Aus dem
Forschungsbereich Fortpflanzungsbiologie
des Leibniz-Instituts fiir Nutztierbiologie in Dummerstorf
und der
Tierklinik fiir Fortpflanzung
des Fachbereichs Veterindrmedizin
der Freien Universitét Berlin

Untersuchungen zur Eizellqualitit in differenten
Follikelpopulationen bei Stuten

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Grades eines
Doktors der Veterindrmedizin
an der
Freien Universitat Berlin

vorgelegt von
Andreas Vernunft
Tierarzt
aus Rotenburg (Wiimme)

Berlin 2010

Journal-Nr.: 3458






Aus dem
Forschungsbereich Fortpflanzungsbiologie
des Leibniz-Instituts fiir Nutztierbiologie in Dummerstorf
und der
Tierklinik fur Fortpflanzung
des Fachbereichs Veterinarmedizin
der Freien Universitat Berlin

Untersuchungen zur Eizellqualitat in differenten

Follikelpopulationen bei Stuten

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Grades eines
Doktors der Veterindrmedizin
an der

Freien Universitat Berlin

vorgelegt von
Andreas Vernunft
Tierarzt

aus Rotenburg (Wimme)

Berlin 2010

Journal-Nr.: 3458



Bibliografische Informationen der Deutschen Bibliothek

Die Deutsche Bibliothek verzeichnet diese Publikation in der Deutschen
Nationalbibliografie;
Detaillierte bibliografische Daten sind im Internet iiber http://dnb.ddb.de abrufbar.

1. Auflage 2011

© 2011 by Verlag: Deutsche Veterindrmedizinische Gesellschaft Service GmbH,
Giefen
Printed in Germany

ISBN 978-3-86345-028-1

Verlag: DVG Service GmbH
Friedrichstrafe 17
35392 Giellen
0641/24466
geschaeftsstelle@dvg.net
www.dvg.net



Gedruckt mit Genehmigung des Fachbereichs Veterinarmedizin

der Freien Universitat Berlin

Dekan: Univ.-Prof. Dr. L. Brunnberg
Erster Gutachter: VR Prof. Dr. W. Kanitz
Zweiter Gutachter: PD Dr. H. Torner

Dritter Gutachter: Univ.-Prof. Dr. J. Handler

Deskriptoren (nach CAB-Thesaurus):
horse, mares, oocytes, ovarian follicles, chromatin, glucose 6 phosphate dehydrogenase,

enzyme activity, mitochondria

Tag der Promotion: 03.05.2011






Fur meine Familie






Inhalt

Inhalt
Verwendete ADKUIrZUNGEN ........cooviccimemmmriinssrrs s sssssnsees
1 Einleitung und Zielstellung
2 Literaturiibersicht........cccooiiiiiiiiii 3
2.1 Physiologie der Fortpflanzung bei Stuten ...........ccccvvmniiiiiinnce 3
2,11 GrUNAIAGEN ...ttt ettt sttt ettt en 3
2.1.2 Der ovarielle Zyklus und seine endokrine Regulation ............cccccocveeiienicieinieenns 3
2.1.3 Follikeldynamik bei StUtEN ..........cooiiiiiiiiii s 4
2.2 FOIlIKUIOGENESE .....cereeiiirirsie e s e e me e ne s 6
2.2.1 Primordialfollikel . ...6
2.2.2 PrMAEITOIIKE! ... e 7
2.2.3 SEKUNAEITOIIKEN ......c.eiiieiiieee e 7
2.2.4 TertiArfOllKE .......ooueiiei it 8
2.2.5 QUArArer FOIKEL ..........cuiiiiiieiii s 8
2.3 Funktionelle Follikelentwicklung .........cccucveeiiveinniiinnsnssnssssse e e 9
2.3.1 Wachsende, vitale FOIIKEL..............cooiiiiiiiiiee e 9
2.3.2 Dominanter FOIKEL.........c..oi i 10
2.3.3 Praovulatorischer FOIKEl ...........c.ooiiiiiiiee e 11
2.3.4 Atretische Follikel
2.4 Eizellreifung .....c.cooeiieeieiiit ittt s
2.4.1 OOGENESE ...ttt ettt ettt ettt ettt et bbb ettt ettt ettt e
2.4.2 Grundbegriffe der Oozytenmaturation .............ccceeieerierieiienecc e 14
2.4.3 Chromosomale Maturation und ihre Regulation ..............ccccoviiiiiniiiiiniiniies 15
2.4.3.1 Strukturelle Veranderungen und Vorkommen vom Chromatin in der
Prophase | und wahrend Wiederaufnahme der Meiose...........cccceevvveeiieennns 16
2.4.3.2 Regulation der Wiederaufnahme der Meiose in Oozyten............ccccceereenunnne 16
2.4.3.3 Strukturelle Veranderungen des Chromatins nach der Wiederaufnahme der
Meiose bis zur Metaphase l............ocoviriiiiiie e 17
2.4.3.4 Regulation der Meiose in Oozyten bis zur Metaphase Il ...........cccccociniiiennns 18
2.4.3.5 Dauer und Vorkommen von Meiosestadien nach erfolgter Wiederaufnahme in
OOZYEEIN .ttt
2.4.3.6 Postovulatorische Vollendung der Meiose
2.4.4 Zytoplasmatische Reifung der Oozyte...........ccccooeevueeneen.
2.4.4.1 Umverteilung von zytoplasmatischen Organellen wahrend der Maturation....20
2.4.4.2 Dynamik der Zellskelettfilamente wahrend der Maturation................c.ccccuee... 21
2.4.4.3 Molekulare ReifUNg...........oouiiiiiiiii et 22
2.5 Bedeutung der Mitochondrien in Oozyten wahrend der Maturation...................... 22
2.6 Bedeutung der Kumuluszellen fiir die Prozesse der Eizellreifung.........ccccveeeneen. 24
2.7 Parameter zur Bestimmung der Eizellqualitét..............cccccevvniennnene
2.7.1 Aktivitat der Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase in Oozyten
2.7.2 Verteilungsmuster von Mitochondrien in Oozyten ...........ccoccevveviiniiicieiieeieeeee

2.7.3 Aktivitat von Mitochondrien in Oozyten
2.7.4 Morphologie des Kumulus oophorus




Inhalt

2.8 In-vivo-Oozytengewinnung bei Stuten ... 33
2.8.1 Ultraschallgeleitete transvaginale Follikelaspiration..................cocoiiiiiiinens 34
2.8.2 Differenzierung von Follikeln wahrend der ultraschallgeleiteten Follikelaspiration..36

3 Material und Methode ...........coooiiiiiiiii s 37
3.1 Versuchstiere und Versuchszeitraum ..........cccccoviimiiiniinisnnnscisnsss s 37
3.2 Gewinnung der Kumulus-00zyten-Komplexe .........ccccurvmmnnismnniennnssnsssnssssssssssenns 37

3.2.1 Versuchsaufbau zur Oozytengewinnung und Follikelgruppeneinteilung............... 37

3.2.1.1 Versuchsablauf des ersten Aspirationstyps (in der Rosse), zur Gewinnung
von KOK aus den praovulatorischen und subordinanten Follikelgruppen 38
3.2.1.2 Versuchsablauf des zweiten Aspirationstyps (nach vorangegangener Follikel-

ablation), zur Gewinnung von KOK aus wachsenden Follikelgruppen ........... 38

3.2.2 Durchfiihrung der transvaginalen ultraschallgeleiteten Follikelaspiration.............. 39

3.2.2.1 TechnisSChe AUSIUSIUNG .......coiiiiieiii ettt 39

3.2.2.2 Vorbereitung der Stuten fiir die Follikelaspiration.............cccoieiiiiiiiniieene 40

3.2.2.3 Durchfiihrung der Follikelaspiration.............ccoceiiiiiiiiiiieeee e 40

3.2.3 Auffinden und Klassifizieren der Kumulus-Oozyten-Komplexe ...........cccccoceeenenn. 42

3.2.3.1 Auffinden der Kumulus-Oozyten-Komplexe in den Aspiraten ...........c.cc.cc..... 42

3.2.3.2 Klassifizierung der Kumulus-Oozyten-Komplex-Morphologie............cccccueeee. 43

3.3 Steroidanalysen der Follikelfliissigkeiten...........cccoeiiiniiinnininnnncese e 44

3.3.1 Probennaime .........cocuiiiiiiii e 44
3.3.2 Methoden zur quantitativen Steroidkonzentrationsbestimmung in den

FOIlKEIfIUSSIGKEItEN......ieiieeieee e 44

3.3.2.1 OStradiol-17-B (E2).veveveueuererreeeerieeierieeseseieees et es st sesesesesanenes 44

3.3.2.2 Progesteron (Pa) ...ccuuee ettt et 45

3.4 Bestimmung der Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase-Aktivitat................ccocueeee. 45

3.4.1 Methode zur Bestimmung der G-6-PDH-AKLiVitat............ccocoeiiiiiiiiiiiicee e 45

3.4.2 Durchfiihrung der Brillant-Cresyl-Blau-Farbung ............ccccocoiiiiiiiiiiienieeee e, 45

3.4.3 Einteilung der Oozyten nach ihrem G-6-PDH Status aufgrund der BCB-Farbung 46
3.5 Farbetechniken zur Bestimmung der Chromatinkonfiguration, sowie der

Aktivitat und Aggregation der Mitochondrien ... 46
3.5.1 Entfernung des Kumulus oophorus vor dem Farbeprozess ...........ccccocoeevieneneenn. 46
3.5.2 Bestimmung der Aktivitat und Verteilung der Mitochondrien...............ccccoeiieeen. 46

3.5.2.1 Methode der Mitochondrienfarbung...........cccooiiiiiiiiiiieiie e 46

3.5.2.2 Durchfiihrung der Farbung mit MitoTraker Orange CMTM Ross ................... 47

3.5.2.3 Fixieren der Oozyten in Paraformaldehyd ............cccoiiiiiiiiiiiieee e 47
3.5.3 Bestimmung der Chromatinkonfiguration ............c.cccceiiiiiiiiiiieeeee e 47

3.5.3 1 Methode der Chromatinfarbung...........cceeiiieiiiiiiie e 47

3.5.3.2 Durchfiihrung der Farbung mit Hoechst 33258 ..........cccooiiiiiiiiiiiiinee 47

3.6 Fluoreszenzmikroskopische Auswertung der Oozytenpraparate ...........cccceuruueun. 49
3.6.1 Methode der FluoreszenzmikroSkopie. ..........ccoiueeiiiieiiiieiiie e 49
3.6.2 Fluoreszenzmikroskopische Ermittlung der Chromatinkonfiguration und

Einteilung der Oozyten in Chromatinkonfigurationsgruppen ...........cccccccovieeenieen. 49

3.6.2.1 Grundeinstellung am Fluoreszenzmikroskop .........cccccceeeiiiiiiiiiniineniee e 49

3.6.2.2 Einordnung der Oozyten zu einer Chromatingruppe ..........ccccoeeevveeeneeesieeenne 49
3.6.3 Fluoreszenzmikroskopische Ermittlung der mitochondrialen Aggregation............ 50

3.6.3.1 Grundeinstellung am Fluoreszenzmikroskop .........cccccceeriieiniininiin e 50

II



Inhalt

3.6.3.2 Fluoreszenzmikroskopische Bestimmung der mitochondrialen

AGGregatioNSMUSTEN.........eiiiiii e 50
3.6.4 Fluoreszenzmikroskopische Bestimmung der mitochondrialen Aktivitat............... 51
3.7 Statistische AUSWEIrtUNG ........ccciiiiiiiniir i 51
3.8 Anfertigen der StammIGSUNGEN ........covciiiiiiiiiiire 53
3.8.1 Brillant-Cresyl-Blau (260UM) .........cccoiiiiiiiiiiiiieee e 53
3.8.2 MitoTracker Orange CMTM ROS (1 M) ..coiiiiiiiiiiiie e 53
3.8.3 HOEChSt 33258 (4,7 M) ...ouiiiiiiiiicieeee et e 53
3.8.4 HANKS-LOSUNG ...ttt ettt e 53
3.8.5 Paraformaldehyd-Fixierldsung (3%) ........cccviiiiiiiiiiiiiieseee e 53
4. ErgebnisSse ... e s 54
4.1 Kumulus-Oozyten-Komplex-Gewinnung mittels transvaginaler
ultraschallgeleiteter Follikelpunktion ..........ccccciiiininininien e 54
4.1.1 Umfang der durchgefiihrten Follikelaspirationen..............cccociiiiiiiiiiiieiiiees 54
4.1.2 Anzahlen aspirierter Follikel und gewonnener KOK pro Aspirationssitzung.......... 54
4.1.3 KOK-MOTPROIOGIE ...ttt 55
4.2. Steroidkonzentrationen in den Follikelflissigkeiten der unterschiedlichen
Follikelpopulationen...........cccueiiiiceererirccscrr e ere s nn e s e e s snn e e s nnnnns 56
4.2.1 Konzentrationen von Ostradiol-17f (E,) und Progesteron (P,) in den
FOIlKEIfIUSSIGKEItEN ... e 56
4.2.2 Quotient aus den Konzentrationen von Ostradiol-17p (Ez) und Progesteron (Py)
.............................................................................................................................. 57
4.3 Aktivitat der Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase der gewonnenen Oozyten....58
4.3.1 G-6-PDH Status in den Oozyten in Abhangigkeit von der Follikelgruppe ............. 59
4.3.2 G-6-PDH Status in Abhangigkeit von der Kumulusmorphologie ...........c.cccccueenee. 60
4.3.3.1 G-6-PDH Status der Oozyten in Abhangigkeit von der Kumulusmorphologie
uNd der FOIIKEIGrUPPE .......eiiiiiieiiee e 61
4.3.3.2 G-6-PDH Status von Oozyten mit expandiertem Kumulus
in Abhangigkeit von der FOllIKeIgruppe .........c.cooiiiiiiiiiiiiieeeeee e 62
4.4 Untersuchungen zur Chromatinkonfiguration der Oozyten..........ccccccereverriinrnnns 63
4.4.1 Chromatinkonfiguration in Abhangigkeit von der Follikelgruppe ..........cccccocveennes 64
4.4.2 Chromatinkonfiguration in Abhangigkeit von der Kumulusmorphologie............... 65
4.4.3 Chromatinkonfiguration der Oozyten in Abhangigkeit von der
Kumulusmorphologie und der Follikelgruppe ...........ccoceeiiiiiiieniieeee e 66
4.4.4 Chromatinkonfiguration in Abhangigkeit vom G-6-PDH Status.............c.cccccueenee. 68
4.5 Untersuchungen zur mitochondrialen Aktivitat in den gewonnenen Oozyten....70
4.5.1 Mitochondriale Aktivitdten in Oozyten in Abhangigkeit zur Follikelgruppe ............ 70
4.5.2 Mitochondriale Aktivitdten in Oozyten in Abhangigkeit von der
KumulusSmMOrpholOgi€ ........cooiiiiiiiieiiee e 71
4.5.3 Mitochondriale Aktivitaten in Oozyten in Abhangigkeit von der
Kumulusmorphologie und der Follikelgruppe ...........ccoceeeiiiiniiiniieeee e 72
4.5.4 Mitochondriale Aktivitaten in Oozyten in Abhangigkeit von ihrer
G-B-PDH-AKEVIAL .....c.veiviieiiice e 73
4.5.5 Mitochondriale Aktivitaten in Oozyten in Abhangigkeit von der
ChromatinkoNfiguration.............coiuiiiiiii e 73

1



Inhalt

4.5.6 Mitochondriale Aktivitaten in Oozyten mit unterschiedlicher Diplotéankonfiguration

in Abhangigkeit von der FOIlIKEIgruppe .........ccovuiiiiiiiiiieeee e 74
4.5.7 Mitochondriale Aktivitaten in Oozyten mit unterschiedlicher Diplotéankonfiguration

in Abhangigkeit von der Kumulusmorphologie ............cccoviiiiniiiniiniiie e 75
4.5.8 Mitochondriale Aktivitaten in Oozyten in Abhangigkeit vom mitochondrialen

AGGregatioNSIMUSTET. ... ..coiiiiiiiii et 75

4.6 Untersuchungen zur mitochondrialen Aggregation der gewonnenen Oozyten...76
4.6.1 Mitochondriale Aggregation in Oozyten in Abhangigkeit von der Follikelgruppe..77
4.6.2 Mitochondriale Aggregation in Oozyten in Abhangigkeit von der

KumulusmMOrpholOgi€ ........ccouiiiiiiieiiii e 78
4.6.3 Mitochondriale Aggregation in Oozyten in Abhangigkeit von dem
G-6-PDH Status der O0ZYIEN .........coouiiiiiiiiiieeie et 79
4.6.4 Mitochondriale Aggregation in Oozyten in Abhangigkeit zu ihrem
G-6-PDH Status und der Kumulusmorphologie.............ccccooiiiiiiiiiiiieiieeeieese 80
4.6.5 Mitochondriale Aggregation in Oozyten in Abhangigkeit zur
ChromatinkoNfiguration..............oiuiiiiiii e 81
5 DiSKUSSION ..ceeeeiiiiir i 82

5.1 Gewinnung von Kumulus-Oozyten-Komplexen mittels transvaginaler
ultraschallgeleiteter Follikelaspiration aus entwicklungsphysiologisch

differenten Follikelpopulationen ............ccoceriicccciennicccerre e 82
5.1.1 Experimentelles DeSIGN . .....ccc.uii it 82
5.1.2 Steroidanalysen der FollikelflissigKeiten.............ccoouieiiiiiiiiiiii e, 82
5.1.3 Gewinnung von Kumulus-Oozyten-KompleXen ...........c.cceeeiiiiriiieniiineniee e 84
5.1.4 Kumulusmorphologie der gewonnenen OO0ZYten...........ccccoieeeriieeniiieeiieeeiiee e 86

5.2 Untersuchungen zur Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase-Aktivitét in den

gewonNENEN OOZYLEN .......ccuiieririiriirr s 88

5.3 Untersuchungen zur Chromatinkonfiguration in den gewonnenen Oozyten.....91

5.4 Untersuchungen zur mitochondrialen Aktivitidt in den gewonnenen Oozyten...96
5.5 Untersuchungen zur mitochondrialen Aggregation in den

gewonnenen Oozyten 100

5.6 AbschlieBende Betrachtung und Ausblick .........ccccocviiiiiriniiinnininsee s 104

6 ZuSammMeNfaSSUNG......cccceeeeermrrrrrrrrsssnnrrerrrsssssnnre e e e ssssssmnereeseesssnns 106
A =181 .1] 14T T 72O 108
8 Zitierte Literatur.........oooeeecccee e e 110
9 Publikationen............oooiiiiiiii e ——————— 124
10 DANKSAQUNG .......uuumereriiirmereeesessssmmee e e s s ssssssmme e e s e s s s smmneeeessesssmmnnees 125
11 Selbststidndigkeitsversicherung...........cccooecmmriiriciccceennnnccccceee 126

v



Verwendete Abklrzungen

Verwendete Abklirzungen

Al
Abb.
ADP
ATP
BCB
BCB"
BCB*
BSA
cAMP
CSF
DD
DMSO
DNA
E,
FADH
FBN

FD

FN
FSH
G-6-PDH
GER
GnRH
GSH
GV
GVBD
HEPES
ICSI

IGF
IVF

Anaphase 1

Abbildung

Adenosindiphosphat
Adenosintriphosphat

Brillant Cresyl Blau

BCB-negativ (=hohe G-6-PDH-Aktivitat)
BCB-positiv (=niedrige G-6-PDH-Aktivitat)
Bovines Serumalbumin

zyklisches Adenosinmonophosphat
Cystostatic Factor

Diffuses Diplotén

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
Ostradiol-17-beta
Flavinadeninnukleotid, reduzierte Form

Forschungsinstitut fir die Biologie landwirtschaftlicher
Nutztiere
Fibrillares Diplotéan

Fluorescent nucleus
Follikelstimmulierendes Hormon
Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase
Glattes endoplasmatisches Retikulum
Gonadotropin Realsing Hormon
Glutathion

Germinalvesikel

Germinal Vesicle Breakdown
2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
Intrazytoplasmatische Spermieninjektion
Internationale Einheit

Insulin-like Growth Factor

In-vitro-Fertilisation



Verwendete Abklrzungen

IVM
KD
KOK
LH
LSM
M
Ml
MAPK
MHz
MPF
mRNA
mtDNA

NADH
NADP
OMI
P4
PBS
PVA
Pykn.
RNA
ROS
rRNA
SE

TI
Tab.
VEGF
ZNS
pA

In-vitro-Maturation

Kondensiertes Diplotan
Kumulus-Oozyten-Komplex
Luteinisierendes Hormon

Least Squares Means

Metaphase 1

Metaphase 2

Mitogen-activated Protein Kinase
Megahertz

Maturation Promoting Factor
Messenger RNA

mitochondriale DNA

Anzahl

Reduziertes Nikotinsdureamid-adenindinukleotid
Nikotinsaureamid-adenindinukleotid-Phosphat
Oocyte Maturation Inhibitor
Progesteron

Phosphat buffered saline
Polyvinylalkohol

Pyknotisch

Ribonukleinsaure

radikale Sauerstoffspezies
ribosomale RNA

Standard Error

Telophase 1

Tabelle

Vascular Endothelial Growth Factor
Zentrales Nervensystem

Mikroampere (10 A)

VI



Einleitung und Zielstellung

1 Einleitung und Zielstellung

In den letzten 10 Jahren ist ein steigendes Interesse an assistierten Reproduktionstechniken
bei Pferdeziichtern zu beobachten. Im Zuge dessen hat sich die Besamung in nahezu allen
deutschen Zuchtverbanden durchgesetzt (Sieme et al., 2009). Parallel dazu wurden auch
Reproduktionstechniken weiterentwickelt, mit denen das biologisch vorhandene groRle
Fortpflanzungspotential von weiblichen Tieren ziichterisch intensiver genutzt werden kann.
Diese Techniken zielen darauf ab, die naturlich moégliche Vermehrungsrate von einem
Fohlen pro Jahr zu erhdhen. Ziichterisch sind diese Techniken insbesondere zur Erhéhung
der Selektionsintensivitdt und der vermehrten Reproduktion ziichterisch wertvoller
maternaler Genreserven eines Zuchtbestandes wichtig (Kanitz, 2008b).

Insbesondere hat sich der klassische Embryotransfer zur praxisreifen, jedoch bei Stuten
biologisch limitierten Biotechnologie entwickelt (Allen, 2009). Parallel wurden aber auch
effiziente Methoden zur wiederholten Eizellgewinnung bei Pferden erarbeitet (Galli et al.,
2007; Mari et al.,, 2005; Kanitz et al., 2003). Die Gewinnung von Eizellen und deren
Befruchtung in vitro eréffnet, zusatzlich zum Embryotransfer, die Mdglichkeit, in Zukunft eine
Verklrzung des Generationsintervall im Zuchtbestand zu erreichen, Nachkommen von
Stuten die im Hochleistungssport eingesetzt werden zu erzeugen sowie Nachkommen von
wertvollen infertilen Stuten zu produzieren (Barbacini et al., 2010; Kanitz, 2008b). Die
In-vitro-Produktion von equinen Embryonen mit anschlieBenden Embryotransfer gestaltet
sich jedoch im Gegensatz zur Situation bei anderen Nutztierspezies wie dem Rind, Schaf
und Schwein sehr schwierig (Galli und Lazzari, 2008; Galli et al., 2002).

Die In-vitro-Embryonenerzeugung setzt sich aus der Gewinnung und Beurteilung von
Oozyten, ihrer Reifung in vitro nach der Gewinnung aus unreifen Follikeln, der Befruchtung
sowie der anschlieenden Kultivierung bis zum transfertauglichen Stadium der Blastozyste
zusammen (Kanitz, 2008a). Obwohl nach der In-vitro-Reifung (In-vitro-Maturation, IVM) von
equinen Eizellen Kernreifungsraten (Metaphase Il der Meiose) von 50-70% erreicht werden
(Alm und Torner, 1994), bleibt die Entwicklung eines Embryos nach konventioneller
In-vitro-Fertilisation (IVF) eher ein sporadisches Ereignis (Alm et al., 2001). Neben einer
unzureichenden Kapazitation von equinen Spermien bei der In-vitro-Fertilisation
(Alm et al., 2001) wird auf der maternalen Seite eine unzureichende zytoplasmatische
Reifung der Eizellen in vitro als ein moglicher Grund diskutiert (Torner et al., 2007).

Einen Durchbruch zur erfolgreichen Befruchtung von equinen Oozyten brachte die
Anwendung der intrazytoplasmatischen Spermieninjektion (ICSl). Dadurch konnten
Blastozystenentwicklungsraten von 27-38% realisiert werden (Hinrichs et al., 2005).Trotzdem
ist die In-vitro-Produktion von Embryonen bei Pferden nach wie vor ineffizient und weltweit
wenigen Experten vorbehalten, deren Erfolg grofen Schwankungen unterworfen ist
(Kanitz, 2008a).

Ein Grund kénnte die Inhomogenitdt der gewonnenen Oozyten hinsichtlich ihres
chromosomalen und zytoplasmatischen Reifegrades zu Beginn und wahrend der IVM sein
(Torner et al., 2007; Hinrichs et al., 2005). Da sich auf den Ovarien von Stuten im Verlauf
des Zyklus unterschiedliche Populationen an Follikeln in verschiedenen physiologischen
Entwicklungsstadien befinden (Rddiger, 2000), fiihrt eine Aspiration aller Follikel zu einem
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Einleitung und Zielstellung

Zeitpunkt zu Oozyten, die zum Teil aus sehr unterschiedlichen follikularen Milieus stammen.
Follikulare  Einflussfaktoren, die eine Entkoppelung der chromosomalen und
zytoplasmatischen Reifung bereits vor der IVM bewirken, kénnten zu einem Verlust der
Entwicklungsfahigkeit der Oozyten fuhren (Landim-Alvarenga et al., 2002). Auf der anderen
Seite wurde die Hypothese aufgestellt, dass z.B. eine beginnende Follikelatresie auch einen
positiven Einfluss auf die Entwicklungsfahigkeit der isolierten equinen Eizellen in
In-vitro-Systemen haben kann (Dell'aquila et al., 2003; Hinrichs, 1997).

Die Zielstellungen der vorliegenden Arbeit bestanden deshalb darin:

1. chromosomale und zytoplasmatische Reifungsparameter von Oozyten in
Abhangigkeit von den physiologischen Entwicklungsstadien ihrer Herkunftsfollikel
darzustellen

2. den Entwicklungsstatus einer Follikelpopulation als einen weiteren Parameter zur
Abschatzung der Oozytenqualitét zu evaluieren

Dafur war es notwendig, die zur Oozytengewinnung genutzten Follikelpopulationen
hinsichtlich ihrer  physiologischen Entwicklungsstadien zu definieren und eine
follikelspezifische Zuordnung, der individuell anhand mehrerer Qualitatsparameter
charakterisierten Oozyten, zu gewabhrleisten.

Die Untersuchungen zielten damit mittelbar auf eine verbesserte Beurteilung des
Ausgangsmaterials fur die In-vitro-Produktion von Embryonen und auf eine genauere
Bewertung der Vorgange wahrend der In-vitro-Eizellreifung ab. Die Ergebnisse sollen dazu
beitragen die Oozytengewinnung in vivo methodisch weiter zu optimieren um eine méglichst
hohe Anzahl entwicklungskompetenter Oozyten zu erlangen.



Literaturlibersicht

2 Literaturiibersicht

2.1 Physiologie der Fortpflanzung bei Stuten

2.1.1 Grundlagen

Die Geschlechtsreife und die damit verbundenen zyklischen Ovarfunktionen setzen bei
Stuten im Alter von 2-4 Jahren ein (Busch und Klug, 1999). Stuten zeigen ein
saisonal-polydstrisches Fortpflanzungsverhalten. Auf der nordlichen Halbkugel erstreckt sich
die ovulatorische Periode bei Stuten von April bis Oktober, wobei groRe inter- und
intraindividuelle Variabilitdten auftreten kénnen. Im Winter befinden sich Stuten in einer
anovulatorischen Periode, in der kaum oder keine Ovulationen stattfinden. Beeinflusst wird
die Ovaraktivitét von der Tageslange. Da die Ovaraktivitdt mit einer steigenden Tageslange
zunimmt (Ginther, 1979), werden Pferde auch als ,long-day-breeder” bezeichnet. Eine
Uberganszeit im Herbst und Friihjahr trennt die beiden Perioden. In der ca. zweimonatigen
Ubergangszeit findet noch verlangsamtes, wellenférmiges Follikelwachstum statt, jedoch
bleibt eine Ovulation aus. Wahrend der Decksaison (ovulatorische Periode) finden
regelmaRige Zyklen mit einer Lange von 21 + 2 Tagen statt (Hughes et al., 1975). Der
ovarielle Zyklus lasst sich in eine vom Gelbkdrper dominierte Phase (Didstrus, Lutealphase)
und eine follikuldre Phase (Ostrus, Rosse) unterteilen. Wahrend die Dauer des Didstrus mit
14-15 Tagen in der Decksaison konstant bleibt (Hughes et al., 1972), zeigt die Ostruslange
eine Abhangigkeit von der Jahreszeit. Im norddeutschen Raum dauert die Rosse im Marz
6,0 + 2,6 Tage und im Juli 4,2 + 1,9 Tage (Abel, 1984), jedoch sind die Rosseanzeichen bei
Stuten in der friihen Decksaison schwacher ausgepragt.

2.1.2 Der ovarielle Zyklus und seine endokrine Regulation

Der Ovarialzyklus mit seiner regelmaRigen Abfolge von Ostrus und Diéstrus ist das Ergebnis
von komplexen hormonellen Steuerungssystemen, die Uber endo-, para-, und autokrine
Sekretionswege sowie Uber zusatzliche zentralnervale Beeinflussung zusammenwirken. Am
zyklischen Ablauf der Ovarfunktionen sind verschiedene Organe beteiligt, die sowohl
Hormone sekretieren als auch von ihnen beeinflusst werden. Im zentralen Nervensystem
(ZNS) sind der Hypothalamus und die Hypophyse als (ibergeordnetes Regelzentrum des
Zykluses angelegt. Zusatzlich ist im ZNS die Epiphyse durch ihre lichtbeeinflusste
Melatoninsynthese an der Steuerung der Saisonalitat der Stute beteiligt. Mit zunehmender
Tageslange wird im Frihjahr vermehrt Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH) vom
Hypothalamus sekretiert. GnRH bewirkt die Freisetzung von Follikelstimulierendem Hormon
(FSH). Dieses Gonadotropin stimmuliert das Wachstum von mehreren sekundaren und
tertiaren Follikeln im Ovar (Abb.1). Ein Follikel aus der heranwachsenden Follikelkohorte
setzt sich durch ein besonderes GréRenwachstum von der Gruppe ab (Deviation). Dieser
selektierte Follikel erwirbt in dem Deviationsprozess die Dominanz uber die tbrigen Follikel
der Kohorte. Die Granulosazellen des dominanten Follikels beginnen mit der verstarkten
Synthese von Ostradiol sowie Inhibin und steigern gleichzeitig ihre Expression von
FSH-Rezeptoren (Abb.2). Diese = Hormone fiihren Uber einen  negativen
Feedbackmechanismus mit der Hypophyse zur Verminderung der FSH-Sekretion. Der
dominante Follikel, im Gegensatz zu den subordinanten Follikeln, erhalt seine Sensibilitat
gegenuber den geringen FSH-Serumkonzentrationen jedoch durch die zusatzliche Anbildung
von FSH-Rezeptoren. Die Ostrogene induzieren gleichzeitig die Entwicklung von
LH-Rezeptoren an den Granulosazellen und bewirken zudem eine steigende Freisetzung
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von Luteinisierendem Hormon (LH) aus dem Hypophysenvorderlappen, parallel zur
sinkenden FSH-Sekretion. Wahrend das Follikelwachstum vor Auspréagung der Dominanz
von FSH abhangig war, wird fir das Wachstum des dominanten Follikels LH zunehmend
bedeutender. Bei Pferden manifestiert sich zu Beginn der Rosse ein hohes
LH-Serumkonzentrationsplateau, ein praovulatorischer LH-Peak bleibt hingegen aus. Die
LH-Serumkonzentration persistiert fir etwa eine Woche auf einem hohen Niveau. Sie
reguliert die praovulatorische Follikelreifung und leitet die Ovulation zum Ende der Rosse
ein. Nach der Ovulation steigt die LH-Serumkonzentration bei Stuten noch kurzfristig an und
erreicht ein Maximum einen Tag nach der Ovulation. Die Granulosazellen des Follikels
differenzieren unter dem Signal des LH zu Luteinzellen. Aus ihnen bildet sich der
Gelbkorper, welcher wahrend des Dibstrus das Steroidhormon Progesteron sekretiert. In der
frihen Gelbkérperphase kommt es bei 25% der Stuten zum Heranreifen einer neuen,
anovulatorischen  Follikelkohorte. Durch das negative Feedback der hohen
Progesteronkonzentrationen auf die Hypophyse kann sich aus dieser ersten Follikelwelle
kein praovulatorischer Follikel entwickeln, da es unter dem Progesteronblock zu keiner
Steigerung der LH-Ausschittung kommt. Erfolgte keine Konzeption, kommt es durch das
uterine Peptidhormon PGF,, zur Regression des Gelbkdrpers und damit zum Wegfall des
negativen Feedbacks auf die Sekretion des Gonadotropins LH. Das Ovar tritt nun wieder in
die Follikelphase ein und ein dominanter Follikel kann erneut die ovulatorische Kompetenz
erlangen. Das hormonelle  Milieu des Ostrus stellt sich wieder ein.
(Rodiger und Bostedt, 2004; Aarle et al., 1999; Busch und Klug, 1999)

2.1.3 Follikeldynamik bei Stuten

Die Entwicklung von antralen Follikeln bei Stuten ist gekennzeichnet durch das periodische
Heranwachsen von Follikelkohorten. Analog zu anderen Spezies wird dieses Wachstum als
Follikelwelle bezeichnet (Bergfelt und Ginther, 1993; Sirois et al., 1989). Eine Follikelwelle
beinhaltet das simultane Wachstum mehrerer Follikel, das bei Stuten zwei bis drei Millimeter
Querschnittserweiterung des Follikels pro Tag betragt (Gastal et al., 2004). Im Verlauf der
simultanen Wachstumsphase kommt es zur Selektion eines Follikels, der die Dominanz in
der Follikelkohorte ausbildet. Er kann sich zu einem praovulatorischen Follikel entwickeln,
wahrend die subordinanten Follikel atresieren (Donadeu und Pedersen, 2008).

Mit Hilfe der Ultraschalltechnik wurde es mdglich, das wellenférmige Follikelwachstum von
Follikeln mit einer MindestgréRe von zwei Millimetern bei Stuten zu beschreiben (Donadeu
und Pedersen, 2008; Bergfelt und Ginther, 1993; Ginther und Bergfelt, 1992). Vom
Wachstum kleinerer Follikelstadien ist nur wenig bekannt. Es wird aber angenommen, dass
die Entwicklung eines Follikels von 0,1 bis zu einem Millimeter zwei Zyklen in Anspruch
nimmt (Driancourt, 1979). Follikelwellen lassen sich bei Stuten in ovulatorischen (Sommer)
und anovulatorischen (Winter) Perioden beobachten. In der Mitte der anovulatorischen
Periode kommt es nur zur Anbildung kleiner Follikel (< 21 mm). Dieses wird auf niedrige
LH-Serumkonzentrationen zu diesem Zeitpunkt zuriickgefiihrt (Donadeu und Watson, 2007).
Wahrend eines Zykluses lassen sich bei Stuten bis zu zwei Follikelwellen beobachten
(Ginther et al., 2004b). Allerdings zeigen nur 25% der Stuten eine zweite Follikelwelle
(Sirois et al., 1989), die sich wahrend der ersten Halfte des Didstrus entwickelt. Obwohl im
Diostrus eine hohe Progesteronkonzentration im Serum die LH-Sekretion minimiert und
daher die dominanten, LH-abhangigen Follikel der ersten Follikelwelle wieder atresieren
(Abb.1), kann es bei Stuten durchaus zu Ovulationen in der ersten Follikelwelle im Didstrus
kommen  (Ginther, 1992). Ab der Mitte des Zyklus lasst sich das
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Abb.1: Schematische Darstellung der Steroid- und Gonadotropin-Serumkonzentrationen
sowie der Follikeldynamik im  Verlauf des Zyklus bei  Stuten
(nach Roédiger und Bostedt, 2004; Busch und Klug, 1999)

gemeinschaftliche Follikelwachstum der priméaren Follikelwelle, die den spateren
Ovulationsfollikel hervorbringt, feststellen. Werden zu diesem Zeitpunkt alle antralen Follikel
auf dem Ovar entfernt, lassen sich durchschnittlich 12 neue Follikel zum Beginn einer Welle
beobachten (Gastal et al., 2004). Aber nur sechs Follikel einer Follikelwelle erreichen
durchschnittlich wahrend der zyklischen Periode einen Durchmesser von mehr als
12 Millimeter (Donadeu und Ginther, 2003). Sieben Tage vor der Ovulation und bei Stuten
mit zwei Follikelwellen zusatzlich am Zyklustag fiinf, lassen sich bei den Follikeln einer
heranwachsenden Follikelkohorte unterschiedliche Wachstumsgeschwindigkeiten feststellen
(Ginther et al., 2003a). Wahrend ein, oder auch zwei Follikel ein Wachstum von zwei bis drei
Millimeter am Tag beibehalten, verlangsamen die subordinanten Follikel ihr Wachstum und
gehen in Regression uber (Ginther et al., 2007b; Ginther et al., 2004b). Dieser Vorgang wird
als Deviation bezeichnet. Der Follikel mit dem Wachstumsvorteil besitzt zu diesem Zeitpunkt
einen Durchmesser von 22,5 Millimetern (Ginther et al., 2005). Er erwirbt wahrend des
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Deviationsprozesses die Funktion zur Ausbildung der Dominanz in der Follikelkohorte. Der
Auspragung der Dominanz geht ein Prozess der Follikelselektion voraus, der bis zur
Deviation der Follikel anhalt. An dem Selektionsprozess sind eine Vielzahl von Proteinen und
Steroiden beteiligt. Dazu gehéren insbesondere Ostradiol, Inhibine, Aktivine, Follistatin und
Proteine der IGF und VEGF Gruppe. Sie wirken Uber parakrine Wege unterstiitzend oder
inhibierend auf die Wirkung der hypophysaren Gonadotropine
(Fortune et al., 2004). Obwohl das GréRenwachstum von den Follikeln, die sukzessive zu
einer neuen Follikelwelle hinzukommen, zu Beginn einer Follikelwelle vergleichbar ist, kann
der zukilnftige dominante Follikel bereits sechs Tage vor der Deviation an einem
GrofRkenvorteil erkannt werden (Gastal et al., 2000). Bis zur Deviation besitzen noch alle
gréReren Follikel einer Wachstumswelle das Potential zur Ausprdgung der Dominanz
(Gastal et al., 2004; Ginther et al., 2004b). Erst nach der Deviation, mit dem Ende des
Selektionsprozesses geht den zweitgréfRten Follikeln dieses Potential verloren. In der Regel
erlangt nur ein Follikel die Dominanz Uber die subordinanten Follikel der Kohorte, jedoch
lassen sich in bis zu 30% der Ostren Doppelentwicklungen von dominanten Follikeln
beobachten (Hohenhaus und Bostedt 1992). Der dominante Follikel ist in der Lage bis zum
Zyklusende auf einen Durchmesser von 35-55 mm heranzuwachsen. Wahrend der Rosse
kommt es zu grundsatzlichen Umstellungen der Follikelzellfunktionen im dominanten Follikel,
die im Kapitel 2.3.2 detailliert besprochen werden. Dadurch wird es dem dominanten Follikel
moglich unter dem Einfluss des LH-Signals die finale Follikelreifung zu durchlaufen und zu
einem ovulationskompetenten Follikel heranzureifen (Donadeu und Perdersen 2008). Im
Falle einer Doppelfollikelentwicklung erwerben nur die Halfte der co-dominanten Follikel die
ovulatorische Kompetenz und gelangen nach einem LH-Anstieg zur Ovulation
(Hohenhaus und Bostedt 1992).

2.2 Follikulogenese

In der weiblichen Keimdrise (Eierstock, Ovar) findet die Reifung und Freisetzung der
weiblichen Keimzellen (Eizellen, Oozyten) statt. Weiterhin werden Hormone synthetisiert, die
Uber  Feedback-Mechanismen mit dem Hypothalamus-Hypophysen-System, die
geschlechtsspezifischen, zyklischen Ablaufe der Stute steuern. Beide Aufgaben sind eng mit
der strukturellen und funktionellen Einheit des Ovarialfollikels verbunden. Diese Einheit
besteht aus einer Oozyte im Zentrum und den umgebenen Follikelzellen. Die Follikel umgibt
eine Basalmembran, welche sie zum dem Parenchym des Ovars abgrenzt (Liebig, 2004).
Die Follikulogenese beschreibt zum einem den Prozess der Follikelentstehung, zum anderen
wird darunter aber auch die Entwicklung eines Follikels vom Ruhestadium bis zum
sprungreifen (praovulatorischen) oder untergehenden (atretischen) Follikel verstanden
(Gordon, 2003).

2.2.1 Primordialfollikel

Die Entwicklung eines Follikels beginnt mit der Entstehung von Primordialfollikeln in den
Ovarien im Zeitraum der Embryonalentwicklung. Nach Anlage der weiblichen
Geschlechtsorgane aus den Millerschen Gangen vermehren sich die eingewanderten
Urkeimzellen zunachst mitotisch und werden durch den Eintritt in die Meiose zu primaren
Oozyten (Deansley, 1975). Eine Schicht aus undifferenzierten und flachen Granulosazellen
umgibt die Oozyte und bildet mit ihr einen Ur- oder Primordialfollikel (Erickson 1986). Ab dem
70. Trachtigkeitstag lassen sich Meiosen in den Ovarien des Stutfohlenembryos beobachten.
Die daraus entstehenden Oozyten verfallen bis zum 150. Trachtigkeitstag weitestgehend der
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Atresie, so dass es erst ab dem 150. Trachtigkeitstag zur Bildung von Primordialfollikeln
kommt (Deanesly 1975). In der weiteren embryonalen Entwicklung steigt die Zahl an
Primordialfollikel gleichmaRig an (Ginther, 1992). Zum Zeitpunkt der Geburt ist die
Entstehung des Pools an Primordialfollikeln auf den Ovarien des Stutfohlens abgeschlossen
(Schnorr und Kressin, 2006). Bei erwachsenen Stuten werden bis zu 36000 Primordialfollikel
gezahlt (Driancourt et al., 1982).

2.2.2 Primarfollikel

Die weiteren Entwicklungsstufen eines Follikels sind gepragt durch die Proliferation der
somatischen Zellschichten, die die primare Oozyte umlagern. Diese Prozesse beginnen
bereits im Fotus und setzen sich postnatal fort (Donadeu und Pedersen, 2008). Durch
Umwandlung und Teilung der Zellen der Membrana granulosa entsteht aus dem
Primordialfollikel ein Primarfollikel. Die Oozyte ist von einer einschichtigen, isoprismatischen
Schicht von Follikelzellen umgeben. In diesem Entwicklungsstadium nimmt auch das
Zytoplasma der Oozyte geringgradig zu (Liebig, 2004). Uber die Faktoren, die diese ersten
Follikelentwicklungen initiieren ist wenig bekannt. Obwohl der ausdifferenzierte Primarfollikel
bereits FSH-Rezeptoren an den Granulosazellen prasentiert (Ferin, 1998; Amsterdam und
Rotmensch, 1987), ist eine Beteiligung von Gonadotropinen bei der Anbildung von
Primarfollikeln eher unwahrscheinlich (Ferin, 1998).

2.2.3 Sekundarfollikel

Ein charakteristisches Kennzeichen des Sekundarfollikels ist die Vermehrung der
Follikelzellen. Durch Gonadotropine wird eine starke mitotische Aktivitat bei den
Follikelzellen initiiert. Dabei setzt die Proliferation an zwei gegeniiberliegenden Polen ein, so
dass ein ovoider Follikel entsteht. Die Oozyte wéachst in diesem Prozess annahernd zu ihrer
endgultigen GroRe heran (100-120 um) und die strukturelle Differenzierung des Zytoplasmas
setzt ein. Sie wird von mehreren Schichten von Follikelzellen (5 bis 10) umgeben. Bereits in
diesem Follikelstadium differenzieren die Follikelzellen zu Corona-radiata-Zellen, die die
Oozyte strahlenférmig umgeben, den Basalzellen auRen an der Basalmembran des Follikels
und den Intermediarzellen dazwischen. Die Stromazellen, welche aullerhalb der
Basalmembran dem Follikel anliegen, beginnen sich zu vergréRern und ordnen sich zirkular
an. Sie bilden eine bindegewebige Schicht um den Follikel, die als Theka follikularis
bezeichnet wird. Ein weiterer wichtiger Prozess bei der Entstehung eines Sekundarfollikels
ist die Bildung der Zona pellucida. Sie stellt eine feinfibrillare, glykoproteinreiche
Grenzschicht mit einer Dicke zwischen 12 und 13 pm dar. Sie wird hauptsachlich von der
Oozyte durch Sekretion von Proteinen im Spaltraum zwischen der Oozyte und den
anliegenden Follikelzellen (perivitelliner Raum) gebildet. Aufgaben der Zona pelucida sind
unter anderem die Nahrstoffregulation, die Verhinderung von Polyspermie und die zu frihe
Nidation des Embryos in die Gebarmutterschleimhaut. Die Follikelzellen der Corona radiata
bilden Fortsatze durch die Zona pellucida aus, die Uber Desmosomen mit der Oozyte
verbunden sind (Liebig, 2004; Russe und Sinowatz, 1991; Mosimann und Kohler, 1990).
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2.2.4 Tertiarfollikel

Der Ubergang zu einem Tertiarfollikel ist gekennzeichnet durch die Ausbildung eines
flissigkeitsgefullten Hohlraumes, dem Antrum follikulare. Diese Entwicklung beginnt beim
equinen Follikel ab einem Durchmesser von 0,3 mm (Driancourt et al., 1982). In diesem
Stadium lasst sich bereits eine Erweiterung der Interzellularspalten lichtmikroskopisch
erkennen. Durch ein ZusammenflieBen der Flissigkeit bildet sich schlieBlich die
Follikelndhle. Sie vergroRert sich durch stdndige Sekretion von Follikelflissigkeit
(Liquor follikularis), einer hyaluronsdure- und eiweil’reichen Flussigkeit, welche
hauptsachlich von den Granulosazellen sezerniert wird (Liebig, 2004). Beim neugeborenen
Stutfohlen sind bereits Tertiarfollikel vorhanden (Petten, 1933). Die Entwicklung von tertidren
Follikeln ist ab einem Durchmesser von einem Zentimeter von einer adaquaten Stimulation
durch Gonadotropine abhangig. Bei Stuten wurde dieses durch Pedersen (2002) und
Imboden et al. (2006) experimentell nachgewiesen. Wahrend die frihe Follikelentwicklung
stark durch FSH beeinflusst wird (Ginther et al., 2003b; Bergfelt und Ginther, 1985), ist die
spate Entwicklung durch LH beeinflusst (Bergfelt et al., 2001).

Die Follikelzellen vollenden im Tertiarfollikel ihre Differenzierung in Basal-, Intermediar-, und
Granulosazellen. Diese Zelltypen bilden im Tertiarfollikel den exzentrisch gelegenen Eihugel
(Kumulus oophorus) aus. Er ist bei der Stute im Gegensatz zu anderen Tierarten flach und
fest mit der Follikelwand verwachsen (Hawley et al., 1995). In ihm befindet sich die Eizelle,
die im frihen Tertiarfollikel ihre endgultige GroRe von 100-120 pm erreicht. Die
Thekazellschicht differenziert sich in eine Theka follikularis externa und eine Theka
follikularis interna. Die Basalzellen der Granulosazellen beginnen Ostrogene aus
Androgenen zu synthetisieren, die von den Thekazellen (epitheloide Zellen der Theka
follikularis interna) gebildet werden. Die Durchblutung dieser Zellschichten nimmt im
Tertiarfollikel zu (Liebig, 2004; Russe und Sinowatz, 1991).

