestic cat [24]. No CA stage of CL was observed. Concentrations of pro-
gesterone and estrogens were present in the luteal tissue (Table 2). All the factors examined
were expressed in perCL of Eurasian lynx, including BCL2 (relative mRNA level

Table 2. Intraluteal concentrations of estrogens and progesterone in Iberian and Eurasian lynx. Intraluteal concentrations of estrogens and progester-
one in the domestic cat can be found in Amelkina et al [24]

Animal Type of CL (n) Estrogens, ng/gmean * SD Progesterone, pg/gmean * SD
Iberian lynx 1 frCL (2) 6267.1, 5688.9 38.9, 31.8
perCL (4) 241 + 35 19.6+5
Iberian lynx 2 frCL (3) 6517.6 + 3795.3 20+845
perCL (4) 211.3 £ 201 16.3+1.4
Eurasian lynx, n =5 perCL (8) 10.1 +10.1 99+58
doi:10.1371/journal.pone.0143414.t1002
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Fig 5. Intraluteal relative mRNA levels during the breeding season in post-mating Iberian lynx. Box plots depict the distribution of data; horizontal lines
indicate the median. frCL-I/II: frCL from Iberian lynx1/2; perCL-I/Il: perCL from Iberian lynx 1/2 * P < 0.05, ** P < 0.005; Mann-Whitney U-test.

doi:10.1371/journal.pone.0143414.9005
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Fig 6. Inmunohistochemical localization of CASP3 and TNF proteins in CL of Iberian and Eurasian lynx. A. Negative staining for active CASP3 in lynx
CL tissue. B. frCL of Iberian lynx; strong staining for TNF protein in transforming cells (arrows). C. perCL of Iberian lynx; staining for TNF protein in non-
steroidogenic cells, presumably macrophages (arrows). D. perCL of Eurasian lynx; staining for TNF protein in non-steroidogenic cells, presumably
macrophages (arrows). Staining of droplets within the cells is unspecific. NC: negative control. Scale bar— 50 ym.

doi:10.1371/journal.pone.0143414.9006

726.4 + 365.8), BAX (relative mRNA level 132.0 + 46.9), CASP3 (relative mRNA level

1092.3 + 109.4), FAS (relative mRNA level 562.9 + 193.7), TNFRSFIA (relative mRNA level
458.2 + 115.2), TNFRSF1B (relative mRNA level 62.9 + 33.1) and TNF (relative mRNA level
44.1 £ 19.0). Active CASP3 protein could not be localized in the analyzed CL tissue (example
of negative staining in Fig 6A). Strong staining for TNF protein was identified in non-steroido-
genic cells, presumably macrophages (Fig 6D).

Discussion

Apoptosis has been shown to be highly involved in tissue remodeling during development and
regression of the CL in a variety of species [8, 63], but no research has been done in the feline
luteal phase. In our study, the mRNA of all factors analyzed was present in the CL tissue of
domestic cat and lynx throughout all stages. We showed a significant change in the expression
of BCL2, CASP3, TNFRSFBI and FAS throughout luteal stages in the domestic cat, what might
indicate their potential involvement in the regulation of the feline luteal phase. The signifi-
cantly elevated mRNA level of TNFRSFIA in both the domestic cat and the Iberian lynx during
CL formation may suggest a possible conserved involvement of this factor in tissue reorganiza-
tion and luteinization after ovulation. In contrast, the CL capacity to express TNF differed con-
siderably between domestic cat and both Iberian and Eurasian lynx. The presence of mRNA of
pro-apoptotic factors BAX, CASP3, TNFRSFR1 and FAS in perCL of Iberian and Eurasian lynx
suggests potential capacity of perCL to undergo apoptosis. Significantly higher expression of
pro-survival factors BCL2 and TNFSFRIB in perCL compared to frCL of Iberian lynx may be
part of the mechanism to secure the structural integrity of perCL. Histologic analysis revealed a
different structural state of perCL in Iberian and Eurasian lynx during the pre- and post-mat-
ing periods, respectively.

