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1 EINLEITUNG 

Wie kommt es zur Selektion und Ovulation eines Follikels? Dies ist eine zentrale Frage, 

die seit vielen Jahren Wissenschaftler beschäftigt, da es dabei sowohl um das Verständnis der 

Physiologie, als auch um die Kontrolle der Reproduktion bei Säugertieren geht. Viele 

Faktoren scheinen diese Prozesse zu beeinflussen und spiegeln damit auch die Redundanz der 

Hormone wider. 

Die Follikelentwicklung ist ein komplexer physiologischer Prozess, der die extra- und 

intrafollikulären Faktoren umfasst, d.h. sowohl die Wirkung von Hormonen des endokrinen 

Systems als auch lokale autokrine und parakrine Aktionen intraovarieller Substanzen, wie 

z.B. das intraovarielle Insulin-like Growth Factor (IGF) - System. Der Einfluss von IGF-I auf 

das Follikelwachstum und dessen Mechanismus zur Initiierung des Follikelwachstums sowie 

dessen Differenzierung ist von großem Interesse, um zu verstehen, wie der primordiale Pool 

zu aktivieren ist. Eine Klärung dieser Fragen verbessert das Verständnis der Reproduktion 

von Haustieren und besonders vom Aussterben bedrohter Tierarten (FORTUNE 2003; 

ABBOTT et al. 2004; VELAZQUEZ et al. 2009). Dabei sind besonders lokale Regulatoren 

wichtig, wie z.B. IGF-I, die die Zellproliferation vorantreiben. So hat YOSHIMURA (1998) 

bei verschiedenen Tierarten eine vermehrte Zellproliferation, eine erhöhte Aromataseaktivität 

und Progesteronsekretion unter IGF-I-Einfluss beobachtet und geschlussfolgert, dass IGF-I 

für die endgültige Follikelentwicklung, die Oozytenreifung und die Ovulation von 

entscheidender Bedeutung ist. Zudem konnten MONGET et al. (2002) zeigen, dass IGF-I die 

Granulosazellproliferation und deren Steroidhormonsekretion bei Säugetieren fördert. Auch 

BEHL und KAUL (2002) sowie BEG und GINTHER (2006) kommen zu dem Schluss, dass 

IGF-I eine wichtige Rolle bei der Follikelselektion der Säugetiere spielt. Für den Menschen 

z.B. wurde bereits festgestellt, dass Störungen im IGF-System zu Veränderungen in der 

Reproduktion führen können, wie fehlender Eisprung und Unfruchtbarkeit (FRIED et al. 

2003; YOSHIMURA 2003; SCHOYER et al. 2007). So finden sich hohe Konzentrationen des 

zirkulierenden IGF-I bei Frauen mit einem erhöhten Tumor-Risiko in Endometrium, Ovar 

(GOTLIEB et al. 2006; CAO et al. 2007) und Brust (SCHERNHAMMER et al. 2005; 

BAGLIETTO et al. 2007). Bei Endometriose und beim polyzystischen Ovarsyndrom haben 

auch DOI et al. (2005), GADDUCCI et al. (2005), GIUDICE (2006) und ARTINI et al. 

(2007) eine hohe IGF-I Konzentration im Blut beobachtet. 

Trotz der vielen Fortschritte der vergangenen Jahre bezüglich des IGF-I-Einflusses auf 

die Follikelentwicklung verhält sich IGF-I kontrovers bei den unterschiedlichen Spezies 

(MAZERBOURG et al. 2003). Diese bestehenden Unterschiede zwischen den verschiedenen 

Spezies in Bezug auf die Lokalisierung, die Funktion und die Konzentration des IGF-Systems 

bereiten Schwierigkeiten, da die Ergebnisse nicht oder nur bedingt auf andere Tierarten oder 

den Menschen übertragen werden können. 
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In der vorliegenden Arbeit werden deshalb eigene in vitro - Untersuchungen an den 

Granulosazellen von Weißbüschelaffen, die ein relevantes Primatenmodell für den Menschen 

darstellen, durchgeführt. Der Weißbüschelaffe (Callithrix jacchus) aus der Familie der 

südamerikanischen Krallenaffen, zeichnet sich durch seine geringe Körpergröße, gute 

Anpassungsfähigkeit und eine hohe Fortpflanzungsrate aus und ist deshalb besonders geeignet 

für die biomedizinische Forschung (ABBOTT et al. 2003 und 2004). Ein weiterer Grund für 

die Verwendung ist die Ähnlichkeit mit dem Menschen in Bezug auf die 

reproduktionsbiologischen Parameter wie z.B. Steroidhormonprofile während des ovariellen 

Zyklus und Anatomie des Reproduktionstrakts (HILLIER et al. 1987; EINSPANIER et al. 

1999). 

Dabei wurden folgende Fragen untersucht: 

 Welchen Einfluss hat IGF-I in den verschiedenen Follikelstadien? 

 Zeigt sich eine unterschiedliche Wirkung des IGF-I bei den kleinen und den 

präovulatorischen Follikeln? 

 Zeigt sich eine Zusammenwirkung zwischen IGF-I und Gonadotropinen auf die 

Erzeugung des präovulatorischen Follikels? 

Dazu wurde die Steroidhormonsekretion in den verschiedenen Follikelstadien gemessen. 