2.2.5 Quartarer Follikel

In den meisten Fallen endet die Entwicklung eines Follikels in der Atresie
(Driancourt et al., 1982), da durch eine endo- und parakrine Beeinflussung des dominanten
Follikels das Weiterwachsen der subordinanten tertidren Follikel unterdriickt wird
(Beg und Ginther, 2006; Imboden et al., 2006; Fortune et al., 2004; Pederson HG, 2002). Der
dominante (Tertiar)-Follikel kann sich durch Veranderungen der Hormonrezeptormuster der
Follikelwandzellen (Abb.2) auch bei niedrigen FSH-Serumkonzentrationen und den nunmehr
wichtigeren Stimulus des LHs weiterentwickeln. Er wird dann als quartarer oder
praovulatorischer Follikel bezeichnet. Dieser wachst zum Zyklusende auf eine GréRe von
3-4 cm heran und erwirbt durch weitere Funktions- und Rezeptorenbesatzwechsel in und an
den Granulosazellen die ovulatorische Kompetenz. Er gelangt nach einem Anstieg der
LH-Plasmakonzentration zur Ovulation. Aus den Granulosazellen und den Zellen der Theka
follicularis interna erwéachst anschlieRend der progesteronaktive Gelbkdrper (Corpus luteum).
Die Luteinisierung der Follikelzellen beginnt bereits vor der Ovulation (Sirois et al., 1991;
Sirois et al.,, 1990). Die Oozyte setzt dabei die Meiose bis zur Metaphase |l fort
(Russe und Sinowatz, 1991) und die Granulosazellen des Cumulus oophorus lockern ihren
Verbund (Expansion), so dass die Eizelle zur Ovulation von der Follikelwand abgeldst ist
(Liebig, 2004).
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2.3 Funktionelle Follikelentwicklung

Wahrend den wellenférmigen dynamischen Follikelanbildungs- und Ruickbildungsvorgangen
im ovariellen Zyklus verandern sich die Funktionen und die Struktur der Follikel grundlegend.
Die Sekretionsleistungen und das Rezeptorenmuster der Follikelzellen unterliegen
dynamischen Veranderungen, um die Aufgaben der Funktionseinheit Follikel in endokrinen
und parakrinen Regelkreisen des Sexualzykluses sowie in der Oozytenreifung zu
gewabhrleisten. Dabei entwickelt sich ein Follikel im Prozess der Selektion vom vitalen,
progressiv wachsenden Follikel weiter zum dominanten Follikel der sich zum Zyklusende
zum préaovulatorischen Follikel entwickelt und die reife Eizelle freisetzt. Die Ubrigen Follikel
einer Follikelwelle gehen in Atresie und Ruckbildung Uber, nachdem ein Follikel die
Dominanz ber die heranwachsende Follikelkohorte erlangt hat.

2.3.1 Wachsende, vitale Follikel

Populationen von wachsenden, vitalen Follikeln lassen sich von dem Beginn neuer
Follikelwellen, im frihen Metdstrus sowie zwischen den Zyklustagen 8-10, bis zur
Auspragung der Dominanz eines Follikels auf den Ovarien von Stuten feststellen (Rodiger
und Bostedt, 2004) Da sich wachsende Follikelpopulationen im Metdstrus und in der Mitte
des Didstrus parallel mit bereits atretischen Follikeln einer vorangegangnen Follikelwelle auf
den Ovarien befinden (Ginther et al., 2004b), kommen ausschlieBlich vitale Follikel auf den
Ovarien unter natlrlichen Bedingungen kaum vor. Am Zyklustag 10 kann eine neue,
homogene Kohorte aus vitalen Follikeln artifiziell durch Aspiration aller Follikel, die gréRer als
6 mm sind, induziert werden (Gastal et al., 1997). Nach einer Follikelaspiration zu diesem
Zeitpunkt lassen sich im Mittel 12 Follikel einer neuen Wachstumswelle zuordnen, die eine
tagliche Durchmesserzunahme von 2-3 mm aufweisen (Gastal et al., 2004). Obwohl bereits
Primérfollikel FSH-Rezeptoren an den Granulosazellen und Follikel beim Ubergang vom
Sekundar- zum Tertiarfollikel LH-Rezeptoren an den Thekazellen aufweisen (Amsterdam, A.
und S. Rotmensch, 1987), verlauft die Follikelentwicklung bis zu einem Durchmesser von
einem Zentimeter weitgehend unabhéngig von Gonadotropinen (Pedersen et al., 2002). Der
Beginn einer neuen Follikelwelle ist jedoch abhangig von hohen FSH-Serumkonzentrationen.
Sie wirken positiv auf das Follikelwachstum und sind essentiell fir das Wachstum von
Follikeln >10 mm (Pedersen et al., 2002). Bis der groRte Follikel einer neuen Follikelwelle
einen Durchmesser von 13 mm erreicht hat, lassen sich ansteigende Konzentrationen an
FSH im Serum beobachten (Donadeu und Ginther, 2001; Gastal et al., 1997). Anschlie3end
fallende FSH-Serumkonzentrationen sind auf sekretionshemmende Faktoren, wie Inhibin-A
und Ostradiol zuriickzufiihren, die im wesentlichen von den drei gréBten Follikeln gebildet
werden (Ginther et al., 2007c; Watson et al., 2002). Werden diese Follikel durch Aspiration
entfernt, steigen die FSH-Serumkonzentrationen erneut wieder an (Gastal et al., 1997).
Vitale Follikel zeichnen sich durch hohe Konzentrationen an Ostradiol in der
Follikelflussigkeit aus. Die Konzentration steigt in der Follikelflissigkeit mit einer
GroRenzunahme kontinuierlich an, wahrend die Progesteronkonzentrationen in der
Follikelflissigkeit der wachsenden Follikel konstant ein niedriges Niveau beibehalten. Dieses
ist auf eine vermehrte Syntheserate von Ostrogenen in den Granulosazellen zuriickzufiihren
(Belin et al., 2000). Daher nimmt das Verhéltnis von Progesteron zu Ostradiol wahrend des
Wachstums ab (Becker et al, 2006; Belin et al, 2000; Collins et al, 1997,
Kenney et al., 1979). In Follikelflissigkeiten von wachsenden Follikeln werden bereits
Ostradiolkonzentrationen von (iber 1000 ng/ml gemessen, wenn diese Gruppen Follikel von
bis zu 30 mm mit beinhalten (Becker et al., 2006; Collins et al., 1997). Makroskopisch zeigt
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die Auskleidung eines vitalen Follikels einen gelblichen Farbton und in ihr sind zahlreiche,
prominente BlutgefaRe zu erkennen. Histologisch zeigen die muralen Granulosazellen der
vitalen Follikel alle eine Verbindung zur Basalmembran, die Zellkerne liegen zweireihig im
basalen Drittel der Zellen und weisen zahlreiche Mitosen auf (Kenney et al., 1979). Die
Kumuluszellen des Cumulus oophorus liegen kompakt um die Oozyte. Sie stehen Uber
zahlreiche Zellauslaufer miteinander und mit der Oozyte in enger Verbindung. Dariber
beeinflussen sie gegenseitig ihre Zellfunktionen (Grondahl et al., 1995). Die chromosomale
Arretierung der Oozyte im Diplotan der Meiose ist in diesem Follikelstadium maRgeblich auf
den meioseinhibierenden  Einfluss der intakten Kumuluszellen zuriickzufiihren
(Blondin et al., 2002). Werden Oozyte und Follikel von einander getrennt, kommt es zur
spontanen Wiederaufnahme der Meiose (Edwards, 1965).

2.3.2 Dominanter Follikel

Der dominante Follikel entwickelt sich zum Ende einer Phase, die von gleichmaRigen,
gemeinschaftlichen Wachstum einer Follikelkohorte gepragt ist (Follikelwelle). Dabei setzt
der zukunftige dominante Follikel sein kontinuierliches Wachstum beim Prozess der
Follikeldeviation fort, wahrend die subordinanten Follikel der Kohorte ihr Grélenwachstum
verlangsamen und schlieRlich in Regression ubergehen. Der Deviation geht ein Prozess der
Selektion voraus. Wird eine neue Follikelwelle durch eine Follikelaspiration in der Zyklusmitte
artifiziell induziert, so lasst sich zu 60 % der spatere dominante Follikel schon friih, ab einer
Grofie von 0,6 cm erkennen. Bereits ab diesem Durchmesser zeigt der spatere dominante
Follikel einen GréRenvorteil gegentiber den weiteren, sukzessive an der neuen Follikelwelle
teilnehmenden Follikeln und behalt diesen bis zur Deviation bei (Gastal et al., 2004). Die
meisten Follikel einer Follikelwelle besitzen jedoch noch bis 48 Stunden nach der Deviation
die Fahigkeit zur Auspragung der Dominanz (Gastal et al., 2004). Wahrend der Selektion
steigt der Gehalt von Ostradiol und Inhibin A in der Follikelfliissigkeit an. Versuche, in denen
IGF-1 in die subordinanten Follikel zum Zeitpunkt der Deviation injiziert wurde, konnten
endgiiltig beweisen, dass der Ostradiolanstieg nicht die Auspragung der Dominanz
bestimmt. IGF-1 scheint der bedeutendste lokale Faktor bei der Selektion zur Auspragung
der Dominanz zu sein und weitere lokale wichtige Faktoren z. B. der VEGF-Familie zu
koordinieren (Ginther et al., 2004a). Der parallele Anstieg des Inhibin A in der
Follikelflussigkeit besitzt eine antiatretische Wirkung auf die Follikelzellen und senkt nach
Diffusion systemisch die Konzentration von FSH in der Zirkulation. Die hohe Konzentration
an Ostrogenen in der Follikelfliissigkeit des dominanten Follikels filhren (ber ihren
mitogenen Einfluss zu einer Zunahme der Granulosazellen und den dort angesiedelten
FSH-Rezeptoren. Sinkende systemische FSH-Konzentrationen kénnen deshalb weiterhin
das Wachstum und eine steigende Follikelvaskularisierung des dominanten Follikels férdern
(Ginther et al., 2007a). AuBerdem fuhrt FSH zur verstarkten Expression von LH-Rezeptoren
an den Granulosazellen. Gegenlaufig zu der sinkenden Serumkonzentration von FSH
steigen die LH-Serumkonzentration (Ginther et al., 2006b; Gastal et al., 1999) und die
Ostradiol-Serumkonzentration (Gastal et al., 1999) bereits vor der Deviation an. Das LH
Ubernimmt in dieser Entwicklung zunehmend die wachstumsférdernde Rolle fur die gréfReren
Follikel (Ginther et al., 2006a). Zwei Tage nach der Deviation steigt der Gehalt an
Androgenen aufgrund des LH-Signals in der Follikelflissigkeit. Die Androgene werden von
den in allen Follikelstadien LH-Rezeptoren tragenden Thekazellen produziert und dienen den
Granulosazellen als Substrat zur Ostrogensynthese. Mit zunehmendem Durchmesser des
dominanten Follikels steigt der Gehalt an Ostrogen in der Follikelfliissigkeit an
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(Gastal et al., 1999). Dieses ist auf eine vermehrte Syntheserate in den Granulosazellen und
Thekazellen zurlckzufihren. In ihnen ist eine zunehmende Aktivitat von Schlisselenzymen
der Steroidogenese (Aromatase, P4505°C, 3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase) sowie deren
Genexpression bei der Entwicklung vom vitalen zum dominanten Follikel festzustellen (Bellin
et al., 2000; Goudet et al., 1999). In der Follikelflissigkeit von dominanten Follikeln haben
Watson et al. (2002) bei einem Durchmesser von 30 mm eine mittlere Konzentration von
1500 ng/ml Ostradiol und eine mittlere Konzentration von 34 ng/ml Progesteron feststellen
koénnen. Collins et al. (1997) haben durch Punktion verschiedener Follikelstadien eine
Ostradiolkonzentration in Héhe von 1083 * 489 ng/ml in der Follikelfliissigkeit von
dominanten Follikeln gemessen. Die Ostrogene diffundieren vom Follikel in die Blutbahn.
Bereits zum Zeitpunkt der Deviation sind steigende Konzentrationen von Ostradiol im Serum
festzustellen (Ginther et al., 2007b). Makroskopisch und histologisch stellt sich der
dominante Follikel als vitaler Follikel dar (Rédiger et al., 2000).

dominanter Follikel préovulatorischer Follikel
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Abb.2: Schematische Darstellung der LH- und FSH-Rezeptorverteilung und der
Steroidsynthese in Theka- und Granulosazellen in dominanten und praovulatorischen
Follikeln (nach Rodiger und Bostedt, 2004)

2.3.3 Praovulatorischer Follikel

Im weiteren Verlauf der Follikelreifung entwickelt sich der dominante Follikel zum
praovulatorischen Follikel. Dabei nimmt die LH-Rezeptorexpression in den Theka- und
Granulosazellen unter dem Einfluss der steigenden systemischen LH-Konzentration
weiterhin zu. Die im Dibstrus nur moderat ansteigenden peripheren LH-Konzentrationen, die
essenziell fir das Wachstum des dominanten Follikels sind, zeigen zu Beginn der Rosse
einen zweiten schnellen Anstieg und bleiben fiir etwa sieben Tage auf einem hohen Niveau.
Die periphere LH-Konzentration erreicht bei Stuten ein Maximum einen Tag nach der
Ovulation (Ginther et al., 2006a). Die hohen LH-Konzentrationen sind verantwortlich fiir die
Auspragung der ovulatorischen Kompetenz des dominanten Follikels und die damit
verbundene ovulationsauslésende Wirkung von LH (Donadeu und Watson, 2007). Bereits ab
einem Follikeldurchmesser von 25 mm kommen die meisten dominanten Follikel durch eine
Applikation des LH-Rezeptoragonisten hCG zur Ovulation (Aarle et al., 1999). Ab einem
Durchmesser von 35 mm gilt die Ovulation als Reaktion auf eine Applikation von 2500 IE
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hCG als sicher (Gastal et al., 2006). Wird einer Stute mit einem praovulatorischen Follikel mit
einem Durchmesser von mehr als 32 mm der LH-Rezeptoragonist hCG in einer Dosis von
2500 IE verabreicht, finden die meisten Ovulationen in einem Zeitintervall von 30 bis
48 Stunden nach der Injektion statt (Gastal et al., 2006). Ohne Ovulationsinduktion ist der
Follikeldurchmesser zum Zeitpunkt der Ovulation bei 90% der Follikel allerdings groRer als
35 mm und erreicht Durchmesser von bis zu 55 mm (Rédiger und Bostedt, 2004). Die
Ostradiolkonzentration in der Follikelflissigkeit steigt wahrend der Entwicklung vom
dominanten zum praovulatorischen Follikel bei Stuten extrem stark an. Collins et al. (1997)
beschreiben Ostrogenkonzentrationen in Héhe von 3102 + 510 ng/ml in der Follikelfliissigkeit
von praovulatorischen Follikeln gegeniiber 1083 + 489 ng/ml in der Follikelflissigkeit von
dominanten Follikeln. Die Ostrogenkonzentrationen bleiben bis zur Ovulation in
praovulatorischen Follikeln konstant hoch (Watson und Hinrichs, 1988). Die in den Kreislauf
diffundierenden Ostrogene bewirken die Auspragung der inneren und &uReren
Rosseanzeichen und (iben ein positives Feedback auf die LH-Sekretion aus. Nachdem sich
die LH-Rezeptoren in den Theka- und Granulosazellschichten ausgebildet bzw. vervielfacht
haben und durch das peripher zustrémende LH besetzt worden sind, beginnen die
Granulosazellen mit der Sekretion von Progesteron und geben dieses in das Antrum ab
(Fay und Douglas, 1987). Kurz vor der Ovulation kommt es parallel zu der ansteigenden
Progesteronkonzentration zu einen signifikanten Abfall der Ostrogenkonzentration in der
Follikelflussigkeit ~ des  praovulatorischen Follikels. Durch  die = zunehmende
Progesteronsynthese in den Granulosazellen stehen der Ostrogensynthese die benétigten
Substrate nicht mehr zur Verfligung (Belin et al., 2000; Gerard und Monget, 1998; Collins et
al., 1997). Die Luteinisierung des Follikels beginnt zunachst mit der vereinzelten, punktuellen
Luteinisierung in den Thekazellschichten, bevor es zu einer generalisierten Luteinisierung
der Follikelzellen um den Ovulationszeitpunkt herum kommt (Kenney et al., 1979). Die
Konzentration von Progesteron in der Follikelflissigkeit steigt daher bereits vor der Ovulation
an (Bogh et al., 2000; Belin et al., 2000). Wahrend dominante Follikel noch relativ niedrige
Progesteronkonzentrationen in der Follikelflissigkeit aufweisen (13 = 2 ng/ml), besitzen
praovulatorische Follikel bereits Progesteronkonzentrationen von 43 + 10 ng/ml und in
Ovulationsfollikeln (35 Stunden nach Crude-Equine-Gonadotrpine-Administration mit
ultrasonographisch nachweisbarer Luteinisierung) werden Progesteronkonzentrationen von
819 £ 53 ng/ml in der Follikelflissigkeit gemessen (Collins et al., 1997). Im Prozess der
Luteinisierung der Granulosazellen werden parallel ablaufende apoptotische Prozesse in den
Granulosazellen als physiologisch diskutiert (Piquette et al., 1994). Jiingere Untersuchen an
praovulatorischen  Follikeln bei Stuten konnten diese These nicht stltzen
(Ginther et al., 2007). Praovulatorische Follikel weisen ab einem Durchmesser von 31 mm
einen taglichen Zuwachs im Durchmesser von 5,9 + 2,2 mm auf (Becker et al., 2006). Zwei
Tage vor der Ovulation oder nach einer Gabe von hCG zeigt der praovulatorische Follikel
keine GroRenzunahme mehr (Gastal et al., 2006; Koskinen et al., 1989). In diesem Zeitraum
ist ultrasonographisch eine rasche Zunahme der Vaskularisation und eine Verdickung der
Granulosazellschicht zu beobachten (Ginther et al., 2007a; Gastal et al., 2006).

2.3.4 Atretische Follikel

Nur ca. 0,7 bis 1,3% der ca. 35000 prénatal angelegten Primordialfollikel von Stuten
entwickeln sich zu praovulatorischen Follikeln. Die verbleibenden 99% der Follikel gehen in
Atresie (Ruckbildung) Uber, die meisten von ihnen noch in praantralen Stadien
(Driancourt et al., 1982). Selbst wahrend der Entwicklung von neuen Follikelwellen mit
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vitalen Follikeln sind regressive, atretische Follikel von vorgehenden Follikelwellen meistens
in der Mehrzahl auf den Ovarien. Zu Beginn einer neuen Follikelwelle befinden sich noch bis
zu 12 vitale, antrale Follikel neben den atretischen Follikelpopulationen einer
vorhergehenden Follikelwelle auf den Ovarien (Ginther et al., 2003a). Ab der Deviation, die
fur die primare Follikelwelle um den Zyklustag 17 stattfindet, zeigen alle Follikel mit
Ausnahme des dominanten Follikels bereits ein verlangsamtes Wachstum, und am Zyklustag
18, bzw. drei Tage vor der Ovulation, zeigen bereits alle subordinanten Follikel klinisch eine
Regression ihres Durchmessers (Pederson, 2000). Watson et al. (2002) konnten zeigen,
dass alle subordinanten Follikel drei bis vier Tage vor der erwarteten Ovulation histologisch
bereits moderate Anzeichen von Atresie aufwiesen. Auch Driancourt et al. (1982) zeigten,
dass kurz vor der Ovulation alle Follikel, mit Ausnahme des praovulatorischen Follikels
atretisch waren. Makroskopisch erscheint die Follikelauskleidung eines atretischen Follikels
weill und nur sehr wenige BlutgefalRe sind zu erkennen (Rddiger und Bostedt, 2004;
Rédiger, 2000; Kenney et al., 1979). Kenney et al. (1979) teilen den Ablauf der Follikelatresie
histologisch in drei Stadien ein. Das erste, frihe Stadium der Atresie ist durch punktuelle
Karyorrhexie und Pyknose in den Granulosazellen gekennzeichnet. Im zweiten Stadium
weisen die Granulosazellen massive Karyorrhexie und Pyknose mit beginnender Lyse des
Chromatins sowie eine Verdickung der Basalmembran auf. Im dritten Stadium 16st sich die
Basalmenbran auf, die Granulosazellen lassen sich nicht mehr eindeutig von den
Thekazellen trennen und der Follikel wird zunehmend von Bindegewebszellen infiltriert. Im
Laufe der Atresie des Follikels steigt die Apoptoserate in den Kumuluszellen und der
Zellverband der Granulosazellen des Cumulus oophorus lockert sich auf, expandiert
(Dell'aquila et al., 2003; Piquette et al., 1994). Expandierte Kumulus-Oozyten-Komplexe
werden daher neben praovulatorischen auch atretischen Follikeln zugeordnet (Hinrichs und
Williams, 1997). Mit der Zellexpansion einhergehend verlieren die Granulosazellen ihr
Vermdgen, die Oozyte in der Prophase der Meiose zu arretieren (Larsen et al., 1987).
Zwischen den histologischen Veranderungen im Follikel (Atresiestadien) und Vorgangen der
Apoptose in den Granulosazellen besteht eine positive Korrelation (Dell'aquila et al., 2003;
Pedersen et al, 2003). Im periovulatorischen Zeitraum ist die Expression der
Schliisselenzyme der Steroidogenese (Aromatase, 3BHSD, 4505°€) in den Granulosazellen
von subordinanten Follikeln abgesenkt. Es kann parallel dazu eine Reduktion der
Steroidkonzentrationen, im  besonderem der  Ostradiolkonzentration, in  den
Follikelflussigkeiten der subordinanten Follikel in diesem Zeitraum beobachtet werden. Da
die Ostradiol- und Progesteronkonzentrationen in der Follikelfliissigkeit positiv mit den
Enzymen der Steroidogenese korreliert sind, wird dieses von den Autoren als Zeichen der
Follikelatresie in den subordinanten Follikeln gewertet (Belin et al, 2000).
Gerard et al. (1998) ermittelten in grofRen subordinanten Follikeln zum Ende der follikularen
Phase Ostradiolkonzentrationen von 383,8 + 92 ng/ml und Progesteronkonzentrationen von
23,1 + 92 ng/ml in der Follikelfliissigkeit, Kenney et al. (1979) fanden 302 ng/ml Ostradiol in
der Flussigkeit von Follikeln mit moderater Follikelatresie und 15 ng/ml bei Follikeln mit
starker Follikelatresie sowie Progesteronkonzentrationen von 87 ng/ml und 175 ng/ml bei
den gleichen Follikelgruppen. Roédiger et al. (2000) stellte zwischen 14,7 ng/ml und
17,5 ng/ml Ostradiol sowie 7,6 ng/ml und 7,3 ng/ml Progesteron in der Follikelfliissigkeit von
subordinanten, atretischen Follikeln in der friihen und spaten Follikelphase des Zyklus fest.
Den atretischen Follikel zeichnet neben den niedrigen Steroidgehalten eine Verschiebung
des Verhaltnisses zwischen Progesteron und Ostrogen zu Gunsten des Progesteron aus.
Der Erhdhung des Quotienten aus den Konzentrationen von Progesteron und Ostradiol in
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der Follikelflussigkeit von subordinanten Follikeln im praovulatorischen Zeitraum stellten
Belin et al (2000), Gerard et al. (1998) sowie Watson et al. (2002) dazu die Erniedrigung des
Quotienten aus Ostradiol und Progesteron, als Zeichen der Atresie fur die subordinante
Follikelgruppe dar. In allen funktionalen Follikelentwicklungsstadien lassen sich
LH-Rezeptorproteine im Follikelgewebe nachweisen. Im Zeitraum der spaten Follikelphase
des Zykluses ist die Menge an LH-Rezeptorproteinen jedoch in den muralen Granulosazellen
von subordinanten Follikeln signifikant niedriger als in den Granulosazellen des dominanten
Follikels (Goudet et al., 1999). Gemessen an der hCG-Bindungsfahigkeit besitzen atretische
Follikel zudem nicht mehr die Fahigkeit mit Gonadotropinen zu interagieren
(Kenney et al., 1979).

2.4 Eizellreifung

2.4.1 Oogenese

Die Oogenese beschreibt die Differenzierung von diploiden Urkeimzellen zu haploiden
Oozyten. Die Primordialkeimzellen (Urkeimzellen) sind bei Saugetieren zunachst extragonal
im Dottersackentoderm lokalisiert und bereits friih durch ihre hohe Aktivitat der alkalischen
Phosphatase von den anderen somatischen Zellen abzugrenzen
(Leichthammer et al., 1990). Bereits in den ersten Wochen der Embryonalentwicklung
wandern die Primordialkeimzellen durch améboide Bewegung in die Gonadenanlage ein
(Schnorr und Kressin, 2006). Bei der Wanderung in die Gonadenanlage und spater in deren
Kortex, durchlaufen die Primordialkeimzellen mehrere Mitosezyklen. Die Urkeimzellen
differenzieren dort zu mitotisch aktiven Oogonien, welche noch pranatal in die Prophase der
ersten meiotischen Teilung eintreten. Die meiotischen Kernreifungsprozesse der nunmehr
primaren Oozyten arretieren im Diplotan (Deansley, 1975). Damit ist die maximale Anzahl
Oozyten im Ovar pranatal festgelegt. Ab dem 70. Trachtigkeitstag lassen sich Meiosen in
den Ovarien des Stutfohlenembryos beobachten. Die dadurch entstehenden primaren
Oozyten verfallen zunachst bis zum 150. Trachtigkeitstag weitestgehend der Atresie, so dass
es erst ab dem 150. Trachtigkeitstag zur Bildung von Primordialfollikeln kommt
(Deanesly 1975). Die primaren Oozyten arretieren die Kernreifungsprozesse uber Jahre im
Diplotan der ersten Prophase der Meiose, bis sie entweder atresieren oder in die antrale
Follikelentwicklung eintreten und durch das LH-Signal im praovulatorischen Follikel zur
Vollendung der Meiose stimuliert werden (Ginther und Bergfelt, 1992).

2.4.2 Grundbegriffe der Oozytenmaturation

Die Oozytenreifung (Maturation) stellt die Entwicklung von einer ruhenden primaren Oozyte
zu einer befruchtungsfahigen sekundaren Oozyte dar. Es handelt sich dabei um ein
Zusammenspiel von Reifungsprozessen im Zellkern und im Zytoplasma. Die Oozyte muss
zum einem die Fahigkeiten zur Fortfihrung und Vollendung der meiotischen Kernreifung,
vom Diplotanstadium bis zum befruchtungsfahigen Kernstadium der Metaphase Il erwerben.
Zum anderen muss die Oozyte die zytoplasmatische Reife vollstdndig auspragen, welche die
sekundare Oozyte zur erfolgreichen Befruchtung und Embryonalentwicklung befahigt
(Eppig, 1993). Die Maturation der Oozyte wird von reifungsférdernden und
reifungshemmenden Faktoren bestimmt (Hyttel et al., 1997), die auf die Reifungsprozesse im
Zellkern, strukturelle und biochemische Veranderungen im Ooplasma sowie auf
Veranderungen in den Kumuluszellen Einfluss nehmen. Die Fahigkeit der Oozyte die
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meiotische Teilung wieder aufzunehmen und bis zur Metaphase Il fortzufiihren wird als
meiotische Kompetenz bezeichnet. Sie ist in zwei Phasen gegliedert und umfasst als ersten
Abschnitt die Fahigkeit der Oozyte zur Auflésung der Kernmembran (Germinal vesicle
breakdown, GVBD) mit anschlieender Fortfihrung der Meiose bis zur Metaphase |. Diese
erste Fahigkeit wird als GVBD-Kompetenz bezeichnet. In einer zweiten Phase wird die
vollstdndige meiotische Kompetenz durch die Ausbildung der Fahigkeit zur Vollendung der
ersten meiotischen Teilung und zur Weiterfiihrung der Meiose bis zum befruchtungsfahigen
Stadium der Metaphase Il von der Oozyte erworben (Eppig, 1993). Die meiotische
Kompetenz wird von der primaren Oozyte wahrend der frihen Follikulogenese, noch
wahrend der Wachstumsphase der Oozyte erworben. Im Verlauf der Wachstumsphase
vergroRert sich der Durchmesser der Oozyte von ca. 30 um auf bis zu 100-130 pum
(Hyttel et al., 1997). Wahrend primare Oozyten, die sich noch in der Wachstumsphase
befinden, nicht die Fahigkeit aufweisen auf Reifungssignale zu reagieren, besitzen bovine
Oozyten ab einem Durchmesser von 110 um in der Mehrzahl die Fahigkeit die Meiose bis
zur Metaphase Il in vitro durchzufiihren (Hyttel et al., 1997). Bei Pferden besitzen Oozyten
aus kleinen, vitalen Follikeln eine geringe meiotische Kompetenz. Erst im weiteren Verlauf
der Follikelentwicklung nimmt das Chromatin, noch im Germinalvesikelstadium, eine
kondensierte Form an. Erst in dieser kondensierten Chromatinkonfiguration hat die Oozyte
die Fahigkeit in vitro die Kernreifung zu durchlaufen vollstandig ausgebildet (Hinrichs, 1997).
In der Wachstumsphase der Oozyte wird ein Pool an mRNA und Proteinen synthetisiert, der
nicht nur fir die erfolgreiche Maturation benétig wird, sondern auch die Regulation der
spateren embryonalen Entwicklung bestimmt (Betteridge, 2000). Oozyten erwerben dadurch
zum Ende der Wachstumsphase, parallel zur meiotischen Kompetenz, auch ihre
Entwicklungskompetenz (Hyttel et al., 1997). Unter dieser Eigenschaft wird die Fahigkeit
einer Oozyte verstanden sich nach einer erfolgreichen Fertilisation zu einer Blastozyste zu
entwickeln. Der Erwerb der Entwicklungskompetenz wie auch eine physiologische
Follikelentwicklung sind an einen engen Kontakt zwischen Kumuluszellen und der sich
entwickelnden Oozyte gekoppelt (Eppig et al., 2002). Dabei Uben die Kumuluszellen
hauptsachlich einen inhibitorischen Effekt auf die Prozesse der Meiose aus. Die dadurch
entstehende Verzdgerung der Kernreife wirkt sich wiederum positiv auf die zytoplasmatische
Reifung aus, die schlieRBlich zum Erwerb der meiotischen Kompetenz und der
Entwicklungskompetenz fihrt (Rodriguez und Farin, 2004; Blondin et al., 2002).

2.4.3 Chromosomale Maturation und ihre Regulation

Das diploide Genom der Oogonien reift durch Reduktionsteilung, der Meiose, zur haploiden
befruchtungsfahigen Oozyte heran. Die chromosomale Maturation beginnt mit dem Eintritt
des Chromatins der Oogonien in die Prophase der ersten meiotischen Teilung. In diesem
Kernstadium wird das Genom bis zum Abschluss Oogenese arretiert. Die Wiederaufnahme
der Meiose und die FortfUhrung der meiotischen Prozesse bis zum befruchtungsfahigen
Kernstadium der Metaphase Il wird als chromosomale Maturation im engeren Sinne
verstanden. Mit dem Erreichen der zweiten Metaphase wird das Chromatin in seiner
meiotischen Entwicklung kurzfristig arretiert. Letztendlich fihrt die Penetration eines
Spermiums post ovulationem zur erneuten Aktivierung der Kernreifung und mit dem
Ausschleusen des zweiten Polkérperchens (Telophase Il) und der Bildung der Vorkerne wird
die Meiose der Oozyte post fertilisationem abgeschlossen. Im Follikel des adulten
Individuums wird die Wiederaufnahme der meiotischen Teilungsprozesse in der Oozyte
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durch den préovulatorischen LH-Anstieg ausgeldst. Die daraus resultierenden Reaktionen in
den Kumuluszellen und in der Oozyte verlaufen speziesubergreifend &hnlich
(Sirard et al., 1989).

2.4.3.1 Strukturelle Verdnderungen und Vorkommen vom Chromatin in der
Prophase | und wiahrend Wiederaufnahme der Meiose

Den Eintritt in die Prophase der ersten meiotischen Teilung haben primare Oozyten bereits
pranatal vollzogen. Dabei wurden bereits die Stadien des Leptotdns, Zygotdns und des
Pachytans durchlaufen. Im Diplotdn werden die homologen Chromosomen voneinander
getrennt. Die meiotischen Prozesse im Oozytenchromatin werden anschlielend im Diktiotan
des Diplotan arretiert. In diesem Ruhestadium verharren die Oozyten Uber Jahre bis die
Follikel an der zyklischen Ovaraktivitdt teilnehmen. Im Diplotanstadium liegen die
Chromosomen als diffuse Bivalente im Karyoplasma vor. Im Zentrum des Nukleus befindet
sich ein Kernkorperchen (Nukleolus), der zusammen mit den Chromosomen von einer
intakten Kernmembran (Germinalvesikel, GV) umgeben ist. Diffuse Diplotanstadien
(fibrillares Chromatin ohne Nukleolus im Germinalvesikelstadium) findet sich bei Pferden in
vitalen Follikeln, die einen Durchmesser von weniger als 20 mm aufweisen (Hinrichs und
Schmidt, 2000; Hinrichs, 1997; Hinrichs und Williams, 1997). Noch vor dem Auflésen der
Kernmembran (Germinal vesicle breakdown, GVBD) kommt es bei Pferden zum
Kondensieren des Chromatins im Diplotanstadium (Hinrichs et al., 1993a). Dieses Stadium
wird in vitalen Follikeln mit einem Durchmesser von mehr als 20 mm, sowie in atretischen
Follikeln vorgefunden und reprasentiert das Stadium in dem die equine Oozyte erst die
vollstdndige  meiotische = Kompetenz  besitzt  (Hinrichs und  Schmidt, 2000;
Alm und Hinrichs, 1996). Faktoren, die zur vollstdndigen Auspragung der meiotischen
Kompetenz in diesen frihen Kernstadien fiihren, sind bei Stuten bislang nicht bekannt. Mit
der sich anschlieRenden Auflésung der Kernmembran (GVBD) kann das Chromatin wieder
kurzfristig dekondensieren bevor die Chromosomen zum Meiosestadium der Diakinese
vollstandig kondensieren. Mit der Kondensation des Chromatins zum Diakinesestadium am
Ende der Prophase |, der Auflésung der Kernmembran und des Ausbildens des
Spindelapparates ist der GVBD abgeschlossen (Grondahl et al., 1995) und die Meiose gilt in
den Oozyten als wieder aufgenommen (Gordon, 2003).

2.4.3.2 Regulation der Wiederaufnahme der Meiose in Oozyten

Die Wiederaufnahme der Meiose wird durch einen praovulatorischen LH-Anstieg induziert.
Dabei kommt es zu einer Signaltransduktion Uber die LH-Rezeptoren der Kumuluszellen.
Diese fiihrt zu einem Anstieg des intrazelluldren cAMP-Gehaltes in den Kumuluszellen und
bewirkt in ihnen eine Protein-G-Aktivierung. Daraufhin kommt es zu einem Influx von
extrazellularem Kalzium sowie zu einem Anstieg von Inositoltriphosphat in den
Kumuluszellen. Kalziumionen und Inositoltriphosphat werden direkt und indirekt an die
Oozyte weitergegeben und fiihren dort zu Alterationen in der Proteinphosphorylierung. Die
ersten Phosphorylierungen fiihren zu einem weiteren akzessorischen Anstieg der cAMP- und
Kalziumionenkonzentration in der Oozyte selbst (Hurk R. und Zhao, 2005). Durch komplexe
Phosphorylierungs- und Dephosphorylierungsvorgage in der Oozyte kommt es zur
Aktivierung des Maturation Promoting Factor (MPF), der letztendlich als zentraler Faktor die
Meiose wieder aktiviert. Neben zahlreichen anderen Kinasen wird die Aktivierung des MPFs
hauptséachlich durch die Mitogen-activated Protein Kinase (MAPK) bestimmt, die tUber den
gesamten Prozess der Meiose eine hohe Aktivitdt aufweist (Fan und Sun, 2004).
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Untersuchungen an equinen Oozyten wahrend der IVM zeigten, dass Oozyten mit
expandiertem Kumulus bereits zum Zeitpunkt der Gewinnung héhere MAPK-Aktivitaten
aufwiesen, wahrenddessen kompakte KOK erst in der IVM a&hnliche Aktivititswerte
entwickeln. Obwohl die Kernentwicklung sich bei dieser Untersuchung zwischen den beiden
KOK-Gruppen wahrend der IVM nicht unterschieden, war der Phosphorylierungsgrad der
MAPK dennoch mit der Aktivierung des Chromatins korreliert (Alm et al., 2004). Der MPF ist
ein Serin-Threonin-Kinase-Heterodimer, der aus einer katalytischen Untereinheit (p34Cd02)
und einer regulatorischen Untereinheit (Cyclin B) besteht. Sowohl die Untereinheiten des
MPF als auch die MAPK sind in allen verschiedenen Kernreifungsstadien von equinen
Oozyten vorhanden, jedoch kénnte die Entwicklungskompetenz der Oozyten eher von einer
ausreichenden und genau terminierten Aktivierung der verschiedenen Faktoren abhéangen
(Alm et al., 2004; Goudet et al., 1998). Die MPF-Aktivitat beginnt im Verlauf der Meiose bei
bovinen Oozyten kurz vor dem GVBD kontinuierlich anzusteigen, und erreicht eine
Aktivitatsspitze zur ersten Metaphase (Hurk R. und Zhao, 2005). Eine Aktivitatssteigerung
der Aktivatoren (AKT, MAPK) des MPFs wurde bereits auch an equinen Oozyten wahrend
der IVM beschrieben (Alm et al., 2004). Uber verschiedene Zwischenschritte initiiert der MPF
den GVBD, die Kondensation des Chromatins sowie die Organisation des Spindelapparates
(Grondahl et al., 1995; Murray und Hunt, 1993). Bei den Kumuluszellen kommt es mit der
LH-Singnaltransduktion parallel zum Abbau von Zellprojektionen und Gap junktions zwischen
Granulosazellen und der Oozyte (Grondahl et al., 1995; Granot und Dekel, 1994). Dadurch
kénnen maturationshemmende Faktoren der Granulosazellen
(Oocyte Maturation Inhibitor, OMI) nicht mehr in die Oozyte geleitet werden
(Sirard et al., 1992; Akufo et al., 1988; Larsen et al., 1987). Die Fahigkeit von Oozyten in der
IVM die Meiose wieder spontan aufzunehmen (Edwards, 1965) und das Vorkommen von
Meiosestadien nach dem GVBD in atretischen Follikeln (Gougeon und Testart, 1986) wird
daher auch auf die fehlende Einwirkung von maturationshemmenden Faktoren der
Granulosazellen und des Follikelmilieus zuriickgefiihrt. Daraus wird ersichtlich, dass
Einflussfaktoren der Kumuluszellen zumindest an der Regulation (Arretierung) der
chromosomalen Reifung vor der LH-induzierten Reifung zusatzlich beteiligt sind.

2.4.3.3 Strukturelle Verdanderungen des Chromatins nach der Wiederaufnahme
der Meiose bis zur Metaphase Il
Nachdem der GVBD erfolgte treten die Chromosomen vom Kernstadium der Diakinese in die
Metaphase der ersten meiotischen Teilung (MI) ein. In der Metaphase ordnen sich die
gepaarten Chromosomen in der Aquatorialebene des Spindelapparates an. Dabei werden
sie durch Mikrotubuli und Mikrofilamente an ihre Position geleitet (Kim et al., 2000). Die
Spindelfasern werden nur an einer Seite der Schwesterchromosomen ausgebildet. Dadurch
wird es ermdglicht, dass in der sich anschlieBenden ersten Anaphase (Al) die kompletten
homologen Chromosomen durch die Spindelfasern zu den Polen gezogen werden
(Segregation). Die darauf folgende erste Telophase (TI) ist gekennzeichnet durch eine
Zytoplasmateilung, die zur Ausschleusung eines homologen Chromosomensatzes mit dem
ersten Polkérperchen fihrt. Wahrend der Telophase | kommt an jedem Pol des
Spindelapparates nur noch ein Chromosom (mit zwei Chromatiden) eines Typs zu liegen. Mit
der Abschnurung des ersten Polkdrperchens kommt es zur Ausschleusung eines homologen
Chromosomensatzes und damit zu einer Reduktion der Chromosomen auf einen haploiden
Satz. Mit der Abschnirung des ersten Polkdrpers und der Metaphase Il ist die erste
meiotische Teilung (Reduktionsteilung) abgeschlossen. Die zweite meiotische Teilung
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(Aquationsteilung) &hnelt einer Mitose, an der jedoch nur ein haploider Chromosomensatz
beteiligt ist. Daher werden in der Meiose Il die haploiden Chromosomen in die Chromatiden
geteilt. Eine strukturell abgrenzbare zweite Prophase besteht nicht. Die Vorgange der
zweiten Meiose schlieRen sich daher an die erste Telophase an. Erneut ordnen sich die
Chromosomen fiir die Metaphase Il in der Aquatorialebene an und der Spindelapparat bildet
sich aus. Um spater die Trennung der Chromatiden zu ermdglichen, bilden sich an beiden
Seiten der Schwesterchromosomen nun Spindelfasern aus.

2.4.3.4 Regulation der Meiose in Oozyten bis zur Metaphase Il

In die Regulation der Reduktionsteilung ist der MPF wieder zentral eingebunden. Die
Aktivitdt des MPFs wird durch einen Kontrollmechanismus gesteuert, der bei murinen
Oozyten als ,Spindel assembly checkpoint“ beschrieben ist (Brunet und Maro, 2005). Der
Kontrollmechanismus verhindert durch Enzyminhibierung den proteolytische Abbau der
regulatorischen Untereinheit Cyclin B des MPFs in der MI, bis sich die Chromosomen korrekt
in der Metaphaseposition angeordnet haben und mit den Spindelfasern assoziiert sind. Aus
dem Erhalt von Cyclin B in der Oozyte resultiert, dass die Aktivitat des MPFs zur Metaphase
auf einem hohen Niveau gehalten wird. Nach dem Aufbau der Ml wird die Inhibierung der
Cyclin-B-Proteasen aufgehoben und es kommt zur Degradation von Cyclin B. Zum Ubergang
in die Telophase | lasst sich daher kurzfristig eine drastische Reduktion der MPF-Aktivitat
beobachten (Winston, 1997). Erst die Reduktion der MPF-Aktivitat ermdglicht die
Abschniirung des ersten Polkdrperchens (Herbert et al., 2003). Zur Metaphase |l stellt sich
wieder ein hohes Niveau von aktiven MPF ein. Wahrend des darauffolgenden zweiten
Arrests der Meiose wird die MPF-Aktivitat durch eine Reihe von weiteren Faktoren auf hohen
Niveau erhalten. Dazu gehoért unter andern die Serin-Threonin-Protein-Kinase, kodiert durch
das Onkogen c-mos, die Cyclin B phosphoryliert und zudem die Mitogen-activated Protein
Kinase (MAPK) aktiviert. AuBerdem interagiert die Serin-Threonin-Protein-Kinase positiv mit
dem Cystostatic Factor (CSF), so dass sie Uber mehrere Effekte zum Arrest beitragt
(Roy et al., 1996; Gabrielli et al., 1993). Der CSF tragt aber auch als eigensténdiger weiterer
Faktor seinerseits zur Stabilisierung des MPFs wahrend des zweiten Arrestes bei
(Trounson et al., 2001).

2.4.3.5 Dauer und Vorkommen von Meiosestadien nach erfolgter
Wiederaufnahme in Oozyten

Die Wiederaufnahme der Meiose wird nach dem Erreichen einer hohen LH-Konzentration im
Plasma uber LH-Rezeptoren der Kumuluszellen im praovulatorischen Follikel initiiert
(Hurk R. und Zhao, 2005). Untersuchungen zum zeitlichen Ablauf der Meiose bei Stuten
ohne hormonelle Vorbehandlung gestalten sich aufgrund eines fehlenden Bezugspunktes
schwierig. Der endogene ovulations- und maturationsauslésende Anstieg der
LH-Plasmakonzentration, mit einem anhaltend hohen LH-Plasmakonzentrationsplateau, ist
bei Stuten schwierig als LH-Peak und damit als Bezugspunkt zu definieren und zu
terminieren. Zudem steigt die LH-Serumkonzentration post ovulationem noch an. Das
Erheben einer Vielzahl von klinischen Parametern an rossigen Stuten ermdglicht ebenfalls
keine zeitgenaue Vorausbestimmung der Ovulation als Bezugspunkt
(Rodiger und Bostedt, 2004). Bei Studien an equinen Oozyten, die wahrend einer natlrlichen
praovulatorischen Follikelentwicklung gewonnen wurden, zeigte sich, dass der Anteil
Oozyten, die ihre Kernreifung bis zur MI und MIl vollzogen haben parallel mit einer
GroRenzunahme des Follikels steigt. Zusatzlich konnte dabei retrospektiv festgestellt
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werden, dass Follikel, die eine Oozyte in der MIl enthalten haben, eine hohe Konzentration
an Progesteron in der Follikelflussigkeit aufwiesen (Grondahl et al., 1995). Dieses wurde als
Anzeichen der bevorstehenden Ovulation gewertet, da die Luteinisierung des
praovulatorischen Follikels bereits vor der Ovulation beginnt. Zur besseren Vergleichbarkeit
des Follikelstatus wird in vielen Studien zur In-vivo-Reifung von equinen Follikeln und den
enthaltenen Oozyten der LH-Rezeptoragonist hCG zur Simulation eines endogenen
LH-Signals eingesetzt. Der Einsatz von hCG ermdglicht eine nahere Terminierung der
Ovulation und bietet einen Bezugspunkt zur Bewertung von Follikel und Oozyte. Oozyten,
die 24 Stunden nach einer hCG Behandlung aus einem praovulatorischen Follikel gewonnen
wurden, waren in der Mehrzahl noch unreif (Carnevale und Maclellan, 2006). Bereits
30 Stunden nach der Behandlung von rossigen Stuten mit hCG lieRen sich bei 78% der
gewonnenen Oozyten aus praovulatorischen Follikeln ein ausgeschleustes Polkdrperchen
als Indikator fur ihre Reife beobachten (Ginther et al., 2007a), und 36 Stunden nach einer
hCG-Behandlung wurden die gewonnenen Oozyten allgemein alle als reif angesehen
(Hinrichs et al., 2000). Da nach Verabreichung einer adaquaten Dosis hCG an rossige
Stuten, deren dominanter Follikel einen Mindestdurchmesser von 30 mm aufweist, die
meisten Ovulationen im Zeitraum von 30 bis 48 Stunden nach der hCG-Applikation
beobachtet wurden (Gastal et al., 2006) wird damit ersichtlich, dass der zweite meiotische
Arrest der Oozyte in der Metaphase Il bereits einige Stunden vor dem Zeitpunkt der
Ovulation eintritt. Ein &hnlicher zeitlicher Ablauf der Meiose last sich bei der
In-vitro-Maturation von equinen Oozyten beobachten. Oozyten, die nach der Gewinnung von
kompaktem Kumulus umgeben waren, befanden sich zu Reifungsbeginn in der Mehrzahl im
Kernstadium des Diplotédns und wiesen nach 24 bzw. 32 Stunden in der IVM zu 72% bzw.
100% das Kernstadium der Metaphase Il auf (Torner et al., 2007). Oozyten mit einem
expandierten Kumulus erreichen die Kernreife in vitro schneller. Sie weisen jedoch bereits zu
Reifungsbeginn zu einem groRen Anteil eine bereits erfolgte Wiederaufnahme der Meiose
auf (Torner et al., 2007). Oozyten nach GVBD, die damit eine Wiederaufnahme der Meiose
erkennen lielBen, fanden sich hauptsachlich in expandierten Kumulus-Oozyten-Komplexen,
die wiederum mit atretischen Follikeln assoziiert waren (Hinrichs und Williams, 1997). Es
wird davon ausgegangen, dass in atretischen Follikeln mit zunehmender Kumulusexpansion
die Kumuluszellen ihre inhibitorische Wirkung auf die Wiederaufnahme der Meiose der
Oozyte durch den Abbau von Zellkontakten vermehrt verlieren (Grondahl et al., 1995;
Sirard et al., 1992; Akufo et al., 1988; Larsen et al., 1987).

2.4.3.6 Postovulatorische Vollendung der Meiose

Bei Pferden wird die Oozyte im arretierten Metaphase-II-Stadium der Meiose durch die
Ovulation aus dem reifen, praovulatorischen Follikel freigesetzt. Die MIl stellt das
befruchtungsfahige Maturationsstadium dar, in welchem die Oozyte nach der Ovulation in
den Eileiter gelangt. Der zweite meiotische Arrest wird aufrecht erhalten, bis durch die
Penetration eines Spermiums die Kernreifung der Oozyte wieder aktiviert wird. Erst nach der
Penetration eines Spermiums werden im Eileiter die Stadien der zweiten Ana- und
Telophase durchlaufen und die Meiose durch die Ausschleusung des zweiten
Polkdrperchens beendet. Es schlieRt sich die Bildung der Vorkerne als Reaktion auf die
erfolgreiche Fertilisation der neu entstandenen Zygote an.
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2.4.4 Zytoplasmatische Reifung der Oozyte

Far eine erfolgreiche Befruchtung und die anschlieRende Embryonalentwicklung missen
neben der Kernreifung =zahlreiche strukturelle und biochemische zytoplasmatische
Reifungsprozesse wahrend der Oozytenmaturation ablaufen. Die chromosomalen und
zytoplasmatischen Reifungsprozesse beeinflussen sich gegenseitig, deshalb ist ein genaues
zeitliches Zusammenspiel beider Reifungsprozesse fur die Entwicklung der Eizelle
notwendig (Ferreira et al., 2009). Da die Kernreifung friher als die zytoplasmatische Reifung
abgeschlossen werden kann (Leibfried-Rutledge et al., 1987), deutet eine abgeschlossene
Kernreifung nicht zwangslaufig auf eine vollstandige Maturation und Entwicklungskompetenz
hin. Ursachen fir eine niedrige Entwicklungskompetenz von Oozyten mit vollendeter
Kernreifung werden daher in einer unvollstdndigen, inkongruenten zytoplasmatischen
Reifung gesehen (Ye et al., 2005; Schoevers et al., 2003; Li et al., 2001). Eine verlangerte
zytoplasmatische Reifungszeit, erreicht durch eine Prakultivierung mit Meioseinhibitoren vor
der IVM, erbrachte eine Erhéhung der Entwicklungskompetenz von kompakten equinen KOK
(Franz et al., 2003), jedoch einen Nachteil fur die Entwicklungskompetenz von expandierten
equinen KOK, die bereits durch ihre Herkunft aus einem atretischen Follikel als pramaturiert
gelten (Choi et al., 2006b). Spatere Untersuchungen der gleichen Arbeitsgruppe konnten
diese Ergebnisse jedoch nicht im vollem Umfang bestatigen (Choi et al., 2006a).