Gene expression of pro-apoptotic factors BAX and CASP3 was found in CL throughout the
whole luteal phase of the domestic cat. From the mRNA levels of BAX and CASP3 analyzed in
this study, it is not clear whether the protein product is activated; therefore, the data cannot
indicate whether the apoptotic signal has been implemented. However, active CASP3 protein
was detected in domestic cat luteal tissue by immunohistochemistry, showing local apoptotic
processes in reorganization (early stages) and regression (late stages) of feline CL. Likewise, CL
of other species express BAX and CASP3 at various stages [35, 36, 38, 47, 64-66]. Fas ligand
could not be identified in the tissues studied and therefore was not included in the gene analy-
sis. However, its receptor, FAS, was present in domestic cat CL and was constantly expressed
throughout the non-pregnant luteal phase. In pregnancy, the regressing CL of the domestic cat
showed higher expression of FAS compared to its previous stage, indicating a possible
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involvement of the FAS/Fas ligand system in regulating feline luteolysis during pregnancy.
Likewise, the increase in FAS and Fas ligand expression with regression of the CL has been
shown in many species, including rodents and cattle 7, 42, 67].

In this study, luteal cells of the domestic cat, while presenting high receptivity to TNF via
expression of TNFRSF1A and TNFRSFIB, were not identified as a source of this cytokine, in
contrast to other species [43, 53, 68]. The feline TNF may be derived from other sources, such
as immune and endothelial cells [43]. In both rat and bovine CL, TNFRSF1A has been associ-
ated with the processes of luteolysis [48, 51]. In our study, the relative mRNA level of
TNFRSFIA was significantly higher during the CL formation stage in both the pregnant and
non-pregnant luteal phases of the domestic cat. Moreover, such increased expression was also
noted in the forming frCL of the Iberian lynx. We hypothesize that this receptor is involved in
processes of CL formation and may be conserved for both domestic cat and Iberian lynx. The
involvement of TNFRSF1A in CL formation can be as an apoptotic mediator of the tissue reor-
ganization processes.

For the domestic cat, the process of luteolysis and differences in it between pregnancy and
the non-pregnant luteal phase are not yet known. The CL of infertile cycles could regress in
response to active luteolytic signals, like in sheep and rat [8, 63], or undergo a passive regres-
sion, like in dogs [69]. Based on our results, we hypothesize that the life span of CL of preg-
nancy is supported by luteotropic factors. The CL of non-pregnant luteal phases, therefore,
may passively regress due to the absence of such support. These CL may still produce receptors
potent for survival like in pregnancy (TNFRSFI1B expression), but either lack the activation of
the survival cascade by ligands or have the luteotropic signal blocked on the downstream level.
This may also explain high variations in reported functional life spans of CL in non-pregnant
luteal phases in domestic cats, e.g., from 26 to 62 days as evidenced by serum progesterone lev-
els [22, 23].

The histomorphology of Iberian lynx CL is described for the first time in this study. Due to
the histomorphological similarity of Iberian lynx CL to the domestic cat, it was possible to dis-
tinguish between frCL undergoing formation and structurally maintained perCL by histologic
analysis. Interestingly, perCL of Eurasian lynx before mating exhibited structural regression
signs, while perCL of Iberian lynx after mating showed no signs of regression. Moreover, all of
the perCL analyzed showed functional activity, as evidenced by intraluteal progesterone and
estrogen concentrations. Histologic observations allow us to hypothesize that the state of
perCL changes under the influence of new ovulations, returning it to the state of maintenance
from regression. This is supported by reports on the bobcat, in which structurally persistent CL
were responsive to gonadotropin treatment, i.e., exhibited elevation in progesterone secretion
[14].

In our study, we could only collect samples from two Iberian lynx, due to the critically
endangered status of these species. The observations are, therefore, limited to the system in two
animals; however, they allow us to partly answer introduced questions and establish the direc-
tion of further studies. The detection of pro-apoptotic factors BAX, CASP3, TNFRSFIA and
FAS at the mRNA level in all CL analyzed suggests that perCL, although structurally persistent,
have the capacity to undergo apoptosis. The next question would therefore be whether CL per-
sist due to the absence of luteolytic signal or because such luteolytic signal is further blocked,
supposedly via involvement of luteotropic factors. Based on our results, we suggest the second
mechanism. Here, the candidate for the rescue factor is BCL2, which in higher concentrations
would outcompete BAX for BH3-domain binding and thus either prevent BAX from activating
or, if already activated, from proceeding to MOM permeabilization [70]. Additionally,
TNFRSF1B may compete for the ligand binding with TNFRSF1A, resulting in the activation of
pro-survival rather than pro-apoptotic pathways. Both these pro-survival factors, BCL2 and
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TNFRSFI1B, were present at the mRNA level in perCL of Eurasian lynx and significantly higher
expressed in perCL compared to frCL in analyzed Iberian lynx.