Speziell wurde die Wirkung des IGF-I auf die Granulosazellen der kleinen und 

präovulatorischen Follikel und deren Wechselwirkung mit den Gonadotropinen untersucht. 
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2 LITERATURÜBERSICHT 

2.1 Die Follikelgenese 

Die Follikelgenese fängt schon während der pränatalen Periode mit der Entwicklung der 

Primordialfollikel an. Diese Follikel stellen eine Population von Follikeln im Ruhestadium 

dar und sind durch Oozyten charakterisiert, die von einem einschichtigen Epithel flacher 

Prä-Granulosazellen umschlossen sind (CHUN und HSUEH 1998; PICTON und GOSDEN 

1998; WONG und ADASHI 1998). 

Der Primordialfollikel kann entweder degenerieren oder tritt in die Wachstumsphase ein 

(LACKER und PERCUS 1991; KAIPIA und HSUEH 1997). Das erste Anzeichen für den 

Eintritt des Primordialfollikels in die Wachstumsphase, d.h. die Entwicklung zum 

Primärfollikel, ist die morphologische Veränderung der Prä-Granulosazellen, bei der die 

flachen Zellen eine kubische bis prismatische Form annehmen (YAO und BAHR 1998; 

BRITT et al. 2004). Der Primärfollikel schließlich wächst durch die Teilung der 

Granulosazellen und die Vergrößerung der Oozyte. Der Sekundärfollikel zeichnet sich durch 

eine weitere Teilung der Granulosazellen aus, wodurch das Epithel mehrschichtig wird 

(CARR 1998). Mit dem Wachstum der Sekundärfollikel, während der Entwicklung der 

Tertiärfollikel, differenziert sich auch die äußere Kapsel der stromalen Zellen in zwei 

unterschiedliche Zonen: die Theca interna und die Theca externa (MEINHARDT und SEITZ 

2003). Im Laufe des follikulären Wachstums bilden sich aufgrund der proliferativen Aktivität 

der Granulosazellen in der Granulosazellschicht zunächst kleine Interzellularräume, die sich 

später miteinander verbinden und zu einem zentralen, mit Flüssigkeit gefüllten Hohlraum 

(Antrum) werden (VOORHIS 1998a). Zusammen mit dieser Antrumbildung entwickeln die 

Theka- und Granulosazellen eine spezielle Verbindung zwischen den Zellen, die Gap 

Junctions genannt werden. Diese Gap Junctions ermöglichen eine gewisse molekulare 

Interaktion zwischen den Zellen. Damit wird die für die Follikelreifung und Ovulation 

notwendige Kommunikation zwischen den Zellen erlaubt (KIDDER und MHAWI 2002; 

GERSHON et al. 2008). 

Durch Zellteilung und die stärkere Ansammlung von Flüssigkeit im Antrum wächst der 

kleine antrale Follikel. Je nach Spezies wird eine unterschiedliche Anzahl von Follikeln 

selektiert und wächst weiter, bis sie die Größe eines ovulatorischen Follikels (sprungreifer 

Follikel oder Graaf-Follikel) erreicht hat, während die anderen degenerieren (Atresie) 

(FORTUNE 1994; GREENSTEIN und RAUE 1996). Abbildung 1 zeigt ein Schema der 

unterschiedlichen Stadien der Follikelentwicklung. 
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Abb. 1: Unterschiedliche Stadien der Follikelentwicklung. Schema eines Querschnitts durch 

das Ovar während des Menstruationszyklus der Frau (modifiziert nach YAO und BAHR 

1998). 

2.2 Die endokrine Kontrolle der Follikelentwicklung 

Obwohl die Faktoren, die die Initiierung des Wachstums der Primordialfollikel steuern, 

bis heute nicht ganz geklärt sind, ist die endokrine Kontrolle des Follikelwachstums schon seit 

vielen Jahren bekannt (FORTUNE 2003). Die Follikelentwicklung wird sowohl von 

Hormonen des endokrinen Systems als auch von lokalen autokrinen und parakrinen Aktionen 

intraovarieller Substanzen, wie z.B. des Wachstumsfaktors IGF beeinflusst (vgl. Abschnitt 2.3 

und 2.4) (FORTUNE et al. 2001; WEBB et al. 2003). Die Wechselbeziehungen der Peptide 

und der Steroidhormone im Ovar sind entscheidend für das Follikelwachstum, die Ovulation 

und die Luteolyse (RICHARDS et al. 2002; GINTHER et al. 2008). Laut aktueller 

Forschungsergebnisse, ist die prä-antrale Phase der Follikelentwicklung von lokalen 

Substanzen abhängig, während die Gonadotropine nur eine unterstützende Funktion 

einnehmen. Im Gegensatz dazu spielen die Gonadotropine während der antralen Phase eine 

entscheidende Rolle, während die lokalen Substanzen möglicherweise nur eine unterstützende 

Rolle einnehmen (MONGET und BONDY 2000; BRITT und FINDLAY 2002). 