Wahrend die Kernreifung hauptsachlich die chromosomale Segregation beinhaltet, handelt
es sich bei der zytoplasmatischen Reifung um einen komplexen Prozess, der die
Reorganisation der Zellorganellen sowie das Synthetisieren und Bevorraten von mRNAs,
Proteinen und Transkriptionsfaktoren umfasst. Die Syntheseprodukte werden Uber den
gesamten Prozess der Maturation, der Fertilisation und der frihen Embryonalentwicklung zu
bestimmten Zeitpunkten bendétigt, aktiviert und verbraucht (Ferreira et al., 2009). Die
zytoplasmatische Reifung kann nach Ferreira et al. (2009) in drei Teilprozesse unterteilt
werden, die parallel wahrend der Maturation ablaufen. Dabei handelt es sich erstens um die
Umverteilung von Zellorganellen, zweitens um die Dynamik des Zellskelettes und drittens um
die molekulare Reifung.

2.4.4.1 Umverteilung von zytoplasmatischen Organellen wahrend der
Maturation

Die Aktivierung von metabolischen Vorgangen in der Oozyte, die die Proteinsynthese und
die Proteinphosphorylierung beinhalten, ist untrennbar mit der Oozytenreifung verbunden.
Diese = Vorgange sind energieabhdngig. Die  Mitochondrien  nehmen  als
Hauptenergielieferanden der Oozyte deshalb eine Schlisselrolle unter den Zellorganellen
wahrend der Eizellreifung ein (Stojkovic et al., 2001). Wahrend der Maturation nimmt ihre
Anzahl zu (Shoubridge und Wai, 2007), ihre Verteilung andert sich zugunsten der Orte mit
hohem Energieverbrauch und ihre oxidative Aktivitat passt sich dem Maturationsstadium an
(Torner et al., 2007; Stojkovic et al., 2001). Diese Vorgédnge werden in einem folgenden
Kapitel gesondert besprochen. Als Substratdepots dienen den Mitochondrien Lipidtropfchen,
mit denen sie verbunden sind. Bei einer erfolgreichen chromosomalen Reifung sind sie
gehauft polar aggregiert, wahrend sie in unreifen Oozyten gleichférmig im Ooplasma verteilt
sind (Ambruosi et al., 2009). Die Proteinsynthese ist wahrend der Maturation an eine
ausreichende Anzahl an Ribosomen gebunden. Sie werden bereits wahrend der
Wachstumsphase der Oozyte angelegt. Die Proteinsynthese in der Oozyte wird zwischen
dem GVBD und der MI verdreifacht. Mit Erreichen der MIl nimmt die mRNA-Translation
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wieder basale Werte in der Oozyte an. Der Riickgang der Proteinsynthese zwischen der Ml
und der MIl ist damit zu erklaren, dass zur Ml noch ein ausreichender Vorrat an rRNA zur
Bildung von Ribosomen vorhanden ist, der bis zur MIl aufgebraucht wird. Die Anzahl an
Ribosomen nimmt dadurch im Verlauf der Meiose ab, denn eine Neubildung von rRNA
wahrend der Meiose ist durch den inaktiven Nukleus der Oozyte nicht mehr mdglich
(Tomek et al., 2002). Die Anzahl der Golgi-Apparate steigt in der Wachstumsphase in der
Oozyte an (Fair et al., 1995). Mit dem Einsetzen der Maturation nimmt ihre Anzahl stetig ab
und in den meisten Oozyten, welche die MII erreicht haben, sind sie nicht mehr nachweisbar
(Hyttel et al., 1997; Grondahl et al., 1995). Die physiologisch aktiven Membranen des glatten
endoplasmatischen Retikulums (GER) nehmen durch ihre Aufgaben in der Proteinsynthese,
Lepidmetabolismus, Kompartimentation des Nukleus, Membransynthese und der
Bevorratung von Kalziumionen entscheidend an Prozessen und Regelkreisen der Maturation
teil (Ferreira et al, 2009; Hurk R. und Zhao, 2005). Wahrend Membranen des
endoplasmatischen Retikulums im GV-Stadium gleichmaRig im Ooplasma verteilt
vorgefunden werden, werden zum Kernstadium der MI frequente Anordnungen von
Golgi-Apparaten noch im zentralen Ooplasma gefunden, bevor sie zur MIl nicht mehr
beobachtet werden kdénnen (Grondahl et al.,, 1995). Eine unikate Besonderheit von
Golgi-Komplexen in Oozyten ist das Abscheiden von speziellen kortikalen Granula, die in
keinem anderem Zelltyp gefunden wurden (Wessel et al., 2001). Sie entstehen im
GV-Stadium und enthalten Proteine, Strukturmolekile und Enzyme (Gordon, 2003). Im
GV-Stadium liegen die Granula zu Clustern angeordnet im Ooplasma verteilt vor und ordnen
sich zur MIl dicht der inneren Oberflache des Oolemmas an (Goudet et al., 1997). Die
kortikalen Granula haben die Aufgabe, eine Polyspermie bei der Fertilisation durch den
Aufbau eines Polyspermieblocks zu verhindern (Sun, 2003).

2.4.4.2 Dynamik der Zellskelettfilamente wahrend der Maturation

Die Filamente des Zytoskelettes sind dynamische, adaptive Strukturen, die mafRgeblich an
der Organisation der chromosomalen Segregation in der Meiose, der Zellteilung und dem
intrazellularen Transport von Molekilen und Zellorganellen beteiligt sind. An den Vorgangen
der Oozytenmaturation sind im Besonderen Mikrotubuli, Mikrofilamente und Aktinfilamente
beteiligt (Ferreira et al., 2009). Die Mikrotubuli sind von den drei Filamenttypen am starksten
in den Prozess der Organellenbewegung und der Organisation der Kernreifung
eingebunden. Beteiligt an dem Bewegungsprozess sind zudem Bewegungsproteine wie
Dynein, Dynactin und Kinesin, die sich zunéachst an die Zellorganellen binden. Erst durch die
Bewegungsproteine wird eine Bewegung entlang der Mikrotubuli im weiterem vermittelt
(Steffen et al., 1997). Dynein ist zusammen mit den Mikrotubuli an der Formierung der
Spindel und der Metaphaseplatte beteiligt (Karki und Holzbaur, 1999) und tragt damit direkt
zur chromosomalen Bewegungen bei. Die Mikrotubuli, wie auch die Aktinfilamente, liegen im
GV-Stadium gleichmafig im Ooplasma verteilt vor. Bereits zum GVBD nahern sich Auslaufer
der Mikrotubuli dem bereits kondensierten Chromatin an. Mit der Weiterentwicklung der
Meiose beginnen diese ersten Auslaufer der Mikrotubuli die Spindel zu formieren
(Goudet et al., 1997) und die Chromosomen in der Aquatorialebene der Metaphaseplatte zu
positionieren. Die Aktinfilamente ordnen sich in der gleichen Zeit zu einem um die
Chromosomen an und bilden zum anderen eine Aktinfilamentschicht unter dem Oolemma
(Kim et al., 2000; Albertini, 1992). An dieser Position nehmen sie aktiv an der
Chromosomenbewegung und der Polkérperausschleusung wahrend der Ana- und Telophase
teil.
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2.4.4.3 Molekulare Reifung

Die molekulare Maturation findet sowohl in der Phase des Oozytenwachstums als auch nach
der Wiederaufnahme der Meiose statt. Sie umfasst die Transkription, Bevorratung und
Umsetzung von mRNA, die von den Chromosomen exprimiert und anschlieBend von den
Ribosomen in Proteine translatiert wird. Die entstehenden Proteine sind zum einem fir die
Maturation selbst unerlédsslich, zum anderen werden sie in Zellprozessen nach dem
Abschluss der Maturation, wie der Fertilisation, Pronukleusformation und den ersten
embryonalen Teilungen benétigt (Sirard, 2001). Zu einem GrofRteil werden regulatorische
Proteine, wie z. B. der MPF mit seinen Untereinheiten Cyclin B und p34°®, Proteine des
c-mos pro-oncogens und die MAPK neben vielen anderen Proteinen durch Transkription und
Translation bereits wahrend der Wachstumsphase der Oozyte in der Zelle angereichert
(Ferreira et al., 2009). Zum Ende der Wachstumsphase der Oozyte, parallel mit dem
Erreichen der meiotischen Kompetenz, wird die Transkriptionsaktivitat im Zellkern nahezu
beendet (Hyttel et al., 2001). Das embryonale Genom bleibt anschlieRend bei Equiden
inaktiv, bis im Entwicklungsstadium des Vierzellers erstmals wieder eine initiale Aktivierung
stattfindet (Betteridge, 2000). Daher kommt der Bevorratung mit anschlieRender gezielter
Aktivierung der mRNA wahrend der Maturation eine gro3e Bedeutung zu. Eine Neusynthese
von mRNA ist im inaktiven Nukleus aufgrund der Kondensation des Chromatin wahrend der
Meiose nicht méglich. Die mRNA wird im Zytoplasma in Form von Nukleoproteinpartikeln
gelagert und ist in dieser Form bis zu ihrer Aktivierung und Translation vor nukleolytischen
Enzymen geschiitzt (Fulka, Jr. et al., 1998). Die Translation der mRNA zu Proteinen wird
durch die Phosphorylierung verschiedener Faktoren initiiert. Dazu zahlen der elF-4F
(Thach, 1992), das 6S-Protein der ribosomalen 40S-Untereinheit
(Gavin und Schorderet-Slatkine, 1997) und die Dephosphorylierung der Poly-A-Polymerase
(Colgan et al., 1996). Doch eines der wichtigsten regulatorischen Ereignisse, das zur
Translation der mRNA fiihrt, ist die zytoplasmatische Elongation des Poly-A-Restes am
3" Ende der mRNA. Die Lange des Poly-A-Restes, die entscheidend die
Translationshaufigkeit der mRNA bestimmt, nimmt vom GV-Stadium bis zum Erreichen der
MIl ab (Shim et al., 1997).

2.5 Bedeutung der Mitochondrien in Oozyten wahrend der
Maturation

Die chromosomale und zytoplasmatische Reifung ist gepragt durch die Aktivierung von
Regulationsfaktoren und Strukturproteinen mittels Phosphorylierung und der Umsetzung der
gespeicherten mRNA zu Proteinen. Diese Prozesse sind energieabhangig und die Energie
dafur stellt die Oozyte Uberwiegend in Form von Adenosintriphosphat (ATP) bereit. Das
bendtigte ATP wird von der Oozyte hauptsachlich durch oxidative Phosphorylierung in den
Mitochondrien generiert (Dumollard et al., 2004). Die oxidative Phosphorylierung lauft an der
inneren Membran der Mitochondrien ab (Atmungskette). Die dabei freiwerdende Energie
wird auf Adenosindiphosphat (ADP) Ubertragen und in Form von dem dabei entstehenden
ATP gespeichert und auf diese Weise fir energieabhdngige biologische
Stoffwechselvorgange nutzbar. Zur oxidativen Phosphorylierung wird die Energie eines
Protonengradienten an der Intermedidrmembran der Mitochondrien genutzt, der durch eine
Kaskade an Redoxreaktionen von hochenergetischen Elektronen und Protonen erzeugt wird.
Die bendtigten Elektronen und Protonen entstammen den energiereichen Verbindungen
NADH und FADH,. Diese Verbindungen werden wiederum in den katalytischen Prozessen
des Citratzyklus, der Glykolyse und der B-Oxidation von Fettsduren erzeugt. Da die
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Auspragung der vollstandigen meiotischen Kompetenz und Entwicklungskompetenz der
Oozyte von einer hohen mitochondrialen ATP-Synthese abhangt, wird ersichtlich, dass die
Mitochondrien eine der wichtigsten Zellorganellen im Prozess der Maturation, Fertilisation
und frhen Embryonalentwicklung sind (Stojkovic et al., 2001). Um den Energiebedarf
wahrend der Maturation zu decken steigt die Anzahl der Mitochondrien wahrend der
Eizellentwicklung stark an. Sind in den Urkeimzellen nur wenige Mitochondrien zu finden, so
steigt ihre Anzahl auf 200 in Oogonien, 6000 in Oozyten aus bovinen Primordialfollikeln und
auf 92 500 bzw. 795 000 Mitochondrien pro maturer Eizelle beim Labornager und Menschen
(Cummins, 2004; Barritt et al., 2002). Im Zuge der Oogenese und Maturation kommt es
zudem zu Differenzierungsvorgangen der Mitochondrien. In humanen Primordialkeimzellen
lassen sich grof3e, runde Mitochondrien mit vesikuldren Cristae nachweisen, die in dieser
Form als undifferenziert gelten. Bereits in Oogonien nehmen die Mitochondrien eine ovoide
Form an und die Cristae verlieren ihren vesikuldren Charakter. In der reifen humanen Oozyte
werden noch differenzierte und undifferenzierte Mitochondrien gefunden und erst beim
Embryo, im Stadium der Morula, werden vorwiegend langliche Mitochondrien mit zahlreichen
transversalen Cristae gefunden, die damit als ausdifferenziert gelten (Motta et al., 2000).
Eine insuffiziente ATP-Synthese in der humanen Oozyte, die in einer Funktions-, Genom-
oder Verteilungsstérung der Mitochondrien begriindet liegen kann, fihrt zu Stérungen bei der
Formierung des Spindelapparates, der Trennung der Chromosomen, dem Ablauf des
Zellzyklus sowie einer Entwicklungsbeeinflussung der frihen Embryonalphasen
(Van, 2004). Bei humanen Oozyten wurden mitochondriale Stérungen in den meisten Fallen
auf Defekte der maternalen mitochondrialen DNA (mtDNA) zurlickgefihrt und
Behandlungsstrategien von mitochondrialen Reproduktionsstérungen der Frau bereits
diskutiert (St John et al., 2004). Der Gehalt an mtDNA ist in den einzelnen Mitochondrien
konstant. Jedoch variiert die gemessene mtDNA-Menge in Oozyten und damit indirekt die
Anzahl der Mitochondrien pro Oozyte unter physiologischen Bedingungen sehr stark. Selbst
in Oozyten, die von einer Donorin stammen, variiert die Anzahl der Mitochondrien pro Oozyte
stark (Barritt et al.,, 2002). Untersuchungen an porcinen Oozyten zeigten, dass
entwicklungskompetente Eizellen mehr mtDNA enthielten als nichtkompetente und somit die
Anzahl der Mitochondrien in der Oozyte sowohl die Fertilisation als auch die frihen
embryonalen Entwicklungsphasen beeinflusst (El Shourbagy et al., 2006). Dass sich eine
geringere mitochondriale Aktivitat in Oozyten negativ auf die spatere Embryonenentwicklung
in vitro und die Implantation auswirkt, wurde zudem durch Untersuchungen an humanen
Oozyten gezeigt. Fruchtbarkeitsprobleme aufgrund von geringen mitochondrialen Aktivitaten
in Oozyten wurden hauptsachlich alteren Patientinnen zugeordnet (Wilding et al., 2001).
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2.6 Bedeutung der Kumuluszellen fiir die Prozesse der Eizellreifung
Ab dem Beginn der Follikulogenese, mit der Formierung der Primordialfollikel, ist die Oozyte
eng von Follikelzellen umgeben. Mit der Entwicklung zum sekundaren Follikel beginnt die
Differenzierung der Follikelzellen zu Granulosazellen und Thekazellen. Die Oozyte ist direkt
von einer Schicht hochprismatischer Follikelzellen umgeben, welche die Corona radiata
darstellen. Die Zellen der Corona radiata werden durch den perivitelinen Raum von der
Oozyte getrennt. In diesen Zwischenraum wurde bereits im Sekundarfollikelstadium eine
11-12um starke feinfibrilldre, glykoproteinreiche Grenzschicht, die Zona pellucida, durch
Sekretion der Oozyte eingelagert. Trotz dieser raumlichen Trennung zur Oozyte, stehen die
Kumuluszellen Uber Zellauslaufer, Desmosomen und Nexus sowie Gap junktions mit der
Oozyte im engen Kontakt. Um die Corona radiata formieren sich in mehreren Schichten
Granulosazellen zum Cumulus oophorus, die mit den Granulosazellen der Follikelwand die
Innenauskleidung des Follikels als Grenzschicht zur Follikelflissigkeit stellen (Liebig, 2004).
Durch die enge Verbindung der Kumuluszellen Giber Desmosomen und Gap junctions mit der
Oozyte wird ein Austausch von Stoffwechselprodukten und Signalmolekiilen erméglicht. Die
Eizelle und die Kumuluszellen beeinflussen liber den engen Stoffaustausch gegenseitig ihre
Funktionen. Ohne diese Kommunikation ist weder eine physiologische Oogenese noch eine
Follikulogenese méglich (Buccione et al., 1990). Eine wichtige Rolle beim Signal- und
Stoffaustausch nehmen die oben erwédhnten Gap junctions ein. Bei Ihnen handelt es sich um
Tunnelproteine, die das Zytoplasma der Kumuluszellen direkt mit dem Ooplasma verbinden.
Dieser transzellulare Kanal wird aus verschiedenen Subtypen des Transmenbranmolekiils
Connexin gebildet (Alberts et al., 1990). Die haufigste Untereinheit stellt das Connexin 43 dar
(Vozzi et al., 2001), das an den Kontaktflachen zwischen der Oozyte und den Kumuluszellen
konzentriert gefunden wurde. Der Einfluss der Kumuluszellen auf die Maturationsprozesse
der Eizelle, besonders auf die Kernreifung ist, bis zum Auslésen der praovulatorischen
Reifung, inhibitorisch. Oozyten maturationshemmende Faktoren (OMI) werden (iber die oben
beschriebenen innigen Zellverbindungen bis zum Empfangen des LH-Signals von den
Granulosazellen in die Oozyte geleitet (Sirard et al., 1992; Akufo et al., 1988;
Larsen et al., 1987). Die Eigenschaft von Oozyten in der IVM die Meiose spontan wieder
aufzunehmen (Edwards, 1965) sowie das Vorkommen von fortgeschrittenen Meiosestadien
in atretischen Follikeln (Gougeon und Testart, 1986) wird auf die fehlende Einwirkung von
maturationshemmenden Faktoren der Granulosazellen zuriickgefihrt. Durch die
inhibitorische Wirkung der Kumuluszellen wird daher zum einem der Pool an ruhenden
Oozyten aufrecht erhalten, zum anderen wird vermutet, dass wahrend der praovulatorischen
Reifung die rasche chromosomale Reifung verzdgert wird, so dass die langer andauernde
zytoplasmatische Reifung in der Oozyte ablaufen kann. Eine Prakultivierung von equinen
Oozyten zusammen mit Meioseinhibitoren vor der IVM und die dadurch verlangerte
zytoplasmatische Reifungszeit, bewirkte eine Erhdhung der Entwicklungskompetenz von
kompakten equinen KOK (Franz et al., 2003). Durch das Signal, das vom praovulatorischen
LH Anstieg ausgeht, induzieren die mit LH-Rezeptoren ausgestatteten Granulosazellen des
praovulatorischen Follikels die Wiederaufnahme der Meiose. Dabei kommt es zu einer
Signaltransduktion (ber die LH-Rezeptoren der Kumuluszellen, die einen Anstieg des
intrazellularen cAMP und eine Protein-G-Aktivierung in den Kumuluszellen bewirkt.
Daraufhin kommt es zu einem Influx extrazellularen Kalziums und zu einem intrazelluldren
Anstieg von Inositoltriphosphat bei den Kumuluszellen. Die Kalziumionen und das
Inositoltriphosphat werden direkt Uber die Gap junctions und indirekt an die Oozyte
weitergegeben und fihren dort zu Alterationen in der Proteinphosphorylierung
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(Hurk R. und Zhao, 2005). AnschlieBend kommt es durch komplexe Phosphorylierungs- und
Dephosphorylierungsvorgange in der Oozyte zur Aktivierung des Maturation Promoting
Factor (MPF), der letztendlich als zentraler Faktor die Meiose wieder aktiviert. Wahrend der
praovulatorischen Follikelreifung sind die Zellverbindungen zwischen den Kumuluszellen und
der Oozyte dynamischen Prozessen unterzogen. Solange die Kumuluszellen eine kompakte
Anordnung um die Oozyte zeigen, gehen von ihnen eine Vielzahl an Zellprojektionen aus.
Diese Projektionen durchdringen die Zona pellucida und stehen Uber intermediare
Verbindungen in engen Kontakt mit dem Ooplasma. Diese histologischen Verhaltnisse
wurden in nicht ovulatorischen Follikeln und praovulatorischen Follikeln mit einem
Durchmesser von unter 37 mm beschrieben (Grondahl et al., 1995). Fir die Eizelle wurde
der Zeitabschnitt in der Follikelreifung in dem diese histologischen Verhaltnisse vorliegen als
Kumuluszellen-abhangige Phase beschrieben. Die Eizelle zeigte in dieser Phase einen
Nukleus im Ruhestadium (Grondahl et al., 1995). Zum Zeitpunkt des GVBD in der Oozyte
wurden histologischen Umstrukturierungen im Kumulus-Oozyten-Komplex (KOK) festgestellt.
Die Kumuluszellen wiesen klare Anzeichen der Expansion auf und deren Zellauslaufer
hatten sich in den perivitelinen Raum zurliickgezogen und damit ihren Kontakt zum
Oolemma verloren. Dieser follikulare Entwicklungsstand wurde fir die Oozyte als
Entkopplungsphase beschrieben. Diese Phase war auflerdem durch eine VergréRerung des
perivitelinen Raumes gekennzeichnet und wurde bei praovulatorischen Follikeln gefunden,
die bereits unter dem Einfluss einer ansteigenden LH-Serumkonzentrationen standen. In der
sich fur die Eizelle anschlie®Benden Kumuluszellen-unabhdngigen Phase zeigte der
Kumuluszellverband eine komplette Expansion. Dazu hatte sich ein mukdses Material
zwischen den Kumuluszellen eingelagert. Diese extrazelluldare Matrix besteht aus
Hyaluronsaure, Proteoglykanen und Proteinen, die von den Kumuluszellen sezerniert
werden. In der Kumuluszellen-unabhangigen Phase lieR sich ein Kontakt zwischen den
Zellauslaufern der Kumuluszellen und der Oozyte nicht mehr feststellen. Die Oozyten in
dieser Phase wiesen ein Chromatin in der Ml und MIl auf. Die praovulatorischen Follikel,
deren Oozyten sich in der Kumuluszellen-unabhéngigen Phase befanden, zeigten bereits
einen Anstieg der Progesteronkonzentration in der Follikelflissigkeit (Grondahl et al., 1995).
Auch mit einer zunehmenden Atresie eines Follikels lockert sich der Zellverband der
Granulosazellen auf (Kenney et al., 1979). Expandierte Kumulus-Oozyten-Komplexe aus
subordinanten Follikeln werden daher auch atretischen Follikeln zugeordnet (Hinrichs und
Williams, 1997). Der Zusammenhang von Follikelatresie und Kumulusexpansion konnte auch
Uber apoptotische Vorgange in den Granulosazellen der KOK dargestellt werden. Mit einer
Kumulusexpansion war eine Zunahme der Apoptoserate in den Kumuluszellen zu
verzeichnen (Pedersen et al., 2003). Mit der Kumulusexpansion im atretischen Follikel
einhergehend, verlieren die Kumuluszellen zunehmend ihr Vermdégen, die Oozyte in der
Prophase der Meiose zu arretieren (Larsen et al., 1987). So Iasst es sich erklaren, dass bei
Oozyten mit einem expandierten Kumulus oophorus, die nicht einem praovulatorischen
Follikel entstammten, ebenfalls Kernkonfigurationen gefunden wurden, die eine
Wiederaufnahme der Meiose erkennen lieRen (Hinrichs und Williams, 1997).
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2.7 Parameter zur Bestimmung der Eizellqualitat

2.7.1 Aktivitat der Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase in Oozyten

Die Oozyte nutzt, wie viele andere Zellen auch, Glucose als energiereiches Substrat.
Glucose liefert Uber glykolytische Stoffwechselwege, die auch den Pentosephosphatweg
einschlieRen, Energie fur den Aufbau und Erhalt der Zelle. Die Umsatzrate
von Glucose im Pentosephosphatstoffwechselweg wird von dem  Enzym
Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G-6-PDH), ein auf dem X-Chromosom kodiertes
Enzym, reguliert. Oozyten besitzen die Besonderheit, dass die Aktivitat der regulativen
G-6-PDH wahrend der Wachstumsphase in Oozyten erhoht ist und anschlieBend bei
auswachsenden Oozyten wieder schrittweise auf ein Basisaktivitatsniveau abfallt
(Ishizaki et al., 2009; Mangia und Epstein, 1975). Das Prinzip des Pentosephosphatweges
besteht darin, Glukose-6-Phosphat durch Dehydrierung (Oxidation) zur Saure
(Glukonsaure-6-Phosphat) und anschlieBender Decarboxylierung in Pentose-5-Phosphat
umzuwandeln. Der dabei entstehende Wasserstoff wird auf NADP® (bertragen. Dabei
entstehen formal pro Mol Glucose 12 Mol NADPH+H", das vor allem der Steroid- und
Fettsduresynthese dient. Die in dieser Reaktion als Intermediarprodukt gebildete Ribose wird
von der Zelle bei der Nukleinsduresynthese verwendet. Die Enzyme des
Pentosephosphatweges sind im Ooplasma lokalisiert. Neben der G-6-PDH, die den Eintritt
des Glukose-6-Phosphates in den Pentosephosphatweg reguliert, ist noch die
Glukonat-6-Dehydrogenase regulatorisch an diesem Stoffwechselweg beteiligt. Diese
Enzyme werden durch hohe Kohlenhydrat- und Insulinkonzentrationen sowie einem hohen
NADPH+H"-Verbrauch aktiviert und durch deren niedrige Konzentrationen und Verbrauch
gehemmt (Kreutzing, 1994). Die Wachstumsphase der Oozyte ist gepragt von einer hohen
Stoffwechselrate, die eine hohe Syntheserate von Proteinen und deren Speicherung
beinhaltet (Wassarmann, 1988). Dadurch bildet die Oozyte ihre vollstandige meiotische
Kompetenz und Entwicklungskompetenz aus. Mangia et al. (1975) stellten wahrend der
Wachstumsphase von murinen Oozyten eine Aktivitdtszunahme der G-6-PDH bis zu einem
Durchmesser von 85 ym in den Oozyten fest. Oozyten, die ihr Wachstum beendet hatten,
zeigten wieder einen Rickgang in ihrer G-6-PDH-Aktivitat (Wassarmann, 1988; Mangia und
Epstein, 1975). Die Abhangigkeit der G-6-PDH-Aktivitat in Oozyten von ihrem Durchmesser
wurde auch bereits beim Rind und der Ziege aufgezeigt, wobei die Oozyten mit einer
geringeren G-6-PDH-Aktivitat einen gréferen Durchmesser aufwiesen
(Pujol et al., 2004; Rodriguez-Gonzalez et al., 2002; Mangia und Epstein, 1975). Wie
Untersuchungen an bovinen, porcinen und caprinen Oozyten zeigten, wird mit dem Ende der
Wachstumsphase, zu dem die G-6-PDH-Aktivitat wieder abfallt, die Entwicklungskompetenz
bei den meisten Oozyten ausgepragt (Roca et al., 1998; Hyttel et al., 1997; Fair et al., 1995;
Crozet et al., 1995). Eine G-6-PDH-Aktivitat in Oozyten lasst sich durch Inkubation der KOK
zusammen mit dem Vitalfarbstoff Brillant-Cresyl-Blau (BCB), auch unter Kulturbedingungen
nachweisen. Bei Untersuchungen an bovinen und caprinen Oozyten wurde gezeigt, dass
eine Inkubation der Oozyten zusammen mit dem BCB-Vitalfarbstoff die meiotische
Kompetenz, Fertilisation und Entwicklungskompetenz der Oozyten nicht beeinflusst.
(Alm et al., 2005; Rodriguez-Gonzalez et al., 2002). Somit ist es mdglich, Oozyten mittels
BCB-Farbung nach ihrer G-6-PDH-Aktivitdt zu selektieren und anschlieBend zur
In-vitro-Produktion von Embryonen weiter zu verwenden. Obwohl der biochemische
Hintergrund der BCB-Farbung noch nicht in Ganze verstanden ist, gibt es Hinweise, dass der
BCB-Farbstoff als Elektronenakzeptor fungiert. Im Elektronenfluss, einer spezifischen
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Redoxreaktion des Pentosephosphatweges, wird der  urspriinglich blaue
Brillant-Cresyl-Farbstoff farblos. Es handelt sich dabei um die Reaktion, in der
Glukose-6-Phosphat oxidiert und im gleichen Reaktionsschritt NADP* reduziert wird. Dieser
Reaktionsschritt befindet sich am Beginn des Pentosephosphatweges und wird durch
G-6-PDH katalysiert und reguliert. (Alm et al., 2005). Bovine Oozyten, die wahrend der
BCB-Farbung keine Blaufarbung entwickeln (BCB") haben gegeniiber Oozyten die nach der
Inkubation zusammen mit BCB eine blaue Farbe aufweisen (BCB®) und gegeniber der
Kontrolle eine signifikant hoéhere spezifische G-6-PDH-Aktivitat (Alm et al., 2005).
Untersuchungen an Oozyten der Tierarten Rind (Alm et al., 2005), Ziege
(Rodriguez-Gonzalez et al., 2002), Schwein (Ericsson et al, 1993) und Pferd
(Mohammadi-Sangcheshmeh 2010; Mohammadi-Sangcheshmeh et al., 2009) zeigten, dass
sich die BCB-Farbung dazu eignet, Oozyten zu identifizieren und zu selektieren, die bei der
In-vitro-Embryonenerzeugung eine héhere Entwicklungskompetenz aufweisen. Aufgrund der
bisher nur sehr ineffizienten In-vitro-Embryonenerzeugung beim Pferd (Choi et al., 2006a;
Alm et al., 2001) sind umfangreiche Untersuchungen zum Einfluss der G-6-PDH-Aktivitat in
equinen Oozyten, bzw. ihres BCB-Farbeverhaltens auf ihre Entwicklungskompetenz in vitro
noch nicht verfligbar. Erste Ergebnisse zeigten aber bereits, dass Oozytengruppen mit
einem BCB positiven Farbeverhalten (BCB*, niedrige G-6-PDH-Aktivitat) einen signifikant
héheren Anteil Oozyten besaRen, die wahrend der IVM das Meiosestadium der MIl
erreichten (58,9% vs. 28,1%). Gegenuber der Oozytengruppe mit einem negativen
BCB-Farbeverhalten (BCB’, hohe G-6-PDH-Aktivitdt) wurde in der BCB positiven
Oozytengruppe zudem ein groRerer Anteil Oozyten festgestellt, die eine erste Teilung nach
der Fertilisation der Oozyten im MII-Stadien mittels ICSI vollzogen (49,4% vs. 30,6%) und
sich anschlieBend bis zur Blastozyste kultivieren lieBen (9,4% vs. 1,6%)
(Mohammadi-Sangcheshmeh et al., 2009). In diesem Experiment wurden die Oozyten aus
Eierstdcken geschlachteter Stuten durch ,Slicing” und anschlieRendem ,Scraping“ isoliert.
Insgesamt zeigten mehr Oozyten ein positives BCB-Farbeverhalten (382 Oozyten BCB" vs.
295 Oozyten BCB’). Oozyten, die mit der gleichen Gewinnungsmethode bei Ziegen
gewonnen wurden, zeigten mit 85,6% BCB” und 11% BCB" einen signifikant héheren Anteil
BCB" Oozyten (Katska-Ksiazkiewicz et al., 2007). In molekularbiologischen Untersuchungen
an bovinen Oozyten wurde dargestellt, dass die Oozyten mit einem positiven
BCB-Farbeverhalten bereits zum Zeitpunkt der Gewinnung einen hoéheren Anteil
phosphorylierter Akt- und MAP Kinase aufwiesen. In BCB positiven Oozyten wurden bei
dieser Untersuchung verstarkt Gene exprimiert gefunden, die der Transkriptions- und
Zellzyklusregulation sowie der Proteinbiosynthese zuzuordnen sind. Oozyten, die ein
negatives BCB-Farbeverhalten aufwiesen, zeigten eine erhdhte Expression von Genen, die
mit der ATP-Synthese, dem mitochondrialen Elektronentransport, der Kalziumionenbindung
und der Wachstumsfaktorenaktivierung in Verbindung stehen. In dieser Studie war in
Oozyten mit einem negativen BCB-Farbeverhalten (BCB’) eine hohere mitochondriale
Aktivitast messbar als in BCB positiven Oozyten (BCB'). Zum Zeitpunkt der
Oozytengewinnung wurde in der BCB positiven Gruppe ein signifikant hoherer Anteil
Oozyten im Diakinese-Kernstadium beobachtet, wahrend bei BCB negativen Oozyten
gehauft ein Diplotan mit Nukleolus vorgefunden wurde (Torner et al., 2008). Im Kontrast
dazu stellten Egerszegi et al. (2010) bei ihren Untersuchungen an porcinen Oozyten
signifikant héhere mitochondriale Aktivitdten in Oozyten mit einer niedrigen Aktivitdt der
G-6-PDH (BCB") fest. Bei den Untersuchungen wiesen die porcinen BCB® Oozyten
signifikant haufiger einen Kern im Diplotan mit einer fibrillaren Struktur auf.
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2.7.2 Verteilungsmuster von Mitochondrien in Oozyten

Die Verteilung der Mitochondrien in der Oozyte unterliegt wahrend der Eizellreifung
dynamischen Veranderungen. Die Wanderung von Mitochondrien zu Orten mit hohem
Energieverbrauch in den kritischen Phasen des Zellzyklus ist unabdingbar mit der Maturation
der Oozyte, der Auspragung ihrer Entwicklungskompetenz und der folgenden frihen
Embryonalentwicklung verbunden (Ferreira et al., 2009; Sun et al., 2001). Untersuchungen
an murinen Oozyten zeigten, dass sich die Wanderung von Mitochondrien entlang von
Mirotubuli vollzieht. Die Mikrotubuli leiten die Mitochondrien wahrend der Eizellreifung in die
Kernregion und zu den Polen des Spindelapparates (Van, 1991). Mitochondrien behalten
wahrend der Wanderung in der Oozyte eine Nahe zum glatten ER bei. Dadurch kénnen die
Mitochondrien weiterhin durch Interaktion mit dem glatten ER im Kalzium- und
Energiehaushalt der Eizelle an der Regulation der Maturation teilnehmen, wie es bereits an
murinen, ovinen und humanen Oozyten gezeigt werden konnte
(Van et al., 2002; Cran et al., 1980). Das Ausbleiben der Umverteilung der Mitochondrien
wahrend der Maturation zeigte zwar keinen Einfluss auf den ATP-Gehalt in der Oozyte,
jedoch wurde ein Einfluss auf die kalziumvermittelte Regulation der Eizellaktivierung
nachgewiesen (Brevini et al., 2005). An porcinen (Kikuchi et al., 2002) und ovinen Oozyten
(Cran et al., 1980) wurde eine mitochondriale Nahe auch zu Lipidvesikeln in der Oozyte
aufgezeigt, da die Lipidvesikel in diesen Untersuchungen ein den Mitochondrien ahnliches
Verteilungsmuster aufwiesen. Lipidvesikel speichern Triglyzeride und dienen den
Mitochondrien als Energiereservoir (Sturmey et al., 2006). Bei der Spezies Pferd wurde bei
jingeren Untersuchungen diese These nicht bestatigt, da nur bei 32% der Oozyten, deren
Mitochondrien polar am Spindelapparat anlagen auch Lipidtrépfchen in gleicher Position
gefunden wurden (Ambruosi et al., 2009). Zusammenhange zwischen den dynamischen
Veranderungen der mitochondrialen Verteilung wahrend der Maturation und der
Entwicklungskompetenz der Oozyte wurden bereits fur verschiedene Spezies beschrieben.
In Bezug auf die Kernreifungsstadien wurden bei den Spezies Schwein (Sun et al., 2001),
Labornager (Van, 1991) und dem Menschen (Wilding et al., 2001) ahnliche Lokalisationen
der Mitochondrien in den Oozyten beschrieben. Demnach sind bei Oozyten im GV-Stadium
die Mitochondrien homogen in der Cortexregion verteilt, zum GVBD sind sie um den Nukleus
konzentriert und nach der Formierung des Spindelapparates zur MI und MIl in der
Spindelregion und den Spindelpolen angeordnet. Nach erfolgter Fertilisation sind die
Mitochondrien um die Vorkerne angeordnet und erneut in der Kortikalregion anzufinden. Die
mitochondriale Verteilung wechselt damit von einem homogen Verteilungsmuster in den
unreifen Oozyten zu einem heterogenen Verteilungsmuster in reifen Eizellen. Diese
Umstrukturierungen  verdeutlichen die These, dass die Mitochondrien den
energieabhangigen Bereichen in der Oozyte wahrend der Maturation folgen mussen, damit
die Oozyte ihre Entwicklungskompetenz erwerben kann (Stojkovic et al., 2001). Die
Untersuchungsergebnisse lassen aber auch darauf schlieBen, dass es speziesspezifische
Unterschiede im Verteilungsmuster der Mitochondrien, im besonderen bei der Dauer der
Prozesse gibt, die einen direkten Vergleich unter den Spezies erschweren. Fur equine
Oozyten sind nur wenige Daten zur Lokalisation der Mitochondrien im Verlauf der Maturation
verfugbar. Aguilar et al. (2007) beschrieben fir die Spezies Pferd jedoch &hnliche
mitochondriale Verteilungsmuster wahrend der Maturation. Zu Beginn der IVM beobachteten
sie, dass die Mitochondrien zu periphdren Clustern angeordnet und homogen verteilt in der
Oozyte waren. Dieses Verteilungsmuster wurde zudem besonders haufig bei Oozyten im
GV-Stadium und bei kompakten KOK festgestellt. Nach Abschluss der Reifung war
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insbesondere bei den kompakten KOK eine Zunahme des Anteils Oozyten zu beobachten,
deren Mitochondrien polar angeordnet waren, eine Verteilung die viele expandierte KOK
bereits zu Beginn der IVM aufwiesen. Eine dichte polare Anordnung der Mitochondrien
wurde am meisten im Zusammenhang mit der Ml und MIl beobachtet und jedes zweite
ausgeschleuste Polkdrperchen beinhaltete dichte Anordnungen von Mitochondrien. Auch
Ambruosi et al. (2009) gingen in ihren Untersuchungen zur Verteilung von Lipidtrépfchen in
der equinen Oozyte von der These aus, dass bei der Spezies Pferd mit den gleichen
mitochondrialen Verteilungsmustern in der Oozyte wahrend der IVM zu rechnen ist, wie sie
bei anderen Spezies gefunden wurden. Vergleichende Untersuchungen zur In-vitro- und
In-vivo-Maturation, die an Schweineoozyten durchgefihrt wurden, zeigten, dass unter
In-vitro-Bedingungen die Umverteilung der Mitochondrien in der Oozyte nur unvollstandig,
verglichen mit einer In-vivo-Maturation, ablauft (Sun et al.,, 2001). In einer weiteren
Untersuchung wurden porcinen Oozyten zudem eine geringere Entwicklungskompetenz
nachgewiesen, wenn in ihnen eine kortikale Anordnung der Mitochondrien, die zu Beginn der
IVM bestand wahrend der IVM beibehalten wurde (Brevini et al., 2005). Der Einfluss der IVM
und besonders der dabei verwendeten Maturationsmedien auf die zytoplasmatische Reifung
und die Funktion der Mitochondrien in der Oozyte ist aber auch bei anderen Tierspezies und
dem Menschen sténdiger Gegenstand der Forschung (Liu et al., 2009).

Bei der Betrachtung von mitochondrialen Verteilungsmustern in Oozyten wahrend der
Maturation ist neben der Verteilung der Mitochondrien in den verschiedenen
Kompartimenten und Zellorganellen auch deren Abstandsverhaltnis zueinander von
Interesse. Mitochondrien kénnen sowohl fein disseminiert, als auch zu Clustern aggregiert in
Oozyten vorliegen. An porcinen Oozyten, die zu verschieden Zeitpunkten nach einer
hCG-induzierten Follikelreifung gewonnen wurden, wurde gezeigt, dass sich Mitochondrien
wahrend der In-vivo-Maturation zu gréfReren Clustern zusammenfinden (Torner et al., 2004).
Bei dieser Untersuchung wurden respiratorisch aktive Mitochondrien mit einem
Fluoreszenzfarbstoff angefarbt und deren Verteilung unter einem Epifluoreszenzmikroskop
beurteilt. Die Autoren beobachteten, dass vor einer Maturation die Mitochondrien homogen
und feinverteilt in den Oozyten vorlagen. Zehn Stunden nach der hCG-Induktion waren die
Mitochondrien ebenfalls homogen verteilt jedoch bereits aggregiert zu einem granulierten
Verteilungsmuster angeordnet. Nach 22-stiindiger In-vivo-Maturation zeigte sich eine
heterogene, granulierte Verteilung der Mitochondrien in den Oozyten. Wurde die
Oozytengewinnung 34 Stunden nach der hCG-Gabe durchgefiihrt, so wurde vermehrt das
granulierte mitochondriale Verteilungsmuster und ein granuliertes Verteilungsmuster mit
zusatzlicher Clusterbildung in heterogener Verteilung in den Oozyten vorgefunden. Die
Beobachtungen der mitochondrialen Veranderungen im Zusammenhang mit einer
Verlangerung der In-vivo-Reifungszeit gingen einher mit einer Zunahme des Anteils KOK mit
expandierten Kumuluszellen (beginnend ab der Oozytengewinnung 22 Stunden nach einer
hCG-Applikation) und einer stetigen Zunahme des Anteils Oozyten im MII-Stadium der
Meiose, der nach 34 Stunden In-vivo-Maturation einen Anteil von 83% bei den Oozyten
erreichte. Eine methodisch ahnliche Untersuchung der gleichen Arbeitsgruppe beschaftigt
sich mit der Dynamik der Mitochondrienaggregation in equinen Oozyten wahrend der IVM
(Torner et al., 2007). Die Oozyten wurden bei dieser Untersuchung durch ultraschallgestiitzte
Follikelpunktion gewonnen und zunachst nach morphologischen Kriterien in zwei
Kumulus-Oozyten-Komplex-Klassen (kompakt und expandiert) eingeteilt. Zum Zeitpunkt der
Gewinnung sowie nach 18, 24 und 32 Stunden in der IVM wurden die
Chromatinkonfiguration, der Anteil Oozyten mit mitochondrialer Aggregation und die
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mitochondriale Aktivitdt in den Oozyten ermittelt. Bei diesen Untersuchungen konnte, wie
zuvor bei den porcinen Oozyten, eine Umstrukturierung von dem feinen, Uiber das kristalline
hin zum granulierten Verteilungsmuster der Mitochondrien im Zuge der Reifungszeit
beobachtet werden. Zum Zeitpunkt der Gewinnung und nach 18-stuindiger In-vitro-Maturation
zeigten Oozyten mit einem kompakten Kumulus tberwiegend fein verteilte Mitochondrien,
wahrend expandierte KOK zu diesen Untersuchungszeitpunkten bereits in der Mehrzahl das
granulierte mitochondriale Verteilungsmuster aufwiesen. Die kompakten KOK befanden sich
zu diesen Untersuchungszeitpunkten zum gréf3ten Teil im Kernstatus des Diplotén, wahrend
die expandierten KOK bereits zur Halfte das Meiosestadium der Ml erreicht hatten. Bei den
kompakten KOK anderte sich die Verteilung der Mitochondrien im Zuge der Maturationszeit
Uber ein kristallines hin zu einem granulierten Verteilungsmuster. Nach einer Maturationszeit
von 32 Stunden wiesen alle Oozyten dieser KOK-Gruppe das granulierte mitochondriale
Verteilungsmuster auf und die gesamten Oozyten dieser Gruppe hatten zu diesem
Untersuchungszeitpunkt das MII-Stadium erreicht. Die Gruppe der expandierten KOK zeigte
Uber den gesamten Zeitverlauf der IVM einen hohen Anteil Oozyten mit granuliertem
mitochondrialen Verteilungsmuster. Der groRere Anteil der Oozyten dieser KOK-Gruppe
erreichte gegenlber der Gruppe mit den kompakten KOK bereits nach kirzerer Zeit in der
IVM das MII-Stadium. Im Zusammenhang mit einer voranscheitenden Kernreifung wurde
eine Zunahme der mitochondrialen Aggregation in den Oozyten beobachtet. In 85,7% der
Oozyten, die sich im Kernstadium des Diplotdn befanden, war das feine Verteilungsmuster
zu beobachten, wahrend Oozyten mit der Kernkonfiguration der MIl zu 90,9% eine
granulierte Verteilung der Mitochondrien zeigten. Eine Clusterbildung unter den
Mitochondriengranula, wie sie bei porcinen Oozyten im Zuge der In-vivo-Maturation
gefunden wurde (Torner et al.,, 2004), konnte bei equinen Oozyten im Verlauf der
In-vitro-Maturation nicht beobachtet werden.

Nach der gleichen Methode wurden bovine Oozyten im Verlauf der IVM, in Abhangigkeit von
Reifungszeit, Kumulusmorphologie und Kernstatus hinsichtlich des Grades der
mitochondrialen Aggregation beurteilt (Otzdorff, 2006). Mit einer langer andauernden IVM
stieg der Anteil Oozyten, die sich in der MIl befanden an. Parallel dazu stieg auch der Anteil
Oozyten mit kristallinem Verteilungsmuster der Mitochondrien aufweisen an. Zu allen
untersuchten  Maturationszeitpunkten und Kernreifungsstadien wiesen in dieser
Untersuchung jedoch die meisten Oozyten stets eine feine Verteilung der Mitochondrien im
Ooplasma auf. Oozyten, deren Mitochondrien ein granuliertes Verteilungsmuster oder eine
weitere Clusterbildung unter den Mitochondriengranula zeigen, wurden bei dieser
Untersuchung an bovinen Oozyten nicht beobachtet.