The phenomenon of physiological CL persistence is not common among mammalian spe-
cies. So far, Eurasian, Iberian and Canada lynx are the only species where both structural and
functional persistence of CL has been reported. In cows, the persistence of such functional CL
is viewed as a pathology, because it prevents the initiation of a new ovarian cycle [71]. The
unique physiological persistence of CL in lynx offers opportunity to learn more on the mecha-
nisms of CL rescue. For instance, many human clinical studies are focused on a search for res-
cue factors to prevent premature regression of the CL. Physiologically, such rescue occurs
during pregnancy, e.g., in humans by chorionic gonadotropin [72, 73], or post-partum in lactat-
ing rats [74, 75]. In baboons, the administration of human chorionic gonadotropin or gonado-
tropin releasing hormone prolonged the life of CL even during the early follicular stage [76]. In
all cases, rescue of the CL is accompanied by increased progesterone concentrations. Telleria
suggests that regression of the CL can be interrupted and even reversed, either by rescuing its
capacity to produce progesterone or by interfering with apoptosis [77]. As shown by previous
studies [27] and by intraluteal hormone concentrations in our study, perCL of both Iberian
and Eurasian lynx retain the capacity to produce progesterone. This characteristic could be the
basis for the structural integrity of perCL and may involve potential luteal factors to ensure
functional persistence. The elevation of pro-survival factors, such as BCL2 and TNFRSFIB,
could be a mechanism to prevent transduction of the apoptotic signal and rescue perCL from
its structural demise. Interestingly, it is hypothesized that BCL2 is involved in prolongation of
CL lifespan during pregnancy in humans [78]. Moreover, progesterone has been shown to pro-
mote BCL2 expression and decrease BAX to BCL2 ratio in bovine luteal cells [79]. It might be
possible that the same mechanisms that rescue CL of the domestic cat during pregnancy, as dis-
cussed above, are involved in the physiological persistence of lynx CL. If this assumption is
true, research on the luteotropic and luteolytic systems in the domestic cat becomes essential
for understanding the unique reproduction of monoestrous lynx.

Interestingly, gene expression of the pro-apoptotic receptor FAS was significantly higher in
maintained perCL compared to frCL of Iberian lynx. This observation leads to two possible
scenarios: (i) either the elevated FAS indicates the increased susceptibility of perCL to apoptosis
and with this the existence of a survival system to block the FAS-induced apoptotic signal,
including the possible involvement of a soluble form of FAS [80]; or (ii) elevated FAS points to
the pro-survival action of FAS itself. The latter is not unrealistic, because with the growing
number of recent studies it is becoming clear that FAS can also exhibit diverse non-apoptotic
actions depending on the tissue and conditions [81]. Consistent with this, elevated expression
of FAS was found in early stage bovine CL compared to later stages [82]. In the second sce-
nario, FAS might be one of the factors involved in the persistence of lynx CL and hence also
one of the lynx reproductive characteristics divergent from those of the domestic cat. Another
distinct characteristic of the lynx luteal system that was observed involves TNF gene expres-
sion. While mRNA levels of TNF were close to zero in the domestic cat CL, indicating an extra-
ovarian source of this cytokine, in both Iberian and Eurasian lynx this factor was regularly
expressed. Because the increased expression of TNF in perCL tissue coincided with a similar
increase in TNFRSFI1B, we suggest a local autocrine regulation of the perCL via this non-apo-
ptotic receptor.

In summary, as in other species studied, apoptosis-related factors are expressed during dif-
ferent stages of luteal development and regression in the domestic cat CL. It appears that
TNFRSF1A might play an important role during the formation of feline CL. In Iberian and
Eurasian lynx, structurally intact perCL exhibited the potential capacity to undergo apoptosis.
Of the factors studied here, we hypothesize that BCL2 and TNFRSF1B might play a luteotropic
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role and be involved in the protection of perCL from complete structural regression. Mecha-
nisms by which apoptosis-related factors are involved in the feline luteal phase are uncertain.
Our current work presents a basis for further research on apoptosis system in the feline luteal
phase and indicates potential factors involved in the regression and persistence of feline CL.
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