Der ovarielle Zyklus wird durch neuroendokrine Wechselwirkungen zwischen 

Hypothalamus, Hypophyse und Ovar gesteuert. Es kommt dabei zu strukturellen und 

funktionellen Veränderungen im Gewebe des Reproduktionstrakts (BERGA 1998). Der 

Hypothalamus befindet sich in der Region des Diencephalus und spielt eine wichtige Rolle in 

der physiologischen Regulation der weiblichen Reproduktionsfunktion. Das Gonadotropin-

Releasing-Hormon (GnRH) ist ein Dekapeptid, das vom Hypothalamus (im Nucleus arcuatus 

und Nucleus paraventricularis) über das hypothalamisch-hypophysäre Pfortadersystem in den 

Primordialfollikel 

Sekundärfollikel 

  Tertiärfollikel 

Graaf-Follikel 

Ovulation 

Corpus luteum 

Corpus albicans 

Primärfollikel 
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Hypophysenvorderlappen gelangt und dort in wenigen Minuten die Synthese und pulsierende 

Freisetzung von Glykoproteinen bewirkt (FERIN 1998; PETRIDES 2003). Diese werden als 

Gonadotropine bezeichnet und nehmen als follikelstimulierendes Hormon (FSH) und 

luteinisierendes Hormon (LH), in einer zeitlich und quantitativ fein abgestimmten Relation, 

klar definierbare, anatomische Veränderungen am Ovar vor. Zu diesen gehören die 

Follikelreifung, die Ovulation, die Corpus-luteum-Bildung und die Produktion der 

Steroidhormone (LEICHTWEIß und SCHRÖDER 1996; KILEN und SCHWARTZ 1998). 

Die Gonadotropinrezeptoren sind G-Proteine, die sich in der Zellmembran der 

Follikelzellen befinden. Dort lagert sich das FSH am FSH-Rezeptor (FSH-R) der 

Granulosazellen an und das LH am LH-spezifischen Rezeptor, der zunächst nur bei den 

Thekazellen vorhanden ist. Während der Reifung des präovulatorischen Follikels finden sich 

die Rezeptoren auch in der Membran der Granulosazellen. LH stimuliert sowohl die Teilung 

von Thekazellen als auch ihre Androgenproduktion (OLIVER et al. 1998; VOORHIS 1998b). 

Durch die Anlagerung von LH an den LH-Rezeptor (LH-R) der Thekazellen wird die 

zyklische Adenosinmonophosphat (cAMP)-Produktion und die Umwandlung von Cholesterol 

zu Androgenen stimuliert. Dieses verteilt sich durch die Blutzirkulation und durchdringt die 

Zellwände der Granulosazellen. Mit der Anlagerung von FSH an den FSH-Rezeptor wird 

ebenfalls die cAMP-Produktion angeregt, die ihrerseits das aromatisierende Enzym 

(Aromatase Cytochrom P450) stimuliert, welches notwendig ist, um die Androgene der 

Thekazellen in Östrogene umzuwandeln (Abb. 2) (HILLIER et al. 1994; YOSHINAGA 

1998). 

 

Abb. 2: Zwei-Zell / Zwei-Gonadotropin-Theorie für die Steroidgenese der Follikel 

(GZ = Granulosazellen, TZ = Thekazellen) (modifiziert nach VOORHIS 1998a). 

 

Der Anstieg des FSH im Blut bewirkt eine Zunahme von FSH-Rezeptoren in den 

Granulosazellen und dies führt zu einer Steigerung der Östrogensekretion, die eine weitere 
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Proliferation von Granulosazellen, das Follikelwachstum und einen Anstieg der 

Östrogenrezeptoren in den Granulosazellen bewirkt (HILLIER 2000; FINDLAY et al. 2001). 

Die Follikelgröße und die Anzahl der Granulosazellen steigen parallel mit dem 

Östrogenspiegel an. Bei Frauen bewirkt die zunehmende Östrogenproduktion im Laufe der 

ersten zwei Wochen des ovariellen Zyklus einen Abfall von FSH (negatives Feedback) und 

verhindert die Entwicklung von benachbarten Follikeln des dominanten Follikels 

(GOLENHOFEN 1997; ZELEZNIK 2001). Der dominante Follikel zeigt eine vermehrte 

Aromataseaktivität im Vergleich zu den anderen Follikeln und bildet so trotz der Senkung der 

FSH-Konzentration weiterhin Östrogene (GOUGEON 1996; DRUMMOND 2006). 

Außerdem bildet der dominante Follikel unter anderem in seinen Granulosazellen Inhibin, das 

zusammen mit dem hohen peripheren Östrogenspiegel in einem negativen Feedback 

(Hemmung der FSH-Freisetzung) die Reifung der „unterlegenen“ Follikel blockiert 

(GREENSTEIN und RAUE 1996; YING und ZHANG 1998). Verschiedene 

Forschungsergebnisse demonstrieren, dass intraovarielle Faktoren wie hohe Konzentration an 

freiem IGF-I und -II im dominanten Follikel, z.B. für das weitere Wachstum des Follikels und 

seiner Östrogenproduktion eine Rolle spielen (CHANDRASEKHER et al. (1995), BAKER 

und SPEARS (1999) und GINTHER et al. (2001)). 