2.7.3 Aktivitidt von Mitochondrien in Oozyten

Mitochondrien nehmen durch ihre Stoffwechselaktivitdt, durch die Beeinflussung des
Kalziumsignals in Interaktion mit dem endoplasmatischen Retikulums und durch ihre
Stoffwechselprodukte, wie aktive Sauerstoffradikale, intermediare Stoffwechselprodukte und
der Produktion von ATP maRgeblich an der Regulation der Eizellentwicklung teil
(Dumollard et al., 2007). Der wichtigste Energietrager fir die Prozesse der
Oozytenmaturation ist ATP, das hauptsachlich durch die ATP-Synthese der eigenen
Mitochondrien in Oozyten fir die Maturation zur Verfuigung gestellt wird (Brevini et al., 2005;
Dumollard et al., 2004). Der Gehalt an ATP in Oozyten kann somit einen indirekten Hinweis
auf die mitochondriale Aktivitat in den Oozyten geben. Untersuchungen an porcinen Oozyten
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zeigten, dass der Gehalt an ATP wahrend der IVM signifikant ansteigt (Brevini et al., 2005).
Mit einem hoéheren ATP-Gehalt in Oozyten ist eine héhere Entwicklungskompetenz von
Oozyten verbunden, wie durch Untersuchungen an bovinen Oozyten gezeigt werden konnte
(Nagano et al.,, 2006; Stojkovic et al.,, 2001). In Untersuchungen an Oozyten von
Goldhamstern wurde nachgewiesen, dass der ATP-Gehalt einer Oozyte mehr von der
Anzahl der Mitochondrien in der Oozyte abhangt, als von der individuellen Aktivitat der
einzelnen Mitochondrien (Lee et al., 2006). Die Anzahl der Mitochondrien in Eizellen
unterliegt wahrend der Maturation dynamischen Veranderungen, deren Verlauf sich in den
Veranderungen der ATP-Gehalte in den Oozyten wahrend der Maturation wiederfindet
(Lee et al., 2006; Cummins, 2004). Deshalb hat die Anzahl der Mitochondrien in Oozyten
einen direkten Einfluss auf ihre Entwicklungskompetenz (El Shourbagy et al., 2006). Um eine
Aussage Uber die Aktivitdt der Atmungskette (oxidative Phosphorylierung) in den
Mitochondrien zu erméglichen, werden Fluoreszenzfarbstoffe eingesetzt, die in Abhangigkeit
der oxidativen Aktivitat, nur von atmungsaktiven Zellorganellen spezifisch gebunden werden.
Uber eine photometrische Messung der Fluoreszenzintensivitat der angefarbten Eizellen
kann anschlieRend ein Rickschluss auf die mitochondriale Aktivitat in den Oozyten gezogen
werden. Untersuchungen von equinen Oozyten nach verschiedenen Zeitabschnitten
wahrend der IVM mit den Fluoreszenzfarbstoff MitoTracker CMTM Ros Orange lieRen eine
Abhangigkeit der mitochondrialen Aktivitat von der Dauer der IVM, der Kumulusmorphologie
und dem Meiosestadium erkennen (Torner et al., 2007). Bei expandierten KOK stieg die
Fluoreszenzintensivitat der Oozyten iber den gesamten Zeitraum der IVM von 32 Stunden
an, wahrend sie bei kompakten KOK nach 24 Stunden Maturationszeit wieder abnahm. Zum
Ende der IVM war die mitochondriale Aktivitat (Fluoreszenzintensivitat) in den Oozyten aus
den kompakten KOK signifikant niedriger gegenlber denen aus expandierten KOK.
Ebenfalls war fiur die Oozyten der expandierten KOK eine Steigerung der
Fluoreszenzintensivitat parallel zum fortscheitenden Prozess der Meiose zu beobachten.
Wahrend bei den expandierten KOK der hochste Wert fir die Fluoreszenzintensitat zur Ml
gemessen wurde, fielen bei den kompakten KOK die Werte bereits ab der Al/TI signifikant
unter die Fluoreszenzintensitat der expandierten KOK im MII-Stadium. Eine Abhangigkeit
von den erfassten Aggregationsmustern der Mitochondrien in den Oozyten und ihrer
Fluoreszenzintensivitat wurde nicht festgestellt. Fur die Oozyten, die granuliert aggregierte
Mitochondrien ~ aufwiesen, wurde jedoch eine signifikante = Zunahme  der
Fluoreszenzintensivitdt mit der Dauer der IVM beschrieben. Untersuchungen zur
mitochondrialen Aktivitdt in bovinen Oozyten mittels MitoTracker CMTM Ros Orange
wahrend der IVM lieRen ebenfalls Abhangigkeiten zur IVM-Dauer, Kumulusmorphologie und
dem Meiosestadium, jedoch nicht zu den mitochondrialen Aggregationsmustern in den
Oozyten erkennen (Otzdorff, 2006). In dieser Untersuchung wurden Oozyten fir 0, 4, 8, 12,
16, 20 und 24 Stunden in vitro maturiert und anschlieRend analysiert. Die mitochondriale
Aktivitat in den bovinen Oozyten stieg in den ersten 12 Stunden der IVM an und fiel dann
signifikant ab. In diesen 12 Stunden hatten die meisten Oozyten die Ml erreicht. In Bezug auf
die Meiosestadien wurden in dieser Arbeit die hdchsten mitochondrialen Aktivitdten im
GV-Stadium gefunden. Die gemessenen Werte fir die mitochondriale Aktivitdt in den
Oozyten fielen zu den Stadien der Ml und Al signifikant ab und lieBen zur MIl einen nicht
signifikanten Wiederanstieg erkennen. Bei einer anderen Studie zur mitochondrialen Aktivitat
in bovinen Oozyten wahrend der IVM, die mit Fluoreszenzfarbstoffen (DIOC 6; Jc-1)
durchgefihrt wurden, wiesen dagegen unreife Oozyten niedrigere mitochondrialen
Aktivitatswerte auf als reife Oozyten (Tarazona et al.,, 2006). Untersuchungen zur
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mitochondrialen Aktivitat mittels MitoTracker CMTM Ros Orange Farbstoff im Verlauf der
In-vivo-Maturation von porcinen Oozyten zeigten, dass mit einer Verlangerung der
Reifungszeit und dem Verlauf der meiotischen Progression die gemessene
Fluoreszenzintensivitat der Oozyten anstieg (Torner et al., 2004). Parallel dazu erhdhte sich
mit der Dauer der In-vivo-Reifung der Anteil Oozyten mit expandierten Kumulus. Die
Verteilung der Mitochondrien in den Oozyten wurde mit einer verlangerten Reifungszeit
zunehmend heterogen und der Aggregationsgrad der Mitochondrien nahm zu. Die
mitochondriale Aktivitdt lie® daher in dieser Untersuchung eine Abhéangigkeit zur
mitochondrialen Verteilung und Aggregation erkennen. Niedrigste Werte fir die
Fluoreszenzintensivitdt wurden in den porcinen Oozyten mit homogen und fein verteilten
Mitochondrien gemessen, die gehauft zu Beginn der in vivo Maturation zu finden waren.
Hochste mitochondriale Aktivitdten wurden in Oozyten mit heterogen verteilten und in
Clusterbildung befindlichen Mitochondrien gefunden, die gehauft zum Ende der Reifungszeit
auftraten. Im Kontrast dazu stehen die Ergebnisse der Untersuchungen von
Egerszegi et al. (2010). Sie stellen wahrend der IVM von porcinen Oozyten mit zunehmender
Reifungsdauer einen signifikanten Riickgang der mitochondrialen Aktivitat fest. Die hochsten
mitochondrialen Aktivitdten fanden sie in unreifen Oozyten mit einem Kern im Diplotédn und
ein Bezug der mitochondrialen Aktivitdt zum Aggregationsmuster der Mitochondrien wurde
nicht festgestellt. In einer humanmedizinischen Studie zur mitochondrialen Aktivitat in
Oozyten, wurden Oozyten von Patientinnen untersucht, denen vor der Oozytengewinnung
ein GnRH-Agonist oder Antagonist verabreicht worden war. Die mitochondriale Aktivitat
wurde mit dem Fluoreszenzfarbstoff MitoTracker CMTM Ros Orange bestimmt. Es zeigten
sich in dieser Studie keine Zusammenhange zwischen der mitochondrialen Aktivitat und dem
Verteilungsmuster der Mitochondrien in den Oozyten einer Behandlungsgruppe. Ein
Vergleich der Werte der mitochondrialen Aktivitat zwischen den Gruppen zeigte aber, dass
Oozyten mit polaren und in groBen Granula angeordneten Mitochondrien eine hdhere
mitochondriale Aktivitdt besalRen, wenn sie der Gruppe von Patientinnen entstammten, die
zuvor mit einem GnRH-Antagonisten behandelt wurden waren (Dell'aquila et al., 2009).

2.7.4 Morphologie des Cumulus oophorus

Bei equinen Kumulus-Oozyten-Komplexen werden morphologisch drei KOK-Klassen
unterschieden, bei denen die Kumuluszellen kompakt, oder im expandierten Verband die
Oozyte umgeben, sowie KOK, bei denen die Oozyten nur noch von den Zellen der Corona
radiata umgeben sind. Der Vergleich von Oozyten mit gleicher Kumulusmorphologie aus
verschiedenen Studien wird allerdings dadurch erschwert, dass eine international
anerkannte, einheitliche Einteilung der Morphologieklassen nicht besteht. Zum Teil werden in
den Untersuchungen Unterklassen bei den kompakten KOK gebildet und besonders die
expandierten KOK werden in vielen Studien aufgrund ihres Expansionsgrades nochmals
unterteilt (Hinrichs et al., 2007; Grondahl et al., 1995). Zudem muss beim Vergleich der
Verteilung von KOK-Morphologieklassen zwischen verschiedenen Studien beachtet werden,
dass die Gewinnungsmethoden von KOK einen signifikanten Einfluss auf die
Kumulusmorphologie und damit auf die relativen Anteile der Kumulusmorphologieklassen
haben. Wahrend bei der Aspiration in vivo 31% kompakte KOK, 19,8% expandierte KOK und
19,8% KOK mit nur wenigen Zelllagen gefunden wurden, zeigte sich beim ,Follicle scraping®
eine Zusammensetzung aus 50,7% kompakten, 47,2% expandierten und keinen KOK mit nur
wenigen Zelllagen (Alm et al., 1997). Trotzdem wurde vielfach gezeigt, dass sich die
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Beurteilung und Klassifizierung der Kumulusmorphologie dazu eignet, Rickschlisse auf den
physiologischen Zustand von Oozyten und den Herkunftsfollikel zu ziehen (Bezard et al.,
1997; Grondahl et al., 1995; Kenney et al., 1979). Eine Expansion der Kumuluszellen steht
im Zusammenhang mit der Maturation von praovulatorischen Follikeln (Grondahl et al., 1995)
sowie mit der Follikelatresie von kleinen Follikeln (Hinrichs und Williams, 1997). Zwischen
den Atresiestadien des Herkunftsfollikels und Vorgangen der Apoptose in den
Granulosazellen der KOK besteht eine Korrelation (Pedersen et al., 2003; Dell'aquila et al.,
2003). Zusammenhdnge des Expansionsgrades des Kumulus oophorus mit der
Chromatinkonfiguration der Oozyte (Hinrichs, 1997) wund zu Parametern der
zytoplasmatischen Reifung der Oozyte konnten ebenfalls aufgezeigt werden (Torner et al.,
2007; Grondahl et al.,, 1995). So lassen sich ultrastrukturelle Unterschiede bei der
Chromatinkonfiguration des Diplotdns bei equinen Oozyten beschreiben, die einen
Zusammenhang mit der Kumulusmorphologie aufweisen. Bei Oozyten aus expandierten
KOK, deren Chromatin ein Diplotédnstadium aufwies, lag das Chromatin zu einem hohen
Anteil in kondensierter Form im Germinalvesikel vor, wahrend das Chromatin von Oozyten
mit einem kompakten Kumulus, im Diplotan haufiger feinfibrillar im Germinalvesikel verteilt
vorlag (Hinrichs et al., 1993). Das Stadium des kondensierten Diplotan gilt als die
Kernkonfiguration, in dem equine Oozyten erst die vollstandige meiotische Kompetenz
besitzen (Hinrichs und Schmidt, 2000; Alm und Hinrichs, 1996). Bei der In-vitro-Maturation
von equinen Oozyten wurde gezeigt, dass die Kumulusmorphologie von KOK zum Zeitpunkt
ihrer Gewinnung bzw. zum Beginn der IVM einen Einfluss auf die chromosomale Reifung
und den Verlauf der ultrastrukturellen und zytoplasmatischen Reifung wahrend der IVM hatte
(Hinrichs et al.,, 2005). In Systemen zur In-vitro-Produktion von Embryonen erreichten
Oozyten der expandierten KOK schneller das reife Kernstadium der MIl in der IVM als
Oozyten der kompakten KOK (Torner et al., 2007) und wiesen nach IVF (Alm et al., 2001)
oder ICSI (Mohammadi-Sangcheshmeh 2010; Mohammadi-Sangcheshmeh et al., 2009) eine
héhere Entwicklungskompetenz auf. Daher wurde die Hypothese aufgestellt, dass eine
beginnende Follikelatresie auch einen positiven Einfluss (Prdmaturation) auf die
Entwicklungsfahigkeit von equinen Eizellen in In-vitro-Systemen haben kdnnte
(Dell'aquila et al., 2003; Hinrichs, 1997).

2.8 In-vivo-Oozytengewinnung bei Stuten

Die Basis fir den Erfolg wund die zukinftige Weiterentwicklung der
In-vitro-Reproduktionstechniken bei Pferden bildet eine zuverlassige Gewinnung und
Handhabung von equinen Oozyten (Carnevale und Maclellan, 2006). Im Kontrast zu anderen
Spezies kénnte bei Pferden die Gewinnung von Oozyten bei lebenden Donoren in Zukunft
eine groRere Rolle spielen als die In-vitro-Eizellgewinnung an Ovarien, die auf Schlachthéfen
entnommen wurden (Galli et al.,, 2007). Zur gezielten Eizellgewinnung zu bestimmten
Zeitpunkten oder von ausgewahlten Follikeln finden vier Methoden Anwendung: Zum einen
kénnen Ovarien zu definierten Zeitpunkten mittels Hemikastration bei Stuten entnommen
und anschlieBend die Eizellen in vitro am isolierten Ovar gewonnen werden (Rddiger, 2000).
Zum anderen besteht auch die Mdglichkeit, das entsprechende Ovar durch einen
Flankenschnitt hervorzulagern und die Follikel unter Sichtkontrolle zu aspirieren
(Vogelsang et al., 1988). Weiterhin existiert die Variante, das Ovar zunachst lber eine Hand
des Untersuchers vom Rektum aus flankennah zu fixieren und mittels einer blind gefiihrten
Nadel durch die Flankenmuskulatur des Donors mit der anderen Hand des Untersuchers die
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gewlnschten Follikel zu aspirieren (Hinrichs et al., 1990). Als Mittel der Wahl fir eine
gezielte, minimal invasive, wiederholbare und komplikationsfreie Eizellgewinnung bei Stuten
wird jedoch von Carnevale und Maclellan (2006), Galli et al. (2007) und Kanitz (2008a) die
ultraschallgeleitete transvaginale Follikelaspiration (Ovum Pick Up) gesehen. Sie kann
wochentlich bei Stuten wiederholt werden, ist auch bei azyklischen Stuten anwendbar und
wird problemlos von Stuten ohne weitere Nachbehandlungen vertragen. Negative Einflisse
auf die Fruchtbarkeit oder auf eine bestehende Trachtigkeit bestehen nicht
(Kanitz et al., 2003; Mari et al., 2005; Franz et al., 2001). Allerdings bleibt die Effektivitat
dieser In-vivo-Eizellgewinnung, gemessen an der Oozytengewinnungsrate pro Follikel oder
der Anzahl der gewonnenen Oozyten pro Ovar, hinter der In-vitro-Eizellgewinnung zuriick
(Alm et al., 1997).

2.8.1 Ultraschallgeleitete transvaginale Follikelaspiration

Die Eizellgewinnung mittels transvaginaler ultraschallgeleiteter Follikelaspiration wird am
stehenden Tier vorgenommen. Vor der Prozedur wird die Spenderstute in einen Stand
verbracht, das Rektum ausgerdaumt und der Perinealbereich chirurgisch gewaschen. Die
Stuten werden fir die Follikelaspiration durch a-2-Agonisten (Xylazin, Detomidin) sediert.
Eine zusatzliche Schmerzausschaltung kann mit Butorphanoltartrat vorgenommen werden.
Um eine leichte Manipulation des Ovars Uber das Rektum zu gewahrleisten wird zusatzlich
eine Darmrelaxierung durch Propanthelinebromid oder N-Butylscopolaminbromid empfohlen
(Carnevale und Maclelan, 2006; Kanitz et al, 2000). Zum Einsatz kommen
Ultraschallsysteme mit speziellen Punktionssonden, die einen Fuhrungskanal fir eine
Aspirationskantle besitzen. Es sind aber auch Systeme erhaltlich (siehe dazu auch Abb. 3
im Kapitel 3), bei denen ein stabférmiger Sondentrager spezielle Sonden (Fingertip-Sonden)
starr umschliet. Ein langer Fuihrungskanal fir die Aspirationskanile ist dabei im
Sondentrager eingearbeitet, welcher direkt neben der Ultraschallsonde endet
(Kanitz et al., 1995; Cook et al., 1992). Es werden Ultraschallsonden im Frequenzbereich
von 5 MHz (Cook et al., 1992) bis 6,5 MHz (Becker et al., 1997) verwendet. Das
Aspirationssystem wird in die craniale Vagina der vorbereiteten Stute eingefuhrt, das Ovar
vom Rektum aus erfasst und so an die abdominale Seite der Scheidenwand herangefiihrt bis
sich das Ovar deutlich im Ultraschallbild darstellt (siehe dazu auch Abb. 4 und 5 im
Kapitel 3). Dabei ist auf einen mdglichst geringen Keimeintrag in die Vagina zu achten, um
die Aspirate nicht zu verunreinigen und Entziindungen vorzubeugen. Dazu sollte das
Aspirationssystem zuvor feucht sterilisiert werden. Ein zusatzlicher Schutz kann durch
einmal zu verwendende Latexiberziige erreicht werden. Spezielle Ultraschallsysteme
besitzen die Mdglichkeit eine Punktionslinie im Ultraschallbild einzublenden, welche den
Punktionsweg der Nadel im Gewebe andeutet. Das Ovar wird so positioniert, dass das
Zentrum des zu punktierenden Follikels auf der Punktionslinie zu liegen kommt. Dann wird
die Punktionsnadel unter ultrasonographischer Sichtkontrolle vorgeschoben, durchsticht die
Scheidenwand und das Ovargewebe, bis sich die Nadelspitze im Zentrum des Follikels
abbildet (siehe dazu auch Abb. 4 im Kapitel 3). Nun kann der Follikel manuell mit einer
angesetzten Spritze oder automatisiert durch ein Pumpsystem aspiriert bzw. gespllt werden.
Nach dem Zuriickziehen der Nadel kann sofort der nachste Follikel aspiriert werden. Die
Lange der Nadeln betragt 50 cm (Bruck et al., 1997) bis 60 cm (Hinrichs und Williams, 1997),
wenn sie den gesamten Sondentrager ununterbrochen durchziehen oder 8 cm
(Kanitz et al., 2000), wenn die Nadel auf ein bewegliches und wiederverwendbares
Roéhrchen im Aspirationssystem aufgesetzt wird. Der Durchmesser der verwendeten Nadeln
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reicht von 12 G (Carnevale und Maclellan, 2006; Cook et al., 1992) bis 19 G
(Kanitz et al., 2000), dieses entspricht einem AufRendurchmesser von 2,7 bis 1,1 mm. Dabei
kénnen die Nadeln ein oder doppellumig gestaltet sein, je nachdem ob die Follikel nur
aspiriert, nach dem Rein-Raus-Prinzip oder unter anhaltendem Flissigkeitsstrom gespiilt
werden sollen (Cook et al., 1993). Da bei Stuten die Oozyten Uber die Granulosazellen
besonders fest und breit mit der Follikelwand verwachsen sind (Hawley et al., 1995), werden
durch den mechanischen Einfluss einer Follikelspilung hohere Oozytengewinnungsraten
erzielt als bei der einfachen Aspiration von Follikeln (Cook et al., 1993; Kanitz et al., 1995;
Bracher et al., 1993). Als Spilflissigkeiten werden handelstbliche Embryonenspiimedien
oder PBS benutzt, die mit Heparin (10 IU/ml) zur Verhinderung einer Koagulation der
Aspirate versetzt sind (Carnevale und Maclellan, 2006). Jedoch werden bei der
Follikelaspiration in vivo bei unreifen Follikeln durchschnittlich nur bei 20 bis 25% der
aspirierten Follikel die Eizellen gewonnen und auf diese Weise 3-5 Oozyten pro Stute und
Aspirationssitzung erzielt (Kanitz, 2008a; Becker et al., 1997; Bruck et al, 1997). Einige
Autoren berichten aber auch von Oozytengewinnungsraten um 50% bei der Aspiration von
unreifen Follikeln (Barbacini et al., 2010; Jacobson et al., 2010; Galli et al., 2002). Bei der
Aspiration von reifen (praovulatorischen) Follikeln werden hingegen
Oozytengewinnungsraten von Uber 70% regelmaRig erzielt (Hinrichs et al, 2000;
Coutinho da Silva et al., 2002). Dazu wird der dominante Follikel ab einem Durchmesser von
30 bis 36 mm durch Applikation von hCG oder GnRH vor der Eizellgewinnung zur Reifung
gebracht (Carnevale und Maclellan, 2006; Hinrichs et al., 1990; Cook et al., 1993). Wahrend
der Follikelreifung kommt es zu einer Expansion der Granulosazellen wodurch sich die
Verbindung der Oozyte zur Follikelwand im Hinblick auf die bevorstehende Ovulation lockert
(Grondahl et al., 1995). Die Aspiration des auf diese Weise vorbereiteten Follikels wird im zu
erwartendem Ovulationszeitraum, 24 bis 36 Stunden nach der Ovulationsinduktion,
durchgefihrt. Die Oozytengewinnungsraten (in %) unterschieden sich nicht signifikant von
einander, wenn die Aspirationen nach 24 (66%) oder 35 Stunden (73%) erfolgten, oder nach
22 (75%) und 33 Stunden (83%) nach einer hCG-Behandlung vorgenommen wurden
(Hinrichs et al.,, 2000; Coutinho da Silva et al., 2002). Nach der Aspiration von
praovulatorischen Follikeln kann mittels Ultraschall eine Gelbkérperentwicklung beobachtet
werden und vier von funf  Stuten entwickeln nach sechs  Tagen
Plasmaprogesteronkonzentrationen, wie sie auch natlrlicherweise nach einer Ovulation
festgestellt werden kdnnen (Bracher et al., 1993).

Neben den oben beschriebenen Einflissen des Entwicklungsstadiums eines Follikels stellte
Kanitz (2008a) in seinen Untersuchungen den Follikeldurchmesser, die Zyklizitdt und das
Zyklusstadium der Donoren, die Stute selbst und das Zeitintervall zwischen den
Aspirationssitzungen als Faktoren fest, die die Ergebnisse der ultraschallgeleiteten
transvaginalen Eizellgewinnung bei unreifen Follikeln beeinflussen. Wahrend bei der
Aspiration von Follikeln mit einem Durchmesser von unter 10 mm Gewinnungsraten von
38,9% erreicht wurden, sank die Gewinnungsrate signifikant bei Follikeln mit einem
Durchmesser von tber 30 mm auf 8,3%. Bei Stuten wurden in der azyklischen Saison mit
40,4% signifikant héhere Gewinnungsraten erreicht, als bei Stuten am Zyklustag 5 mit 26,3%
oder am Zyklustag 12 mit 12,4%. Auch andere Autoren bestétigen einen signifikanten
Einfluss des Zyklusstadiums auf die Oozytengewinnungsraten, die wahrend der Rosse,
gegenuber dem Didstrus, doppelt so hoch sein kénnen (Cook et al., 1993; Franz et al,,
2001). Wahrend bei den Untersuchungen von Kanitz (2008a) bei einzelnen Stuten
durchschnittlich 26,5 Follikel bei wiederholten Follikelaspirationen gespult werden konnten
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und dabei durchschnittlich eine Gewinnungsrate von 26,4% realisiert wurde, konnten bei
anderen Donoren durchschnittlich nur 8,6 Follikel aspiriert werden und dabei eine
Gewinnungsrate von 10,2% erreicht werden. Kanitz (2008a) erreichte zudem eine signifikant
niedrigere Anzahl gewonnener Oozyten pro Aspirationssitzung, wenn das Zeitintervall von
einmal pro Zyklus auf durchschnittliche 7 Tage zwischen den Aspirationssitzungen verkurzt
wurde. Der Grund daflir bestand in einer signifikant niedrigeren Anzahl aspirierter Follikel bei
einem Verklrzten Intervall zwischen den Aspirationssitzungen, wahrend die
Oozytengewinnungsraten mit 21,4% und 20,7% gleich blieben. Auch Becker et al. (1997)
erkannte keinen Einfluss des Zeitintervalls zwischen den Aspirationssitzungen auf die
Oozytengewinnungsrate, wahrend Brick et al. (1997) eine Halbierung der
Oozytengewinnungsrate bei einer Verkirzung des Intervalls von 23 Tagen auf 6 Tage
zwischen den Aspirationssitzungen feststellte.

2.8.2 Differenzierung von Follikeln wahrend der ultraschallgeleiteten
Follikelaspiration

Zusatzlich bietet sich bei der Eizellgewinnung durch eine ultraschallgeleitete
Follikelaspiration die Mdglichkeit einer genaueren Charakterisierung der aspirierten Follikel
und deren gezielte Gewinnung an. Vor der Aspiration kann der Durchmesser der Follikel
bestimmt werden, die Follikel getrennt nach GroRRe aspiriert und die Eizellen entsprechend
bewertet werden (Kanitz et al., 2000; Kanitz, 2008a). Gastal et al. (2004) konnten Uber die
Dokumentation des GroRenwachstums von Follikeln vor der Aspiration, gezielt den
dominanten Follikel einer Follikelkohorte zum Zeitpunkt der Deviation aspirieren oder aber
das System dazu nutzen, Substanzen zum Zeitpunkt der Deviation gezielt in die nicht
dominanten Follikel zu injizieren (Ginther et al., 2008a). Zudem kann im Ultraschallbild die
Morphologie des Follikels (spharisch oder apikal), die Morphologie der Follikelwand
(Wandstarke, Echogenitat, Serration der Granulosazellschicht) und die Homogenitat der
Follikelflussigkeit ndher dargestellt werden und die gewonnenen Daten zur Charakterisierung
des Entwicklungsstatus eines Follikels vor der Aspiration genutzt werden
(Ginther et al., 2007a). Durch die Darstellung des Blutflusses in der Follikelwand mittels
Dopplerultrasonographie ist eine Identifikation des praovulatorischen Follikels mdglich
(Gastal et al., 2006) und im Zusammenhang mit einer ultraschallgeleiteten Follikelaspiration
konnte der Einfluss der Vaskularisierung der Follikelwand und damit des Reifungsgrades des
praovulatorischen  Follikels auf die Eizelleneigenschaften beschrieben werden
(Ginther et al.,, 2007a). Parallel zur Eizellgewinnung wird die ultraschallgeleitete
Follikelaspiration zur gezielten Probengewinnung von Follikelflissigkeiten genutzt
(Forst, 2003). Dabei wird eine genauere Charakterisierung der aspirierten Follikel durch die
Bestimmung der  Steroidkonzentrationen in der Follikelflissigkeit = ermdglicht
(Collins et al., 1997; Gastal et al., 1999; Belin et al., 2000; Becker et al., 2006). Nach Gastal
et al. (2004) kénnen durch eine Follikelaspiration alle auf einem Ovar befindlichen Follikel
beseitigt werden. Auf diese Weise konnte Gastal et al. (2004) eine neue homogene
Follikelwachtumswelle fir weitergehende Untersuchungen induzieren. Andere Autoren
geben allerdings zu bedenken, dass sich die Follikel nach der Aspiration wieder mit
Follikelflussigkeit fullen kénnten und sich nach kurzer Zeit erneut als intakte Follikel im
Ultraschallbild darstellen (Duchamp et al., 1995; Kanitz et. al., 2000).
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3 Material und Methode

3.1 Versuchstiere und Versuchszeitraum

Flr die Untersuchung wurden 14 Stuten der Rasse ,Mecklenburger Warmblut® aus dem
Stutenbestand des Leibniz-Instituts fiir Nutztierbiologie in Dummerstorf (FBN-Dummerstorf)
verwendet. Die Stuten waren vor, im und nach dem Versuchszeitraum klinisch gesund,
besalien ein Kérpergewicht von 550 bis 650 Kg und waren zwischen 5 und 20 Jahre alt. In
dem Versuchszeitraum wurden die Stuten auf der Weide gehalten, im April und September
wurden sie zusatzlich nachts in Pferdeboxen des Pferdestalls des FBN-Dummerstorf
aufgestallt und mit Heu und Hafer zugefiittert. Mehrmals in der Woche leisteten die Stuten im
Reitbetrieb oder vor der Kutsche mittlere Arbeit. Vor Beginn der Eizellgewinnung wurde bei
den Stuten mindestens eine Rosse festgestellt und der physiologische Verlauf der Rosse,
Ovulationszeitraum sowie die klinische Geschlechtsgesundheit ultrasonographisch
festgestellt. Der tierexperimentelle Teil der Untersuchungen erstreckte sich (ber den
Zeitraum von April bis September 2007. Die Gewinnung von KOK mittels ultraschallgeleiteter
transvaginaler Follikelaspiration wurde bei der zustdndigen Behoérde des Landkreises
Doberan (Mecklenburg/VVorpommern) in Form einer Anzeige nach §6 Abs.1 Satz2 Nr. 4 des
Tierschutzgesetzes angemeldet.

3.2 Gewinnung der Kumulus-Oozyten-Komplexe

3.2.1 Versuchsaufbau zur Oozytengewinnung und
Follikelgruppeneinteilung

Die Eizellen und Follikelflissigkeiten wurden durch wiederholte ultraschallgestitzte
transvaginale Follikelaspirationen gewonnen (Kanitz et al., 1995). Fiur die zytologischen
Untersuchungen an den Eizellen war ein Probenumfang von 180 Oozyten vorgesehen.
Insgesamt wurden dafir 120 Aspirationssitzungen durchgefiihrt. Die Gewinnung der
Kumulus-Oozyten-Komplexe erfolgte in zwei verschiedenen Typen von
Follikelaspirationssitzungen:

1. Aspirationstyp: Aspirationssitzungen, die wahrend einer Rosse durchgefiihrt wurden
(n=43)

2. Aspirationstyp: Aspirationssitzungen, denen eine Ablation aller Follikel (>0,5 cm)
vorausging und die bei den neu herangewachsenen Follikelgruppen
durchgefihrt wurden, noch bevor sich ein dominanter Follikel
entwickelt hatte (n=77)

Die Aspirate mit den darin enthaltenden KOK, die beim ersten Aspirationstyp (,Rosse”)
gewonnen wurden, wurden entsprechend ihrer Ursprungsfollikel in die Gruppen
Lpraovulatorische Follikel* und ,subordinante Follikel“ unterschieden, die Aspirate und
Eizellen die dem zweiten Aspirationstyp entstammten der Gruppe ,wachsende Follikel”
zugeordnet.
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3.2.1.1 Versuchsablauf des ersten Aspirationstyps (wahrend der Rosse), zur
Gewinnung von KOK aus praovulatorischen Follikeln und
subordinanten Follikelgruppen
Nach dem klinischen und ultraschallunterstiitzten Festellen mindestens einer Rosse vor
Versuchsbeginn wurden die Tiere zwei Wochen nach der letzten Rosse erneut klinisch und
ultrasonographisch auf Rosseanzeichen untersucht. Die Ultraschalluntersuchungen wurden
mit dem Gerat SSD-500 der Firma ALOKA CO, LTD (Tokyo, Japan), ausgestattet mit einem
5 MHz Linearschallkopf (ALOKA, Modell UST-5820-5), durchgefiihrt. Beim Vorliegen eines
Follikels mit einem Mindestdurchmesser von 36 mm sowie einer Faltenlegung des
Endometriums  aufgrund eines rossebedingten Endometriumédems zu einem
+~Wagenradmuster” in der ultrasonographischen Querschnittsaufnahme des Uterus, wurde
der Stute eine Dosis von 2500 |.E. hCG (Ovogest® Intervet Deutschland GmbH,
UnterschleiBheim, Deutschland) intravends verabreicht. Nach Ablauf von 24-26 Stunden
erfolgte eine ultraschallgeleitete Follikelpunktion aller Follikel mit einem Mindestdurchmesser
von 5 mm.
Die Aspirate wurden entsprechend ihrer Herkunft getrennt. Das Aspirat des Follikels mit dem
grofRten Durchmesser gelangte separiert zur Untersuchung und wurde bei der Auswertung
der praovulatorischen Follikelgruppe zugeordnet. Beim Vorliegen von zwei gleichgroen
Follikeln wurden die Aspirate beider Follikel separat aufgefangen und der Gruppe
zugeordnet. Alle weiteren Follikel, die zu diesem Zeitpunkt auf den Ovarien vorhandenen
waren, wurden bis zu einer MindestgréRe von 5 mm aspiriert, in Sammelproben fiir jedes
Tier zusammengestellt und bei der Auswertung als subordinante Follikelgruppe
zusammengefasst. Bei den verschiedenen Stuten wurde der erste Aspirationstyp wahrend
der Zuchtsaison ein bis fiinf mal durchgefiihrt.

3.2.1.2 Versuchsablauf des zweiten Aspirationstyps (nach vorangegangener
Follikelablation), zur Gewinnung von KOK aus wachsenden
Follikelgruppen
Flr diesen Aspirationstyp erfolgten die Aspirationssitzungen auf eine Aspirationssitzung
wahrend der Rosse oder auf eine Aspirationssitzung des zweiten Typs. In der
vorangegangenen Follikelaspirationssitzung mussten dafiir alle Follikel mit einem
Follikeldurchmesser von 5 mm aspiriert worden sein (=Follikelablation). Ab dem vierten Tag
nach einer Follikelablation wurden die Ovarien taglich transrektal ultrasonographisch
untersucht und die vorhandenen Follikel vermessen. Sobald ein Follikel einen Durchmesser
von 20 mm aufwies, wurde am selben, oder nachfolgenden Tag eine erneute Follikelablation
durchgefiihrt. Der Zeitraum zwischen zwei Follikelblationen betrug im Mittel 6,8 Tage
(Intervall 5-9 Tage). Die dabei gewonnenen Aspirate wurden je Tier zu Sammelproben
zusammengefasst und bei der Auswertung als wachsende Follikelgruppe erfasst. Diesem
zweiten Aspirationssitzungstyp wurden die Stuten im Versuchszeitraum zwei bis zehn mal
unterzogen.
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3.2.2 Durchfiihrung der transvaginalen ultraschallgeleiteten
Follikelaspiration

3.2.2.1 Technische Ausriistung

Zur Durchfiihrung der transvaginalen ultraschallgeleiteten Follikelaspiration wurde das
Aspirationssystem der Firma VETEC GmbH (Rostock, Deutschland) eingesetzt (Abb. 3). Das
System ermdglicht, zusammen mit einem Ultraschallgerat, das gezielte Aspirieren und
Spllen von Follikeln. Es setzt sich aus einem Trager fur den Ultraschallkopf, dem
Punktionsnadeltrager, einem Bedienelement mit Réhrchen zur Probensammlung sowie einer
Druck- und Saugpumpe zusammen.

Abb.3 : Abbildung des verwendeten Aspirationssystems

: Vorratsgefall mit Splilmedium

: Pumpengehause

: Unterdruckgefaly

: Griffstiick am Punktionsnadeltrager mit Bedienelementen der Pumpe
: Probenréhrchen

: Punktionsnadeltrager mit Aspirations- und Spiilkanal

Trager

: Tragerkopf mit Ultraschallsonde und vorgeschobener Punktionsnadel
: Anschluss zum Ultraschallgerat
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Fir die KOK-Gewinnung war das System mit einem 6,5 MHz Sektorschallkopf
(Fingertipsonde Modell EUP-F-331, HITACHI Medical Systems GmbH, Norderstedt,
Deutschland) am Kopfteil des Tragers ausgestattet. Im Trager ist ein Kanal eingearbeitet, der
neben der Ultraschallsonde endet. In diesem Kanal kann ein Punktionsnadeltrager vor- und
zurick bewegt werden. Der Punktionsnadeltrdger beinhaltet wiederum einen
Aspirations- und Spulkanal. Am Ende des Punktionsnadeltragers laufen der Aspirations- und
Spiilkanal an einem Luerlockansatz zusammen, an dem eine Punktionsnadel (Acufirm®,
E. Kratz Nadelfabrik, Dreieich, Deutschland) aufgesetzt wurde. Die Punktionsnadel hatte
eine Lange von 80 mm, einen Auflendurchmesser von 1,1 mm und einen Innendurchmesser
von 0.8 mm. Die zum Aspirationssystem gehdérende Pumpe erzeugt einen regelbaren
Unter- und Uberdruck von 0,2-0,3 bar und in dieser Systemzusammenstellung eine Flussrate
beim Aspirations- und Spilvorgang von 30,1 bis 42,6 ml pro Minute. Bei der Verwendung
dieses Systems wurden die Follikel zunachst aspiriert und im gleichen Arbeitsgang im
Rein-Raus-Prinzip wiederholt gespult. Zur Errechnung und Darstellung der Ultraschallbilder
wurde das Ultraschallgerat EUB-6500 (HITACHI Medical Systems GmbH, Norderstedt,
Deutschland) an das Aspirationssystem gekoppelt.

3.2.2.2 Vorbereitung der Stuten fiir die Follikelaspiration

Zur Follikelaspiration wurden die Stuten in einen Behandlungsstand fir Pferde im
Tiertechnikum des FBN-Dummerstorf gebracht. Die Follikelaspirationen wurden am
stehenden Tier unter Sedierung vorgenommen. Zu Beginn der Aspirationssitzung wurden die
Stuten mit einer individuellen Dosis Detomidin sediert (0,6-1,2 ml Domidine®,
Albrecht GmbH, Aulendorf, Deutschland). Mit einem Kombinationspraparat aus
Butylscopolamin und Metamizol (25 ml Buscopan comp.®, Boehringer Ingelheim
Vetmedica GmbH, Ingelheim, Deutschland) erfolgte eine Relaxation des Rektums und eine
weitere Schmerzlinderung. Durch diese Vorbehandlung wurde eine leichte Manipulation der
Ovarien via Rektum moglich. Nach der Evakuierung des Rektums wurde der &ufere
Genitalbereich mit Seifenlauge gewaschen und mit 70% Isopropanol (Heiland GmbH,
Hamburg, Deutschland) desinfiziert.

3.2.2.3 Durchfiihrung der Follikelaspiration

Der Tragerkopf des Aspirationssystems wurde vor Beginn jeder Aspirationssitzung mit einer
Ultraschallsondenschutzhiille aus Latex (Einmalmaterial, MAPA GmbH, Zeven, Deutschland)
Uberzogen und mit einem Gleitgel (Gleitgel-Bengen, WDT eG, Hannover-Garbsen,
Deutschland) benetzt. Der Trager wurde bei den, wie unter 3.2.2.2. beschrieben,
vorbereiteten Stuten mit der Ultraschallsonde zunachst in die Vagina eingebracht und am
kranialen Ende der Scheide in der Fornix vaginae platziert. Eine Person ergriff ber das
Rektum ein Ovar und positionierte es mit leichtem Druck an die abdominale Seite der
Scheidenwand vor den Schallkopf (Abb.5). Das Ovar mit den darauf befindlichen Follikeln
wurde damit im Ultraschallbild sichtbar und eine zweite Person konnte die Punktionsnadel
zusammen mit dem Punktionsnadeltrager gezielt vorschieben. Eine eingeblendete
Flhrungslinie auf dem Bildschirm des Ultraschallgerates zeichnet dazu die zu erwartende
Einstichrichtung der Punktionsnadel als Orientierungshilfe vor. Die Nadel durchstach dabei
die Scheidenwand und drang in das Ovar und in die darauf befindlichen Follikel ein. Bei dem
Vorgang konnte die Position der Nadelspitze im Ultraschallbild verfolgt werden (Abb. 4).
Sobald sich die Nadelspitze in der Follikelhéhle befand, wurde mit der Aspiration begonnen.
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Abb.4: Situationsdarstellung der Follikelaspiration im Ultraschallbild
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Die Follikel wurden zunachst mit einem Unterdruck von 0,3 bar aspiriert und anschlieRend
nach dem Rein-Raus-Prinzip drei bis viermal, mit einem Uberdruck von 0,3 bar im Spiilkanal,
gespllt und aspiriert. Als Spulmedium wurde ein Embryonenspilmedium mit
HEPES-Pufferung und Polyvinylalkohol (Vigro-TM Complete Flush, Bioniche Animal Health
USA Inc., Pullman, WA, USA) mit einer Temperatur von 20°C verwendet. Das Spilmedium
wurde zusatzlich mit 2 IE Heparin pro ml (Heparin-Natrium 25000 ratiopharm inj.5 ml,
Ratiopharm GmbH, Deutschland) angereichert. Nach wiederholter Spullung und
abschlieRender Aspiration eines Follikels wurde die Punktionsnadel wieder vollstandig in den
Arbeitskanal zuriickgezogen und durch Bewegung des Ovars der nachste Follikel auf der
Flhrungslinie im Ultraschallbild in Position gebracht und aspiriert. Nachdem alle Follikel mit
einem Mindestdurchmesser von 5 mm auf dem einen Ovar nacheinander aspiriert und
gespult waren, wurde das zweite Ovar der gleichen Prozedur unterzogen. Die Aspirate
wurden von dem Aspirationssystem in 26 ml Probenréhrchen (Sarstedt, 55.471.004,
Numbrecht, Deutschland) gesammelt. Geflllte Ro&hrchen wurden wahrend der
Aspirationssitzung ausgetauscht, verschlossen und bis zum Ende der Aspirationssitzung der
Stute bei Zimmertemperatur gelagert. Die gesamte Aspirationssitzung nahm ca. 30 Minuten
in Anspruch.
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Abb. 5: Schematische Darstellung der Durchfiihrung einer ultraschallgeleiteten

Follikelaspiration bei Stuten

e

3.2.3 Auffinden und Klassifizieren der Kumulus-Oozyten-Komplexe

3.2.3.1 Auffinden der Kumulus-Oozyten-Komplexe in den Aspiraten
Nach Abschluss der Follikelaspiration einer Stute wurden die Aspirate in das Zelllabor des

Forschungsbereiches Fortpflanzungsbiologie des

FBN-Dummerstorf verbracht.

Die

gesammelten Aspirate wurden getrennt nach ihrer Follikelherkunft (s.3.2.1.1/2.) auf KOK
durchmustert. Dazu wurden die Aspirate mittels eines Analysensiebes mit einer PorengroRRe
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von 50 pym (Analysensieb nach DIN ISO 3310/1, Retsch GmbH, Haan, Deutschland)
zunachst gefiltert. Anschlieend erfolgte die Spllung des Filterriickstandes aus dem Sieb mit
10-20 ml Embryonenspilmedium (Vigro-TM Complete Flush, Bioniche Animal Health USA
Inc., Pullman, WA, USA) Die Spulflissigkeit wurde in einer Petrischale aufgefangen und
unter einem Stereomikroskop (SMZ 800, Nikon, Japan) bei 15-63facher VergréRerung
durchgemustert. Die aufgefundenen KOK wurden morphologisch beurteilt und nach
Follikelgruppe und KOK-Morphologie getrennt in eine 4-Well-Multischale (176742, Nunc,
Danemark) in PBS- Losung (04-479Q, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Mdinchen,
Deutschland) mit 0,3% BSA (A 7888-50G, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland) verbracht. Bis zur weiteren Behandlung wurden die KOK in einem Brutschrank
(Incubator C42, Labotec GmbH, Dillenburg, Deutschland) bei 38,5°C gesammelt und bis zu
zwei Stunden gelagert. Die Anzahl und die Morphologie der KOK wurde bei diesem
Arbeitsschritt in Abhangigkeit von der Follikelgruppe fir jede Stute individuell erfasst.

3.2.3.2 Klassifizierung der Kumulus-Oozyten-Komplex-Morphologie

Die Kumulus-Oozyten-Komplexe wurden beim Aufsuchen in den Aspiraten unter einem
Stereomikroskop (SMZ 800, Nikon, Japan) bei 15-63facher VergroRerung in drei
Morphologieklassen (kompakter KOK; expandierter KOK; Corona radiata) eingeteilt
(Torner und Alm, 1995) und nach Morphologieklassen getrennt in eine 4-Well-Multischale mit
PBS-Loésung mit 0,3% BSA verbracht.

Die KOK wurden als kompakter KOK klassifiziert, wenn deren Oozyte von mehreren Lagen
dicht gepackter Kumuluszellen umgeben war. Die kompakten KOK erschienen im nativen
Mikroskopbild grau und wiesen als zuséatzliches Kriterium eine glatte (der Follikelhéhle
zugewandte) Oberfliche und eine entgegengesetzte unregelmalige Oberflache
(Follikelwand zugewandte) auf (Abb. 6 b). Die KOK wurden als expandierte KOK
klassifiziert, wenn deren Oozyte von mehreren Lagen Kumuluszellen umgeben waren,
dessen Verband sich gelockert hatte. Die KOK erscheinen gegeniiber den kompakten KOK
heller und weisen allseits eine unregelmaflige Oberflache auf (Abb. 6 c). Eine dritte
Morphologieklasse bildeten Oozyten, die von ein bis drei Schichten isoprismatischen
Kumuluszellen umlagert waren. Sie wurden als ,Corona radiata“ klassifiziert (Abb. 6 a).

Abb.6: Kumulus-Oozyten-Komplex-Morphologie bei Pferden

a b : @

Klassifizierung der Kumulus-Oozyten-Komplex-Morphologie:
a: Corona radiata; b: kompakter KOK; c: expandierter KOK
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3.3 Steroidanalysen der Follikelflussigkeiten

3.3.1 Probennahme

Vor Beginn der Follikelaspirationen wurde der Mindestprobenumfang fir eine statistisch
reprasentative  Stichprobe zur Bestimmung der Steroidkonzentrationen in den
Follikelflussigkeiten festgelegt. Das Risiko erster Art wurde mit 0,05 vorgegeben und der
Probenumfang flir einen zweiseitigen Test ausgelegt. Als Ausgangswerte fir die zu
erwartenden Varianzen wurden die Ergebnisse aus der Arbeit von Kenny et al. (1979)
verwendet. .

Zur Beprobung gelangte jeweils der erste aspirierte Follikel einer Follikelgruppe in einer
Aspirationssitzung. Das Aspirationssystem wurde zuvor mit destillierten Wasser gespiilt und
der Aspirationskanal mit Druckluft ausgeblasen, sowie eine neue Punktionskaniile und
Probenréhrchen angebracht. Wurden die Stuten der Aspirationssitzung wahrend der Rosse
unterzogen, so wurde als erstes der praovulatorische Follikel beprobt und nach vollstandiger
Aspiration und Spulung des Follikels das System wie oben beschrieben gereinigt. Daraufhin
wurde in der gleichen Aspirationssitzung der erste aspirierte Follikel der subordinanten
Follikelgruppe beprobt. Bevor der beprobte Follikel zum ersten mal gespult wurde, wurde das
Probenréhrchen (Sarstedt, 55.471.004., Nimbrecht, Deutschland) ausgetauscht und die
native Follikelflissigkeit verschlossen bei Raumtemperatur bis zum Ende der
Aspirationssitzung gelagert. Anschlieend wurde ein Milliliter der nativen Follikelflissigkeit
aus dem Probenréhrchen mit einer Eppendorf-Pipette in ein 1,5 ml -Eppendorfftube (Heiland,
370-465, Hamburg) Uberfihrt. Vor jeder Probenentnahme wurde die Pipette (Assipette
1000 pl, WDT eG, Hannover-Garbsen, Deutschland) mit einer neuen 1000 pl Pipettenspitze
(Heiland, 370-460, Hamburg) bestickt. Die Proben wurden entsprechend ihrer
Follikelherkunft gekennzeichnet und bei —20°C gelagert.

3.3.2 Methoden zur quantitativen Steroidkonzentrationsbestimmung in
den Follikelfliissigkeiten

3.3.2.1 Ostradiol-17-p (E)

Die Bestimmung der Ej-Konzentrationen in der Follikelflissigkeit erfolgte in
Doppelbestimmung mit Hilfe eines *H-Radioimmunoassay (Blédow et al., 1988). Es kam ein
gereinigter Kaninchen-Antikérper gegen Ostradiol-6-CMO-BSA-Konjugat zum Einsatz. Zur
B/F-Trennung wurde eine Dextran-Aktivkohle-Suspension eingesetzt. Die Empfindlichkeit
des Assays lag bei 2 pg/ml. Der Intra-Assay-Variationskoeffizient lag bei 8,5% und der Inter-
Variationskoeffizient betrug 12%. Fur den Test wurden 5 pl einer Verdlinnung verwendet, die
zuvor aus 5 pl nativer Follikelflissigkeit und 195ul PBS-L6sung erstellt wurde. Stellte sich bei
der Auswertung heraus, dass die Nachweishdchstgrenze des Test von 1600 pg
Ostradiol-17-p liberschritten wurde, wurde eine Wiederholung mit 2,5 pl Verdinnung
durchgefuhrt und entsprechend die Konzentration errechnet.
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3.3.2.2 Progesteron (P,4)

Die Ps-Konzentrationen in der Follikelflissigkeit wurden mittels eines direkten, kompetitiven
®H-Radioimmunoassay gemessen (Blodow et al., 1988). Der Tracer (1,2,6,7-*H-Progesteron)
wurde von Amersham (Braunschweig, Deutschland) bezogen. Der Antikdrper wurde in
Kaninchen durch Immunisierung mit einem 11-Hydroxy-Progesteron-Konjugat erzeugt. In
Modifikation der Orginalmethode wurde das Antiserum mittels Bindungschromatographie auf
Protein A Superose gereinigt. Die Messung erfolgte in einem
FlUssigszintillationsspektrometer mit integrierter RIA-Auswertung (Wallac, Finnland). Der
Intra-Assay-Variationskoeffizient lag bei 8,5% und der Inter-Variationskoeffizient betrug 10%.
Es wurden Doppelbestimmungen mit 5 pl nativer Follikelflissigkeit je Probe direkt
durchgefihrt.

3.4 Bestimmung der Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase-Aktivitat

3.4.1 Methode zur Bestimmung der G-6-PDH-Aktivitat

Die G-6-PDH-Aktivitat in den Oozyten wurde Uber eine Vitalfarbung mit Brillant-Cresyl-Blau
(BCB) ermittelt, wie sie fiir die Spezies Rind bereits etabliert wurde (Alm et al., 2005).
Obwohl der biochemische Hintergrund der BCB-Farbemethodik noch nicht in Génze
verstanden ist, wird angenommen, dass der BCB-Farbstoff als Elektronenakzeptor
(Oxidationsmittel) fungiert. Der Farbstoff ist blau, die reduzierte Form farblos. Die Reduktion
des BCB-Farbstoffes vollzieht sich im Elektronenfluss einer spezifischen Redoxreaktion in
der Oozyte. Dabei handelt es sich um die von G-6-PDH katalysierte Oxidation von
Glucose-6-Phosphat bei gleichzeitiger Reduktion von NADP® (Alm et al., 2005). Die
Farbemethode lasst keine direkte quantitative Analyse der G-6-PDH-Aktivitat zu. Beurteilt
wird, ob unter den gegebenen Inkubationsbedingungen und der verwendeten
BCB-Konzentration im Farbemedium die G-6-PDH-Aktivitat in der Oozyte hoch genug ist, um
den in die Oozyte aufgenommenen BCB-Farbstoff vollstdndig zu reduzieren und damit
seinen Farbverlust im Ooplasma herbeizufiihren. Mit dieser Farbemethode kdénnen die
Oozyten aufgrund ihrer G-6-PDH-Aktivitdt einem G-6-PDH Status durch die BCB-Farbung
zugeordnet werden. Oozyten, die wahrend des Farbeverfahrens eine blaue Féarbung
annehmen, werden dem BCB® Status zugeordnet und besitzen eine niedrige Aktivitat der
G-6-PDH. Oozyten, die wahrend des Farbeverfahrens farblos bleiben, werden dem
BCB Status zugeordnet und besitzen eine hohere Aktivitat der G-6-PDH.