Der stark ansteigende Östrogenspiegel löst über ein positives Feedback den LH-Gipfel 

aus. Dieses Hormon ist mit der Phase der Follikeldominanz verbunden und stimuliert die 

Endreife der Oozyte und die Ovulation (GINTHER et al. 2001). Mit dem Anstieg des 

LH-Spiegels verändern sich die Granulosazellen, die Proliferation ist reduziert und es wird 

vermehrt Progesteron gebildet. Wichtige Enzyme sind das Cholesterol side chain cleavage 

enzym (P450scc), das zur Bildung von Pregnenolon durch Cholesterol führt, und das Enzym 

3β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase (3β-HSD) für die Unwandlung von Pregnenolon in 

Progesteron (ADASHI 1994). Der Anstieg der Progesteronkonzentration fördert eine weitere 

Freisetzung von LH (MEINHARDT und SEITZ 2003). In den in vitro - Untersuchungen 

lassen sich folgende direkte Auswirkungen des Progesterons auf die Granulosazellen 

beobachten: Verstärkung des FSH-Effekts, Hemmung der Mitoseaktivität, Senkung der 

Östrogenproduktion und Hemmung der Apoptose der Granulosazellen der präovulatorischen 

Follikel (PELUSO und PAPPALARDO 1994; LUCIANO und PELUSO 1995). Dies zeigt, 

dass das Progesteron eine wichtige physiologische Rolle während der präovulatorischen 

Phase spielt (MAHESH und BRANN 1998; CHAFFIN und STOUFFER 2000 und 2002; 

SVENSSON et al. 2000). 

Während des präovulatorischen Anstiegs von LH kommt es unter Vermittlung von 

Prostaglandinen zur Freisetzung proteolytischer Enzyme, woraufhin es zur Ovulation kommt. 

Diese Aktivität der proteolytischen Enzyme ist auch durch den lokalen Anstieg der 

Progesteronkonzentration im Follikel kurz vor der Ovulation erhöht (GRAHAM und 

CLARKE 1997; ESPEY 1998). Dieser Prozess des Übergangs vom Follikel zum Gelbkörper 
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(Corpus luteum), welcher hauptsächlich Progesteron produziert, wird als Luteinisierung 

bezeichnet (ZELEZNIK 1998). Im Falle der Befruchtung beeinflusst das Progesteron den 

Transport der Zygote und erzeugt ein Milieu im Uterus, das optimal für die Einnistung einer 

Blastozyte ist. Falls keine Befruchtung stattfindet, kommt es zur Rückbildung des Corpus 

luteum (Luteolyse), die sowohl durch uterines Prostaglandin F2α als auch durch die Abnahme 

der LH-Konzentration ausgelöst wird (MCCRACKEN 1998; MEINHARDT und SEITZ 

2003). 

2.3 Das Intraovarielle Insulin-like Growth Factor (IGF) - System 

Zum besseren Verständnis der Reproduktion sind lokale Regulatoren des 

Follikelwachstums, wie z.B. IGF-I, von großem Interesse, sodass im Folgenden auf die 

Bedeutung dieses Hormons näher eingegangen werden soll. 

Das derzeit bekannte IGF-System besteht aus IGF-I und –II, zwei Rezeptoren, sechs 

Bindungsproteinen (IGFBP-1 bis -6) und IGFBP-Proteasen. IGF-I und sein Strukturhomolog 

IGF-II, gehören zu der Familie der Wachstumsfaktoren, die dem Proinsulin strukturell und 

funktionell ähnlich sind (ADASHI 1998; BEHL und KAUL 2002). RINDERKNECHT und 

HUMBEL (1978 a,b) präsentieren erstmals die Isolierung und die Sequenz von IGF-I und 

IGF-II. Es handelt sich dabei um Peptide von niedrigem Molekulargewicht (ca. 7,5 kDa) mit 

vielfältigen Wirkungen auf das Zellwachstum und den Stoffwechsel. Bei Frauen zeigen IGF-I 

und -II eine Homologie von etwa 62 % (HERINGTON 1991; YOSHIMURA 1998) und beide 

entsprechen auch in 55 % dem Proinsulin (HAMMOND 1998), was darauf hindeutet, dass 

möglicherweise eine evolutionäre Verbindung zwischen ihnen besteht (GEISTHOVEL et al. 

1990; PORETSKY et al. 1999; DOU et al. 2006). Die Leber ist der Hauptort der 

IGF-I-Synthese und wird vom Wachstumshormon (Growth hormone, GH) und dem 

Ernährungszustand reguliert bzw. beeinflusst (JANSEN et al. 1983; DRUCKMANN und 

ROHR 2002; HORN et al. 2002). IGF-I wird aber auch in anderen Geweben gebildet, wie 

z.B. im Ovar, wo die Produktion sowohl von verschiedenen Faktoren, wie FSH und 

Östrogenen als auch von GH bestimmt wird (LEROITH und ROBERTS 1991; FINDLAY 

1991; YOSHIMURA et al. 1996). 

Die physiologische Wirkung von IGF wird durch zwei verschiedene Typen (I und II) von 

spezifischen Zellmembranrezeptoren vermittelt (HERINGTON 1991). Der Typ I-Rezeptor 

bindet vorzugsweise IGF-I, der Typ II entsprechend IGF-II (JONES und CLEMMONS 1995; 

LEROITH et al. 1995). Der Typ I-Rezeptor, ein Glykoprotein mit einer 

Tyrosinkinaseaktivität, zeigt sich in seiner Struktur und seinen Funktionen ähnlich den 

Rezeptoren des Insulins (SASAKI et al. 1985; JONES und CLEMMONS 1995). Die 

Verbindung des IGF fördert die Autophosphorisierung dieses Rezeptors und damit wird eine 

Enzym-Kaskade von nachfolgenden Ereignissen ausgelöst. Diese Ereignisse dienen als Signal 
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dafür, dass das Wachstum, der Stoffwechsel und die Ausdifferenzierung der Zellen stimuliert 

werden (DE MEYTS et al. 1994; LEROITH et al. 1995). Der Typ II-Rezeptor ist strukturell 

homolog mit dem Mannose-6-Rezeptor und scheint am Abbau des IGF-II mitzuwirken 

(MONGET et al. 1996). Beide Rezeptoren (Typ I und Typ II) befinden sich in den 

Granulosazellen des Follikels der bisher erforschten Spezies wie Primaten, Schweinen und 

Schafen (MAZERBOURG et al. 2003). Der physiologische Effekt von IGF-I wird primär via 

Typ I-Rezeptor übermittelt, auch scheinen in den meisten Fällen die metabolischen und 

wachstumsfördernden Aktionen von IGF-II nicht über den Typ II-Rezeptor, sondern über den 

Typ I zu erfolgen (WILLIS et al. 1998). 

Der überwiegende Teil des im Blut oder der Gewebeflüssigkeit zirkulierenden IGF ist an 

spezifische Bindungsproteine (IGFBP) gebunden. Die IGFBP sind eine Familie von sechs 

beschriebenen Proteinen und üben sowohl inhibitorische, als auch stimulierende Einflüsse auf 

die Funktionen der IGF aus, die für die Koordination und Regulierung der biologischen 

Aktivitäten der IGF essentiell sind (SPICER und ECHTERNKAMP 1995; HWA et al. 1999). 

Zu den Funktionen der IGFBP gehören ihre Rolle als Transportsystem für IGF im Plasma, sie 

verlängern die Halbwertzeit der zirkulierenden IGF, regulieren den Stoffwechsel der IGF und 

modulieren auch direkt die Wechselwirkung zwischen IGF und seinen Rezeptoren, womit sie 

indirekt auch seine biologischen Funktionen kontrollieren (MONGET et al. 1996; RAJARAM 

et al. 1997). Das Zusammenwirken von IGF und IGFBP ist in einigen Prozessen der 

Reproduktionsphysiologie von Bedeutung, einschließlich der Reifung der Oozyten und der 

Ovulation. So kann beispielsweise eine Veränderung in diesem IGF-IGFBP System 

Hormonstörungen und Unfruchtbarkeit verursachen (PORETSKY et al. 1999). 

Untersuchungen zeigen, dass die Lokalisierung, Synthese und Konzentration der IGFBP 

während des Follikelwachstums von Granulosa- und Thekazellen sowie von der Größe des 

Follikels abhängig sind und durch IGF-I und die Gonadotropine reguliert werden (MASON et 

al. 1993; WEBB et al. 2003). 

2.3.1 Die Rolle des IGF-I bei der Follikelentwicklung 

Einer der ersten Beweise für die wichtige Rolle des IGF-I im ovariellen System, wird 

von ADASHI et al. (1985) und von DAVOREN und HSUEH postuliert (1986). Die Rolle der 

IGFs in der Regulierung der ovariellen Funktionen wird durch Experimente mit 

IGF-Knockout-Mäusen bestätigt. Dabei wird die Follikelgenese der sog. 

IGF-Knockout-Mäuse vor der antralen Phase der Follikelentwicklung gestoppt, was zu einer 

fehlenden Gonadotropinreaktion der Follikel führt (BAKER et al. 1996; ZHOU et al. 1997). 

Ein anderer Beleg für die Rolle des IGF in der Ovarphysiologie ist die Steigerung der 

Konzentration des zirkulierenden IGF-I während der Pubertät. Dies ist ein normales Ereignis 

bei Säugetieren und wird durch Untersuchungen beim Menschen (BLOGOWSKA et al. 
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2003), bei Pavianen (COPELAND et al. 1982), Schimpansen (COPELAND et al. 1985), 

sowie Rhesusaffen (STYNE 1991) und Ratten (HINEY et al. 1996) bestätigt. Die IGFs 

spielen jedoch bei den einzelnen Spezies in den verschiedenen Stadien der Follikelgenese eine 

unterschiedliche Rolle. Außerdem gibt es Unterschiede bezüglich des Vorhandenseins oder 

Nichtvorhandenseins von Komponenten des IGF-Systems. Tabelle 1 veranschaulicht dies. 

Diese Unterschiede in der Lokalisierung der IGFs zeigen, dass die Faktoren in den einzelnen 

Phasen verschiedene Funktionen beim Follikelwachstum der Spezies haben. 

 

Tabelle 1: Variation von IGF-I und IGF-II während der Follikelentwicklung*. ++ (hoch exprimiert); 

+ (mäßig exprimiert); 0 (nicht exprimiert); ↑ (Vermehrung); ↔ (kein Unterschied); ↓ (Verminderung); 

(oz) in Oozyte; (?) kontroverse Ergebnisse bei verschiedenen Untersuchungen; (leere Felder: keine 

Informationen). Modifiziert nach SPICER und ECHTERNKAMP (1995), SCHAMS et al. 1999, 

MAZERBOURG et al. (2003) und HASTIE et al. (2004). 