3.4.2 Durchfiihrung der Brillant-Cresyl-Blau-Farbung

Nach dem Auffinden, Klassifizieren und einer bis zu zweistiindigen Lagerung der KOK in
PBS-Lésung mit 0,3% BSA im Brutschrank (s. 3.2.3) wurden die KOK getrennt nach ihrer
Kumulusmorphologie gruppenweise in 500 pl BCB-Farbemedium verbracht. Das
Farbemedium (26 yM BCB-Gebrauchslésung) bestand aus einem Teil BCB-Stammldsung
(s. 3.8.1) und neun Teilen PBS-Lésung mit 0,3% BSA. Es wurde kurz vor der Farbung
hergestellt. Die KOK wurden fiir 90 Minuten bei 38,5°C im Brutschrank ohne CO,-Begasung
in der BCB-Gebrauchslésung inkubiert.

45



Material und Methode

3.4.3 Einteilung der Oozyten nach ihrem G-6-PDH Status aufgrund der
BCB-Farbung

Im direkten Anschluss an die BCB-Farbung wurden die KOK unter einem Stereomikroskop
(SMZ 800, Nikon, Japan) bei 15-63facher VergrofRerung beurteilt. Der G-6-PDH Status der
Oozyten wurde aufgrund der BCB-Farbung in zwei Kategorien (BCB*; BCB) eingeteilt.
Oozyten von KOK, die keinerlei Blaufarbung nach der Inkubation aufwiesen wurden dem
BCB negativen Status (BCB™ Oozyten; =hohe G-6-PDH-Aktivitdt) zugeordnet wahrend
Oozyten von KOK, die eine geringgradige Violettfarbung bis hin zur deutlichen Blaufarbung
aufwiesen dem BCB positiven Status (BCB® Oozyten; =niedrige G-6-PDH-Aktivitat)
zugeordnet wurden (Beispiele siehe Kapitel 4.3). Im Anschluss wurden die KOK dreimal in
PBS-Lésung mit 0,3% BSA gewaschen.

3.5 Farbetechniken zur Bestimmung der Chromatinkonfiguration,
sowie der Aktivitat und Aggregation der Mitochondrien

Zur Bestimmung der mitochondrialen Aktivitdit und Aggregation wurde der
Fluoreszenzfarbstoff MitoTracker Orange CMTM Ros angewendet. Parallel wurden die
Oozyten zur Bestimmung der Chromatinkonfiguration mit dem Fluoreszenzfarbstoff Hoechst
33258 angefarbt und die fixierten Praparate anschlieBend unter einem
Epifluoreszenzmikroskop ausgewertet (Torner et al., 2007).

3.5.1 Entfernung des Kumulus oophorus vor dem Farbeprozess

Nach der BCB-Farbung und dreimaligen Waschen in PBS-Lésung mit 0,3% BSA wurden
zunachst die Kumuluszellen vor der Inkubation mit den Farbstoffen von der Oozyte abgeldst.
Dazu wurden die Oozyten auf einer Warmeplatte (HT200, Minitib GmbH, Tiefenbach,
Deutschland) in eine auf 38,5°C vorgewarmte Trypsin-Losung (0,5%) verbracht und die
Kumuluszellen durch mehrmaliges Pipettieren mit einer 100um Eppendorfpipette
(Research®, 3111 000 149, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) mechanisch abgeldst.
Vereinzelt noch anhaftende Kumuluszellen wurden vorsichtig mit einer diinn ausgezogenen
Glaspipette abgelést. Die Trypsin-Losung setzte sich aus einem Teil 5%iger
Trypsin-EDTA-LOsung (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, T 4174, Miinchen, Deutschland) und
neun Teilen Hanks-Lésung (ohne Kalzium und Magnesium, s.3.8.4) zusammen, die kurz vor
dem Abldsen der Kumuluszellen vorbereitet wurde. AnschlieRend wurden die Oozyten in
PBS-Lésung mit 0,3% BSA auf einer Warmeplatte dreimal gewaschen.

3.5.2 Bestimmung der Aktivitat und Verteilung der Mitochondrien

3.5.2.1 Methode der Mitochondrienfarbung

Der verwendete Farbstoff MitoTracker CMTM Ros enthalt orange fluoreszierendes
Tetramethylrosamin. Es ist zellpermeabel und wird in Abhangigkeit von der oxidativen
Aktivitat ~ (Membranpotential) von  atmungsaktiven  Zellorganellen  sequestriert.
MitoTracker-Farbstoffe besitzen eine thiolreaktive Chloromethyluntereinheit. Ist der Farbstoff
im Mitochondrium akkumuliert, reagiert er mit Thiolgruppen an Peptiden und Proteinen zu
einem fluoreszierenden Konjugat mit einem Emissionsmaximum bei 576 nm und einem
Anregungsmaximum im griinem Lichtspektrum bei 554 nm (Molecular Probes Inc., 1999).
Die Konjugation des Farbstoffes Uber Schwefelbriicken mit Proteinen und Peptiden
ermdglicht eine Zellfixation mit aldehydhaltigen Fixierldsungen, da seine Auswaschung durch
die Thiolbriicken im Fixierungsprozess verhindert wird.
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3.5.2.2 Durchfiihrung der Farbung mit MitoTraker Orange CMTM Ross

Zur Anfertigung einer 500 nM MitoTracker-Orange-CMTM-Ros-Farbeldsung wurde direkt vor
dem Farbeverfahren ein Eppendorftube mit 10 pl Farbstoffstammldsung (s.3.8.2)
aufgetaut und 2 pl Stammldsung in 4 ml PBS- Losung mit 0,3% BSA pipettiert und
unter Lichtausschluss bei 37°C im Brutschrank (Incubator C42,
Labotec GmbH, Dillenburg, Deutschland) inkubiert. Die denudierten und in PBS-Lésung
gewaschenen Oozyten wurden in eine 4-Well-Multischale (176742, Nunc, Danemark) unter
Beibehaltung der KOK-Gruppen in 500 pl Farbemedium verbracht und bei 37°C unter
Lichtausschluss fiir 30 Minuten ohne CO,-Begasung im Brutschrank inkubiert.

3.5.2.3 Fixieren der Oozyten in Paraformaldehyd

Im Anschluss an die Inkubation mit dem MitoTracker-Orange-CMTM-Ros-Farbstoff wurden
die Oozyten in 37°C warmer PBS- Lésung mit 0,3% BSA gewaschen und danach sofort in
eine 4-Well-Multischale (176742, Nunc, Danemark) mit je 500 pl vorgewarmter
Fixationslésung mit 3% Paraformaldehyd (s. 3.8.5) pro Well verbracht. Die Inkubation im
Brutschrank erfolgte bei Dunkelheit, 37°C und fur 15 Minuten.

3.5.3 Bestimmung der Chromatinkonfiguration

3.5.3 1 Methode der Chromatinfarbung

Der Fluoreszenzfarbstoff Hoechst 33258 enthalt bis-Benzimid, das selektiv an
doppelstrangige DNA bindet und daher auch bei hohen Konzentrationen wenig
Streufluoreszenz durch die Bindung an Proteine oder RNA verursacht. Der Farbstoff
bis-Benzimid zeigt bereits in Losung eine Eigenfluoreszenz. Nach der spezifischen Bindung
an Adenin-Tymin-Basenpaare in der DNA erhoht sich sein Fluoreszenzvermdgen. Die
Fluoreszenz von Hoechst 33258 wird mit ultravioletten Lichtspektren bei einem
Anregungsmaximum von ca. 350 nm angeregt und erreicht ein Emissionsmaximum bei
461 nm (Daxhelet et al., 1989). Die Chromatinfarbung mit Hoechst 33258 und eine
anschlieRende Ermittlung der Chromatinkonfiguration mit einem Epifluoreszenzmikroskop
lasst gegenliber anderen Farbstoffen eine detailliertere Analyse des Chromatinstatus,
besonders der Germinalvesikel-Stadien bei equinen Oozyten zu (Bezard et al., 2002).

3.5.3.2 Durchfiihrung der Farbung mit Hoechst 33258

Nach der abgeschlossenen Fixierung wurden die Oozyten mit PBS-Losung dreimal
gewaschen und einzeln mittig auf je ein Objektivtragerglas in einem Tropfen PBS-L&sung
aufpipettiert. In nachster Nahe zu dem Mediumtropfen der die Oozyte enthalt wurden 6 pl
einer 4,7 yM Hoechst-33258-Farbelosung (s.3.8.3), verteilt auf drei Tropfen, auf das
Objektivtragerglas (Superfrost®Blau, 2101, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)
aufgebracht. Uber die vier Trépfchen wurde vorsichtig ein Abdeckglas (gemafl DIN 58884,
H873.1, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) gelegt, so dass die Tropfen dabei
zusammenflieBen. Auf der Unterseite des Objektiviragers wurde die Position der Oozyte
eingekreist und die vier Seiten des Deckglases mit handelsublichem Nagellack versiegelt.
Auf dem Objektivtragerglas wurden Datum, Follikelgruppe; KOK-Morphologie und
G-6-PDH Status vermerkt. Die Praparate wurden in Dunkelheit bei 4°C im Kuhlschrank bis
zur mikroskopischen Auswertung gelagert.
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Abb. 7: Ubersicht tiber die einzelnen Arbeitsschritte der Untersuchungen

Gewinnung der KOK
durch ultraschallgeleitete Follikelaspiration
v

Filtration der Aspirate
Auffinden der KOK unter dem Stereomikroskop in Embryonenspiiimedium
Klassifizierung der KOK-Morphologie
v
Sammeln der KOK bei 38,5°C in PBS+0,3%BSA
getrennt nach KOK-Morphologie (max.2h)
) 4

Inkubation der KOK bei 37°C in 26 M BCB-Farbemedium (90min)
AnschlieBende Klassifizierung des G-6-PDH-Status in BCB*/BCB-
A4
dreimaliges Waschen der KOK in PBS+0,3% BSA
v
Denudieren der KOK in Hanks’-Lésung mit 0,5% Trypsin
auf der Warmeplatte
v

| dreimaliges Waschen der Oozyten in PBS+0,3% BSA |
v

Inkubation der Oozyten bei 37°C
in 500 nM MitoTracker CMTM Ros-Farbemedium (30min)
v

| dreimaliges Waschen der Oozyten in PBS+0,3% BSA |
v

Inkubation der Oozyten bei 37°C in 3%iger Paraformaldehyd-Fixierlésung (15min)
v

| einmaliges Waschen der Oozyten in PBS |
v

Inkubation der Oozyten mit Hoechstfarbstoff 33258 (4,7 uM)
beim Abdecken der Oozyten mit einem Deckglas auf einem Objektivtrager
v

Versiegeln der Préparate
anschlieBende Lagerung bei 4°C und Lichtausschluss im Kiihlschrank (-2Monate)
v

Untersuchung der Praparate mittels Epifluoreszenzmikroskopie
Emittlung der
Chromatinkonfiguration (blaue Emission)
mitochondriale Aggregation und Aktivitat (rote Emission)
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3.6 Fluoreszenzmikroskopische Auswertung der Oozytenpraparate

Zur Ermittlung der Chromatinkonfiguration sowie der mitochondrialen Aktivitdt und
Aggregation wurde ein Epifluoreszenzmikroskop (Jenalumar, VEB Carl Zeiss, Jena,
Deutschland) verwendet. Die Untersuchungen erfolgten nacheinander in einem Arbeitsgang
am aufgelegten Praparat. Vor den fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen wurden die
fixierten Praparate bei 4°C in Dunkelheit fir maximal zwei Monate gesammelt und gelagert.
Bei den verschiedenen Terminen, zu denen die Oozyten mikroskopisch untersucht wurden,
wurden die Grundeinstellungen am Mikroskop und am photometrischen System nicht
verandert. Einflisse durch die Lagerung und Beschaffenheit der Praparate wurden bereits in
Vorversuchen ausgeschlossen (Torner et al., 2007; Torner et al., 2004).

3.6.1 Methode der Fluoreszenzmikroskopie

Das  Grundprinzip der  Epifluoreszenzmikroskopie = besteht darin, das sich
Fluoreszenzfarbstoffe bei einer bestimmten Wellenlange anregen lassen, Licht einer dazu
differenten Wellenlange zu emittieren. Aufgrund der Stokesverschiebung kommt es bei der
Anregung von fluoreszierenden Stoffen zu einer Wellenlangenverschiebung des emittierten
Lichtes in den langerwelligen Bereich, so dass sich im selben Strahlengang Anregungs- und
Emissionslicht wieder optisch trennen lassen. Als Lichtquelle dient eine Quecksilberleuchte,
die ein breites Lichtspektrum emittiert. Durch spezifische Anregungsfilter wird der zur
Anregung dienende Lichtstrahl auf einen Wellenldangenbereich separiert und durch das
Objektiv auf das Praparat geleitet. Das emittierte Licht wird durch das Objektiv gesammelt
und durch einen Sperrfilter auf das emittierte Wellenlangenspektrum reduziert bevor es zum
Okular oder zu einem Photonendetektor gelangt.

3.6.2 Fluoreszenzmikroskopische Ermittlung der Chromatinkonfiguration
und Einteilung der Oozyten in Chromatinkonfigurationsgruppen

3.6.2.1 Grundeinstellung am Fluoreszenzmikroskop

Zur Bestimmung der Chromatinkonfiguration wurde der fir die Oozytenpraparation
verwendete Farbstoff Hoechst 33258 (s. 3.5.2) mit einem ultraviolletten Lichtspektrum
angeregt, das Uber einen Erregerfilter und nachgeschalteten dichromatischen Teilerspiegel
(410 nm) separiert wurde. Der Farbstoff fluoresziert blau, mit einem Emissionsmaximum bei
461 nm. Zur Beurteilung wurde das Emissionslicht zuerst durch den dichromatischen
Teilerspiegel von dem Anregungslichtstrahl separiert und durch einen Langpasssperrfilter
Wellenlangen ab 410 nm zur Bildgebung zugelassen. Das Chromatin wurde bei einer
500fachen Vergréfierung beurteilt.

3.6.2.2 Einordnung der Oozyten zu einer Chromatingruppe

Die Klassifikation der Chromatinkonfiguration in den Oozyten erfolgte in klassisches,
differenziertes oder diffuses Diplotén, fibrillares oder kondensiertes Chromatin im
Germinalvesikelstadium (Diplotén), Diakinese, Metaphase |, Anaphase |, Telophase |,
Metaphase I, Metaphase Il mit Polkérperchen sowie in Pyknose des Nukleus und
degeneriertes Chromatin, analog zu Torner et al. (2007) und Hinrichs at al. (1993). Im
Kapitel 4.4 sind einige Chromatinkonfigurationen beispielhaft abgebildet. Zur statistischen
Auswertung wurden die einzelnen Klassen der Chromatinkonfiguration in den Oozyten zu
sieben Gruppen zusammengefasst, die in der Tabelle 1 detailliert dargestellt sind.
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Tab.1: Gruppeneinteilung der Chromatinkonfiguration

Name der Gruppe Kurzbezeichnung Kriterien fiir die Gruppenzuordnung

Diffuses Diplotan DD klassisches und differenziertes sowie diffuses
Diplotén im Germinalvesikel

Fibrillares Diplotan FD fibrilldres Diplotan, Fibrilldares Chromatin im
Germinalvesikel

Kondensiertes Diplotén KD kompaktes, kondensiertes Chromatin im
Germinalvesikel

Metaphase | Ml Diakinese, Metaphase |, Anaphase |

Metaphase I Mil Telophase |, Metaphase |l, Metaphase Il mit
Polkdrperchen

Pyknotisch Pykn. Pyknose, pyknotisches oder degeneriertes
Chromatin

Ohne Ohne kein Zellkern vorhanden

3.6.3 Fluoreszenzmikroskopische Ermittlung der mitochondrialen
Aggregation

3.6.3.1 Grundeinstellung am Fluoreszenzmikroskop

Zur Bestimmung der mitochondrialen Aggregation und Aktivitdt wurde Uber einen
Erregungsfilter und einen dichromatischen Teilerspiegel (540 nm) eine reine Griin-Anregung
erzeugt und auf das Oozytenpraparat projiziert. Das Emissionslicht wurde durch den
dichromatischen Teilerspiegel bei 540 nm ebenfalls separiert und mittels nachgeschalteten
Langpasssperrfilter mit einer Kante bei 570 nm nur das rote Emissionsspektrum zur
Messung und Beurteilung der mitochondrialen Aktivitat und Aggregation zugelassen.

Die Untersuchungen zu den Mitochondrien in den Oozyten wurden bei einer 500fachen
VergroRerung vorgenommen. Es konnten nur fluoreszierende Mitochondrien beurteilt
werden, in denen sich der MitoTracker Orange CMTM Ros Farbstoff aufgrund ihrer
respiratorischen Aktivitat akkumuliert hatte.

3.6.3.2 Fluoreszenzmikroskopische Bestimmung der mitochondrialen
Aggregationsmuster

Die mitochondriale Aggregation in den Oozyten wurde nach Torner et al. (2007) in zwei
verschiedene mitochondriale Aggregationsmuster eingeteilt (Tab. 2). Oozyten wurden dem
fein granulierten Aggregationsmuster zugeordnet, wenn deren Mitochondrien feinkdrnig
aggregiert waren und im fluoreszenzmikroskopischen Bild kleine rotfluoreszierende
Farbpunkte zeigten, die wie Staubschleier gleichmaRig im Ooplasma verteilt vorlagen.
Oozyten, die dem grob granulierten mitochondrialen Aggregationsmuster zugeordnet
wurden, wiesen Mitochondrien in grobkdrniger Aggregation auf. Sie zeigten im
fluoreszenzmikroskopischen Bild eine Vielzahl an rotfluoreszierenden Aggregaten
(Koérnchen, Granula). Im Kapitel 4. 6 sind reprasentative Darstellungen der zwei
Aggregationsmuster enthalten.
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Tab. 2: Einteilung der mitochondrialen Aggregation in den Oozyten

Aggregationsmuster Merkmale im fluoreszenzmikroskopischen Bild

fein granuliert Kleine fluoreszierende Farbpunkte erscheinen wie ein
Staubschleier gleichmaRig ber die Oozyte verteilt

grob granuliert, aggregiert Im Ooplasma finden sich zahireiche, kdrnig erscheinende
fluoreszierende Aggregate (Granula) mit unregelmaRigen
Formen

3.6.4 Fluoreszenzmikroskopische Bestimmung der mitochondrialen
Aktivitat

Zur Bestimmung der mitochondrialen Aktivitatt in  den Oozyten wurden die
Grundeinstellungen am Epifluoreszenzmikroskop von der vorhergehenden Ermittlung der
mitochondrialen Aggregation unverandert ilbernommen (s. 3.5.3.4)

Zur Messung der mitochondrialen Aktivitat (in pA/Oozyte) wurde das photometrische System
P 100 (Nikon) eingesetzt und an das Epifluoreszenzmikroskop Jenalumar adaptiert. Die
Oozyte wurde in die Mitte des Sichtfeldes bei 500facher VergrofRerung verbracht und die
Messflache der GroRe der Oozyte durch Verschatten der Randbereiche angeglichen. Die
Messung erfolgte bei einer Verstarkung von 500uV bei 4-4,3 A. Die gemessene Intensitat
des photometrisch detektierten Signals wurde sofort in Mikroampere (WA) pro Oozyte am
Photomultiplayer (P 100 Multiplayer, Nikon, Dusseldorf, Deutschland) abgelesen werden.
Vor jeder Messung wurde die Hintergrundfluoreszenz bestimmt und ihr Wert (in yA) von dem
Ergebnis der darauffolgenden Messung der mitochondrialen Aktivitat der Oozyte abgezogen.

3.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit SAS fir Windows, Release 9.2 (SAS Institute
Inc.2008, 2008) durchgefiihrt. Statistische Masszahlen und prozentuale Haufigkeiten wurden
mit Hilfe der Prozeduren MEANS und FREQ aus SAS/BASE berechnet. Die statistischen
Analysen sind von der Verteilung der untersuchten Parameter abhangig. Das war bei der
Auswertung zu bertcksichtigen.

Kontinuierliche Parameter (mitochondriale Aktivitat, Oozytengewinnungsrate, Steroidgehalte
in den Follikelflissigkeiten) wurden einer Varianzanalyse (ANOVA) unterzogen, wobei die
GLM-Prozedur aus SAS/STAT zur Anwendung kam. Das Varianzanalysemodell enthielt die
Follikelpopulation, KOK-Morphologie, G-6-PDH-Aktivitat als BCB*/BCB’, Kernkonfiguration
und das mitochondriale Aggregationsmuster als Einflussfaktoren sowie deren
Wechselwirkungen. Zuséatzlich wurden die LS-Mittelwerte und deren Standardfehler fiir alle
Faktoren im Modell geschéatzt und paarweise mittels Tukey-Kramer-Test verglichen.
Binomialverteilte Merkmale und Zahimerkmale wurden mit der GENMOD-Prozedur aus
SAS/STAT auf der Basis eines verallgemeinerten linearen Modells analysiert. Fur die
binomial verteilten Parameter (KOK-Morphologie, G-6-PDH-Aktivitat als BCB*/BCB,
Chromatinkonfiguration, mitochondriale Aggregation) wurde ein logistisches Modell mit den
Einflussfaktoren Follikelpopulation, KOK-Morphologie und G-6-PDH-Aktivitit als BCB*/BCB"
verwendet. Zusatzlich wurden die LS-Mittelwerte und deren Standardfehler fiir alle Faktoren
im Modell geschatzt und paarweise mit einem Wald Chi-Quadrat-Test auf statistische
Unterschiede geprift. Fir die Zahlparameter (Follikelanzahl, Oozytenanzahl) wurde ein
Poisson-Modell mit der Follikelpopulation als Einflussfaktor verwendet. AuRerdem wurden
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die LS-Mittelwerte und deren Standardfehler fir alle Faktoren im Modell geschatzt und
paarweise mit einem Wald Chi-Quadrat-Test auf statistische Unterschiede geprift.

Die Ergebnisse werden als LS-Mittelwerte (LSM) und deren Standardfehler (+SE)
ausgewiesen und dargestellt. Unterschiede mit einem p-Wert, der kleiner als das Risiko
erster Art von 0,05 ist, werden als statistisch signifikant angenommen. Statistisch signifikante
Unterschiede werden in Tabellen und Abbildungen durch unterschiedliche Buchstaben
gekennzeichnet. Statistische Tendenzen werden bis zu einem p-Wert p < 0,12 durch
unterschiedliche Buchstaben in den Abbildungen ausgewiesen.

Abb. 8: Ubersicht zur Bildung der Untergruppen

Aspirationen wahrend der Rosse Aspirationen nach Follikelablation

/SN 1

préovulatorische subordinante wachsende
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3.8 Anfertigen der Stammlésungen

3.8.1 Brillant-Cresyl-Blau (260uM)

1,0 mg Brillant-Cresyl-Blau Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
B-5388, Miinchen, Deutschland

10 ml PBS Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
04-479Q, Munchen, Deutschland

0,04 g BSA Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

A-7888-50G, Deutschland
Die Stammldsung wurde unter Licht- und Luftausschluss bei 4°C im Kihlschrank tber den
Versuchszeitraum gelagert.

3.8.2 MitoTracker Orange CMTM Ros (1 uM)

50 pg MitoTracker CMTM Ros Molecular Probes, M-7510,
Eugene, OR, USA
117 pl DMSO Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

D-2650, Miinchen, Deutschland
Portionen von je 10upl Stammlésung wurden in Eppendorftubes bei —20°C unter
Lichtabschluss tiefgekuhlt Gber den Versuchszeitraum gelagert.

3.8.3 Hoechst 33258 (4,7 pM)

5 ug Hoechst 33258 Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
B-1155, Munchen, Deutschland

1,5 ml Glycerol Serva Feinbiochemica GmbH,
23175, Heidelberg, Deutschland

0,5 ml PBS Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

04-479Q, Minchen, Deutschland
Lagerung der Ldsung uber den Versuchszeitraum bei 4°C und Lichtausschluss.

3.8.4 Hanks-L6sung

1000 mi Aqua dest.

9,59 Hanks'balanced salts ~ Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
H-4891, Minchen, Deutschland

0,359 NaHCO; Riedel-DeHaen AG, 31437,
Seeize-Hannover, Deutschland

0,06 g Penicillin-G Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

P-3032, Miinchen, Deutschland
Die Lésung wurde sterilfiltriert (Sterilfilter, TPP, 99500, Schweiz) und bei 4°C gelagert.

3.8.5 Paraformaldehyd-Fixierlosung (3%)

Zur Herstellung einer 3%igen Paraformaldehydfixierldsung wurden 0,3 g Paraformaldehyd
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, P-6148, Minchen, Deutschland) in 10 ml PBS (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, 04-479Q, Miinchen, Deutschland) im Wasserbad auf 60°C erwarmt.
Bis zum Klaren der Losung wurde tropfenweise 10 n Natronlauge (Carl Roth GmbH, K021.1,
Karlsruhe, Deutschland) der Lésung zugesetzt und anschlieRend ein pH-Wert von 7,4 durch
hinzufiigen von 1n Salzséure (Carl Roth GmbH, K024.1, Karlsruhe, Deutschland) eingestellt.
Die Lésung wurde bei —20°C gelagert und zum Gebrauch im Wasserbad bei 37°C aufgetaut.
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4. Ergebnisse

4.1 Kumulus-Oozyten-Komplex-Gewinnung mittels transvaginaler
ultraschallgeleiteter Follikelpunktion

4.1.1 Umfang der durchgefiihrten Follikelaspirationen

Um eine vergleichbare Anzahl von KOK von den verschieden Follikelgruppen fir die
Untersuchungen zu  gewinnen, wurde eine unterschiedliche Anzahl von
Follikelaspirationssitzungen und aspirierten Follikeln bei den verschiedenen Follikelgruppen
realisiert (Tab. 3).

Ingesamt wurden 178 KOK durch ultraschallgeleitete Follikelaspirationen fir die
Untersuchungen gewonnen. Daflir wurden 120 Follikelaspirationssitzungen wahrend der
Zuchtsaison 2007 durchgefiihrt und dabei insgesamt 1058 Follikel aspiriert. Aus Tabelle 3 ist
ersichtlich, dass zur Gewinnung von KOK aus wachsenden Follikelgruppen ein
vergleichsweise groRerer experimenteller Aufwand betrieben werden musste.

Tab. 3: Ubersicht (iber die Gesamtanzahl durchgefiihrter Follikelaspirationssitzungen,
aspirierter Follikel und gewonnener Kumulus-Oozyten-Komplexe (KOK)

Aspirationssitzungstyp Aspirationssitzungen aspirierte Follikel KOK
(n) (n) (n)
Follikelaspiration 43 praovulatorische 47 2
wahrend der Rosse Follikel
subordinante 387 101
Follikel
Follikelaspiration wachsende
folgend auf eine m Follikel 624 75
Follikelablation
Summe 120 1058 178

4.1.2 Anzahlen aspirierter Follikel und gewonnener KOK pro
Aspirationssitzung

Die Anzahl der aspirierten Follikel, der gewonnenen KOK und die daraus resultierende
Gewinnungsrate waren zwischen den verschiedenen Follikelgruppen signifikant
unterschiedlich (Tab. 4).

Die KOK-Gewinnungsrate war mit 4,2 + 2,9% bei der praovulatorischen Follikelgruppe
geringer als bei den anderen Follikelgruppen. Die Anzahl aspirierter subordinanter Follikel
pro Aspirationssitzung war mit 9,0 £ 0,5 Follikeln in der Tendenz hdher als die Anzahl
aspirierter Follikel pro Aspirationssitzung bei den wachsenden Follikelgruppen mit
8,1 + 0,3 Follikel (p<0,1). Wird die durchschnittliche Gesamtzahl aspirierter Follikel pro
Aspirationssitzung zwischen den zwei Aspirationstypen (,wahrend der Rosse";
praovulatorische Follikel und subordinante Follikelgruppe; sowie ,nach vorangegangener
Follikelablation*; wachsende Follikelgruppe) verglichen, so wurden mit 10,1 + 0,5 bei dem
ersten Aspirationstyp signifikant mehr Follikel aspiriert (p<0,001) als bei dem zweiten
Aspirationstyp. Obwohl die Anzahl aspirierter Follikel bei der subordinanten Follikelgruppe
nur um einen Follikel héher war, wurden bei dieser Follikelgruppe mit 2,3 + 0,2 KOK pro
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Aspirationssitzung mehr als doppelt so viele KOK pro Aspirationssitzung erzielt, wie bei der
wachsenden Follikelgruppe (p<0,01). Die daraus resultierenden KOK-Gewinnungsraten pro
Follikel und Sitzung waren deshalb mit durchschnittlichen 27,8 + 2,7% bei der Aspiration von
subordinanten Follikelgruppen signifikant héher als bei der Aspiration von wachsenden
Follikelgruppen (p<0,01).

Tab.4: Durchschnittliche Anzahl aspirierter Follikel und gewonnener KOK pro
Aspirationssitzung in den verschiedenen Follikelgruppen

aspirierte gewonnene KOK-Gewinnungsrate

Follikelaruppe Follikel/Sitzung KOK/Sitzung (KOK/Follikel)/Sitzung

IKelgrupp LSM + SE LSM + SE LSM + SE

(n) (n) (%)

pra9vu|ator|sche 11+01 0,04 + 0,04 42+29
Follikelgruppe
subordinante 9,0+0,5° 2,3+0,2° 27,8+2,7°
Follikelgruppe
wachsende 8,103 1,040,1° 13,142,0°

Follikelgruppe

In Spalten: a:b p<0,1; c:d p<0,01

4.1.3 KOK-Morphologie

Bei den gewonnenen KOK aus den verschiedenen Follikelgruppen wurden signifikant
unterschiedliche Anteile verschiedener Morphologieklassen vorgefunden (Tab. 5).

Die zwei Oozyten, die von praovulatorischen Follikeln gewonnen wurden, waren nur von
einer Corona radiata umgeben. Bei den KOK aus der wachsenden Follikelgruppe war der
Anteil Oozyten, die einen kompakten Kumulus aufwiesen, mit 44 + 5,7% am groften.
Gegeniber einem Anteil von 26,7 + 4,4% kompakter KOK in den subordinanten
Follikelgruppen waren sie in der wachsenden Follikelgruppe signifikant haufiger vertreten
(p<0,05). Bei den KOK aus der subordinanten Follikelgruppe waren Oozyten, die nur eine
Corona radiata aufwiesen, mit einem Anteil von 45,6 + 5,4% am haufigsten vertreten. In der
Tendenz waren Oozyten, die nur von Corona-radiata-Zellen umgeben waren, haufiger in der
subordinanten Follikelgruppe zu finden als in der wachsenden Follikelgruppe (p=0,06). Der
Anteil expandierter KOK in den beiden Follikelgruppen war nicht verschieden.

Tab. 5: KOK-Morphologie in Abhangigkeit von der punktierten Follikelgruppe

Kumulus-Oozyten-Komplex-Morphologie

KOK kompakt expandiert Corona radiata
Follikelgruppe ") LSM + SE LSM £ SE LSM £ SE
% (n) % (n) % (n)
praovulatorische
Follikelgruppe 2 0 0 100(2)
wachsende 75 44 +5,7° (33) 24 +5,0 (18) 32+ 5,0° (24)

Follikelgruppe
subordinante

b d
Follikelgruppe 101 26,7 £ 4,4° (27) 27,7 +4,5(28) 45,6 + 5,4° (46)

In Spalten: a:b p<0,05; c:d p=0,06
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4.2. Steroidkonzentrationen in den Follikelfliissigkeiten der
unterschiedlichen Follikelpopulationen

4.2.1 Konzentrationen von Ostradiol-17p (E;) und Progesteron (P,) in den
Follikelfliissigkeiten

Die durchschnittlichen Konzentrationen von E; in den Follikelflissigkeiten unterschieden sich
signifikant zwischen den verschiedenen Follikelgruppen, wahrend die Konzentrationen von
P, in der Follikelflussigkeit keine signifikanten Unterschiede zwischen den Follikelgruppen
aufwiesen (Tab. 6).

Die durchschnittlichen Konzentrationen von E, und P, in den Follikelflissigkeiten wurden
durch reprasentative Stichproben von Follikelflissigkeiten fir die verschiedenen
Follikelgruppen ermittelt. Die hdéchste E,-Konzentration wurde mit einem Wert von 3909
ng/ml bei einer Probe eines praovulatorischen Follikels gemessen, die niedrigste
E,-Konzentration wurde in einer Probe eines subordinanten Follikels mit einem Wert von
5,06 ng/ml ermittelt. Mit einer durchschnittlichen P,-Konzentration von 43,7 + 5,1 war auch
die Ps-Konzentration in der praovulatorischen Follikelgruppe am héchsten und die
Konzentration dieses Steroids mit einem Wert von 23,8 + 6,6 ng/ml bei der subordinanten
Follikelgruppe am niedrigsten. Signifikante Unterschiede zwischen den P4-Konzentrationen
der Follikelgruppen wurden nicht festgestellt.

Tab.6: Konzentrationen von Ostradiol-17p (E,) und Progesteron (P,) in Follikelfliissigkeiten
aus Stichproben von den verschiedenen Follikelgruppen

Steroidkonzentrationen
beprobte Follikel Ostradiol-178 (E,) Progesteron (P4)
Follikelgruppe LSM + SE LSM + SE
(n) (ng/ml) (ng/ml)

pra9vu|atorlsche 20 19114 + 184 52 43,7 + 5,1
Follikelgruppe

wachsende 47 885,6 + 120,6° 26,6+ 5,1
Follikelgruppe

subordinante 28 54,4 £ 155,9° 238+66

Follikelgruppe

In Spalten: a:b; a:c; b:c p<0,05
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4.2.2 Quotient aus den Konzentrationen von Ostradiol-17p (E;) und
Progesteron (P,)

Die Follikelgruppen unterschieden sich untereinander signifikant in ihrem durchschnittlichen
Quotienten aus den Konzentrationen von E, und P, in den Follikelflissigkeitsproben (Abb.9).
Zur besseren Bewertung der Entwicklungsstadien der beprobten Follikel wurde fir jede
Follikelflussigkeitsprobe zunéchst der Quotient aus der Konzentration von E, und P4
berechnet und anschlieRend der Mittelwert fir die Follikelgruppe gebildet. Die
durchschnittlichen Werte des Quotienten aus der Konzentration von E, und P, in der
Follikelflussigkeit betrugen in der praovulatorischen Follikelgruppe 65,1 + 6,3, in der
wachsenden Follikelgruppe 34,0 + 4,1 und in der subordinanten Follikelgruppe 6,1 + 5,3. Alle
Follikelgruppen unterschieden sich signifikant in ihnrem Quotienten aus den Konzentrationen
von E; und P4 in der Follikelflissigkeit voneinander (p<0.001).

80 1
a
Abb. 9:
T Quotient aus den
60 Konzentrationen von
Ostradiol-173  (E,)  und
Progesteron (Ps) in der
o’ b Follikelflussigkeit in
o 407 Abhéngigkeit von der
Follikelgruppe (LSM + SE)
20 1 a:b; a:c; b:c p<0,001

T
préovulatorische wachsende subordinante

Follikelgruppe
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4.3 Aktivitiat der Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase in den
gewonnenen Oozyten

Mittels einer Brillant-Cresyl-Blau-Farbung (BCB) wurde jede Oozyte einem G-6-PDH Status
zugeordnet, der das Aktivitdtsniveau dieses Enzyms in der Oozyte widerspiegelt
(BCB™ = hohe Aktivitat; BCB* = niedrige Aktivitdt). Sobald nach der Inkubation mit dem
Farbstoff auch nur eine leichte Blaufarbung zu erkennen war, wurden die Oozyten der
BCB* Gruppe zugeordnet (Abb. 10). Bei 153 Oozyten konnten alle untersuchten Parameter
zur Oozytenqualitdt bestimmt werden. In die weiteren statistischen Prifungen und
Darstellungen wurden nur diese 153 Oozyten einbezogen. Ingesamt wurden 51 Oozyten als
BCB™ und 102 Oozyten als BCB* beurteilt.

Abb. 10: Equine Oozyten mit unterschiedlichem G-6-PDH Status
(63x, Brillant-Cresyl-Blau-Farbung)

a: Oozyte mit niedriger G-6-PDH-Aktivitat (BCB*) und expandierten Kumuluszellen
b: Oozyte mit hoher G-6-PDH-Aktivitat (BCB"), umgeben von Zellen der Corona radiata
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4.3.1 G-6-PDH Status in den Oozyten in Abhdngigkeit von der
Follikelgruppe

Wachsende und subordinante Follikelgruppen unterschieden sich nicht vonander hinsichtlich
der Haufigkeitsverteilung von Oozyten mit unterschiedlichem G-6-PDH Status (Abb. 11).

In jeder Follikelgruppe wurden KOK mit unterschiedlichen G-6-PDH Status gefunden. Aus
préovulatorischen Follikeln wurde eine BCB® (= niedrige Aktivitat) und eine BCB™ Oozyte
(= hohe Aktivitat) gewonnen. Der Anteil BCB* Oozyten war sowohl bei der wachsenden als
auch bei der subordinanten Follikelgruppe signifikant gréer als der Anteil BCB™ Oozyten
(p<0.001). Ein statistisch gesicherter Unterschied der Haufigkeitsverteilung von Oozyten mit
unterschiedlichem G-6-PDH Status zwischen den Follikelgruppen wurde nicht festgestellt.

Abb. 11: Haufigkeitsverteilung von Oozyten mit unterschiedlichem G-6-PDH Status
(BCB" = hohe Aktivitat; BCB* = niedrige Aktivitat) in Abhangigkeit von der
Follikelgruppe (LSM + SE)
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4.3.2 G-6-PDH Status in Abhangigkeit von der Kumulusmorphologie

Differente KOK-Morphologieklassen unterschieden sich hinsichtlich der Haufigkeitsverteilung
von Oozyten mit unterschiedlichem G-6-PDH Status nicht signifikant voneinander (Abb. 12).
In allen nach der Kumulusmorphologie getrennten KOK-Gruppen wurden Oozyten mit
unterschiedlichen G-6-PDH Status gefunden. Der Anteil BCB™ Oozyten war mit 71,7 + 6,2%
bei den kompakten KOK und 69 * 6,1% bei den Corona radiata Oozyten signifikant héher als
der Anteil BCB™ Oozyten (p<0.0001). Bei der Gruppe der expandierten KOK war der Anteil
BCB* Oozyten in Héhe von 57,1 + 7,6% (n=24) groRer als der Anteil BCB™ Oozyten (n=18),
jedoch war der Unterschied nicht signifikant. Es wurden keine signifikanten Unterschiede der
Haufigkeitsverteilung von Oozyten mit unterschiedlichem G-6-PDH Status zwischen den
verschiedenen Kumulusmorphologieklassen festgestellt.

Abb. 12: Haufigkeitsverteilung von Oozyten mit unterschiedlichem G-6-PDH Status
(BCB" = hohe Aktivitat; BCB* = niedrige Aktivitat) in Abhangigkeit vom
Kumuluszustand (LSM + SE)
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4.3.3.1 G-6-PDH Status der Oozyten in Abhdngigkeit von der
Kumulusmorphologie und der Follikelgruppe
Bei der Betrachtung der Haufigkeitsverteilung von Oozyten mit unterschiedlichem
G-6-PDH Status in Abhangigkeit von der Kumulusmorphologie und der Follikelgruppe zeigte
sich, dass nur Oozyten mit expandiertem Kumulus aus der subordinanten Follikelgruppe
keinen signifikant héheren Anteil BCB* Oozyten aufwiesen (Tab. 7).
Wie in Tabelle 7 dargestellt, war der Anteil BCB® Oozyten (BCB" = niedrige G-6-PDH
Aktivitdt) in den drei verschiedenen Kumulusmorphologieklassen bei den KOK der
wachsenden Follikelgruppe zwei bis dreimal héher als der Anteil BCB" Oozyten (BCB™ = hohe
G-6-PDH Aktivitat). Die KOK der verschiedenen Kumulusmorphologieklassen der
wachsenden Follikelgruppe wiesen eine sehr dhnliche Haufigkeitsverteilung von Oozyten mit
unterschiedlichem G-6-PDH Status auf, wobei der Anteil BCB* Oozyten in jeder
Kumulusmorphologieklasse signifikant groRer war (p<0,01). Bei der Betrachtung der KOK-
Klassen der subordinanten Follikelgruppe hinsichtlich ihres G-6-PDH Status, zeigte sich

Tab. 7: Haufigkeitsverteilung von Oozyten mit unterschiedlichem G-6-PDH Status
(BCB" = hohe Aktivitat; BCB* = niedrige Aktivitat) in Abhangigkeit von der
Kumulusmorphologie und der Follikelgruppe

G-6-PDH Status der Oozyten

BCB" BCB*
Kumulusmorphologie Oozyten Anteil Oozyten Anteil
LSM + SE LSM + SE
(n) (%) (n) (%)
o % kompakt 7 241+8,0° 22 75,9 +8,0°
] _
§ 2 Corona radiata 6 31,6 £ 10,7° 13 68,4 £ 10,7°
£ X
c =
€ © expandiert 5 27,8 + 10,6° 13 72,2+10,6°
In Zeilen: a:b p<0,01

G-6-PDH Status der Oozyten

BCB" BCB*
Kumulusmorphologie Oozyten Anteil Oozyten Anteil
LSM + SE LSM + SE
(n) (%) (n) (%)
Q ‘é kompakt 8 33,3+9,6° 16 66,7 +9,6°
c
< 2
£ 2 Corona radiata 11 29,7 +7,5%° 26 70,3 £7,5°°
S X
o =
2 expandiert 13 54,2 £10,2° 11 45,8 £ 10,2
In Zeilen: a:b p<0,05; in Spalte: c:d p=0,06
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analog zu der wachsenden Follikelgruppe ein signifikant gréRerer Anteil BCB* Oozyten nur
bei der kompakten und Corona radiata KOK-Klasse (p<0,05). Bei dem Vergleich der
Haufigkeitsverteilungen von Oozyten mit differenten G-6-PDH Status zwischen den
verschiedenen Kumulusmorphologieklassen innerhalb der subordinanten Follikelgruppe
zeigte sich, dass der Anteil BCB™ Oozyten bei expandierten KOK, gegentber den Oozyten,
die nur eine Corona radiata besalen, in dieser Follikelgruppe tendenziell gréfRer war
(p=0,06).

4.3.3.2 G-6-PDH Status von Oozyten mit expandiertem Kumulus in
Abhéangigkeit von der Follikelgruppe

Expandierte KOK der subordinanten Follikelgruppe enthielten tendenziell mehr Oozyten mit

einem BCB’ Status als expandierte KOK der wachsenden Follikelgruppe (p<0,1).

Bei der Gegenuberstellung der Haufigkeitsverteilungen von Oozyten mit unterschiedlichem

G-6-PDH Status der gleichen Kumulusmorphologieklasse, die jedoch aus verschiedenen

Follikelgruppen gewonnen wurden, zeigte sich nur bei den expandierten KOK ein

tendenzieller Einfluss der follikularen Herkunft.

Abb.13: Haufigkeitsverteilung von Oozyten mit expandiertem Kumulus und
unterschiedlichem G-6-PDH Status (BCB™ = hohe Aktivitat; BCB® = niedrige
Aktivitat) in Abhangigkeit von der Follikelgruppe (LSM + SE)
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4.4 Untersuchungen zur Chromatinkonfiguration der Oozyten

Die Chromatinkonfigurationen wurden nach einer Farbung mit Hoechst 33258 bestimmt. Die
Farbung ermdglichte es, das Chromatin im Diplotdn in ein diffuses/klassisches
Diplotan (DD), fibrillares Diplotédn (FD) und kondensiertes Diplotén (KD) zu unterscheiden.
Meiosestadien nach dem GVBD wurden von der Diakinese bis zur Anaphase | unter der
Gruppe Metaphase | (MI) und fortgeschrittene Meiosestadien ab der Telophase | bis zur
Metaphase |l unter der Gruppe Metaphase Il (MIl) zusammengefasst. Weiterhin wurden
Oozyten mit pyknotischem oder degeneriertem Chromatin (Pykn.) sowie Oozyten die keinen
Zellkern beinhalteten (Ohne) als eigenstandige Chromatinkonfigurationsgruppen erfasst. Den
Auswertungen und Darstellungen liegt eine Anzahl von 153 Oozyten zugrunde, in denen alle
untersuchten Parameter bestimmt werden konnten.

Abb. 14 : Chromatinkonfigurationen in equinen Oozyten (400x, Hoechst 33258)

a: diffuses Diplotan; b: klassisches Diplotan; c: fibrillares Diplotan; d: kondensiertes Diplotén;
e: Metaphase [; f: Metaphase Il
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4.4.1 Chromatinkonfiguration in Abhéangigkeit von der Follikelgruppe

Eine Abhangigkeit der Chromatinkonfigurationen der Oozyten zu ihrer follikuldren Herkunft
wurde nur bei den verschiedenen Konfigurationen des Diplotédns bei den untersuchten
Oozyten beobachtet. Wahrend das fibrillare Diplotan signifikant haufiger in Oozyten von
wachsenden Follikelpopulationen auftrat, wurde die kondensierte Form des Diplotan
signifikant haufiger bei Oozyten aus subordinanten Follikeln gefunden (Abb. 15).

Mit Ausnahme von Oozyten mit pyknotischen Chromatin (Pykn.) waren Oozyten aller
Chromatinkonfigurationen sowohl in den wachsenden als auch in den subordinanten
Follikelgruppen zu finden. Oozyten mit pyknotischem Chromatin wurden nur bei der
subordinanten Follikelgruppe bestimmt.

Abb. 15: Haufigkeitsverteilung von Oozyten mit unterschiedlicher Chromatinkonfiguration in
Abhangigkeit von der Follikelgruppe (LSM + SE)

60 - wachsende Follikelgruppe
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a:b p=0,11; c:d; e:f p<0,05 (zwischen Follikelgruppen)
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4.4.2 Chromatinkonfiguration in Abhédngigkeit von der
Kumulusmorphologie
Unabhangig von der KOK-Morphologie wurden Oozyten mit einem kondensierten Diplotan
am haufigsten gefunden. Abhangigkeiten der Chromatinkonfiguration der Oozyten von ihrer
Kumulusmorphologie traten beim diffusen Diplotén, das tendenziell haufiger in kompakten
KOK gefunden wurde und bei den Chromatinkonfigurationen der Metaphase-II-Gruppe auf,
die signifikant haufiger in Oozyten von expandierten KOK gefunden wurden
(p<0,05; Abb. 16).
Die verschieden Gruppen von Chromatinkonfigurationen wurden von Oozyten aller
Kumulusmorphologieklassen besetzt. Bei den drei verschieden KOK-Morphologieklassen
waren jeweils die Oozyten, deren Kern ein kondensiertes Diplotén (KD) aufwiesen, mit einem
Anteil von 35,8 + 6,6% bei den kompakten, von 43,1 + 6,5% bei den Oozyten mit einer
Corona radiata und von 35,7 + 7,4% bei den expandierten KOK am haufigsten vertreten
(p<0,05). Innerhalb der KOK-Morphologieklassen fanden sich bei den kompakten KOK
signifikant mehr Oozyten in der MI-Gruppe gegeniiber der MII-Gruppe (p<0,05).