 

    Follikel- 

  Granulosa Theka Entwicklung Atresie 

Mensch 
 

IGF-I 
IGF-II 

0 
+ 

(oz) 
+ 
0 

 
↑ 

 

Primat 

[Weißbüschelaffen] 

IGF-I 

 

IGF-II 

0 

[+] 

+ 

0 

[+ 
(ab antral F.)

] 

++ 

 

[↔] 

↑ 

 

Schwein IGF-I 

IGF-II 

++ 

 

+ 

+ 

↑ / ↔ 
(?)

 

↑ 

 

↔ 

Rind IGF-I 

IGF-II 

+ 

0 

+ 

+ 

↑ 

↑ / ↔ 
(?)

 

 

↓ 
Schaf IGF-I 

IGF-II 

+ 

0 

+ 

++ 

↔ 

↓ 

 

↔ 

Ratte IGF-I 
IGF-II 

+ 
0 

 
0 

(?)
 

 
 

↓ 
 

Mäus IGF-I 

IGF-II 

+ 

0 

0 

0 

↑ 

 
↓ 
 

 

IGF-I kann bezüglich der Steuerung der Ovarfunktion sowohl eine endokrine als auch 

eine auto/parakrine Wirkung haben. Bei der endokrinen Wirkung wird IGF-I in der Leber 

produziert und erreicht das Ovar über den Blutkreislauf (ARMSTRONG und WEBB 1997) 

und bei der auto/parakrinen Wirkung wird es in den Granulosazellen und/oder in den 

Thekazellen hergestellt und wirkt entweder in den Zellen in denen es gebildet wird oder in 

den benachbarten Zellen (CHANDRASHEKAR et al. 2004). In vitro - Untersuchungen bei 

Ratten (ADASHI 1995; ADASHI et al. 1997), Schweinen (SAMARAS et al. 1996; ZHOU et 

al. 1996), Mäusen (WANDJI et al. 1998), Rindern (SCHAMS et al. 1999) und Schafen 

(HASTIE und HARESIGN 2006) zeigen, dass IGF-I im Ovar exprimiert wird. Es wird 

vermutet, dass IGF-I eine autokrine Funktion bei den Granulosazellen hat. Im Gegensatz dazu 

ist mRNA von IGF-I nur in den Thekazellen der kleinen Follikel im humanen Ovar 
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nachzuweisen (EL-ROEIY et al. 1993). Nach GIUDICE (1992) kann IGF-I möglicherweise 

in den Thekazellen mit einer parakrinen Funktion den Gonadotropineffekt auf die Mitogenese 

und die Differenzierung der Granulosazellen unterstützen. Die mRNA von IGF-II ist in 

höherer Konzentration in Granulosazellen von Frauen (EL-ROEIY et al. 1993 und 1994). 

IGF-I und IGF-II lassen sich in der Follikelflüssigkeit im Ovar von erwachsenen Frauen 

nachweisen und es ist zu vermuten, dass IGF-I in der Follikelflüssigkeit aus der peripheren 

Zirkulation stammt, während IGF-II aus lokaler Produktion des Ovars stammt (ROMÃO 

1998; GIUDICE 2001). Diese Beobachtungen lassen die Annahme zu, dass IGF-I eine 

endokrine und parakrine Wirkung bei der Regulierung der Steroidgenese im humanen Ovar 

hat. 

In vitro - Untersuchungen zeigen weiterhin, dass die Steroidhormonsekretion der 

Granulosazellen von Frauen durch IGF-I induziert wird (ERICKSON et al. 1989 und 1991; 

ZHAO et al. 1998). Auch in den Thekazellen von Ratten erhöht IGF-I in Kombination mit LH 

die Anzahl der LH-Rezeptoren und fördert die Androgensekretion (MAGOFFIN et al. 1990; 

KHAMSI et al. 2001). GOMEZ et al. (1993), NARDO et al. (2001) und CHOI et al. (2008) 

zeigen außerdem, dass IGF-I bei Frauen und Mäusen eine Rolle in der Oozytenreifung spielt. 

Nach LOUHIO et al. (2000); YANG und RAJAMAHENDRAN (2000) wirken IGF-I bei 

Rindern als ein Überlebensfaktor für die Follikel während der frühen 

Follikelwachstumsstadien. 

Die Lokalisation der intraovariellen Komponenten des IGF-Systems des 

Weißbüschelaffen unterscheidet sich vom Menschen. RODWAY (1994) hat nachgewiesen, 

dass die Menge von mRNA von IGF-I mit den follikulären Wachstumsphasen variiert. Bei 

den Primärfollikeln kommt diese mRNA nur in den Granulosazellen vor. Ab den großen 

Sekundärfollikeln (Antralfollikel) bis zum Ende der Follikelreifung hingegen ist IGF-I sowohl 

in den Granulosa- als auch in den Thekazellen nachweisbar. Während der präovulatorischen 

Phase und auch der Lutealphase lassen sich vergleichbare IGF-Konzentrationen im Ovar 

messen. Diese Ergebnisse lassen annehmen, dass der Einfluss von IGF-I auf die 

Steroidgenese in den Granulosazellen sowohl auf parakrine als auch auf autokrine Weise 

erfolgt. Eine In vitro - Untersuchung zeigt, dass der Einfluss des IGF-I auf die ovariellen 

Zellen von Weißbüschelaffen von der Entwicklungsphase der Follikel abhängt, d.h. dass die 

Zellen während der Follikelentwicklung die Fähigkeit erwerben, auf IGF-I zu reagieren 

(SHAW et al. 1993). 