Abb. 16: Haufigkeitsverteilung von Oozyten mit unterschiedlicher Chromatinkonfiguration in
Abhangigkeit von der Kumulusmorphologie (LSM + SE)
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a:b p=0,1; c:d p<0,05 (innerhalb der Chromatinkonfigurationen)
A:B p<0,05 (zwischen den Chromatinkonfigurationen)
* zu allen anderen Chromatinkonfigurationen mit gleicher Kumulusmorphologie p<0,05
# zu allen anderen Chromatinkonfigurationen mit gleicher Kumulusmorphologie
mit Ausnahme zur MI p<0,05

65



Ergebnisse

4.4.3 Chromatinkonfiguration der Oozyten in Abhédngigkeit von der
Kumulusmorphologie und der Follikelgruppe
Die Abhangigkeiten der Chromatinkonfiguration der Oozyten von ihrer follikularen Herkunft
und von ihrer Kumulusmorphologie, wie unter 4.4.1 und 4.4.2 dargestellt, lassen sich bei der
gemeinschaftlichen Betrachtung der Chromatinkonfiguration in Abhangigkeit von
Kumulusmorphologie und Follikelgruppe differenzierter wiederfinden (Tab. 8). Allerdings
waren signifikante Unterschiede mit den quantitativ geringer werdenden Untergruppen
oftmals nicht mehr gegeben.
Deutlich wird bei dieser gemeinschaftlichen Darstellung, dass besonders bei den
expandierten und Corona radiata KOK, das fibrillare Diplotan (FD) signifikant haufiger bei
Oozyten von wachsenden Follikelgruppen zu finden war (p<0,05). AuBerdem zeigte sich der
Anteil der Oozyten mit kondensiertem Diplotéan (KD) weiterhin als der signifikant grofte Anteil
unter den Oozyten aus den subordinanten Follikelgruppen. Zusatzlich wird hier sichtbar,
dass der Anteil Oozyten mit KD bei kompakten KOK in der subordinanten Follikelgruppe
signifikant groRer war als bei kompakien KOK aus wachsenden Follikelgruppen.
Chromatinkonfigurationen der Gruppe MI waren bei den Corona radiata KOK aus
subordinanten Follikelgruppen gegeniiber den anderen Chromatinkonfigurationen, mit einer
Ausnahme gegentiiber dem KD, in dieser Untergruppe signifikant haufiger vertreten (p<0,05).
In  Oozyten von expandieten KOK aus subordinanten Follikelgruppen waren
Chromatinkonfigurationen der Gruppe MI signifikant haufiger vertreten als die
Chromatinkonfigurationen des diffusen oder fibrillaren Diplotans. Kompakte KOK, die sich
der MIl Gruppe zuordnen lief3en, waren in der wachsenden Follikelgruppe signifikant weniger
vertreten als die Chromatinkonfigurationen in dieser Untergruppe (p<0,05). Bei kompakten
KOK aus subordinanten Follikelgruppen wurde keine Chromatinkonfiguration der
MIl gefunden.
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4.4.4 Chromatinkonfiguration in Abhéngigkeit vom G-6-PDH Status

Unter den BCB" Oozyten (niedrige G-6-PDH Aktivitat) war der Anteil Oozyten mit einem
fibrillaren Diplotan signifikant groRer und der Anteil Oozyten mit einem pyknotischen
Chromatin signifikant kleiner als unter den BCB™ Oozyten (hohe G-6-PDH Aktivitat, Abb. 17).
In den beiden Gruppen von Oozyten mit unterschiedlichen G-6-PDH Status waren alle
verwendeten Chromatinkonfigurationen vertreten. Sowohl bei den BCB™ als auch bei den
BCB* Oozyten stellten die Oozyten mit einem kondensierten Diplotéan (KD) mit 39,2 + 6,8%
und 38,2 + 4,8% den gegeniber aller anderen Chromatinkonfigurationsgruppen signifikant
groRten Anteil (p<0,05). Auch der zweitgréfite Anteil unter den BCB™ Oozyten, Oozyten der
MI-Gruppe mit einem Anteil von 21,6 + 5,8%, grenzte sich signifikant gegen die anderen
Chromatinkonfigurationsgruppen innerhalb der BCB™ Gruppe ab (p<0,05). Den zweitgroRten
Anteil unter den BCB* Oozyten stellten die Oozyten mit einem fibrillaren Diplotan (FD), der
sich aber von den Anteilen der BCB" Oozyten mit diffusen Diplotdn (DD) oder der
MI-Chromatinkonfigurationsgruppe nicht signifikant unterschied (p>0,05). Der Anteil BCB*
Oozyten mit einem FD an den BCB* Oozyten war mit 20,6 + 4,0% aber signifikant grofer als
der Anteil BCB™ Oozyten in Hohe von 7,8 + 3,8% (p<0,05). Der Anteil Oozyten, deren
Chromatin pyknotisch war, war hingegen mit 7,8 + 3,8% in der Gruppe der BCB™ Oozyten
signifikant héher als ihr Anteil unter den BCB* Oozyten, der 1,0 + 1,0% betrug (p<0,05).

Abb. 17: Haufigkeitsverteilung von Oozyten mit unterschiedlicher Chromatinkonfiguration in
Abhangigkeit vom  G-6-PDH  Status (BCB° = hohe  Aktivitat;
BCB" = niedrige Aktivitat; LSM + SE
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a:b p<0,05 (innerhalb der Chromatinkonfigurationen)
* zu allen anderen Chromatinkonfigurationen mit gleichem G-6-PDH Status p<0,05
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Bei der Betrachtung der Verteilung von Oozyten gleicher Chromatinkonfiguration und
G-6-PDH-Aktivitat unter zusatzlicher Beachtung der Follikelgruppe, zeigten sich in der
Gruppe der BCB* Oozyten erneut die unter Kapitel 4.4.1 beschrieben signifikanten
Abhangigkeiten zur follikularen Herkunft (Abb. 18; p<0,05).

70 1

wachsende Follikelgruppe
b I subordinante Follikelgruppe

Abb. 18:
Haufigkeitsverteilung von
BCB* Oozyten (niedrige
G-6-PDH-Aktivitat) mit
unterschiedlicher
Diplotankonfiguration  in
Abhangigkeit von der
Follikelgruppe (LSM + SE)

Anteile an BCB*-Oozyten in %

a:b p<0,01; c:d p<0,05

Diplotan mit kondensiertem Diplotan mit fibrillarem
Chromatin (KD) Chromatin (FD)

Wurden Oozyten, die aus der gleichen Follikelgruppe stammten, auf die Verteilung des
G-6-PDH-Status untersucht, so zeigte sich eine Besonderheit nur bei den Oozyten mit
kondensierten Diplotan (Abb. 19). Aus der Abb. 17 ist ersichtlich, dass Oozyten mit
kondensiertem Diplotan (KD) zu gleichen Anteilen aus BCB* und BCB™ Oozyten bestanden.
Das Einbeziehen der follikularen Herkunft erbrachte, dass unter den Oozyten aus der
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wachsende subordinante

Follikelgruppe

wachsenden Follikelgruppe die BCB™ Oozyten mit einem Anteil von 44,4 + 11,7% tendenziell
haufiger ein KD enthielten als die BCB* Oozyten, die nur einen Anteil von 22,9 + 6.0%
aufwiesen (p<0,1). Im Kontrast dazu fand sich bei den Oozyten aus der subordinanten
Follikelgruppe ein KD tendenziell haufiger bei den BCB* Oozyten (p=0,1; Abb. 19).
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4.5 Untersuchungen zur mitochondrialen Aktivitét in den
gewonnenen Oozyten

Ingesamt wurden 153 Oozyten fir die Untersuchungen zur mitochondrialen Aktivitat
verwendet.

4.5.1 Mitochondriale Aktivitaten in Oozyten in Abhangigkeit zur
Follikelgruppe

Bei den Untersuchungen wurde eine signifikante Abhangigkeit der mitochondrialen Aktivitat
in den Oozyten von ihrer follikularen Herkunft festgestellt (Abb. 20).

In den Untersuchungen zeigte sich eine groRe Spannbreite der gemessenen
mitochondrialen Aktivitdten in den Oozyten. Mit einer mittleren Fluoreszenzintensivitat von
372 + 40,2 pA lagen die ermittelten mitochondrialen Aktivitaten in Oozyten aus wachsenden
Follikelgruppen (n=66) signifikant hoher als in Oozyten aus subordinanten Follikelgruppen
(n=85), die im Mittel eine Fluoreszenzintensitat von 337 + 35,4 pyA aufwiesen (p<0,05).

Abb. 20:
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4.5.2 Mitochondriale Aktivitaten in Oozyten in Abhangigkeit von der
Kumulusmorphologie

Die gemessenen Werte der mitochondrialen Aktivitdten in den Oozyten wiesen eine
signifikante Abhangigkeit von der Kumulusmorphologie der Oozyten auf (Abb. 21).

Bei den Messungen der mitochondrialen Aktivitdten in den Oozyten zeigte sich eine breite
Streuung der Werte flr die Fluoreszenzintensitaten der Oozyten. In den drei verschiedenen
Kumulusmorphologieklassen wurden jeweils Hochstwerte von 1025 pA gemessen.
Gleichzeitig wurden in zahlreichen Oozyten aller Kumulusmorphologieklassen Werte von
unter 50 pA flr die Fluoreszenzintensitat/Oozyte ermittelt. Im Mittel war die mitochondriale
Aktivitdt in den Oozyten mit kompakten Kumuluszellen gegenlber der mitochondrialen
Aktivitat in Oozyten, die nur eine Corona radiata oder expandierte Kumuluszellen besafen,
signifikant niedriger (p<0,05).

500
b b Abb. 21:
£ 400 '|' Mitochondriale Aktivitaten
B in Oozyten in
2 g Abhangigkeit vom
SC_.’ E 3001 a Kumuluszustand
N 8 (LSM % SE)
S < 20
n = .
) a:b p<0,05
o
=] 100
T
0- T
kompakt Corona radiata expandiert

KOK-Morphologie

71



Ergebnisse

4.5.3 Mitochondriale Aktivitaten in Oozyten in Abhdngigkeit von der
Kumulusmorphologie und der Follikelgruppe
Die mitochondriale Aktivitat in den Oozyten aus der wachsenden Follikelgruppe war
abhangig von ihrer Kumulusmorphologie, wahrend sie in den Oozyten aus der
subordinanten Follikelgruppe ein gleichmagig niedriges Aktivitatsniveau aufwies (Abb. 22).
Sowohl bei Oozyten aus subordinanten als auch aus wachsenden Follikelgruppen wurde die
niedrigste Fluoreszenzintensitdt bei Oozyten mit kompaktem Kumulus gemessen. Bei
Oozyten von wachsenden Follikelgruppen, mit Corona radiata oder expandiertem Kumulus,
waren die mittlere Fluoreszenzintensitdt gegeniiber der von den Oozyten mit kompaktem
Kumulus signifikant héher (p<0,001). Im Kontrast dazu blieb die mitochondriale Aktivitat in
Oozyten aus subordinanten Follikelgruppen die nur eine Corona radiata oder einem
expandierten Kumulus aufwiesen, mit einem mittleren Wert von 289,9 + 50,5 pA und
205,1 + 62,7 pA, auf einem zu den Oozyten der kompakten KOK vergleichbar niedrigen
Aktivitatsniveau. Beim Vergleich der mitochondrialen Aktivititen von Oozyten mit gleicher
Kumulusmorphologie, aber unterschiedlicher Follikelgruppe, konnte eine signifikant hohere
mitochondriale Aktivitat in Oozyten mit einem expandierten Kumulus (p<0,05) und eine
tendenziell hdhere mitochondriale Aktivitat in Corona radiata Oozyten verzeichnet werden
(p=0,11), wenn sie aus einer wachsenden Follikelgruppe aspiriert wurden.

Abb. 22: Mitochondriale Aktivitaten in Oozyten in Abhangigkeit von der KOK-Morphologie
und der Follikelgruppe (LSM + SE)
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4.5.4 Mitochondriale Aktivitdten in Oozyten in Abhéangigkeit von ihrer
G-6-PDH-Aktivitat

Die mitochondrialen Aktivitdten waren in Oozyten mit unterschiedlichem G-6-PDH Status

nicht signifikant verschieden (Abb. 23).

Bei den 51 Oozyten, die eine hohe G-6-PDH-Aktivitat aufwiesen (BCB), wurde eine mittlere

Fluoreszenzintensitat von 266,1 + 46,7 YA ermittelt. Bei den 102 Oozyten, die eine niedrige

G-6-PDH-Aktivitat aufwiesen (BCB®), wurde mit einem mittleren Wert von 318,1 + 37,0 yA

eine héhere mittlere Fluoreszenzintensitat festgestellt, die sich aber nicht signifikant von der

Fluoreszenzintensitat der BCB™ Oozyten unterschied.

400 1

Abb. 23:
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4.5.5 Mitochondriale Aktivitaten in Oozyten in Abhdngigkeit von der
Chromatinkonfiguration

Eine signifikante Abhangigkeit der mitochondrialen Aktivitdét in Oozyten von der
Chromatinkonfiguration wurde bei den untersuchten Oozyten nicht festgestellt (Tab. 9).

Die gemessenen Fluoreszenzintensitaten waren im Mittel bei Oozyten mit fibrillarem Diplotan
(FD) und bei Oozyten, die der Chromatinkonfigurationsgruppe Metaphase Il (MIl) zugeordnet
worden waren, am héchsten. Es erschien trotzdem sinnvoll eine tiefergehende Auswertung
der mitochondrialen Aktivitdten in Oozyten mit unterschiedlichen Diplotdnkonfigurationen
vorzunehmen. Die Ergebnisse sind im nachsten Kapitel dargestellt.
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Tab. 9: Mitochondriale Aktivitdten in  Oozyten in  Abhangigkeit von der
Chromatinkonfiguration

Oozyten Mitochondriale Aktivitat

Chromatinkonfiguration LSM + SE

(n) (uA/Oozyte)
Diffuses Diplotén (DD) 20 208,6 + 73,7
Fibrilldres Diplotan (FD) 25 423,4 £65,9
Kondensiertes (KD) 59 297,4+42,9
Diplotan
Metaphase | (MI) 27 294,5 + 63,4
Metaphase Il (Mil) 10 411,6 £ 104,2
Pyknotisches
Chromatin (Pykn.) 5 69,4 +147,3
Ohne Chromatin (Ohne) 7 185,6 £ 124,5

4.5.6 Mitochondriale Aktivitaten in Oozyten mit unterschiedlicher

Diplotéankonfiguration in Abhédngigkeit von der Follikelgruppe
Zwischen Oozyten aus wachsenden und subordinanten Follikelgruppen, deren Kerne eine
der verschiedenen Konfigurationen des Diplotéans aufwiesen, waren keine signifikanten
Unterschiede bei ihren mitochondrialen Aktivititen feststellbar. Allerdings war die
mitochondriale Aktivitat in Oozyten mit einem fibrillaren Diplotan in der Tendenz hoher, wenn
die Oozyten aus wachsenden Follikelgruppen stammten (p<0,1; Abb. 24).

Abb. 24: Mitochondriale Aktivitaten in Oozyten mit unterschiedlicher Diplotankonfiguration
in Abhangigkeit von der Follikelgruppe (LSM + SE)
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4.5.7 Mitochondriale Aktivitaten in Oozyten mit unterschiedlicher
Diplotéankonfiguration in Abhédngigkeit von der
Kumulusmorphologie

Zwischen Oozyten mit verschiedenen Kumulusmorphologien, deren Kerne eine der drei
Konfigurationen des Diplotdns aufwiesen, waren keine signifikanten Unterschiede bei den
mittleren mitochondrialen Aktivitdten in den Oozyten feststellbar. Allerdings war die
mitochondriale Aktivitat in Oozyten mit fibrillarem Diplotan in der Tendenz hdher, wenn die
Oozyten von einem expandierten, anstelle eines kompakten Kumulus umgeben waren
(Abb. 25).

Abb. 25: Mitochondriale Aktivitdten in Oozyten mit unterschiedlicher Diplotéankonfiguration
in Abhangigkeit vom Kumuluszustand (LSM * SE)
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4.5.8 Mitochondriale Aktivitaten in Oozyten in Abhédngigkeit vom
mitochondrialen Aggregationsmuster

Bei den Untersuchungen wurde eine signifikante Abhangigkeit der mitochondrialen Aktivitat
in den Oozyten von deren mitochondrialen Aggregationsmuster festgestellt (Abb. 26).

Mit einer mittleren Fluoreszenzintensitat/Oozyte von 538,0 + 28,5 yA war in Oozyten, deren
Mitochondrien ein grob granuliertes, aggregiertes Verteilungsmuster aufwiesen (n=43), die
mitochondriale Aktivitat signifikant hoher (p<0,0001) als in Oozyten, deren Mitochondrien ein
fein granuliertes Verteilungsmuster aufwiesen (n=110).
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4.6 Untersuchungen zur mitochondrialen Aggregation in den
gewonnenen Oozyten

Fir die Untersuchungen wurden bei 153 Oozyten nach einer Farbung mit MitoTracker
CMTM Ros das Verteilungsmuster der Mitochondrien beurteilt. Dabei wurde zwischen
Oozyten mit fein granulierten Mitochondrien (Abb. 27 a) und Oozyten mit grob granulierten,
aggregierten Mitochondrien (Abb. 27 b) unterschieden.

Abb. 27: Mitochondriale Aggregationsmuster in equinen Oozyten
(250x, MitoTracker Orange CMTM Ros, M-7510 Farbung)

a: Fein granuliertes mitochondriales Aggregationsmuster in equiner Oozyte, von einem
kompakten Kumulus-Oozyten-Komplex aus einer wachsenden Follikelpopulation

b: Grob granuliertes, aggregiertes mitochondriales Aggregationsmuster in equiner Oozyte,
mit nur Corona radiata Zellen aus einem praovulatorischen Follikel
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4.6.1 Mitochondriale Aggregation in Oozyten in Abhangigkeit von der
Follikelgruppe

Die Oozyten aus praovulatorischen Follikeln wiesen ein grob granuliertes, aggregiertes

mitochondriales Verteilungsmuster auf. Unter den Oozyten aus wachsenden und unter den

Oozyten aus subordinanten Follikelgruppen befanden sich sowohl Oozyten mit fein

granulierten als auch mit grob granulierten mitochondrialen Verteilungsmustern

(Abb. 28).

Signifikant haufiger wurden in wachsenden und subordinanten Follikelgruppen Oozyten

gefunden, deren Mitochondrien ein fein granuliertes Verteilungsmuster aufwiesen

(p<0,0001).

Abb. 28: Haufigkeitsverteilung von Oozyten mit unterschiedlicher mitochondrialer
Aggregation in Abhangigkeit von der Follikelgruppe (LSM + SE)
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4.6.2 Mitochondriale Aggregation in Oozyten in Abhangigkeit von der
Kumulusmorphologie

Oozyten mit verschiedenen Kumulusmorphologien unterschieden sich nicht signifikant in
ihren Anteilen unterschiedlicher mitochondrialer Aggregationsmuster von einander (Abb. 29).
In den drei verschiedenen KOK-Morphologieklassen lieRen sich jeweils signifikant groRere
Anteile Oozyten finden, deren Mitochondrien in fein granulierter Verteilung vorlagen
(p<0,001). Der Anteil Oozyten mit Mitochondrien in fein granulierter Verteilungsform war
doppelt bis dreifach héher. Oozyten von kompakten KOK zeigten mit einem Anteil von
79,2 + 5,6% tendenziell haufiger eine fein granulierte mitochondriale Aggregation als
Oozyten, die nur eine Corona radiata besaRen (p<0,11). Von ihnen wiesen 65,5 + 6,3% ein
fein granuliertes Aggregationsmuster auf.

Abb. 29: Haufigkeitsverteilung von Oozyten mit unterschiedlicher mitochondrialer
Aggregation in Abhangigkeit vom Kumuluszustand (LSM + SE)
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4.6.3 Mitochondriale Aggregation in Oozyten in Abhangigkeit von dem
G-6-PDH Status der Oozyten

Oozyten mit unterschiedlichem G-6-PD-Status unterschieden sich nicht signifikant
hinsichtlich ihrer mitochondrialen Aggregationsmuster (Abb. 30).

Sowohl unter Oozyten mit einer hohen Aktivitdt der G-6-PDH (BCB", n=51) als auch unter
Oozyten mit einer niedrigen Aktivitat der G-6-PDH (BCB*, n=102) wurden signifikant groere
Anteile Oozyten mit Mitochondrien in fein granulierter Aggregation gefunden (p<0,0001). Der
Anteil Oozyten mit einer fein granulierten mitochondrialen Aggregation betrug unter den
BCB Oozyten 72,5 * 6,3% und unter den BCB* Oozyten 71,6 = 4,5%.

Abb. 30: Haufigkeitsverteilung von Oozyten mit unterschiedlicher mitochondrialer
Aggregation in Abhangigkeit von ihrer G-6-PDH-Aktivitat (BCB= hoch; BCB*=
niedrig; LSM * SE)
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4.6.4 Mitochondriale Aggregation in Oozyten in Abhangigkeit zu ihrem
G-6-PDH Status und der Kumulusmorphologie
Bei Oozyten mit einer hohen Aktivitdt der G-6-PDH war die Haufigkeitsverteilung von
Oozyten mit unterschiedlichem mitochondrialen Aggregationsmuster signifikant von der
Morphologie des Kumulus der Oozyten abhangig. Innerhalb der Oozytengruppe mit niedriger
G-6-PDH-Aktivitat (BCB*) konnte keine Beziehung zwischen Kumulusmorphologie und der
mitochondrialen Aggregationszustand festgestellt werden. (Tab. 10).
Mit der Ausnahme von Oozyten, die eine hohe Aktivitdt der G-6-PDH aufwiesen (BCB’) und
nur eine Corona radiata besalRen, wurden bei einer Untergliederung der Oozyten nach ihrem
G-6-PDH Status und der Kumulusmorphologie in allen Untergruppen signifikant groRere
Anteile Oozyten mit Mitochondrien in fein granulierter Aggregationsform gefunden (p<0,01).
Innerhalb der Gruppe von Oozyten mit einer hohen Aktivitat der G-6-PDH (BCB’), war der
Anteil Oozyten, die ein grob granuliertes, aggregiertes Verteilungsmuster ihrer Mitochondrien
aufwiesen, bei den Oozyten aus kompakten KOK signifikant kleiner als bei Oozyten mit
gleichem G-6-PDH Status, die nur eine Corona radiata besaf’en (p<0,05). lhr Anteil war
tendenziell geringer gegentiber den Oozyten von expandierten KOK, die ebenfalls eine hohe
Aktivitat der G-6-PDH aufwiesen (p=0,12). Zudem war der Anteil Oozyten mit grob
granulierten, aggregierten Mitochondrien tendenziell bei den Oozyten mit einem kompakten
Kumulus geringer, wenn sie eine hohe G-6-PDH-Aktivitat (BCB") aufwiesen (p=0,11).

Tab. 10: Haufigkeitsverteilung von Oozyten mit unterschiedlicher mitochondrialer
Aggregation in Abhangigkeit zu ihrem G-6-PDH Status und der
Kumulusmorphologie

mitochondriale Aggregation

LSM + SE
(%)

G-6-PDH Status Kumulus- fein granuliert grob granuliert,
Morphologie aggregiert
kompakt 93,3 +6,4% 6,7 +6,4°

BCB Corona radiata 55,6 + 11,7° 44,4 +11,7°
expandiert 72,2 +10,6° 27,8 +10,6°
kompakt 73,7 £7,1° 26,3 +7,1°

BCB* Corona radiata 70,0+7,3 30,0+7,3
expandiert 70,8 +9,3 29,2+9,3

In Spalten: a:b p<0,05; a:c p=0,12, a:d p=0,11
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4.6.5 Mitochondriale Aggregation in Oozyten in Abhangigkeit zur
Chromatinkonfiguration

AuRer in Oozyten, die keinen Kern besaflen, wurden bei allen verschiedenen
Chromatinkonfigurationsgruppen sowohl Oozyten mit fein granulierten als auch Oozyten mit
grob granulierten, aggregierten Mitochondrien vorgefunden. Wahrend bei der
Chromatinkonfigurationsgruppe MIl die Anteile Oozyten mit fein granulierten und grob
granulierten, aggregierten Mitochondrien identisch waren, wurden bei den Ubrigen
Chromatinkonfigurationsgruppen signifikant gréRere Anteile Oozyten mit fein granulierter
mitochondrialer Aggregation vorgefunden (p<0,05). Mitochondrien von Oozyten, die kein
Chromatin besalen, lagen ausnahmslos im fein granulierten Aggregationsmuster im
Ooplasma vor. Oozyten, die der Chromatinkonfigurationsgruppe MIl zugeordnet wurden,
besaflen gegenliber den Oozyten ohne Chromatin einen signifikant kleineren Anteil Oozyten
mit einem fein granulierten mitochondrialen Aggregationsmuster (p<0,05). In der Tendenz
wiesen auch Oozyten mit einem fibrillaren Diplotédn (p<0,1) und einem kondensierten
Diplotan (p=0,11) sowie Oozyten, die der Chromatinkonfigurationsgruppe MI zugeordnet
wurden (p=0,11), gegeniiber den Oozyten ohne Chromatin einen kleineren Anteil Oozyten
mit einem fein granulierten mitochondrialen Aggregationsmuster auf.

Tab. 11: Haufigkeitsverteilung von Oozyten mit unterschiedlicher mitochondrialer
Aggregation in Abhangigkeit zur Chromatinkonfiguration

mitochondriale Aggregation

LSM + SE
(%)

Chromatinkonfiguration fein granuliert grob granuliert, aggregiert
Diffuses Diplotan (DD) 75,0+9,7 25,0197
Fibrillares Diplotan (FD) 68,0 +9,3° 32,0+£9,3
Kondensiertes Diplotan (KD) 72,8+5,8° 272+58
Metaphase | (M1) 70,4 £ 8,8° 29,6 +8,8
Metaphase || (M1 50,0 + 15,8¢ 50,0 + 15,8
Pyknotisches Chromatin (Pykn.) 80,0+17,9 20,0+17,9

Ohne Chromatin (Ohne) 100,0 + 0,0° 0,0+0,0

a:e p<0,1; b:e, cie p=0,11; d:e p<0,05
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5 Diskussion

5.1 Gewinnung von Kumulus-Oozyten-Komplexen mittels
transvaginaler ultraschallgeleiteter Follikelaspiration aus
entwicklungsphysiologisch differenten Follikelpopulationen

5.1.1 Experimentelles Design

Ziel des tierexperimentellen Designs war es, durch wiederholte transvaginale
Follikelpunktionen Eizellen zu gewinnen, die aus verschiedenen, definierten physiologischen
Entwicklungsstadien von Follikelpopulationen stammen sollten. Durch morphologische
Untersuchungen der Kumulus-Oozyten-Komplexe (KOK) und Erhebungen von
chromosomalen und zytoplasmatischen Parametern der Eizellqualitdt an den gewonnenen
Oozyten sollte insbesondere der Einfluss der follikularen Herkunft auf die Eigenschaften von
Oozyten naher beschrieben werden. Dazu wurde davon ausgegangen, dass bei Stuten
wahrend einer Rosse ein bis zwei praovulatorische Rossefollikel von mindestens 35 mm
ausgebildet werden (Hohenhaus und Bostedt, 1992), in denen sich 24 Stunden nach dem
Verabreichen eines LH-Rezeptoragonisten (hCG) eine Eizelle am Ende der
praovulatorischen Follikelreifung befindet (Ginther et al., 2007a). Weiterhin wurde flr die
Versuchsplanung angenommen, dass zum Zeitpunkt der Rosse neben dem
praovulatorischen Follikel eine subordinante Follikelgruppe vorhanden ist, deren Follikel
regressiv sind (Pederson, 2000) und sich gréftenteils in einem unterschiedlich stark
ausgepragten Stadium der Atresie befinden (Watson et al., 2002b; Belin et al., 2000; Gerard
und Monget, 1998). Zur Erstellung einer dritten Follikelgruppe in einem frihen
Entwicklungsstadium, wurde davon ausgegangen, dass sich durch die Aspiration aller
Follikel mit einer MindestgrofRe von 5 mm (Follikelablation) eine neue Follikelwelle induzieren
I8sst (Ginther et al., 2008b; Gastal et al., 2004; Gastal et al., 2000), die bis zur Auspragung
der Dominanz eines Follikels in der neu herangewachsenen Follikelgruppe, hauptsachlich
wachsende, vitale Follikel enthalt (Kanitz et al., 2000; Gastal et al., 1997). Ein equiner
Follikel erwirbt die Dominanz Uber eine neu heranwachsende Follikelkohorte in dem
Zeitraum, in dem er einen Durchmesser von ca. 23 mm als erster erreicht
(Ginther et al,, 2008a; Gastal et al, 1997). Die Ergebnisse, insbesondere die
Untersuchungen zur KOK-Morphologie und zu den Steroidgehalten in den
Follikelflissigkeiten, konnten das experimentelle Design zur gezielten Gewinnung von
Oozyten aus unterschiedlichen follikuldren Herklnften bestatigen.

5.1.2 Steroidanalysen der Follikelfliissigkeiten

Um eine genauere Charakterisierung des Entwicklungsstadiums der Follikel der
verschiedenen Follikelgruppen vornehmen zu kénnen, wurden reprasentative Stichproben
von Follikelflissigkeiten der zunachst klinisch definierten Follikelgruppen gezogen.
AnschlieRend wurden sie auf ihre Konzentrationen von Ostradiol-17p (Ez) und Progesteron
(P4) hin untersucht. Die Konzentration von E, war im Mittel mit 1911,4 + 184,4 ng/ml in der
Follikelflissigkeit von praovulatorischen Follikeln gegenuber den anderen Follikelgruppen
signifikant am héchsten. Der Quotient aus Ostradiol-17p und Progesteron zeigte, dass die
praovulatorischen Follikel mit einem Wert von 65,1 + 6,3 ein Steroidverhaltnis zu starken
Gunsten des Ostradiols aufwiesen. Damit wiesen diese Follikel &hnliche Steroidgehalte auf,
wie sie fur praovulatorische Follikel bei Stuten als charakteristisch beschrieben werden
(Forst, 2003; Collins et al., 1997; Watson und Hinrichs, 1988). Die Progesteronkonzentration

82



Diskussion

in der Follikelflissigkeit war jedoch niedriger als bei Collins et al. (1997) beschrieben.
Collins et al. (1997) charakterisierten Follikel sehr kurz vor der Ovulation, in denen die
Granulosazellen bereits zunehmend Progesteron produzieren. Eine sehr hohe
Progesteronsynthese war jedoch 24 Stunden nach einer hCG-Gabe noch nicht zu erwarten,
da die meisten Ovulationen erst in einem Zeitintervall von 30 bis 48 Stunden nach einer
hCG-Injektion stattfinden (Gastal et al., 2006). Ebenfalls erreichte die mittlere
E,-Konzentration der praovulatorischen Follikel bei den eigenen Untersuchungen nicht die
Hoéhe der beschriebenen Konzentrationen von Collins et al. (1997). Wie die eigenen
Untersuchungen zeigten, konnte die klinische Bestimmung des praovulatorischen Follikels
hauptsachlich aufgrund der GréRe nicht als zuverlassig gelten. Aus diesem Grund gingen
auch die Steroidkonzentrationen von einigen Follikeln mit in die Mittelwertberechnung ein,
die klinisch als praovulatorisch beurteilten wurden, jedoch nicht die fur praovulatorische
Follikel typischen hohen Steroidgehalte aufwiesen. Das koénnte ein Grund dafir gewesen
sein, dass die mittlere E,-Konzentration geringer ausfiel als bei Collins et al. beschrieben.
Hohenhaus et al (1992) zeigte, dass im Falle einer Doppelfollikelentwicklung zur Rosse nur
die Halfte der co-dominanten Follikel die ovulatorische Kompetenz erlangt und zur Ovulation
kommen. Eine sichere Vorausbestimmung des Ovulationsfollikels schien auch diesen
Autoren dabei klinisch nicht mdglich. Neuere Untersuchungen zeigten, dass mit einer
Verlaufsuntersuchung der Durchblutung der Follikel mittels Dopplersonographie nach einer
hCG-Gabe eine exakte Vorausbestimmung des praovulatorischen Follikels mdglich ist
(Ginther et al., 2007a). Auf diese Weise sollte eine genauere Klassifizierung von
praovulatorischen Follikel in zukiinftigen Studien mdglich sein.

Die gemessenen Steroidgehalte in den Follikelflussigkeitsproben von wachsenden
Follikelgruppen entsprachen den fir wachsende, vitale Follikel in der Literatur beschriebenen
Steroidkonzentrationen (Becker et al., 2006; Belin et al., 2000; Collins et al., 1997;
Kenney et al., 1979). Das Verhiltnis aus den Konzentrationen von Ostradiol-17p und
Progesteron zeigte, dass die wachsenden Follikel ein charakteristisches Steroidverhaltnis zu
Gunsten des Ostradiol-17p aufwiesen. Von den 47 beprobten Follikeln zeigte nur ein Follikel
ein Steroidmuster, das dem in subordinanten Follikelgruppen vorgefundenen ahnlich war. Im
Gegensatz zu den weiter unten besprochenen inhomogenen Ergebnissen bei der
KOK-Morphologie, lieRe sich durch die Ergebnisse der Steroidbestimmungen vermuten,
dass die wachsende Follikelgruppe sehr homogen war und fast ausschlieBlich vitale Follikel
enthielt.

In den Follikelflissigkeiten von subordinanten Follikeln wurden gegeniber den anderen
Follikelgruppen die signifikant niedrigsten Konzentrationen von Ostradiol-178 und die
niedrigsten Konzentrationen fiir Progesteron bestimmt. Auch der Quotient aus den
Konzentrationen von Ostradiol-17p und Progesteron war in dieser Gruppe signifikant
niedriger als bei den anderen Follikelgruppen. Damit wiesen die subordinanten Follikel
Steroidkonzentrationen und Verhaltnisse auf, wie sie in der Literatur den atretischen Follikeln
zugeordnet werden (Watson et al., 2002b; Rédiger, 2000; Belin et al., 2000; Gerard und
Monget, 1998; Kenney et al., 1979). Eine Reduktion der Steroidkonzentrationen in den
Follikelfliissigkeiten, im besonderem der Ostradiolkonzentrationen, bei subordinanten Follikel
im periovulatorischen Zeitraum wird als offensichtliches Zeichen ihrer Atresie gewertet
(Belin et al., 2000). Bei ihnen ist die Expression der Schlusselenzyme der Steroidogenese
(Aromatase, 3B-HSD, 4505°°) in den Granulosazellen abgesenkt. Von den 28 beprobten
subordinanten Follikeln zeigten nur zwei Steroidgehalte, die auf einen vitalen Follikel
hinwiesen. Damit wurde durch das Ergebnis der Steoidanalyse bei den subordinanten
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Follikelgruppen bestatigt, dass die subordinanten Follikelgruppen zum Zeitpunkt der Rosse
hauptsachlich aus Follikeln in verschiedenen Stadien der Atresie bestehen
(Watson et al., 2002b; Rédiger, 2000; Belin et al., 2000; Gerard und Monget, 1998).

5.1.3 Gewinnung von Kumulus-Oozyten-Komplexen

Die Anzahl aspirierter Follikel pro Sitzung und Tier war bei der Aspiration von wachsenden
Follikelgruppen  gegenuber  subordinanten  Follikelgruppen  tendenziell — geringer
(8,1 £ 0,3 gegeniber 9,0 + 0,5). Die Anzahlen an aspirierten Follikeln pro Tier und Sitzung
waren etwas héher oder vergleichbar mit den Ergebnissen, die bei kurzen gegenuber langen
Intervallen zwischen den Aspirationssitzungen von Bruck et al. (1997) bei Norweger Ponys
(6,2 £ 1,5, gegenuber 9,4 * 2,1) und von Galli et al. (2007) bei Haflinger Ponys
(6,6; gegeniiber 10,6) erzielt worden sind. Sie sind jedoch niedriger als in den Studien von
Kanitz et al. (2000) an Mecklenburger Warmblut Stuten unter Verwendung der identischen
Technik (10,8 + 1,06 gegenuber 15,3 + 1,29). Unter Beriicksichtigung der tierindividuellen,
rasseindividuellen und versuchsbedingten Einflisse, ist die Gesamtanzahl von aspirierten
Follikeln pro Tier und Aspirationssitzung mit den Ergebnissen der anderen Studien
vergleichbar.

Gegenlber anderen KOK-Gewinnungsmethoden in vitro sind bei ultraschallgeleiteten
transvaginalen Follikelaspirationen geringere KOK-Gewinnungsraten in vivo zu erwarten
(AIm et al., 1997). Die geringeren KOK-Gewinnungsraten bei der Anwendung der
Follikelpunktion, speziell bei Pferden gegeniiber anderen Haustierrassen, wird mit einer
festen und breiten Verbindung der Oozyte Uber den Kumulus zur Follikelwand erklart
(Hawley et al., 1995). Trotzdem bleibt die transvaginale Follikelaspiration auch bei der
Spezies Pferd die momentan zuverlassigste und zugleich minimal invasive Methode zur
wiederholten und gezielten Gewinnung von unreifen Oozyten (Galli et al., 2007). Bei
Anwendung der transvaginalen Follikelpunktion wurden niedrigste KOK-Gewinnungsraten
von 10,4% bei Einzeltieren beschrieben (Kanitz et al., 2000) und bis zu 48% bei
Stutengruppen erreicht (Galli et al., 2007). In den eigenen Untersuchungen wurden bei den
Aspirationen von wachsenden und subordinanten Follikelgruppen durchaus mit anderen
Arbeitsgruppen vergleichbare KOK-Gewinnungsraten erzielt (Kanitz et al., 2000), auch wenn
direkte Vergleiche der eigenen Ergebnisse aufgrund der differenten Technik und
Versuchschemata nicht immer vollstdndig méglich sind.

Die KOK-Gewinnungsrate war mit 27,8 + 2,7% in den eigenen Untersuchungen signifikant
héher bei der Aspiration von subordinanten Follikelgruppen als von wachsenden
Follikelgruppen, in denen eine mittlere KOK-Gewinnungsrate von 13,1 + 2,0% erreicht
wurde. Kanitz et al. (2000) erreichten eine durchschnittiche KOK-Gewinnungsrate von
22,1% unter Verwendung der gleichen Technik wie in der vorliegenden Arbeit. Sie stellten
keinen Unterschied bei der KOK-Gewinnungsrate fest, wenn die Follikelaspirationen einmal
pro Zyklus, nach erfolgter Ovulation oder in einem Intervall von 4-12 Tagen vorgenommen
wurden. Hingegen beobachteten Brick et al. (1997) auch eine signifikant niedrigere
KOK-Gewinnungsrate in Hohe von 18,4% bei einem kurzen Intervall von 6 Tagen zwischen
den Follikelaspirationen im Vergleich zu einer KOK-Gewinnungsrate von 35,8% bei einem
langen Intervall von 23 Tagen zwischen den Aspirationssitzungen. Bei der vorliegenden
Untersuchung betrug das Intervall zwischen einer Follikelablation und der Aspiration der
wachsenden Follikelgruppe, bevor sich ein dominanter Follikel entwickelt hatte,
durchschnittlich 6,8 Tage. Gastal et al. (2004) stellten ebenfalls fest, dass das Intervall
zwischen einer Follikelablation und der Herausbildung eines dominanten Follikels aus der

84



Diskussion

Follikelkohorte 6,5 Tage betragt. Nach dem Erscheinen eines dominanten Follikels auf einem
Ovar, sowie einige Tage nach erfolgter Ovulation, ist mit einer Mischpopulation aus vitalen
und atretischen Follikeln auf den Ovarien zu rechnen (Rddiger und Bostedt, 2004; Belin et
al., 2000). Da bei den Untersuchungen von Kanitz et al. (2000) ein Intervall von bis zu 12
Tagen zwischen den in klrzeren Zeitintervallen aufeinander folgenden Follikelaspirationen
zugelassen wurde, kann vermutet werden, dass in diesen Follikelpunktionen auch
Mischpopulationen aus atretischen und vitalen Follikeln bei den Follikelaspirationen aspiriert
wurden. Deshalb kénnte sich in den Untersuchungen von Kanitz et al. (2000) kein
signifikanter Unterschied zu der Gewinnungsrate bei einem langer gewahlten Zeitintervall
ergeben haben. Bei dem kurzen 6 Tage Intervall von Bruck et al (1997) kénnten dagegen
ebenfalls mehr wachsende, vitale Follikel gegenuber dem langer gewahlten Zeitintervall
aspiriert worden sein, womit die Ahnlichkeit der Untersuchungsergebnisse von
Brick et al. (1997) mit den eigenen Ergebnissen und eine bessere Vergleichbarkeit zu
erklaren ware. Die verschiedenen KOK-Gewinnungsraten bei den wachsenden und
subordinanten Follikelgruppen kénnten als Hinweis gewertet werden, dass sich mehr vitale
Follikel in der wachsenden Follikelgruppe und mehr atretische Follikel in der subordinanten
Follikelgruppe befunden haben. Da es mit beginnender Atresie eines Follikels zur Expansion
des Kumulus oophorus kommt (Hinrichs und Williams, 1997) und damit verbunden sich die
Verbindung des KOK zur Follikelwand lockert, kénnten die Gewinnungsraten bei
wachsenden, vitalen Follikeln niedriger sein als bei subordinanten, atretischen Follikeln.
Auch andere Untersucher erreichten die signifikant héchsten Oozytengewinnungsraten bei
den Follikelaspirationen im Zyklusstadium des Ostrus (Cook et al., 1993, Franz et al., 2001),
in dem die subordinanten Follikel alle als atretisch gewertet werden kénnen (Watson et al.,
2002b; Belin et al., 2000; Gerard und Monget, 1998). Brick et al. (1997) vermuteten
ebenfalls einen hdéheren Anteil atretischer Follikel auf einem Ovar als Grund fir das
Zustandekommen von  hohen  KOK-Gewinnungsraten. Jedoch  wurde unter
Laborbedingungen diese These nicht belegt, da sich kein Unterschied in der
KOK-Gewinnungsrate bei der Aspiration von atretischen und vitalen Follikeln in vitro zeigte
(Hinrichs, 1991). Es muss aber beachtet werden, dass die Bedingungen einer
Follikelaspiration in vivo und in vitro nicht unbedingt vergleichbar sind (Alm et al., 1997).

In den Untersuchungen stellte sich heraus, dass fir die KOK-Gewinnung aus wachsenden
Follikelgruppen annahernd doppelt so viele Aspirationssitzungen durchgefiihrt und eine
anndhernd doppelte Anzahl Follikeln aspiriert werden musste, um eine vergleichbare Anzahl
KOK aus wachsenden Follikelgruppen zu gewinnen (Tab. 3). Die signifikant hdhere Anzahl
gewonnener KOK pro Tier und Sitzung bei der Aspiration von subordinanten Follikelgruppen
ist eindeutig auf die mehr als zweifach hdhere KOK-Gewinnungsrate in dieser Gruppe
gegenuber der wachsenden Follikelgruppe zurtickzufihren. Zwar war auch die Anzahl an
aspirierten Follikeln pro Tier und Sitzung bei den subordinanten Follikelgruppen tendenziell
héher als bei den wachsenden Follikelgruppen, jedoch bestand die Differenz in nur einem
Follikel (9,0 vs. 8,1). Deshalb kann die Follikeldifferenz nicht als vollstandige Ursache fur die
differente Anzahl gewonnener KOK zwischen den Gruppen angesehen werden. Auch
Briick et al. (1997) sehen in einer erhéhten KOK-Gewinnungsrate den Grund fiir eine hdhere
Anzahl KOK pro Aspirationssitzung bei langeren Intervallen zwischen Aspirationssitzungen.
Zur Gewinnung von Oozyten aus praovulatorischen Follikeln wird empfohlen, Stuten zuvor
hCG zu verabreichen, wenn der dominante Follikel eine GréRe von 33-36 mm aufweist und
eine Aspiration des Follikels 24-36 Stunden nach der Gabe durchzufiihren (Carnevale und
Maclellan, 2006). Bei diesem Vorgehen werden héhere KOK-Gewinnungsraten bei reifen
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Follikeln erreicht, als bei unreifen Follikeln (Hinrichs et al, 1990). Wurden
KOK-Gewinnungsraten (in %) nach Aspirationen préaovulatorischer Follikel verglichen, die
24 Stunden (66%) und 35 Stunden (73%) nach einer hCG-Gabe durchgefiihrt wurden, ergab
sich allerdings kein signifikanter Unterschied zwischen den Gewinnungsraten (Coutinho da
Silva et al., 2002). Hinrichs et al. (2000), die Zeitspannen von 22 Stunden (75%) und
33 Stunden (82%) zwischen den hCG-Gaben und den Aspirationen von praovulatorischen
Follikeln wahlten, stellten ebenfalls keinen signifikanten Unterschied zwischen den erreichten
KOK-Gewinnungsraten fest. Die transvaginalen Aspirationen von 47 praovulatorischen
Follikeln 24 Stunden nach einer Injektion von 2500 IE hCG resultierten bei den eigenen
Untersuchungen in nur zwei KOK (Gewinnungsrate von 4,2 + 2,9%). Der Grund fir die
geringe Gewinnungsrate ist in der verwendeten Technik zu sehen. Als wesentlich erscheint,
dass in Studien, die KOK-Gewinnungsraten von 70-80% bei préovulatorischen Follikeln
erreichten, ausnahmslos Systeme und Kanulen mit einem gréReren Durchmesser von
12-16 Gauge verwendet wurden (Ginther et al., 2007a; Hinrichs et al., 1990). Zusatzliche
technische Modifikationen der KOK-Gewinnung auf der Basis von groRlumigen Kanilen
fuhrten bei verschiedenen Untersuchern zu keiner weiteren Maximierung der
Gewinnungsraten (Ginther et al., 2007a; Scott et al., 2001; Hinrichs et al., 1990). Damit
scheint der geringe Durchmesser der verwendeten Aspirationskanile der Haupteinflussfaktor
fur die niedrigeren KOK-Gewinnungsraten bei praovulatorischen Follikeln in den eigenen
Untersuchungen zu sein.

Ein biologischer Einflussfaktor auf die KOK-Gewinnungsrate kdnnte sich bei den eigenen
Arbeiten auch dadurch ergeben haben, dass bei den Stuten bis zu fuinf mal wiederholt in der
Zuchtsaison ein praovulatorischer Follikel nach einer hCG-Gabe aspiriert wurde. Durch
Studien wurde gezeigt, dass die KOK-Gewinnungsrate von praovulatorischen Follikeln bei
hCG-naiven Stuten nach den ersten hCG-Gaben mit 69,5% signifikant héher war als die
KOK-Gewinnungsrate bei Stuten, die bereits wiederholt eine hCG-Gabe erhalten hatten. Bei
ihnen wurde eine KOK-Gewinnungsrate von 15,7% erreicht (Hylan et al., 2002). Die Autoren
zeigten einen fehlenden stimulativen Effekt auf den praovulatorischen Follikel bei der
wiederholten hCG-Gabe als Grund fir die niedrigen KOK-Gewinnungsraten auf. Als
biologischer Einflussfaktor wird eine Antikorperbildung gegen hCG bei der wiederholten
Anwendung vermutet. Erganzend zeigten neuere Untersuchungen einen negativen Einfluss
von hCG-Antikérpern im Blut von Stuten auf die hCG induzierte Follikel- und Eizellreifung
(Siddiqui et al., 2009).

5.1.4 Kumulusmorphologie der gewonnenen Oozyten

Die Morphologie von KOK ist mit der funktionalen Entwicklung der Follikel verbunden. Mit der
Atresie eines Follikels ist eine zunehmende Expansion der Kumuluszellen zu beobachten
(Hinrichs und Williams, 1997; Kenney et al., 1979). Kompakte KOK hingegen werden vitalen
und dominanten Follikeln zugeordnet (Rodiger, 2000; Kanitz et al., 2000) und mit der
praovulatorischen Reifung eines Follikels kommt es vor der Ovulation zu einer Expansion der
Kumuluszellen (Grondahl et al., 1995). Einen weiteren Einfluss auf die Kumulusmorphologie
und das Verhaltnis der verschieden KOK-Morphologieklassen zueinander hat die
Gewinnungsmethode. Wird beim Auskratzen von Follikeln (Scraping) ein ausgeglichenes
Verhaltnis von kompakten und expandierten KOK bei Ovarien unbekannter Herkunft
vorgefunden (Alm und Hinrichs, 1996), so nimmt der Anteil expandierter KOK bei der
Aspiration der Follikel in vitro gegeniiber den kompakten KOK ab und es werden zunehmend
auch Oozyten gewonnen, die nur von Zellen der Corona radiata oder unvollstdndigem
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Kumulus umgeben sind (Torner und Alm, 1995; Hinrichs, 1991). Die Autoren gingen davon
aus, dass die KOK-Gewinnungsraten in vitro bei den verschiedenen funktionalen
Entwicklungsstadien der Follikel gleich sind und dass die KOK-Morphologie keine Beziehung
zur Gewinnungsrate besitzt. Die kompakten KOK stellten in den eigenen Untersuchungen
mit 44,0 + 5,7% die haufigste KOK-Morphologieklasse bei den KOK aus den wachsenden
Follikelgruppen dar. Ihr Anteil war gegentiber dem Anteil kompakter KOK aus subordinanten
Follikelgruppen signifikant héher. Bei den Untersuchungen von Kanitz et al. (2000) wurden
bei aufeinander folgenden Follikelaspirationen im Zeitabstand von 4-12 Tagen 51,9%
kompakte KOK gefunden. Der Anteil kompakter KOK ist in den eigenen Untersuchungen
damit etwas niedriger, jedoch durchaus in vergleichbaren Proportionen aufgetreten und als
Hinweis auf einen hdheren Anteil vitaler, wachsender Follikeln in dieser Follikelgruppe zu
werten. Unter den KOK aus der wachsenden Follikelgruppe befand sich aber auch ein Anteil
von 32,0 + 5,0% expandierter KOK. Da Radiger (2000) zeigen konnte, dass dominante,
vitale Follikeln nur kompakte KOK enthalten, ist zu vermuten, dass sich unter den Follikeln
der wachsenden Follikelgruppen auch bereits Follikel in Atresie befanden. Zum einem kann
vermutet werden, dass sich vor der Auspragung der Dominanz eines Follikels in einer
wachsenden Follikelkohorte bereits frihzeitig einige Follikel in Atresie Ubergehen
(Gastal et al., 2004). Zum anderen wurden expandierte KOK auch bei einem Zeitintervall von
2 (Duchamp et al.,, 1995) oder 4 Tagen (Kanitz et al., 2000) zwischen wiederholten
Follikelaspirationen gefunden. Die Autoren vermuten, dass nicht alle Follikel auf dem Ovar
durch eine Aspiration dauerhaft beseitigt werden, sich einige Follikel wieder mit Flussigkeit
flllen und erneut im Ultraschallbild darstellen. Beide Quellen und die eigenen Ergebnisse
legen nahe, dass es nicht moglich ist, durch eine Follikelablation aller Follikel auf dem
Stutenovar eine neue Population aus wachsenden Follikeln zu induzieren, die ausschlief3lich
aus vitalen Follikeln besteht. Auf jeden Fall ist es aber mdglich eine neue Follikelwelle zu
induzieren, die in der Mehrzahl aus vitalen Follikein besteht. Eine genauere
Charakterisierung der follikularen Herkunft kdnnte in vitro durch weitere endokrinologische
und histologische Untersuchungen jedes einzelnen Follikels gewahrleistet werden. Bei den
KOK der subordinanten Follikelgruppe waren Oozyten, die nur von den Zellen der Corona
radiata umgeben waren, mit einem Anteil von 45,6 + 5,4% am haufigsten vertreten. Dieser
Wert war gegenuber dem Anteil dieser Oozyten aus wachsenden Follikelgruppen tendenziell
héher. Die Oozyten, die nur von den Zellen der Corona radiata umgeben waren, lassen sich
aufgrund des fehlenden Kumulus nicht eindeutig zuordnen und bilden daher eine
eigenstandige Morphologieklasse (Torner und Alm, 1995). Beim Ausschaben von Follikeln,
welches die Kumuluszellen schont, wird ein ausgeglichenes Verhaltnis von kompakten und
expandierten KOK erzielt (Alm und Hinrichs, 1996). Bei der Aspiration von Follikeln in vitro
nimmt hingegen der Anteil expandierter KOK ab und es werden stattdessen zunehmend
Oozyten gewonnen, die nur von den Zellen der Corona radiata umgeben sind. Der Anteil
kompakter KOK bleibt dagegen unverandert (Torner und Alm, 1995; Hinrichs, 1991). Es liegt
nahe, dass die Corona radiata KOK-Morphologie, durch die mechanische Einwirkung bei der
Follikelaspiration entsteht und sich diese KOK-Morphologiegruppe hauptsachlich aus der
Gruppe der expandierten KOK generiert, bei denen der Kumuluszellverband bereits
gelockert ist. Die eigenen Untersuchungen der Oozyten konnten speziell bei der
Untersuchung der Kernkonfiguration, der mitochondrialen Aktivitat und der mitochondrialen
Aggregation zeigen, dass Oozyten mit einem expandierten Kumulus und Oozyten, die nur
eine Corona radiata besafen, in den gemessenen Parametern nicht differierten, sich aber
beide signifikant von den Oozyten mit kompaktem Kumulus unterschieden. Zudem wurden

87



Diskussion

aus praovulatorischen Follikeln nur Corona radiata Oozyten gewonnen, obwohl nur
expandierte KOK aus diesen Follikeln erwartet werden (Grondahl et al., 1995). Deshalb kann
vermutet werden, dass die Oozyten mit expandiertem Kumulus und Oozyten die nur eine
Corona radiata aufwiesen einer physiologisch gleichen Gruppe angehdren. In den einzelnen
Kapiteln zu den Qualitdtsparametern der Eizellen wird auf diesen Aspekt genauer
eingegangen und gezeigt, dass sich die Oozyten mit nur Corona radiata sogar als Oozyten
auffassen lassen, die vielleicht einem Follikel in fortgeschrittener Atresie entstammen
kdénnten. Werden Oozyten, die nur eine Corona radiata besaflen und expandierte KOK zu
einer Gruppe zusammengefasst, so ist ihr Anteil mit 73,3 £ 4,4% unter den KOK aus
subordinanten Follikeln signifikant groRer als ihr Anteil unter den KOK aus wachsenden
Follikelgruppen mit 56 + 5,0% (p<0,05). Damit ergibt sich ein weiterer Hinweis auf einen
hohen Anteil atretischer Follikel in den subordinanten Follikeln. Rddiger (2000) fand einen
Anteil von 71% expandierter KOK in histologisch nachweislich atretischen Follikeln. Da auch
bei Rdédiger (2000) kompakte KOK aus histologisch atretischen Follikeln isoliert wurden, ist
anzunehmen, dass sich KOK in frihen Stadien der Follikelatresie noch morphologisch als
kompakt darstellten kénnen.

5.2 Untersuchungen zur Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase-
Aktivitat in den gewonnenen Oozyten

Die Oozyten wurden nach einer Brillant-Cresyl-Blau-Farbung einem
G-6-PDH-Aktivitatsstatus zugeordnet. Wie bereits an bovinen Oozyten gezeigt wurde, ist es
durch diese Farbemethode mdglich, Oozyten mit unterschiedlicher Aktivitat der G-6-PDH zu
selektieren. Oozyten mit einer niedrigen Aktivitdt der G-6-PDH zeigen demnach eine
Blaufarbung (BCB*) wahrend in Oozyten mit einer hohen Aktivitat der G-6-PDH (BCB") der
Farbstoff in eine farblose Form uberfiihrt wird (AIm et al., 2005). Von den 153 ausgewerteten
Oozyten wurden 51 dem BCB™ Status (=hohe G-6-PDH-Aktivitat) und 102 Oozyten dem
BCB" Status zugeordnet. Bei der Farbung von Stutenoozyten mit Brillant-Cresyl-Blau sind
die Farbunterschiede nicht so kraftig und eindeutig ausgepragt wie bei bovinen Oozyten. Die
BCB* Oozyten zeigten haufig nur eine leichte Farbung. Dennoch erméglichte es diese
Farbetechnik, auch equine Oozyten von Tertiarfollikeln in zwei verschiedene Gruppen
einzuteilen. Es finden sich keine Untersuchungen, ob die BCB-Farbung in gleichem Mafie
mit der G-6-PDH-Aktivitdt in Oozyten der Spezies Pferd korreliert ist und ob ein
Farbeprotokoll wie es beim Rind (Alm et al., 2005) oder Ziege (Rodriguez-Gonzalez et al.,
2002) angewendet wird, einer Modifikation bedarf. Bei den eigenen Untersuchungen konnten
Oozyten mit unterschiedlichem BCB-Farbeverhalten bei den einzelnen
BCB-Farbedurchgangen identifiziert werden. Zudem zeigten erste Verdffentlichungen, dass
equine  Oozyten mit unterschiedlichem BCB-Farbeverhalten unterschiedliche
Entwicklungskompetenzen in  vitro besitzen = (Mohammadi-Sangcheshmeh, 2010;
Mohammadi-Sangcheshmeh et al., 2009). Es lasst sich somit vermuten, dass die bereits an
anderen Spezies Uberpriifte Farbemethodik zur Bestimmung der G-6-PDH Aktivitat auf die
Spezies Pferd Ubertragbar ist.

Eine hohe Aktivitat der G-6-PDH in Oozyten wurde bei verschieden Spezies fiir Oozyten
beschrieben, die sich in der Wachstumsphase befinden. Die Wachstumsphase der Oozyte
ist gepragt durch eine hohe Stoffwechselrate, die eine hohe Syntheserate von Proteinen und
deren Speicherung beinhaltet (Wassarmann, 1988), damit die Oozyte ihre meiotische
Kompetenz und ihre Entwicklungskompetenz entwickeln kann. Oozyten, die ihr Wachstum
beendet haben zeigen einen Rickgang der G-6-PDH-Aktivitdt (Wassarmann, 1988;
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Mangia und Epstein, 1975). Untersuchungen an bovinen, porcinen und caprinen Oozyten
konnten zeigen, dass mit dem Beenden der Wachstumsphase die meisten Oozyten ihre
Entwicklungskompetenz ausbilden (Roca et al., 1998; Hyttel et al., 1997; Crozet et al., 1995;
Fair et al., 1995). Auch an der Spezies Pferd konnte gezeigt werden, dass sich die
BCB-Farbung dazu eignet, Oozyten zu identifizieren und zu selektieren, die in der
In-vitro-Embryonenerzeugung eine héhere Entwicklungskompetenz aufweisen (Mohammadi-
Sangcheshmeh, 2010; Mohammadi-Sangcheshmeh et al., 2009).

Mohammadi-Sangcheshmeh (2010) fand bei seinen Untersuchungen an equinen Oozyten
signifikante  Beziehungen der G-6-PDH-Aktivitdt in den Oozyten von ihrer
Kumulusmorphologie. In seinen Untersuchungen befand sich unter den Oozyten mit einem
expandierten Kumulus ein signifikant héherer Anteil BCB* Oozyten (67,9 %), wahrend unter
den Oozyten mit einem kompakten Kumulus die BCB™ Oozyten (55,1 %) signifikant haufiger
vertreten waren. Bei den eigenen Untersuchungen konnten hingegen keine Beziehungen
zwischen Oozyten mit unterschiedlicher G-6-PDH-Aktivitdt und der Kumulusmorphologie
oder der follikularen Herkunft nachgewiesen werden. Es wurden stets signifikant mehr
Oozyten dem BCB" Status zugeordnet. Ihr Anteil unter den Oozyten der verschiedenen
Kumulusmorphologieklassen oder der verschiedenen follikuldren Herkunften betrug jeweils
etwa 65-75%. Mohammadi-Sangcheshmeh et al. (2009) fanden bei ihren Untersuchungen
insgesamt unter 687 durch ,slicing und scaping“ in vitro gewonnen Oozyten
382 BCB*" Oozyten und 295 BCB™ Oozyten. Bei der von ihnen dabei angewendeten
Gewinnungsmethode kénnen Oozyten auch aus sehr kleinen Follikeln gewonnen werden, so
dass sich die BCB™ Oozyten in diesen Untersuchungen durchaus in der Wachstumsphase
befunden haben kénnten. Fir die eigenen Untersuchungen wurden die Oozyten allerdings
durch ultraschallgeleitete Follikelaspirationen von Tertiarfollikeln in vivo gewonnen, von
denen die kleinsten einen Durchmesser von 5 mm aufwiesen, die meisten jedoch einen
Durchmesser von Uber 10 mm hatten. Da die Wachstumsphase von Oozyten mit der
Entwicklung eines Follikels vom sekundaren zum frihen tertidren Follikel abgeschlossen
wird (Liebig, 2004; Russe und Sinowatz, 1991), lasst sich das Vorkommen der zahlreichen
BCB™ Oozyten bei den eigenen Untersuchungen deshalb nicht mehr allein durch eine héhere
G-6-PDH-Aktivitat in Oozyten in der Wachstumsphase erkldren. Ein mdglicher
Erklarungsansatz findet sich bei der Betrachtung der Verteilung von Oozyten mit
unterschiedlichem G-6-PDH-Status in Abhangigkeit von ihrer Kumulusmorphologie und
Follikelgruppe (Tab. 7 u. Abb. 13). Nur Oozytengruppen, die einen expandierten Kumulus
besalen und zudem aus subordinanten Follikelgruppen stammten, zeigten ein
ausgeglichenes Verhaltnis von BCB* und BCB™ Oozyten, wahrend Oozytengruppen einer
anderen Kumulusmorphologieklasse oder einer anderen follikularen Herkunft stets signifikant
mehr BCB* Oozyten beinhalteten. In der Tendenz finden sich mehr BCB™ Oozyten unter den
expandierten KOK der subordinanten Follikelgruppen als unter den expandierten KOK der
wachsenden Follikelgruppen. Sowohl der expandierte Kumulus als auch die Herkunft aus
einem subordinanten Follikel sprechen dafir, dass diese Oozyten atretischen Prozessen im
Follikel unterlagen (Watson et al., 2002b; Belin et al., 2000; Gerard und Monget, 1998;
Hinrichs und Williams, 1997). Oozyten mit einem expandierten Kumulus aus den
subordinanten Follikelgruppen besalen erganzend dazu in den eigenen Untersuchungen
eine signifikant niedrigere mitochondriale Aktivitdt als Oozyten mit einem expandierten
Kumulus aus den wachsenden Follikelgruppen. Oozyten mit pyknotischem Chromatin
wurden nur in Oozyten aus subordinanten Follikelgruppen gefunden. Unter den Oozyten mit
pyknotischem Chromatin befanden sich signifikant mehr BCB™ Oozyten. Diese eigenen
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Ergebnisse koénnten erganzend als Hinweis gewertet werden, dass BCB™ Oozyten eine
Beziehung zu atretischen Follikeln haben kénnten. Daraus abgeleitet kann die Hypothese
aufgestellt werden, dass eine hohe G-6-PDH-Aktivitdt nicht nur wahrend der
Wachstumsphase in Oozyten auftritt, sondern auch ein Zusammenhang mit degenerativen
Prozessen in Oozyten bestehen kénnte. Eine verminderte Entwicklungskompetenz lieRe sich
bei einem Teil der BCB Oozyten auch auf diese Weise erklaren.

Die Degeneration von Zellen steht im Zusammenhang mit apoptotischen Prozessen. Bei den
meisten Apoptosekaskaden kommt es zur Depolarisation der mitochondrialen Membranen,
auch in Oozyten (Bras et al., 2005). Dabei werden radikale Sauerstoffspezies (ROS), wie
zum Beispiel Wasserstoffperoxyd und Stickstoffmonoxyd (Orrenius, 2007) aus den
Mitochondrien in der Zelle freigesetzt. Die Zelle muss nun Uber alternative Stoffwechselwege
die toxischen ROS abbauen an denen keine Mitochondrien beteiligt sind. Eine Mdglichkeit
dazu bietet sich Uber energieverbrauchende Enzymsysteme, wie zum Beispiel der
Gluththionperoxidasen (Sun et al., 2005): Diese Enzymsysteme sind in der Lage unter
Verbrauch von NADPH+H" ROS abzubauen. NADPH+H" wird dabei von der
Glutathionreduktase verbraucht, um die reduzierte Form von Glutathion (GSH) nach einer
Oxidation durch ROS wieder als Antioxidans in der Zelle zu generieren. NADPH+H" wird
hauptsachlich durch den Pentosephosphatweg in der Zelle bereitgestellt. Die G-6-PDH des
Pentosephosphatweges wird nun wiederum durch einem hohen NADPH+H*-Verbrauch
aktiviert (Kreutzing, 1994). Damit stellt die G-6-PDH eine Moglichkeit fir Oozyten dar, die
energieverbrauchenden Prozesse zur Neutralisierung der ROS zu stitzen, da die
Mitochondrien diese Energie nicht mehr liefern kénnen. Um diese Hypothese zu prifen,
mussten sich Untersuchungen anschlieRen, die die Beziehungen zwischen mitochondrialen
Stoffwechselleistungen, apoptotischen Vorgangen, Vorkommen von ROS und den
genannten Enzymsystemen in equinen Oozyten aus atretischen Follikeln naher untersuchen.
Jungere Untersuchungen zu den Beziehungen zwischen der G-6-PDH-Aktivitat in ovinen
Oozyten und den Apoptosegraden ihrer Kumuluszellen konnten die oben dargestellte
Hypothese zu den Zusammenhangen bereits untermauern (Ortega-Camarillo et al., 2009).
Das haufige Vorkommen von BCB™ Oozyten in tertidren Follikeln der wachsenden
Follikelgruppen bleibt weiterhin unklar. Es kann aber vermutet werden, dass es bereits zur
Entkopplung von Eizellreifung und Follikelreifung kommen kann, noch bevor sich klinisch die
Deviation eines dominanten Follikels in einer wachsenden Follikelkohorte feststellen I&sst
oder makroskopisch Anzeichen einer Follikelatresie bei den gewonnenen KOK zu erkennen
sind (Ortega-Camairillo et al., 2009).

Im Gegensatz zu dieser Hypothese steht, dass bei den eigenen Untersuchungen die
mitochondriale Aktivitat zwischen BCB* und BCB™ Oozyten nicht signifikant verschieden war.
Bei apoptotischen Vorgangen in den BCB™ Oozyten aus tertidren Follikeln ware mit einer
Depolarisation der mitochondrialen Membranen und damit einhergehend mit einem
reduziertem mitochondrialen Stoffwechsel zu rechnen (Wang et al., 2009; Bras et al., 2005).
Passend dazu wurden durch Egerszegi et al. (2010) bei porcinen Oozyten aus antralen
Follikel auch signifikant geringere mitochondriale Aktivitdten in Oozyten mit einer hohen
Aktivitat der G-6-PDH beschrieben. Allerdings ist bei einer Oozytengewinnung aus kleineren
Follikeln mit Oozyten zu rechnen, die einen BCB' Status aufweisen, weil sie sich noch in der
Wachstumsphase befinden. Diese missten im Kontrast dazu einen héheren Stoffwechsel
aufgrund vermehrter Proteinbiosynthese in den Oozyten aufweisen (Torner et al., 2008;
Wassarmann, 1988). Der mittlere Wert der mitochondrialen Aktivitat in BCB™ Oozyten der
eigenen Untersuchungen kdnnte sich daher aus einer Mischpopulation von wachsenden und
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degenerativen BCB™ Oozyten ergeben haben und sich deshalb dem Mittelwert der BCB*
Oozyten angeglichen haben. Diese Fragestellung war jedoch in der vorliegenden
Untersuchung aufgrund des geringen Stichprobenumfanges statistisch nicht mehr
auswertbar.

5.3 Untersuchungen zur Chromatinkonfiguration der gewonnenen
Oozyten

Die Gewinnung von Oozyten aus unreifen Follikeln resultiert nach Carnevale und Meclellan
(2006) in KOK mit unterschiedlichen Kumulusmorphologien, deren Oozyten ein unreifes
Chromatin besitzen. Als unreif wird das Chromatin im intakten Germinalvesikel verstanden.
Mit der Kondensation des Chromatins zum Diakinesestadium am Ende der Prophase |, der
Auflosung der Kernmembran und der Ausbildung des Spindelapparates vollzieht sich der
Germinal-Vesikel-Break-Down (GVBD) in Oozyten (Grondahl et al., 1995) und die Meiose gilt
als wieder aufgenommen (Gordon, 2003). Bei der Aspiration von Follikeln aus wachsenden
Follikelgruppen wurden nach diesen Definitionen bei den eigenen Untersuchungen 74,3%
unreife Oozyten und 18,1% Oozyten die eine Wiederaufnahme der Meiose zeigten,
gewonnen. Aus den Aspirationen von subordinanten Follikeln resultierten zu 63,5% unreife
und zu 28,3% Oozyten nach einer Wiederaufnahme der Meiose (Abb. 15). Rddiger (2000)
fand in vitalen, dominanten Follikeln keine Oozyten, die bereits eine Wiederaufnahme der
Meiose aufwiesen und Hinrichs und Williams (1997) fanden unter 33 Oozyten aus vitalen
Follikeln nur eine, die eine Wiederaufnahme der Meiose zeigte. Bei Untersuchungen von
Oozyten mit kompakten Kumuluszellen wurden von anderen Untersuchern nur sporadisch
Oozyten zum Zeitpunk der Gewinnung festgestellt, die eine Wiederaufnahme der Meiose
erkennen lieBen (Torner et al., 2007; Hinrichs et al., 2005; Aguilar et al., 2001; Hinrichs und
Schmidt, 2000; Hinrichs und Williams, 1997). Bei den eigenen Untersuchungen wurden bei
24,1% der Oozyten mit kompaktem Kumulus ein Chromatinstadium nach der
Wiederaufnahme der Meiose vorgefunden, selbst wenn diese aus wachsenden Follikeln
entstammten. Andere Untersuchungen, in denen Oozyten von kompakten KOK aus
undefinierten Follikelpopulationen nach einer In-vitro-Gewinnung untersucht wurden oder in
denen Oozyten von kompakten KOK nach einer Gewinnung durch wiederholte
ultraschallgeleitete Follikelaspirationen untersucht wurden, fiihrten zu ahnlichen Befunden
bei der Chromatinkonfiguration der gewonnenen Oozyten wie bei der vorliegenden
Untersuchung (Kanitz et al., 2000; Torner und Alm, 1995). Es wurde beschrieben, dass es
bei Oozyten bereits zu Veranderungen der Kernkonfigurationen kommen kann, wenn sich
eine Zeitverzégerung zwischen Schlachtung und der KOK-Gewinnung und Bearbeitung im
Labor von mehr als 1,5 Stunden ergibt (Hinrichs et al., 2005; Love et al., 2002). Da sich bei
den eigenen Arbeiten ein Zeitintervall von bis zu 4 Stunden zwischen der Follikelaspiration
und der Fixierung der Oozyten ergeben konnte (Abb. 7), ware ein haufigeres Vorkommen
von den Meiosestadien kurz nach dem GVBD (wie sie unter der
Chromatinkonfigurationsgruppe M| zusammengefasst wurden) in den eigenen
Untersuchungen gegeniber den weiter oben beschriebenen Studien denkbar. Das
Vorkommen von Chromatinkonfigurationen einer weiter vorangeschrittenen Meiose bei
Oozyten von kompakten KOK aus wachsenden Follikelgruppen, wie sie in den eigenen
Ergebnissen unter der Gruppe MIl zusammengefasst wurden, lassen sich auf diese Weise
aber nicht erklaren. Daher ist anzunehmen, dass die wachsenden Follikelgruppen, induziert
durch vorangegangene Follikelablationen, nicht ausschlieRlich aus vitalen Follikeln
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bestanden. Der Verlust der meiotischen Arretierung kénnte einerseits bereits durch erste
atretische Entwicklungen in wachsenden Follikelpopulationen verursacht werden, die
auftreten kdnnten noch bevor ein dominanter Follikel in Erscheinung tritt und eine Atresie
durch eine Kumulusexpansion sichtbar wird (Pedersen et al., 2004). Andererseits wurden
Oozyten, die eine Wiederaufnahme der Meiose zeigten und sogar einen expandieren
Kumulus aufwiesen, auch schon bei sehr kurzen Zeitintervallen zwischen wiederholten
Follikelaspirationen gefunden (Duchamp et al., 1995; Kanitz et al., 2000). Die Autoren
schlossen daraus, dass durch eine Follikelaspiration nicht alle Follikel beseitigt werden
konnten. Einige Follikel kénnten sich wieder mit Flissigkeit gefullt haben und erneut bei einer
der folgenden KOK-Gewinnungen aspiriert worden sein.

Das signifikant haufigere Auftreten von Oozyten der Chromatinkonfigurationsgruppe MIl
unter den expandierten gegenuber den kompakten KOK (Abb. 16) zeigt, wie eine Expansion
der Kumuluszellen aufgrund einer Follikelatresie zum Fortschreiten der Meiose fuhrt
(Hinrichs und Williams, 1997). Bei den eigenen Untersuchungen wurden zudem in Oozyten
aus subordinanten Follikelgruppen auch Chromatinkonfigurationen der MI-Gruppe signifikant
haufiger unter den Oozyten mit einem expandierten Kumulus als unter denen mit einem
kompakten Kumulus gefunden (Tab. 8). Dadurch wird eine Verbindung zwischen der
Wiederaufnahme der Meiose, der Kumulusexpansion und der Follikelatresie bei den eigenen
Arbeiten zusatzlich bestatigt, wie sie von Watson et al. (2002b) beschrieben wurde. Oozyten
mit degeneriertem Chromatin wurden nur bei der Aspiration von subordinanten
Follikelgruppen gewonnen. Dadurch wird das gehaufte Vorkommen von atretischen Follikel
in dieser Follikelpopulation nochmals verdeutlicht. Allerdings wurden bei den eigenen in vivo
gewonnenen Oozyten nicht so haufig Oozyten mit degeneriertem Chromatin beobachtet, wie
sie bei einer Oozytengewinnung an post mortem entnommenen Ovarien berichtet wurden
(Aguilar et al., 2001; Torner und Alm, 1995).

In equinen Oozyten kénnen verschiedene Chromatinkonfigurationen vor dem GVBD
(Chromatin im Diplotan) unterschieden werden (Hinrichs et al., 2005). Die physiologische
Funktion der verschiedenen Diplotankonfigurationen bereitet nach wie vor Schwierigkeiten
und ist Gegenstand der aktuellen wissenschaftlichen Diskussion. Unterschieden werden die
differenten Diplotéankonfigurationen aufgrund des Kondensationsgrades des Chromatins.
Nach einer Farbung mit Héchst 33258 werden Chromatinkonfigurationen im Germinalvesikel
beschrieben, die von nicht verdichteten, gleichmaRig fluoreszierenden, fibrillaren Strukturen
(fluorescent nucleus, FN) bis hin zu einem stark kondensierten Chromatin im
Germinalvesikel (tightly condensed chromatin, TCC) in verschiedenen Abstufungen und
Zwischenstufen reichen (Hinrichs et al., 2005; Rddiger, 2000; Kanitz et al., 2000; Hinrichs
und Williams, 1997). Der FN wird im Zusammenhang mit vitalen Follikeln und einer
kompakten Kumulusmorphologie der Oozyten gesehen, wahrend das kondensierte
Chromatin in Zusammenhang mit atretischen Follikeln und einer Kumulusexpansion gesehen
wird (Hinrichs et al., 2005; Hinrichs und Williams, 1997). Eine héhere meiotische Kompetenz
und Entwicklungskompetenz wird bei equinen Oozyten den expandierten KOK zugeordnet
(Hinrichs et al., 2005; Alm et al., 2001). Daraus ergab sich die Hypothese, dass bei
Stutenoozyten die kondensierte Chromatinkonfiguration eine notwendige Weiterentwicklung
des Oozytenchromatins zum Erlangen der meiotischen Kompetenz vor dem GVBD darstellt,
die durch atretische Vorgange im Follikel, die pramaturativ wirken sollen, positiv beeinflusst
werden (Hinrichs, 1997).

Eine einheitliche Nomenklatur der verschiedenen Diplotankonfigurationen hat sich bisher
international nicht durchgesetzt. Selbst in gleichen Arbeitsgruppen unterliegt die Einteilung
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der Konfigurationen des Chromatins im GV stetigen Neuordnungen. Eine Vergleichbarkeit
der publizierten Ergebnisse ist damit nur bedingt gegeben. Besonders die in der Literatur
beschriebenen kondensierten Chromatinstrukturen sind nicht eindeutig von einem frihen
Diakinesestadium oder einer frihen Pyknose des Kerns abgegrenzt worden (Hinrichs und
Williams, 1997). In Anlehnung an die Arbeiten von Hinrichs et al. (2005, 1997) wurden
Oozyten in einem Diplotanstadium bei den eigenen Arbeiten in ein diffuses Diplotan (DD),
fibrillares Diplotan (FD) und kondensiertes Diplotan (KD) unterteilt. Ein diffuses Diplotén (DD)
wurde tendenziell haufiger in Oozyten aus wachsenden Follikelgruppen beobachtet. Zudem
war ein DD tendenziell haufiger in Oozyten mit kompaktem als in Oozyten mit expandiertem
Kumulus zu finden. Die mitochondriale Aktivitat in Oozyten mit einem DD war im Vergleich
zu denen mit anderen Chromatinkonfigurationen relativ gering. Die mitochondrialen
Aktivitaten unterschieden sich nicht zwischen Oozyten im DD-Stadium mit unterschiedlichen
follikularen Herklnften oder Kumulusmorphologien. Insgesamt kann deshalb gefolgert
werden, dass es sich um ein Ruhestadium des Diplotéans handelt, das vitalen Follikeln ohne
morphologische Anzeichen von Follikelatresie zugeordnet werden kann. Hinrichs et al.
(2005) charakterisierten einen diffus fluoreszierenden Nukleus als Zeichen der Degeneration,
der sich erst als Artefakt bei der in vitro Maturation bildet. Das DD der eigenen
Untersuchungen entspricht morphologisch nicht der von Hinrichs et al. (2005) beschriebenen
Konfiguration, sondern eher der zuvor von den gleichen Autoren beschriebenen
Konfiguration des ,fluorescent nucleus (Hinrichs und Williams, 1997c), die ebenfalls
signifikant haufiger bei Oozyten der kompakten KOK vorlag. Beim Erkennen von fibrillaren
Strukturen im Germinalvesikel, die eine beginnende leichte Kondensation des Chromatins
erkennen lieRen, wurde die Oozyte der fibrillaren Diplotankonfiguration (FD) zugeordnet.
Oozyten mit einem FD wurden signifikant haufiger in Oozyten der wachsenden
Follikelgruppen gefunden (Abb. 15), jedoch nicht einer Kumulusmorphologiegruppe
zugeordnet. Erst die Unterteilung der Oozyten nach Kumulusmorphologie und follikularer
Herkunft zeigte, das Oozyten, die nur eine Corona radiata oder einen expandierten Kumulus
besallen, signifikant haufiger das FD aufwiesen, wenn sie aus der wachsenden
Follikelgruppe stammten. Geht man davon aus, dass in den expandierten KOK aus den
wachsenden Follikelgruppen ein kirzerer pramaturativer Einfluss auf die Oozyten eingewirkt
hatte als in expandierten KOK aus subordinanten Follikelgruppen, so lieRe sich
schlussfolgern, dass es sich um ein Chromatinstadium am Beginn der meiotischen Reifung
in vivo handelt. Analog zu Untersuchungen an porcinen Oozyten (Egerszegi et al., 2010)
wiesen auch bei den eigenen Untersuchungen equine Oozyten mit einem FD signifikant
haufiger eine niedrige Aktivitat der G-6-PDH auf. Dieses weist darauf hin, dass es sich um
Oozyten handeln kénnte, die ihr Wachstum bereits beendet haben, jedoch noch keine
meiotische Kompetenz besitzen. Denn bei equinen Oozyten mit einem fibrillaren Diplotan
wurde bereits dargestellt, dass diese nur eine geringe meiotische Kompetenz in der
In-vitro-Maturation zeigen (Hinrichs et al., 2005). Am Ende der Wachstumsphase wurden
dagegen fir andere Spezies die Auspragung der meiotischen und der
Entwicklungskompetenz beschrieben (Roca et al., 1998; Hyttel et al., 1997; Fair et al., 1995;
Crozet et al., 1995). Es konnte damit sein, dass sich bei equinen Oozyten die meiotische
Kompetenz erst nach und nicht mit dem Ende der Wachstumsphase der Oozyte, durch
weitere ultrastrukturelle Umstrukturierungen des Chromatins zum KD im Germinalvesikel,
ausbildet. Andererseits konnte ein Chromatin im FD auch bei Pferden durchaus bereits
entwicklungskompetent sein, jedoch in seiner aktivierten Form zu fragil um sich in den z. B.
von Hinrichs et al. (2005) fur equine Oozyten genutzten IVM-Systemen zu entwickeln. Denn
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bei den Untersuchungen von Egerszegi et al. (2010) an porcinen Oozyten wirkte sich ein
héherer Anteil Oozyten mit einem FD am Beginn der IVM positiv auf die Blastozytenrate
nach der IVF aus. In zukinftigen Untersuchungen von Oozyten mit einem FD, welche die
In-vitro-Maturation mit einschlieen, kdnnte dieser Fragestellung genauer nachgegangen
werden. Oozyten mit einem FD aus wachsenden Follikelgruppen hatten gegenuber Oozyten
mit einem FD aus subordinanten Follikelgruppen tendenziell hdéhere mitochondriale
Aktivitaten (Abb. 24), sowie auch Oozyten im FD-Stadium mit expandiertem Kumulus
(Abb. 25). Diese Ergebnisse weisen erneut darauf hin, dass es sich bei dem FD um eine
friihe, aktivierte Form des Diplotén aus unreifen Follikeln handeln kénnte, die den Ubergang
zum entwicklungskompetenten kondensierten Diplotan darstellt. Bei Untersuchungen an
porcinen Oozyten wiesen Oozyten mit einer fibrillaren Chromatinstruktur zum Zeitpunkt der
Gewinnung ebenfalls eine signifikant hdhere mitochondriale Aktivitdt gegenuber anderen
Diplotdn- oder Meiosestadien auf. Die Autoren gehen davon aus, dass eine hohe
mitochondriale Aktivitdt fur den bevorstehenden, energieintensiven GVBD notwendig ist
(Egerszegi et al., 2010). Eine parallel zur chromosomalen Aktivierung bendtigte
mitochondriale Aktivierung der Oozyten kdnnte durch frihe atretische, pramaturativ wirkende
Prozesse in den Follikeln stattgefunden haben (Hinrichs et al., 2005; Hinrichs, 1997).
Besonders fir expandierte KOK sind Beziehungen zu atretischen Prozessen in Follikeln
beschrieben worden (Dell'aquila et al., 2003; Watson et al., 2002b; Hinrichs und Williams,
1997). Werden Oozyten mit einer fibrilldren Struktur des Diplotén in eine in vitro Maturation
verbracht, geht ihr Chromatin in eine Degeneration mit Dekondensation Uber (Hinrichs et al.,
2005; Pedersen et al., 2004). Bei sofort fixierten Oozyten, nach unverziglicher Gewinnung
der Oozyten post mortem, trat diese Form der Degeneration in vivo jedoch nicht auf. Die
Autoren sahen in diesen Studien ein fibrillares Diplotan allerdings nur bei Oozyten mit
kompaktem Kumulus, wahrend sich bei den eigenen Untersuchungen keine Beziehung des
FD zu einer Kumulusmorphologie ergab.

Unreife equine Oozyten, die ein kondensiertes Diplotdn (KD) aufweisen, gelten nach
derzeitigem Wissensstand als entwicklungskompetent (Hinrichs et al., 2005; Hinrichs und
Williams, 1997). Das KD wird vermehrt in Oozyten vorgefunden, die einen expandierten
Kumulus haben (Hinrichs et al., 2005) und atretischen Follikeln entstammen (Hinrichs und
Williams, 1997). Daraus ergab sich die Hypothese, dass sich atretische Vorgange im Follikel
positiv auf die Entwicklungskompetenz von equinen Oozyten auswirken (Hinrichs, 1997).
Auch bei den eigenen Untersuchungen wurden Oozyten mit einem KD signifikant haufiger in
subordinanten, atretischen Follikelgruppen gefunden als in wachsenden Follikelgruppen.
Hingegen wurde kein Einfluss der Kumulusmorphologie auf das Vorkommen vom KD in den
Oozyten beobachtet. Aber Oozyten mit kompaktem Kumulus enthielten signifikant haufiger
ein KD, wenn sie aus subordinanten (atretischen) Follikelgruppen entstammten anstatt aus
wachsenden Follikelgruppen (50% vs. 24,1%). Innerhalb der wachsenden oder
subordinanten Follikelgruppen war die Haufigkeit des KD zwischen den verschiedenen
Kumulusmorphologien hingegen wieder gleich (Tab. 8). Ein pramaturativer Effekt, der das
Vorkommen vom KD in den Oozyten begunstigt, konnte also im subordinanten, atretischen
Follikel schén frih auftreten, noch bevor der Kumulus oophorus eine Expansion im Zuge
einer Atresie des Follikels zeigt. Untersuchungen haben bereits gezeigt, dass sich durch nur
wenige Stunden Wartezeit zwischen der Gewinnung von Ovarien und der
Oozytengewinnung, die meiotische und die Entwicklungskompetenz der Oozyten gegenuber
sofort gewonnenen Oozyten innerhalb einer KOK-Morphologiegruppe steigern Iasst
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(Hinrichs et al., 2005). Damit wurde verdeutlicht, wie frih und schnell ein atretischer,
pramaturativer Effekt von absterbendem Gewebe ausgehen kann.

Das KD stellte sowohl unter den Oozyten mit einer hohen Aktivitdt der G-6-PDH (BCB") als
auch bei den Oozyten mit einer niedrigen Aktivitat der G-6-PDH (BCB®) die haufigste
vorkommende Chromatinkonfiguration dar. Die Oozyten mit einem KD bestanden aus
nahezu gleichen Anteilen von Oozyten mit hoher oder niedriger G-6-PDH-Aktivitat (Abb. 17).
Hieran zeigt sich, dass Oozyten mit der entwicklungskompetenten Kernkonfiguration des KD
sehr unterschiedliche zytoplasmatische Eigenschaften oder Reifungsstadien aufweisen
kénnen. Unter den BCB* Oozyten von subordinanten Follikelgruppen fanden sich signifikant
haufiger Oozyten mit einem KD als unter den BCB* Oozyten der wachsenden Follikelgruppe
(Abb. 18). Daraus ergibt sich erneut, wie weiter oben bereits beschrieben, ein Hinweis, dass
sich bei equinen Oozyten die meiotische Kompetenz erst nach und nicht mit dem Ende der
Wachstumsphase der Oozyte ausbilden kénnte. Wahrend Oozyten mit einem KD aus
subordinanten Follikelgruppen tendenziell haufiger eine niedrige G-6-PDH-Aktivitat
aufwiesen, zeigen Oozyten mit einem KD aus wachsenden Follikelgruppen im Kontrast dazu
tendenziell haufiger eine hohe G-6-PDH-Aktivitat (Abb. 19). Insgesamt wird dabei deutlich,
dass es bereits in frihen follikularen Entwicklungsstadien zu Entkopplungen zwischen der
Kernreifung und der zytoplasmatischen Reifung kommen kann. Wenn bei einer Oozyte, die
Kernreifung einsetzt, noch bevor das Wachstum der Oozyte abgeschlossen ist (BCB),
kdnnte sich daraus einen negativer Einfluss auf die weitere zytoplasmatische Reifung und
auch auf die Weiterentwicklung des Follikels ergeben. Zum anderem deuten die haufig
vorgefundenen hohen Aktivitdten der G-6-PDH in den Oozyten mit einem KD, die aus einer
subordinanten Follikelgruppe entstammten, auf ein bereits zu weit fortgeschrittenes Stadium
der Follikelatresie hin (Ortega-Camarillo et al., 2009), in dessen Milieu sich das Chromatin
nicht weiter entwickeln konnte.

Bei den eigenen Untersuchungen zur mitochondrialen Aktivitat konnte gezeigt werden, dass
Oozyten mit gleicher Kumulusmorphologie aufgrund einer unterschiedlichen follikuldren
Herkunft signifikant differente zytoplasmatische Qualitdten aufweisen kénnen. Oozyten mit
einem KD, die eine gleiche Kumulusmorphologie aufweisen, jedoch aus unterschiedlich
entwickelten Follikelpopulationen stammen, sollten daher nicht als gleich bewertet werden.
Allerdings wurden zwischen den Mittelwerten der mitochondrialen Aktivitdten von Oozyten
mit einem KD keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Follikelgruppen
oder KOK-Morphologien aufgezeigt.

Zusammenfassend kann fur die Chromatinkonfiguration des kondensierten Diplotans
festgestellt werden, dass dieses schon in Oozyten vorkommen kann, die noch ein unreifes
Zytoplasma aufweisen aber auch in Oozyten, in deren Zytoplasma bereits degenerative
Prozesse stattfinden. Wahrend sich durch eine verlangerte Reifungszeit von Oozyten mit
kompaktem Kumulus in vitro die Entwicklungskompetenz auf das Niveau von Oozyten mit
expandierten Kumulus erhdhen lasst, erbringt eine verlangerte oder verklrzte Reifung
keinen Vorteil fur die Entwicklungskompetenz der Oozyten mit einem expandierten Kumulus.
Diese besitzen schon vor der IVM einen hohen Anteil Oozyten mit einem KD (Hinrichs et al.,
2005). Das KD konnte deshalb insbesondere bei den Oozyten mit expandiertem Kumulus,
die zusatzlich aus subordinanten, atretischen Follikelgruppen stammen, eine
Chromatinkonfiguration darstellen, die auch degenerativen Oozyten zugeordnet werden
kann. Besonders das in der Literatur beschriebene stark kondensierte Chromatin
(tightly condensed chromatin, TCC) kénnte daher auch als Ubergang zwischen dem
entwicklungskompetenten KD und einer beginnenden Pyknose diskutiert werden. Diese
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Oozyten koénnten eine Population darstellen, die ein vermeintlich entwicklungskompetentes
Chromatin aufweist (KD), welches aber zu einer Oozyte gehdrt, die unter keinen Umstanden
mehr eine Entwicklungskompetenz in vitro besitzt. Oozyten mit einem KD und einem
kompaktem Kumulus hingegen koénnten durch eine verlangerte Reifungszeit die
zytoplasmatische Reifung in vitro noch abschlief3en.

Bei der In-vitro-Embryonenerzeugung kénnen nach der In-vitro-Maturation hohe
Kernreifungsraten bei equinen Oozyten erreicht  werden,  wahrend die
Blastozystenentwicklungsraten der  befruchteten MIl-Stadien niedrig bleiben
(Hinrichs et al., 2005). Als Begrundung lasst sich nach den eigenen Untersuchungen eine
zum Teil irreversibel divergierende zytoplasmatische und chromosomale Reifung bereits in
frihen Follikelentwicklungsstadien vermuten, die es Oozyten nicht mehr erlaubt wahrend der
IVM die vollstandige Entwicklungskompetenz zu entwickeln. Um diese Hypothese endgliltig
zu klaren, sollte die Entwicklungskompetenz der Oozyten unter Beachtung ihrer follikularen
Herkunft untersucht werden. Zudem erscheinen weitergehende Untersuchungen sinnvoll, die
degenerative oder apoptotische Prozesse in Oozyten und ihren Kumuluszellen im
Zusammenhang mit den verschiedenen Diplotanstadien genauer charakterisieren.

5.4 Untersuchungen zur mitochondrialen Aktivitit in den
gewonnenen Oozyten

Ein wichtiger Parameter zur Charakterisierung der zytoplasmatischen Reifung ist die
mitochondriale Aktivitdt. Mitochondrien nehmen durch ihre Stoffwechselaktivitat, durch die
Beeinflussung des Kalziumsignals in Interaktion mit dem endoplasmatischen Retikulum und
durch ihre Stoffwechselprodukte, wie aktive Sauerstoffradikale, intermediare
Stoffwechselprodukte und der Produktion von ATP mafgeblich an der Regulation der
Eizellentwicklung teil (Dumollard et al., 2007). Mitochondrienfunktionen stehen aber auch im
Zusammenhang mit apoptotischen Vorgangen, bei denen es zur Depolarisation der
mitochondrialen Membranen in der Oozyte kommt (Bras et al., 2005). Der wichtigste
Energietrager fiir die Prozesse der Oozytenmaturation ist ATP, das hauptsachlich durch die
ATP-Synthese der Mitochondrien in der Oozyte durch oxidative Phosphorylierung flr die
Maturation zur Verfigung gestellt wird (Brevini et al., 2005; Dumollard et al., 2004).
Ergebnisse aus der Humanmedizin und aus Arbeiten an bovinen Oozyten legen nahe, dass
eine hohe mitochondriale Respiration, gemessen durch den ATP-Gehalt in der Oozyte, stark
positiv mit der Embryonenentwicklungsrate korreliert ist (Wilding et al., 2001; Stojkovic et al.,
2001). Fruchtbarkeitsprobleme aufgrund von geringen mitochondrialen Aktivitdten in Oozyten
stellen in der Humanmedizin ein eigenstandiges Krankheitsbild da, das hauptsachlich alteren
Patientinnen zugeordnet (Wilding et al., 2001) und in den meisten Fallen auf Defekte der
maternalen mitochondrialen DNA (mtDNA) zuriickgefiihrt wird (St John et al., 2004).

Fir die eigenen Untersuchungen wurde die mitochondriale Aktivitdt durch eine
photometrische Messmethode bestimmt, wie sie bereits bei porcinen (Torner et al., 2004),
bovinen (Otzdorff, 2006) und equinen (Torner et al., 2007) Oozyten angewendet wurde. Zur
Bestimmung der mitochondrialen Aktivitdt wurden die Oozyten unter Kulturbedingungen mit
dem Fluoreszenzfarbstoff MitoTracker Orange CMTM Ros (Tetramethylrosamin) vital
inkubiert. Der Farbstoff bindet in Abhangigkeit von der oxidativen Aktivitat, proportional zur
Hohe des Membranpotentials, nur in respiratorisch aktiven Mitochondrien. Durch die
Messung der Intensitdt des Emissionslichts werden anschlieRend Riickschlisse auf die
mitochondriale Aktivitdt gezogen. Die Methode beinhaltet daher keine direkte Bestimmung
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der mitochondrialen Aktivitat. Die Ergebnisse, die mit dieser Methode in der Vergangenheit
erarbeitet wurden, korrelieren aber positiv mit den Ergebnissen anderer Autoren, welche die
mitochondriale Gesamtleistung direkt durch die Messung des ATP-Gehaltes in Oozyten
wahrend der IVM bestimmt haben (Brevini et al., 2005; Stojkovic et al., 2001). Die Hohe der
mitochondrialen Gesamtleistung in Oozyten wird zum einem durch die respiratorische
Leistung des einzelnen Mitochondriums bestimmt, zum anderen additiv auch durch die
Anzahl von Mitochondrien in der Oozyte (Lee et al., 2006). Die Entwicklungskompetenz von
Oozyten ist deswegen auch mit einer hohen Anzahl von Mitochondrien in den Oozyten
verbunden (EI Shourbagy et al., 2006). Um die Gesamtleistung der Mitochondrien in einer
Oozyte besser darstellen und vergleichen zu kénnen, werden daher ATP-Gehalte oder
gemessene Fluoreszenzintensitdten der Mitochondrien pro Oozyte angegeben
(Torner et al., 2008; Tarazona et al., 2006; Torner et al., 2004; Stojkovic et al., 2001).

Bei den eigenen Untersuchungen zur mitochondrialen Aktivitdt, gemessen an der
Fluoreszenzintensitat pro Oozyte, zeigten Oozyten mit expandiertem Kumulus und Oozyten,
die nur eine Corona radiata besallen eine signifikant h6here mitochondriale Aktivitat als
Oozyten mit kompaktem Kumulus. In diesem Ergebnis deutet sich erneut eine Ahnlichkeit
von Oozyten der expandierten KOK und Oozyten, die nur einer Corona radiata besalen an.
Bei den Arbeiten von Torner et al. (2007) wurden in equinen Oozyten mit expandierten
Kumulus auch hoéhere mitochondriale Aktivitdten bereits zum Zeitpunkt der Gewinnung
vorgefunden als in den Oozyten der kompakten KOK, jedoch unterschieden sich die
Gruppen nicht signifikant voneinander. Eine anschlieRende IVM in diesen Arbeiten zeigte,
dass in Oozyten von expandierten KOK die mitochondriale Aktivitdt wahrend der IVM stetig
ansteigt, wahrend sie zum Ende der IVM bei Oozyten der kompakten KOK wieder abfallt.
Nach 32 Stunden IVM unterschieden sich die beiden Oozytengruppen signifikant in ihrer
mitochondrialen Aktivitdt. Mit einer ansteigenden mitochondrialen Aktivitat war in den
Arbeiten von Torner et al. (2007) eine zunehmende Kernreifung der Oozyten in der IVM
feststellbar. Eine hohe mitochondriale Aktivitdt zum Zeitpunkt der Gewinnung kénnte daher
ein wichtiges zytoplasmatisches Qualitatskriterium fiir eine erfolgreiche weitere Reifung sein.
Die Kumulusexpansion steht allerdings auch im Zusammenhang mit atretischen Vorgangen
im Ursprungsfollikel. Da jedoch unreife Oozyten mit expandiertem Kumulus haufiger die
Entwicklungsfahigkeit zur Blastozyste in vitro besitzen, wird vermutet, dass eine Atresie des
Ursprungsfollikels einen pramaturativen Effekt auf Oozyten ausubt, der sich vorteilhaft auf
die Kernreifung und Ausbildung der meiotischen Kompetenz in vitro auswirkt
(Hinrichs, 1997). Auch die eigenen Ergebnisse zu den Beziehungen zwischen der
mitochondrialen Aktivitdt und der Kumulusmorphologie legen nahe, dass sich atretische
Prozesse im Ursprungsfollikel positiv auf die zytoplasmatische Reifung von Oozyten zum
Zeitpunkt der Gewinnung auswirken kénnten. Durch verlangerte Reifungszeiten in vitro
erlangten Oozyten von kompakten KOK eine den Oozyten von expandierten KOK &hnliche
Entwicklungskompetenz (Hinrichs et al., 2005), so dass vermutet werden kann, dass
Unterschiede in der zytoplasmatischen Reifung teilweise wahrend der IVM noch kompensiert
werden kénnen.

Bei Arbeiten an porcinen Oozyten wurden ebenfalls héhere mitochondriale Aktivitaten in
Oozyten mit expandierten Kumulus gefunden (Torner et al., 2004). Es handelt sich jedoch
um Oozyten aus praovulatorischen Follikeln, deren Kumulusexpansion und Reifung in vivo
durch hCG induziert wurde und nicht um Oozyten aus unreifen Follikeln, die eine
Kumulusexpansion aufgrund atretischer Prozesse im Follikel zeigten. Auch bei den eigenen
Untersuchungen ergab sich die hdchste mitochondriale Aktivitdt bei den Oozyten, die aus
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praovulatorischen Follikeln 24 Stunden nach einer hCG-Gabe, gewonnen wurden. Damit
lasst sich ableiten, dass eine hohe mitochondriale Aktivitat in Oozyten zum Zeitpunkt der
Ovulation auch bei der Spezies Pferd zu den notwendigen Charakteristika einer in vivo
gereiften Oozyte gehdrt, um die nachfolgenden energieverbrauchenden Prozesse der
Fertilisation, Vorkernbildung und ersten Teilungen bewaltigen zu kénnen.