Der Einfluss von Wachstumsfaktoren, z.B. IGF-I auf das Wachstum und die 

Steroidproduktion von Granulosazellen wird in verschiedenen Untersuchungen thematisiert - 

sowohl beim Menschen (GIUDICE et al. 1996; STEVENSON 2000) als auch bei 

verschiedenen Tierspezies (bei Primaten: SHAW et al. 1993; RODWAY 1994, Schweinen: 

HAMMOND et al. 1985; KOLODZIEJCZYK et al. 2003; SIROTKIN 2010, Ratten: 



11 

DEMOURA et al. 1997, Mäusen: DEMEESTERE et al. 2004, und Rindern und Schafen: 

SCHAMS et al. 1988; SPICER et al. 2002). IGF-I induziert sowohl bei Ratten (ADASHI et 

al. 1992), als auch bei Schweinen (GIUDICE 1992), Menschen (BERGH et al. 1993) und 

Schafen (MAZERBOURG et al. 2003) die Teilung und die Differenzierung der 

Granulosazellen, sowie die Steroidgenese in den Thekazellen. RUNE et al. (1992) und 

TILLMANN et al. (1998) stellen diesbezüglich fest, dass IGF-I beim Weißbüschelaffen das 

Zellwachstum und die Differenzierung der Zellen fördert, sowie einen Einfluss auf die lokale 

Steroidgenese hat. 

Es scheint, dass die hauptsächliche Funktion der ovariellen IGFs das Zusammenwirken 

mit den Gonadotropinen ist und dieses in einer Vielfalt von Zellfunktionen, wie Mitogenese 

und Steroidgenese beobachtet werden kann (SPICER et al. 1993; MONGET und 

MONNIAUX 1995; RICHARDS 2001; CHANDRASHEKAR et al. 2004; SILVA et al. 

2009). Diese Synergie zeigt sich in den Experimenten mit den Granulosazellen von Ratten 

(ADASHI et al. 1985), Schweinen (GIUDICE 1992; GRADO-AHUIR et al. 2009) und 

Rindern (STEWART et al. 1995; FORTUNE et al. 2001). Gleichzeitig erhöhen die 

Gonadotropine die Anzahl von IGF-I-Rezeptoren und stimulieren vermutlich auch die 

IGF-I-Synthese in den Granulosazellen (LUCY 2000). Beim Weißbüschelaffen vermuten 

SHAW et al. (1993), dass IGF-I nicht in einer Synergie mit FSH an der 

Steroidhormonsekretion mitwirkt, sondern mit einem additiven Effekt beiträgt. Im Gegensatz 

dazu berichten ERICKSON et al. (1989 und 1991) und BERGH et al. (1991), dass es beim 

Menschen eine synergetische Funktion zwischen IGF-I und FSH gibt. Das wird auch von 

HUANG et al. (2005) beobachtet, bei deren Untersuchung IGF-I in Kombination mit FSH die 

Östradiolsekretion bei Granulosazellen induziert. Aber die genaue Rolle des IGF-I in der 

Regulierung der Steroidhormonsekretion bei Granulosazellen ist noch nicht gänzlich 

erforscht. Nach MARTINEZ-CHEQUER et al. (2003) erhöht IGF-I im Zusammenspiel mit 

LH die Progesteronproduktion bei dem sich entwickelnden Follikel. In der gleichen 

Untersuchung wird festgestellt, dass IGF-I die Produktion von vasoendothelialen 

Wachstumsfaktoren stimuliert und dass diese wesentlich für die Angiogenese des 

präovulatorischen Follikels und des Corpus luteum sind. 

Die Weißbüschelaffen sind eine Spezies von Primaten, die in Bezug auf den ovariellen 

Zyklus Ähnlichkeiten mit dem Menschen haben (HILLER et al. 1987). Trotz dieser gewissen 

Ähnlichkeit in der ovariellen Physiologie von weiblichen Weißbüschelaffen und Frauen muss 

man hervorheben, dass es auch Unterschiede bezüglich der Lokalisierung eines Teils des 

IGF-Systems in den Ovarien der beiden Spezies gibt. Die Granulosazellen der 

Weißbüschelaffen beispielsweise enthalten IGF-I (RODWAY 1994), wohingegen sich in den 

Granulosazellen von humanen Ovarien fast nur IGF-II nachweisen lässt (ZHOU und BONDY 

1993; MAZERBOURG et al. 2003). Trotzdem zeigen in vitro - Untersuchungen bei Frauen, 

dass IGF-I und -II die Sekretion des Östrogens in den Granulosazellen und die Sekretion des 
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Androgens in den Thekazellen stimulieren (PORETSKY et al. 1999). Trotz der bereits 

angeführten Forschungsergebnisse ergibt sich kein klares Bild bezüglich der 

Regulierungsmechanismen, die den Beginn der Follikelphase, die Selektion der 

Dominantfollikel von den subordinaten Follikel der Kohorte und die Entwicklung der 

Dominantfollikel bis zur Ovulation steuern (STEVENSON 2000; BEG und GINTHER 2006). 