In ihrer Gesamtheit wiesen Oozyten aus wachsenden Follikelgruppen bei den eigenen
Untersuchungen eine signifikant hdhere mitochondriale Aktivitdt auf als Oozyten aus
subordinanten Follikelgruppen (Abb. 20). Auf den ersten Blick kdnnten damit Oozyten aus
wachsenden Follikelgruppen generell eine héhere Eignung fur In-vitro-Techniken haben. In
den wachsenden Follikelgruppen befanden sich aber auch signifikant haufiger Oozyten mit
der Chromatinkonfiguration des fibrillaren Diplotdns, in denen die hdchste mittlere
mitochondriale Aktivitdt bestimmt wurde (Tab. 9). Dieses flihrte zu der Annahme, dass es
sich beim fibrillaren Diplotan um eine aktivierte Chromatinstruktur handelt, die sich noch in
der Entwicklung zur meiotisch kompetenten kondensierten Diplotankonfiguration befindet
(Kapitel 5.2). Durch andere Arbeitsgruppen wurde aber gezeigt, dass es sich beim fibrillaren
Chromatin um eine sehr fragile Kernkonfiguration handelt, deren Oozyten in der IVM noch
keine meiotische Kompetenz besitzen und die grotenteils wahrend der IVM degeneriert
(Hinrichs et al., 2005). Die relativ niedrigen mittleren mitochondrialen Aktivitdten in den
Oozyten aus den subordinanten Follikelgruppen hingegen kénnten sich auch daraus
ergeben haben, dass sich unter ihnen signifikant haufiger Oozyten mit einem kondensierten
Diplotdn und pyknotischen Kernen befanden. Bei den Oozyten mit pyknotischen Kernen
wurden die niedrigsten Werte fir die mitochondriale Aktivitat bestimmt und auch in den
Oozyten mit einem kondensierten Diplotan wurde eine relativ niedrige mittlere mitochondriale
Aktivitdt gemessen. Dabei gilt das kondensierte Diplotan als die entwicklungskompetente
Chromatinstruktur (Hinrichs et al., 2005; Hinrichs und Williams, 1997).

Die Betrachtung der mitochondrialen Aktivitdten in Oozyten in Abhangigkeit von ihrer
follikularen Herkunft unter zusatzlicher Beachtung ihrer Kumulusmorphologie brachten
weitere Aufschlisse. In Oozyten mit kompakter Kumulusmorphologie ist eine niedrige
mitochondriale Aktivitdt, unabhangig von der follikularen Herkunft zu beobachten. Bei
Oozyten mit expandiertem Kumulus und in Oozyten, die nur einer Corona radiata hatten, war
die mitochondriale Aktivitat gegenuber Oozyten der kompakten KOK nur signifikant héher,
wenn sie aus einer wachsenden Follikelgruppe stammten (Abb. 22). Die mitochondrialen
Aktivitaten in Oozyten der subordinanten Follikelgruppen blieben hingegen unabhéangig von
der Kumulusmorphologie auf einem niedrigen Niveau. Daraus resultiert, dass die
mitochondriale Aktivitat in Oozyten mit expandiertem Kumulus signifikant und in Oozyten mit
Corona radiata tendenziell héher war, wenn diese aus einer wachsenden, statt aus einer
subordinanten Follikelgruppe stammten (Abb. 22). Hier zeigte sich erneut, dass die Oozyten
der expandierten KOK und die Oozyten mit Corona radiata zu einer physiologisch gleichen
Gruppe gehdren kénnten. Oozyten mit einem kompakten Kumulus kdnnen unabhéngig von
der follikularen Herkunft als wenig stoffwechselaktiv betrachtet werden. Die zytoplasmatische
Qualitat von Oozyten der expandierten KOK oder der Corona-radiata-Oozyten ist dagegen
bei einer unterschiedlichen follikularen Herkunft der KOK nicht gleich. Das Wissen Uber den
Entwicklungsstand der Ursprungsfollikelpopulation kdénnte bei Oozyten mit diesen
KOK-Morphologien daher ein weiteres wichtiges Kriterium zur Abschatzung der
Oozytenqualitédt darstellen. Die Expansion des Kumulus im unreifen Follikel im
Zusammenhang mit einer Follikelatresie, soll einen positiven, pramaturativen Effekt, auf die
Oozyte und ihre Entwicklungskompetenz haben (Hinrichs, 1997). Diese Hypothese konnte
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nach den vorliegenden Ergebnissen nur fur Oozyten der expandierten KOK aus wachsenden
Follikelgruppen zutreffen. Bei diesen Follikelgruppen koénnten atretische Prozesse erst
kurzfristig auf die Oozyte eingewirkt haben, die chromosomale und zytoplasmatische Reifung
aktiviert und in eine entwicklungskompetente Konfiguration durch pramaturative Effekte
gebracht haben. Hingegen waren die Oozyten der expandierten KOK aus subordinanten
Follikelgruppen bereits ab der Zyklusmitte unterschiedlich langen Zeitintervallen und vielfach
sicherlich fortgeschrittenen Stadien der Follikelatresie ausgesetzt (Ginther et al., 2006b;
Pedersen et al., 2004; Watson et al., 2002b). Zum Zeitpunkt der Rosse kdnnten die Oozyten
aus subordinanten, atretischen Follikeln bereits den Zeitpunkt, in dem chromosomale und
zytoplasmatische Reifung zusammen einen entwicklungskompetenten Zustand der Oozyte
bildeten, Uberschritten haben. Das Ooplasma kdnnte sich damit bereits irreversibel auf die
bevorstehende Degeneration Uber eine Apoptose eingestellt haben. Die meisten
apoptotischen Prozesse sind mit der Depolarisation der mitochondrialen Membranen und
einem niedrigen mitochondrialen Stoffwechsel in der Oozyte verbunden (Bras et al., 2005),
womit sich die niedrige mitochondriale Aktivitat in den Oozyten mit expandiertem Kumulus
aus subordinanten Follikelgruppen erklaren lieRe. Letztendlich kann diese Hypothese nur
durch weitere Untersuchungen aufgeklart werden, die Apoptosekaskaden in den Oozyten im
Zusammenhang mit ihrer Entwicklungskompetenz darstellen.

Die Beziehung der Chromatinkonfigurationen zur mitochondrialen Aktivitdt wurde im
Kapitel 5.2 bereits besprochen. Dennoch sollen hier die Beziehungen der mitochondrialen
Aktivitadten zwischen den Chromatinkonfigurationen noch einmal vergleichend diskutiert
werden. Bei den eigenen Arbeiten wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den
mittleren mitochondrialen Aktivitdten in Oozyten mit unterschiedlichen Kernkonfigurationen
gefunden. Die hdchsten Mittelwerte ergaben sich fur Oozyten mit einem fibrillaren Diplotan
und der Chromatinkonfigurationsgruppe Metaphase Il. Bei bovinen Oozyten wurden wahrend
einer IVM auch hoéhere mitochondriale Aktivitdten in Oozyten mit diesen
Chromatinkonfigurationen vorgefunden (Otzdorff, 2006) und auch bei Untersuchungen an
porcinen Oozyten wiesen Oozyten mit einem fibrilldren Diplotdn die hdchsten
mitochondrialen Aktivitaten auf (Egerszegi et al.,, 2010). Die Autorin Otzdorff (2006)
diskutierte in ihrer Arbeit Gber bovine Oozyten eine Parallele der mitochondrialen Aktivitat zur
Aktivitat des Maturation Promoting Factor (MPF) wahrend der Meiose. Der MPF wird durch
komplexe Phosphorylierungs- und Dephosphorylierungsvorgage in Oozyten aktiviert und ist
der zentrale Faktor zur Wiederaufnahme die Meiose (Hurk und Zhao, 2005). Die Aktivierung
des MPFs wird hauptsachlich durch die MAPK (Mitogen-activated Protein Kinase) bestimmt,
die von einer ausreichenden ATP-Synthese der Mitochondrien abhangig st
(Fan und Sun, 2004). Untersuchungen an equinen Oozyten wahrend der IVM zeigten, dass
Oozyten mit expandiertem Kumulus bereits zum Zeitpunkt der Gewinnung hdhere
MAPK-Aktivitaten aufwiesen als Oozyten mit einem kompakten Kumulus und der
Phosphorylierungsgrad der MAPK mit einer Aktivierung des Chromatins korreliert war
(Alm et al., 2004). Damit kénnte sich eine Verbindung zwischen den hdheren
mitochondrialen  Aktivitdten und dem haufigeren Auftreten von fortgeschrittenen
Meiosestadien bei den Oozyten mit einem expandierten Kumulus bei den eigenen Arbeiten
ergeben. Auch Torner et al. (2004, 2007) sahen bei In-vivo-Reifungen von porcinen und bei
In-vitro-Reifungen von equinen Oozyten zeitliche Zusammenhange zwischen der
Kumulusexpansion, einer steten Zunahme der mitochondrialen Aktivitdt und einer Reifung
des Chromatins. Die Ergebnisse der eigenen Arbeiten sind mit diesen Ergebnissen nicht
vollstandig vergleichbar, da hier die Reifung der KOK durch verschiedene Faktoren, wie der
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Follikelatresie, zu unterschiedlichen, unbekannten Zeitpunkten vor der Oozytengewinnung
begonnen hatte. Daraus konnte sich dann auch die hohe Streuung der gemessenen Werte
der Fluoreszenzintensitat der Oozyten mit einer gleichen Kernkonfiguration ergeben haben.
Denn wahrend bei einigen Oozyten noch eine mitochondriale Aktivierung passend zu den
energieintensiven Schritten der Meiose bestand (GVBD und Polkérperausschleusung), war
bei anderen Oozyten bereits eine Entkopplung der chromosomalen und zytoplasmatischen
Reifung eingetreten, je nachdem wie lange und intensiv atretische, pramaturierende
Einflisse auf die Oozyte gewirkt hatten. Eine Degeneration der Oozyten folgt dann, wenn
aufgrund fehlender weiterer Reifungssignale zum richtigen Zeitpunkt, Kernreifung und
zytoplasmatische Reifung im zunehmend atretisch werdenden Follikel nicht mehr in
Kongruenz gehalten werden koénnen. Oozyten, die bereits ein pyknotisches Chromatin
aufwiesen, hatten die deutlich geringsten Fluoreszenzintensitdten pro Oozyte, da es im
Zusammenhang mit apoptotischen Vorgadngen zur Depolarisation der mitochondrialen
Membranen und einem Rulckgang der Stoffwechselaktivitat in den Oozyten kommt
(Bras et al., 2005).

5.5 Untersuchungen zur mitochondrialen Aggregation in den
gewonnenen Oozyten

Die Wanderung von Mitochondrien entlang von Zellorganellen wahrend des Zellzyklus ist mit
der Maturation von Oozyten, der Auspragung ihrer Entwicklungskompetenz und der
nachfolgenden friilhen Embryonalentwicklung verbunden (Ferreira et al., 2009;
Sun et al.,, 2001). Ein Ausbleiben der Umverteilungen der Mitochondrien wahrend der
Maturation zeigte zwar keinen Einfluss auf den ATP-Gehalt in Oozyten, jedoch wurde ein
Einfluss auf die kalziumvermittelte Regulation der Eizellaktivierung nachgewiesen
(Brevini et al.,, 2005). Neben der Beschreibung der raumlichen Lokalisation der
Mitochondrien im Bezug auf andere Zellorganellen wurden auch verschiedene
Aggregationsmuster von Mitochondrien in Oozyten beobachtet. Torner et al. (2007, 2004)
beschreiben mitochondriale Aggregationsmuster in Oozyten, die von einer feinen Verteilung
der Mitochondrien im gesamten Ooplasma, (iber die Bildung von kristallinen Aggregaten, bis
hin zur Aggregation der Mitochondrien zu groben Granula reichen, die sich zu Clustern in
den Oozyten zusammenfinden. In ihren Arbeiten sahen Torner et al. (2007, 2004) eine
Zunahme von Oozyten mit einem grobkdrnigen mitochondrialen Aggregationsmuster bei
einer Verlangerung der Reifungszeit bei porcinen Oozyten in vivo und bei equinen Oozyten
in der IVM. Auch in bovinen Oozyten wurden Veranderungen der mitochondrialen
Aggregationsmuster wahrend der IVM beschrieben. Der Anteil Oozyten mit kristallinem
mitochondrialen Aggregationsmuster nimmt zu, wahrend der Anteil Oozyten mit feinem
Aggregationsmuster mit einer andauernden IVM abnimmt (Otzdorff, 2006). Die eigenen
In-vivo-Untersuchungen stiitzen die Vermutung der erwahnten Studien, dass eine
zunehmende Aggregation der Mitochondrien zu einer physiologischen Eizellreifung bei der
Spezies Pferd gehort. Bei den Oozyten aus praovulatorischen Follikeln, die 24 Stunden nach
einer hCG-Gabe gewonnen wurden, fanden sich ausschlieBlich Oozyten mit grobkdrnigem
Aggregationsmuster. Bereits die geringen Anzahlen der untersuchten Oozyten zeigten, dass
das grobkornige Aggregationsmuster signifikant haufiger in Oozyten aus praovulatorischen
Follikel zu finden war als in Oozyten aus wachsenden oder subordinanten Follikelgruppen.
Torner et al. (2004) fanden in dominanten Follikeln von Sauen, die noch vor einem LH-Signal
gewonnen wurden, keine Oozyten, die eine kristalline oder grobkérnige mitochondriale
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Aggregation aufwiesen. Bei den eigenen Untersuchungen wurden sowohl in Oozyten der
wachsenden als auch der subordinanten Follikelgruppen zu je einem Drittel Oozyten
vorgefunden, die bereits grobkdrnig aggregierte Mitochondrien aufwiesen. Es ergibt sich hier
ein Hinweis, dass es bereits in frihen, unreifen Follikelentwicklungsstadien zu
zytoplasmatischen Reifungsprozessen in equinen Oozyten kommt. Zum einen hatten die
mitochondrialen Umstrukturierungen bereits in Oozyten aus wachsenden Follikelgruppen
begonnen, noch bevor klinisch die Dominanzentwicklung eines Follikels festzustellen war.
Zum anderem zeigte sich, dass Oozyten aus subordinanten Follikelgruppen nicht alle die
notwendigen zytoplasmatischen mitochondrialen Reifungsvorgange aufgrund pramaturativ
wirkenden Einflissen im atretischen Follikel durchlaufen, die zu der Reifung einer
entwicklungskompetenten Oozyte gehdren kénnten. Torner et al. (2004) beschreiben die
Formung von mitochondrialen Clustern aus den grobkoérnig aggregierten Mitochondrien im
letzten Abschnitt der in vivo Maturation (32 Stunden nach hCG) bei porcinen Oozyten. Bei
den eigenen Untersuchungen wurde in keiner Oozyte eine Clusterbildung der
Mitochondriengranula beobachtet. Es kdnnte sein, dass der Zeitintervall nach der hCG-Gabe
bis zur Oozytengewinnung mit 24 Stunden zu kurz gewahlt war, um diese Form beobachten
zu koénnen. Es ware aber auch mdéglich, dass diese Form bei der Spezies Pferd nicht auftritt,
denn auch bei der IVM von equinen Oozyten konnte keine Clusterbildung beobachtet werden
(Torner et al., 2007).

In Oozyten aller KOK-Morphologieklassen konnten in den eigenen Untersuchungen sowohl
fein granulierte als auch grob granulierte, aggregierte mitochondriale Aggregationsmuster
nachgewiesen werden. In der Tendenz enthielten Oozyten mit einem kompakten Kumulus
seltener grob granulierte, aggregierte Mitochondrien als Oozyten, die nur eine Corona
radiata besalRen. Oozyten mit expandiertem Kumulus unterschieden sich nicht in der
Haufigkeit des Vorkommens der verschiedenen mitochondrialen Aggregationsmuster von
den anderen KOK-Morphologieklassen (Abb. 29). Bei Untersuchungen an equinen Oozyten,
aus tertiaren Follikeln, wurde in den Oozyten der kompakten KOK ausschlieRlich ein feines
mitochondriales Verteilungsmuster zum Zeitpunkt der Gewinnung vorgefunden, wahrend
Oozyten der expandierten KOK zu diesem Zeitpunkt ausschlief3lich kristallin oder grobkoérnig
aggregierte Mitochondrien aufwiesen (Torner et al., 2007). Torner et al. (2004) fanden bei
porcinen Oozyten aus unreifen, dominanten Follikeln sowohl bei den Oozyten der kompakten
als auch der aufgelockerten KOK nur Oozyten mit einem feinen mitochondrialen
Verteilungsmuster. Bereits 10 Stunden nach einer hCG-induzierten Follikelreifung bei den
Sauen beobachteten Torner et al. (2004) die Bildung von grobkérnig aggregierten
mitochondrialen Verteilungsmustern in den gewonnenen Oozyten. Bei einer Arbeit an
bovinen Oozyten (Otzdorff, 2006), bei der die Oozyten post mortem gewonnen wurden,
zeigten sich ahnliche Haufigkeiten von Oozyten mit unterschiedlichem mitochondrialen
Verteilungsmuster in den verschiednen Kumulusmorphologieklassen zum Zeitpunkt der
Gewinnung wie bei den eigenen Arbeiten. Zusatzlich wurde in dieser Arbeit eine
Abhangigkeit der Apoptoserate der Granulosazellen von der Kumulusmorphologie
aufgezeigt. Eine Aggregation der Mitochondrien in Oozyten aus tertidren equinen Follikeln
kénnte sich daher durch apoptotische Signale von den Granulosazellen (Otzdorff, 2006)
innerhalb weniger Stunden in den Oozyten ereignen (Torner et al., 2004), wahrend sich eine
sichtbare Veranderung der Kumulusmorphologie in atretischen Follikeln langsamer vollzieht.
Da Torner et al. (2004) zeigten, dass in porcinen Oozyten die mitochondriale Aggregation in
dominanten Follikel erst aufgrund eines Signals Uber den LH-Rezeptor kurz vor der
Ovulation vollzogen wird, bleibt fraglich, ob die beobachteten grob granulierten
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mitochondrialen Aggregationsmuster in den Oozyten von unreifen Follikeln bei den eigenen
Arbeiten als positiv zu werten sind. Sie kdnnten als ein Zeichen fiir eine positive
zytoplasmatische Pramaturation in einigen Oozyten gelten, aber auch als Zeichen dafir,
dass bei anderen Oozyten praovulatorische zytoplasmatische Reifungsprozesse zu frih
stattgefunden haben und es darauf hin aufgrund des Ausbleibens weiterer Reifungssignale
zu einer Entkopplung der verschiedenen Reifungsprozesse in den Oozyten gekommen ist.
Oozyten mit unterschiedlichem G-6-PDH Status unterschieden sich nicht in ihren
mitochondrialen Aggregationsmustern. Es waren jeweils signifikant mehr Oozyten mit fein
granulierten Mitochondrien nachzuweisen. Eine zusatzliche Unterteilung der Oozyten mit
unterschiedlichem G-6-PDH Status nach ihrer Kumulusmorphologie zeigte, dass BCB-
Oozyten (=hohe G-6-PDH-Aktivitdt) mit kompaktem Kumulus signifikant haufiger
Mitochondrien in fein granulierter Verteilung aufwiesen als BCB™ Oozyten, die nur eine
Corona radiata besalen (Tab. 10). Dieses Ergebnis stimmt Untersuchungen an porcinen
Oozyten Uberein (Egerszegi et al., 2010). Sowohl der kompakte Kumulus der Oozyten als
auch ihre hohe G-6-PDH-Aktivitat (BCB") sprechen dafiir, dass es sich um unreife Oozyten
handelt, mit denen das hier gehauft auftretende feine Aggregationsmuster in Verbindung
steht. Hingegen konnte die hohe Aktivitdt der G-6-PDH (BCB") in Oozyten mit nur einer
Corona radiata oder einem expandierten Kumulus bereits auf degenerative Prozesse
hinweisen (Ortega-Camairillo et al., 2009), wie es bereits im Kapitel zur G-6-PDH-Aktivitat in
den Oozyten diskutiert wurde. Das in diesen Oozyten gehauft vorkommende grob
aggregierte  mitochondriale  Aggregationsmuster  zeigt, dass  zytoplasmatische
Reifungsprozesse in diesen Oozyten bereits stattgefunden hatten. In ihnen konnte der
Zeitabschnitt, in dem eine follikulare Pramaturation einen positiven aktivierenden Einfluss auf
das Zusammenwirken von zytoplasmatischen und chromosomalen Reifungsprozesse hat,
bereits verstrichen sein. Zur weiteren Aufklarung dieser Fragestellung sollten Oozyten mit
unterschiedlichem G-6-PDH Status, getrennt nach ihrer Kumulusmorphologie einer IVM mit
anschlieRender Befruchtung und Kultivierung unterzogen werden.

Die Anteile Oozyten mit unterschiedlichen mitochondrialen Aggregationsmustern
unterschieden sich nicht signifikant zwischen den Oozyten mit verschiedenen
Kernkonfigurationen.  Oozyten mit einem fein  granulieten  mitochondrialen
Aggregationsmuster wurden jeweils signifikant haufiger vorgefunden (Tab. 11). Eine
Ausnahme bildeten die Oozyten der Metaphase-II-Gruppe (MIl), in denen zu gleichen
Anteilen fein und grob granulierte Aggregationsmuster der Mitochondrien nachgewiesen
wurden. Die Oozyten der Ml unterschieden sich dabei aber nicht signifikant in der Verteilung
ihrer mitochondrialen Aggregationsmuster von den Oozyten anderer
Chromatinkonfigurationen. Nach einer IVM von equinen Oozyten war beobachtet worden,
dass Oozyten im Diplotdn zu 85,7% fein und Oozyten mit einer MIl zu 90,9% grob
granulierte, aggregierte Mitochondrien aufwiesen (Torner et al., 2007). Otzdorff (2006) stellte
wahrend der IVM von bovinen Oozyten eine signifikante Abnahme des feinen und eine
Zunahme des kristallinen Aggregationsmusters in Oozyten, parallel zu ihrer meiotischen
Reifung, fest. Auch bei der in vivo Maturation von porcinen Oozyten wurde, parallel zur
Zunahme des Anteils chromosomal reifer Oozyten (MIl), eine Zuname der Oozyten mit
einem grob granulierten mitochondrialen Aggregationsmuster beobachtet
(Torner et al., 2004). An den eigenen Ergebnissen lasst sich daher bei der Betrachtung der
mitochondrialen  Aggregationsmuster in  Abhangigkeit vom Meiosestadium eine
Inhomogenitat zwischen der zytoplasmatischen Reifung und der Kernreifung bei Oozyten
aus unreifen Follikeln erkennen. Denn in einem relativ groRen Anteil der Oozyten in einem
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Diplotanstadium hatte sich schon eine mitochondriale Aggregation vollzogen, wahrend sie
bei einem relativ groRen Anteil der reifen Oozyten (MIl) noch nicht stattgefunden hatte.
Trotzdem ist auch aus den eigenen Ergebnissen zu erkennen, dass in equinen Oozyten mit
einer voranschreitenden Meiose die Aggregation der Mitochondrien in vivo zunimmt.

Bei den eigenen Arbeiten wurde eine signifikant hoéhere mitochondriale Aktivitat
(Fluoreszenzintensitat/Oozyte) in Oozyten mit grob granulierten, aggregierten Mitochondrien
gemessen als in Oozyten mit einem fein granulierten mitochondrialen Aggregationsmuster.
Torner et al. (2007) und Otzdorff (2006) sahen keine Unterschiede der mitochondrialen
Aktivitdt in equinen oder bovinen Oozyten mit unterschiedlichen mitochondrialen
Aggregationsmuster wahrend einer IVM. Hingegen wurden wéahrend der in vivo Maturation
von porcinen Oozyten ebenfalls signifikante Zunahmen der mitochondrialen Aktivitaten in
den Oozyten parallel zur zunehmenden Aggregation der Mitochondrien bis zur Endphase der
Reifung festgestellt (Torner et al., 2004). Im Gegensatz dazu sahen Tarazona et al. (2006)
eine feine Verteilung der Mitochondrien bei reifen bovinen Oozyten nach einer IVM. Sie
konnten keine Beziehungen zwischen dem ATP-Gehalt der Oozyten und der mitochondrialen
Verteilung feststellen. Andere Autoren sahen eine hohe mitochondriale Aktivitat in vitro eher
zum Zeitpunkt des GVBD, zu dem die Mitochondrien noch in der Mehrzahl feinkdrnig
aggregiert in den Oozyten vorlagen (Otzdorff 2006). Doch bei den eigenen Untersuchungen
ergaben sich, insbesondere bei der Betrachtung der Oozyten aus praovulatorischen
Follikeln, bereits Hinweise darauf, dass eine zunehmende mitochondriale Aggregation im
Zusammenhang mit einer Zunahme der mitochondrialen Aktivitdt Merkmale einer
physiologischen Eizellreifung bei Pferden darstellen.

Bei den eigenen Untersuchungen wurden in den Oozyten die keinen Kern aufwiesen
ausschlieRlich fein granulierte mitochondriale Aggregationsmuster vorgefunden. In ihnen war
das fein granulierte mitochondriale Aggregationsmuster signifikant haufiger zu finden als bei
den Oozyten der MII-Gruppe und tendenziell haufiger als bei Oozyten der MI-Gruppe und
den Oozyten mit einem kondensierten oder fibrillaren Diplotan. Untersuchungen an murinen
Oozyten zeigten, dass sich die Wanderung von Mitochondrien entlang von Mirotubuli
vollzieht. Die Mikrotubuli leiten die Mitochondrien wahrend der Eizellreifung in die Kernregion
und zu den Polen des Spindelapparates (Van, 1991). Die Ergebnisse der eigenen Arbeiten
unterstlitzen diese Beobachtungen in sofern, dass es bei Oozyten ohne Kern nicht zu einer
Organisation der Zellorganellen und Filamente kommen kann und somit auch nicht zu einer
Organisation der mitochondrialen Verteilung. Auch bei den Oozyten mit einem pyknotischen
Chromatin wurde in den eigenen Arbeiten ein hoher Anteil Oozyten mit fein granuliert
aggregierten Mitochondrien vorgefunden. Es ist auch hierbei zu erkennen, dass durch das
Fehlen von Strukturen, die aufgrund der Kernreifung entstehen (Spindelapparat), oder bei
diesen Oozyten entstanden waren und bereits wieder abgebaut wurden, eine feine
Verteilung der Mitochondrien in den Oozyten erhalten blieb oder sich im Zuge der
Degeneration der Mikrofilamente wieder ergab. Es wird dadurch ersichtlich, dass die
Kernreifung und die zytoplasmatische Reifung eng regulativ miteinander verbunden sind und
eine Entkopplung der beiden Reifungsprozesse nicht zu einer adaquaten, autonomen
Reifung der einzelnen Kompartimente in den Oozyten fihrt.
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5.6 AbschlieBende Betrachtung und Ausblick

Die eigenen Untersuchungen zeigten, dass zum Zeitpunkt der Rosse neben einem reifen,
praovulatorischen Follikel, eine subordinante Follikelgruppe vorhanden ist, die hauptsachlich
aus atretischen Follikeln besteht. Neu herangewachsende Follikelgruppen bestehen
hingegen bis kurz vor dem Erscheinen eines dominanten Follikels hauptsachlich aus vitalen
Follikeln. Atretische Prozesse in subordinanten Follikeln filhren dazu, dass die
Oozytengewinnungsrate ansteigt, der Anteil Oozyten mit einem expandierten Kumulus oder
nur mit einer Corona radiata groRer wird und die gewonnenen Oozyten haufiger ein
kondensiertes Chromatin im Diplotédnstadium aufweisen. Bei der Follikelaspiration
heranwachsender, vitaler Follikelgruppen werden dagegen niedrigere
Oozytengewinnungsraten und erhdhte Anteile Oozyten mit einem kompakten Kumulus und
im Chromatinstadium des fibrillaren Diplotéans erreicht. Damit fuhrt die Aspiration von
subordinanten Follikelgruppen, oberflachlich betrachtet, effektiver zu einer groRen Anzahl
von bereits angereiften Oozyten mit den Eigenschaften, die in der Literatur als positiv fur
eine Verwendung zur In-vitro-Embryonenproduktion beschrieben werden.

Aber auch bei der Oozytengewinnung von heranwachsenden Follikelgruppen lassen sich
zahlreich expandierte Kumulus-Oozyten-Komplexe (KOK) finden und das kondensierte
Diplotan stellt auch unter den Oozyten von heranwachsenden Follikelgruppen die am
haufigsten vorkommende Chromatinkonfiguration dar. Diese Eigenschaften weisen darauf
hin, dass es auch bereits in vitalen, wachsenden Follikeln zu einer initialen Eizellreifung
kommt, die auf friih beginnende atretische Prozesse in den Follikeln zurtickgefiihrt werden
kénnte. Die Dauer und die Intensitat, mit der atretische Prozesse auf Eizellen einwirken,
entscheiden letztendlich dariiber, ob sich eine Follikelatresie, wie von anderen Autoren
vermutet, positiv auf die Entwicklungskompetenz der gewonnenen Oozyten auswirkt.

Bei den Untersuchungen wurde festgestellt, dass es sowohl in friihen als auch in spaten
follikularen Entwicklungsstadien zu einer Entkopplung der chromosomalen und
zytoplasmatischen Reifung in Oozyten kommen kann. Eine Entkopplung durfte mit einem
Verlust der Entwicklungskompetenz der Oozyte und eventuell auch mit dem Verlust der
Entwicklungsfahigkeit des umgebenen Follikels verbunden sein. Besonders in Follikeln mit
ausgepragter, bereits lang andauernder Atresie kdnnte der divergierende Prozess zwischen
chromosomaler und zytoplasmatischer Reifung bereits irreversibel in den Oozyten
vorangeschritten sein. Oozyten mit der gleichen Chromatinkonfiguration oder
Kumulusmorphologie kénnen daher, bei unterschiedlicher follikuldrer Herkunft, im Bezug auf
ihre Entwicklungskompetenz nicht als gleichwertig betrachtet werden.

Verdeutlicht wurde dieses bei den eigenen Untersuchungen durch die Beurteilung der
zytoplasmatischen Reifung anhand der mitochondrialen Aktivitdt und Aggregation. Hohe
mitochondriale Aktivitaten fanden sich insbesondere bei Oozyten der expandierten KOK aus
wachsenden Follikelgruppen, wahrend Oozyten der expandierten KOK aus subordinanten
Follikelgruppen signifikant niedrigere mitochondriale Aktivitaten aufwiesen. Eine beginnende
Follikelatresie, sichtbar an der Kumulusexpansion, fiuihrte bei Oozyten aus den wachsenden
Follikelgruppen zu einer Aktivierung der zytoplasmatischen Reifung sowie zu einer friihen
chromosomalen Reifung im Germinalvesikel. Dadurch kénnte sich ein positiver Einfluss auf
die Entwicklungskompetenz der Oozyten ergeben, denn eine hohe mitochondriale Aktivitat
bendtigen Eizellen um den steigenden Bedarf an Energie wahrend der Prozesse der Meiose,
der molekularen Reifung und der Fertilisation zu decken. Die Aktivierung der Eizellreifung in
den atretischen Follikeln der subordinanten Follikelgruppen liegt dagegen schon langer
zuriick, die Energie ist verbraucht und die Eizellen sind bereits in degenerative, apoptotische
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Zellprozesse eingetreten, die mit einem Verlust der Entwicklungskompetenz einhergehen
dirften.

Im Zusammenhang mit der mitochondrialen Aktivierung kommt es zur Aggregation der
Mitochondrien in den Oozyten. Die eigenen Untersuchungen lassen darauf schlielen, dass
die mitochondriale Aggregation, verbunden mit einer Erhéhung der mitochondrialen Aktivitat
und dem Erreichen der Metaphase Il, physiologisch zu den finalen Reifungsprozessen in
equinen Oozyten kurz vor der Ovulation gehdrt. Das Vorkommen von aggregierten
Mitochondrien in Oozyten mit niedrigen mitochondrialen Aktivititen und frihen
Meiosestadien zeigt demgegeniiber, dass zu jedem Zeitpunkt eine Entkopplung der
zytoplasmatischen und chromosomalen Reifung erfolgen kann.

Die  Anteile Oozyten mit einer hohen bzw. niedrigen  Aktivitdt der
Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase  (G-6-PDH) waren in  den  verschiedenen
Follikelgruppen gleich. Speziell bei den Untersuchungen der Chromatinkonfiguration der
Oozyten ergaben sich Hinweise, dass eine hohe G-6-PDH-Aktivitdt in Oozyten aus vitalen
Follikeln im Zusammenhang mit einer noch nicht abgeschlossenen Eizellentwicklung steht,
wahrend bei Oozyten aus atretischen Follikeln sich eine hohe Enzymaktivitdt aus
degenerativen, apoptotischen Prozessen ableiten kdénnte. Beide Ursachen der hohen
G-6-PDH-AKktivitat fihren jedoch zu einer verminderten Entwicklungskompetenz der Oozyten
in vitro.

Da sich Oozyten der expandierten KOK und Oozyten, die nur von einer Corona radiata
umgeben waren, in ihren zytoplasmatischen und chromosomalen Eigenschaften nicht von
einander unterschieden, sich aber signifikante Unterschiede zu den kompakten KOK
ergaben, sollten diese Oozyten zu einer Oozytengruppe mit dhnlichem Entwicklungsstatus
zusammengefasst werden. Die Corona-radiata-Oozyten kénnten sich hauptsachlich aus
zuvor expandierten KOK nach Abrasion der oberen Zellschichten durch mechanische
Einflisse bei der Follikelaspiration generiert haben. Dieses wird sicherlich bei expandierten
Kumuli, durch die bereits gelockerten Zellverbindungen leichter und somit haufiger erfolgen,
als bei kompakten Kumuli.

Da der Entwicklungsstatus einer Follikelpopulation chromosomale und zytoplasmatische
Eigenschaften von den darin enthaltenen Oozyten signifikant beeinflusst, kann die
Information Uber den Entwicklungsstatus einer Follikelgruppe als weiterer Parameter zur
Abschatzung der equinen Oozytenqualitdt und zu deren Beeinflussung dienen. Eine
Oozytengewinnung von subordinanten Follikeln wahrend der Rosse durfte aufgrund der
bereits lang anhaltenden atretischen Einflisse, vermehrt zu nicht mehr
entwicklungskompetenten Eizellen fihren. Eine wiederholte Eizellgewinnung in sehr kurzen
Zeitabstdnden  wirde dagegen  Eizellen generieren, die ihre vollstandige
Entwicklungskompetenz noch nicht ausgebildet haben.

Eine Eizellgewinnung im Zeitraum der Deviation des dominanten Follikels erscheint geeignet
um eine hohe Anzahl entwicklungskompetenter Oozyten zu erlangen. Um die positiven
Einflisse einer beginnenden Follikelatresie auf die Entwicklungskompetenz von Oozyten
optimaler auszunutzen, kénnte sich eine Oozytengewinnung nach der Deviation des
dominanten Follikels als ratsamer erweisen als kurz zuvor. Erst eine Prifung der
tatsachlichen Entwicklungskompetenz der Oozyten nach der Etablierung zuverlassiger
Verfahren zur In-vitro-Embryonenproduktion bei Pferden wird diese Fragestellung endgiltig
klaren konnen.
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6 Zusammenfassung

Untersuchungen zur Eizellqualitét in differenten Follikelpopulationen bei Stuten

Ziel des tierexperimentellen Designs war es Eizellen in vivo zu gewinnen, die verschiedenen,
definierten physiologischen Entwicklungsstadien von Follikelpopulationen zugeordnet
werden konnten. Durch die parallele Bestimmung mehrerer Parameter der Eizellqualitat an
jeder einzelnen Eizelle, sollten Zusammenhange in vivo zwischen chromosomalen und
zytoplasmatischen Reifungsprozessen in den Oozyten untersucht werden. Insbesondere
sollte dabei die follikulare Herkunft als Einflussfaktor auf die Eigenschaften von Oozyten
naher beschrieben werden.

Die Oozytengewinnung erfolgte durch wiederholte transvaginale ultraschallgeleitete
Follikelpunktionen, die in 120 Follikelpunktionssitzungen an 14 Mecklenburger
Warmblutstuten wahrend einer Zuchtsaison vorgenommen wurden. Die Eizellgewinnung
erfolgte zunachst bei rossigen Stuten, denen 24 Stunden zuvor ein hCG-Praparat appliziert
worden war. Die Follikelaspirate wurden getrennt nach praovulatorischen Follikeln und
subordinanten Follikeln gesammelt. Nachdem alle sichtbaren Follikel wahrend der Rosse
aspiriert worden waren, wurden die Stuten einer zweiten Follikelaspiration unterzogen, noch
bevor sich in der neu herangewachsenen Follikelpopulation ein dominanter Follikel
entwickelt hatte. Zur genaueren Charakterisierung der verschiedenen Follikelgruppen
erfolgten stichprobenartig Analysen der Ostradiol-17p- und Progesteronkonzentrationen in
den Follikelflissigkeiten. Die Kumulus-Oozyten-Komplexe (KOK) wurden nach der
Gewinnung unter einem Stereomikroskop morphologisch beurteilt und mit Brillant-Cresyl-
Blau (BCB) unter Kulturbedingungen zur Bestimmung der Aktivitdt der
Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G-6-PDH) inkubiert. AnschlieBend wurden die
denudierten Oozyten mit dem Fluoreszenzfarbstoff MitoTracker Orange CMTM Ros zur
Bestimmung der mitochondrialen Aktivitdt und Aggregation vital inkubiert und nach einer
Fixierung in Paraformaldehyd mit Hoechst 33258 zur Bestimmung der
Chromatinkonfiguration parallel gefarbt. Die Auswertung der Fluoreszenzfarbungen erfolgte
unter einem Epifluoreszenzmikroskop mit zusatzlichem Photometer.

Insgesamt wurden 1058 Follikel aspiriert und dabei 178 KOK gewonnen. Es entfielen 75
Oozyten auf die wachsende Follikelgruppe, 101 Oozyten auf die subordinante Follikelgruppe
und zwei Oozyten konnten aus praovulatorischen Follikeln gewonnen werden.

Die Oozytengewinnungsrate pro Aspirationssitzung war bei der Aspiration von wachsenden
Follikelgruppen signifikant niedriger als bei der Aspiration von subordinanten Follikelgruppen
(p<0,01). Eine zuverlassige Gewinnung von Oozyten aus praovulatorischen Follikeln wurde
mit der angewandten Technik in dieser Untersuchung nicht realisiert.

Kompakte KOK wurden signifikant haufiger aus wachsenden Follikelgruppen (p<0,05) und
Oozyten, die nur die Corona radiata aufwiesen tendenziell haufiger aus den subordinanten
Follikelgruppen (p=0,06) gewonnen.

Die Ostradiol-17p-Konzentrationen waren mit 1911,4+184,5 ng/ml in préovulatorischen
Follikeln, mit 885,6+120,6 ng/ml in Follikeln der wachsenden und mit 54,4+£155,9 ng/ml in
Follikeln der subordinanten Follikelgruppe zwischen den Follikelgruppen signifikant
unterschiedlich (p<0,05).

Insgesamt wurde mittels der BCB-Farbung in einem Drittel der Oozyten eine hohe
G-6-PDH-Aktivitat festgestellt. Es wurden keine signifikanten Einflisse der Follikelgruppen,
der KOK-Morphologie, des mitochondrialen Aggregationsmusters oder der mitochondrialen
Aktivitat auf die Verteilung von Oozyten mit unterschiedlicher G-6-PDH-Aktivitdt beobachtet.
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Oozyten, deren Kern sich im fibrillaren Diplotanstadium befand, wiesen einen signifikant
gréReren Anteil Oozyten mit einer niedrigen G-6-PDH-Aktivitdt und Oozyten mit
pyknotischen Chromatin einen signifikant gréReren Anteil Oozyten mit einer hohen
G-6-PDH-Aktivitat auf (p<0,05).

Bei der Untersuchung der Chromatinkonfigurationen konnte gezeigt werden, dass
wachsende Follikelpopulationen signifikant hoéhere Anteile Oozyten im fibrillaren
Diplotanstadium enthalten, wahrend Oozyten aus subordinanten Follikelpopulationen gehauft
ein kondensiertes Diplotan aufwiesen (p<0,05). Oozyten, deren Chromatin pyknotisch war,
fanden sich nur in subordinanten Follikelgruppen. Oozyten mit einem expandierten Kumulus
waren signifikant haufiger bereits zur Metaphase 1l gereift als Oozyten mit einem kompaktem
Kumulus (p<0,05).

In Oozyten aus wachsenden Follikelgruppen wurden signifikant hoéhere Werte
(Fluoreszenzintensitat/Oozyte) der mitochondrialen Aktivitdt gemessen als in Oozyten aus
subordinanten Follikelgruppen (p<0,05). Oozyten, die nur eine Corona radiata aufwiesen und
Oozyten der expandierten KOK zeigten ebenfalls signifikant hoéhere Werte der
mitochondrialen Aktivitdt als Oozyten mit kompaktem Kumulus (p<0,05). Ein signifikanter
Einfluss der Chromatinkonfiguration auf die mitochondriale Aktivitat wurde nicht beobachtet.
Insgesamt zeigten 28,1% der untersuchten Oozyten ein grobgranuliertes mitochondriales
Aggregationsmuster und 71,8% ein fein granuliertes Aggregationsmuster. Oozyten aus
praovulatorischen Follikeln wiesen signifikant haufiger ein grobgranuliertes mitochondriales
Aggregationsmuster auf als Oozyten aus wachsenden oder subordinanten Follikelgruppen
(p<0,05). Oozyten, die keinen Kern aufwiesen, besallen alle ein fein granuliertes
Aggregationsmuster. Oozyten mit grob granulierten Mitochondrien zeigten eine signifikant
héhere mitochondriale Aktivitat als Oozyten mit fein granulierten Mitochondrien (p<0,0001).

Die Untersuchungsergebnisse zeigten deutlich, dass in subordinanten Follikelgruppen
hauptsachlich atretische und in den wachsenden Follikelgruppen zum gréften Teil vitale
Follikel enthalten waren. Aufgrund der Ergebnisse kann angenommen werden, dass es
bereits in unreifen Follikeln zu einer Entkopplung zwischen der chromosomalen und
zytoplasmatischen Reifung in Oozyten kommen kann. Besonders in stark atretischen
Follikeln kénnte dieser Prozess bereits irreversibel fortgeschritten sein. Oozyten mit der
gleichen  Chromatinkonfiguration oder  Kumulusmorphologie sollten daher bei
unterschiedlicher follikularer Herkunft hinsichtlich ihrer Entwicklungskompetenz in vitro nicht
als gleichwertig betrachtet werden. Weiterfuhrend sollte daher die Entwicklungskompetenz
der Oozyten in Abhangigkeit zu ihrer follikuldren Herkunft untersucht werden. Da die
follikulare Herkunft chromosomale und zytoplasmatische Eigenschaften von equinen
Oozyten signifikant beeinflusst, kann das Wissen uber die follikulare Herkunft einer Oozyte
als weiterer Parameter zur Abschatzung der Oozytenqualitdt dienen. Die erzielten
Ergebnisse kénnen in Zukunft dazu beitragen In-vitro-Systeme der Eizellreifung zu
optimieren und die Oozytengewinnung auf eine mdglichst hohe Anzahl
entwicklungskompetenter Oozyten zu orientieren.
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7 Summary

Studies on oocyte quality of different follicle populations in mares

The aim of the experimental design was to recover oocytes in vivo, which could be assigned
to follicle populations in different physiologic developmental stages. By a parallel
determination of several parameters of oocyte quality for every single oocyte, links between
chromosomal and cytoplasmic maturation processes in vivo should be investigated.
Especially the impact of the follicular origin on the characteristics of oocytes should be
described in detail.

Oocyte recovery was done by repeated transvaginal ultrasound guided follicle aspiration in
14 Mecklenburger Warmblood mares, which underwent 120 follicle aspiration sessions
during one breeding season. Follicle aspiration sessions were performed first during the heat
of the mare, 24 hours after they had received hCG. The aspirates of the preovulatory follicles
and the subordinate follicle populations were collected separately. After the ablation of all
visible follicles of the mare, a second follicle aspiration session was done just before a
dominant follicle had developed in the newly grown progressive follicle population. To
characterise the follicle populations more closely random samples of follicle fluid from the
different follicle populations were taken simultaneously and analysed for their oestradiol and
progesterone content. Immediately after recovery the cumulus-oocytes-complexes (COCs)
were divided in groups depending on their cumulus morphology under a stereomicroscope
and incubated under culture conditions with brilliant cresyl blue (BCB), to evaluate the activity
of glucose-6-phosphate dehydrogenase (G-6-PDH) enzyme. The denuded oocytes were
then incubated with the Mito Tracker Orange CMTM Ros vital stain to measure the
mitochondrial activity and aggregation. Following a fixation with paraformaldehyde the
oocytes were also subjected to Hoechst 33258 stain to detect the chromatin configuration.
Later on, the evaluation of the fluorescent stains was done by using an epifluorescence
microscope which was connected to a photometric system.

Altogether, 1058 follicles were aspirated and 178 COCs were recovered. Out of these, 66
oocytes belonged to growing follicle populations, 101 to subordinate follicle populations and
two oocytes were recovered from preovulatory follicles.

The oocyte recovery rate per aspiration session was significantly lower for the aspiration of
growing follicle populations than for subordinate follicle populations (p < 0.01). A reliable
recovery of oocytes from preovulatory follicles was not realised with the applied technique in
this study.

Significantly more oocytes with compact cumuli were found in the progressive follicle
population (p < 0.05), whereas the subordinate follicle population tended to contain more
oocytes, which were only covered by corona radiata cells (p = 0.06).

The oestradiol concentrations showed a level of 1911.7 £ 185.5 ng/ml in preovulatory
follicles, 885.6 + 120.6 ng/ml in growing and 54.4 + 155.9 ng/ml in subordinate follicle
populations indicating significant differences between the follicular fluid samples of the
different follicle populations (p < 0.05).

By the measurement with BCB stain, altogether one third of the recovered oocytes showed a
high G-6-PDH activity. No significant impacts of the follicle population of origin, the cumulus
morphology, the mitochondrial aggregation patterns or the mitochondrial activity of the
oocytes were observed on the distribution patterns of oocytes with different G-6-PDH activity.
While oocytes with the chromatin configuration of a fibrillar diplotene showed a significantly
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higher amount of oocytes with a low G-6-PDH activity, oocytes with pycnotic chromatin had a
significantly higher number of oocytes with a high G-6-PDH activity (p < 0.05).

The evaluation of the chromatin configuration showed that follicles of growing follicle
populations contained significantly higher proportions of oocytes with a fibrillar diplotene,
while subordinante follicle populations had higher proportions of oocytes with a condensed
diplotene (p < 0.05). Oocytes with a pycnotic chromatin were found in subordinate follicle
populations only. Moreover, significantly more oocytes with expanded cumulus cells were
already progressed to the metaphase Il stage of meiosis than oocytes with a compact
cumulus (p < 0.05).

The mitochondrial activity (fluorescence intensity/oocyte) was significantly increased in
oocytes of growing follicle populations as compared to oocytes from subordinate follicle
populations (p < 0.05). Higher levels of mitochondrial activity were found also in oocytes with
an expanded cumulus and in oocytes with only corona radiata cells than in the oocytes with a
compact cumulus (p < 0.05). A significant impact of the chromatin configuration of the
oocytes on the mitochondrial activity was not observed.

In total, 28.1% of the oocytes showed a granulated mitochondrial aggregation pattern and
71.8% a fine aggregation pattern of the mitochondria. Oocytes from preovulatory follicles had
significantly more often a granulated mitochondrial aggregation pattern than oocytes from
growing or subordinate follicle populations (p < 0.05). In oocytes without a nucleus, only the
fine mitochondrial aggregation pattern was found. The mitochondrial activity was significantly
higher in oocytes which showed mitochondria in granulated aggregation pattern than in
oocytes with fine mitochondrial aggregation pattern (P<0,0001).

The results of this study show clearly that subordinate follicle populations consisted mainly of
atretic follicles while the growing follicle population consisted of a greater number of viable
follicles. Based on the results it could be supposed that already in immature follicles
chromosomal and cytoplasmic maturation processes of the enclosed oocytes can be teared
apart. Especially in follicles with progressed atresia this deviation process could have already
reached an irreversible stage. Therefore, oocytes with the same chromatin configuration or
the same cumulus morphology but with a different follicular origin should not be taken as
having the same developmental competence. In continuing studies the developmental
competence of oocytes should be checked in dependence of their follicular origin. Because of
the significant impact of the follicular origin on chromosomal and cytoplasmic characteristics of
equine oocytes, the knowledge about the follicular origin of an oocyte can be used as a
parameter to assess the quality of an oocyte. The results can contribute to optimize in vitro
oocyte maturation systems and should be helpful to design oocyte-recovery treatments in
vivo, which results in highest numbers of developmental competent oocytes.
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