Abschließend lässt sich feststellen, dass IGF-I von besonderer Bedeutung während der 

Follikelreifung ist. Aus diesem Grund soll in dieser Arbeit der Einfluss von IGF-I sowohl auf 

die Granulosazellen der kleinen als auch präovulatorischen Follikel und deren 

Wechselwirkung mit den Gonadotropinen FSH und hCG untersucht werden. 
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3 MATERIAL UND METHODEN 

3.1 Tiere 

Weißbüschelaffen (Callithrix jacchus) gehören zur Familie der Krallenaffen 

(Callitrichidae) und leben in den Küstenregenwäldern Ostbrasiliens. Sie sind tagaktiv und 

leben in Familiengruppen (MOYNIHAN 1976). Die Besonderheit im Körperbau, die ihm den 

Namen gegeben hat, besteht darin, dass er außer bei der Großzehe an Zehen und Fingern 

Krallen hat (ANKEL-SIMONS 2000). Andere Kennzeichen sind seine geringe Körpergröße, 

seine gute Anpassungsfähigkeit und seine hohe Fortpflanzungsrate. 

Die Geschlechtsreife der Weißbüschelaffen tritt im Alter von 18 – 20 Monaten ein, 

wobei der Zyklus saisonunabhängig ist. Da die Weibchen keine äußeren Signale für den 

Östrus, wie zum Beispiel Menstruationsblutungen zeigen (HEARN 1977; ABBOTT und 

HEARN 1978), muss das Zyklusstadium durch eine Hormonmessung z.B. im Blut 

(HARLOW et al. 1984) oder durch eine Ultraschalluntersuchung (OERKE et al. 1996) 

festgestellt werden. Die ovarielle Zyklusdauer beträgt, wie beim Menschen, durchschnittlich 

28 Tage. Davon entfallen etwa 10 Tage auf die Follikelphase und 18 Tage auf die Lutealphase 

(HILLIER et al. 1987). Die Weißbüschelaffen sind polyovulatorische Primaten, d.h. es 

können pro Zyklus 1 – 4 präovulatorische Follikel ovulieren. Die Trächtigkeit der 

Weißbüschelaffen dauert 140 - 145 Tage und es werden Mehrlinge geboren. Innerhalb von 

zehn Tagen nach der Geburt können die Weibchen wieder schwanger werden (HEARN 1977; 

TARDIF et al. 2003). 

Wegen seiner geringen Größe (Scheitelsteißlänge: 18 - 32 cm, Gewicht: 300 - 500 g), 

dem leichten Umgang mit ihm, seiner hohen Reproduktionsrate und der ganzjährigen 

Fortpflanzungsaktivität ist der Weißbüschelaffe für die biomedizinische Forschung im 

Bereich Reproduktion besonders geeignet (HEARN et al. 1978; MANSFIELD 2003) 

(Abb. 3). Weitere Gründe sind, dass bereits grundlegende Informationen über die hormonelle 

Regulation seiner Reproduktion existieren (ABBOTT 1978; HARDING et al. 1982; 

HARLOW et al. 1984; HODGES 1987; ABBOTT et al. 2003) und die Möglichkeit besteht, 

den Zyklus mit einer Prostaglandingabe zu kontrollieren (s. Kapitel 3.3). 
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Abb. 3: Eine kleine Gruppe junger Weißbüschelaffen (Callithrix jacchus) aus der Kolonie des 

DPZ. 

3.2 Haltungsbedingungen  

Alle Weißbüschelaffen der Versuche gehören zu der Zuchtkolonie am Deutschen 

Primatenzentrum (DPZ) in Göttingen. Für die Versuche ist jedes Weibchen mit einem 

männlichen Partner verpaart. Sie leben in Edelstahlkäfigen (0,5 m breit, 0,7 m tief, 1,0 m 

hoch) mit einer Schlafbox (Edelstahlblech 20 cm x 20 cm x 30 cm). Im Käfig sind mehrere 

Sitzstangen, Zweige unterschiedlicher Größe, eine Wasserflasche und ein Fressnapf 

untergebracht. Die Raumtemperatur wird konstant gehalten (25 ± 2°C) mit einer 

Luftfeuchtigkeit von 55 ± 5 %. Der Raum wird künstlich zwölf Stunden am Tage beleuchtet, 

zwölf Stunden dunkel gehalten. 

Für die Versuche werden erwachsene, gesunde Weibchen mit einem Alter von drei bis 

sechs Jahren, einem Gewicht zwischen 290 – 430 g und mit einem regelmäßigen Zyklus 

genutzt. Die Tabelle 2 zeigt die speziellen Daten wie Tiernummer (W), Gewicht (g), Alter 

(Jahre) und Zahl vorheriger Schwangerschaften aller Versuchstiere. 
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Tabelle 2: Versuchstierdaten mit Tiernummer (W), Gewicht (g), Alter (Jahre), Zahl vorheriger 

Schwangerschaft. 

 

Tier (W Nummer) 

 

Gewicht 

(g) 

Alter 

(Jahre) 

Zahl vorheriger 

Schwangerschaften 

W 411 409 3 0 

W 386 426 3 0 

W 401 380 3 0 

W 435 373 3 0 

W 380 408 3 2 

W 408 430 4 1 

W 453 343 3 0 

W 326 336 6 6 

W 398 290 5 5 

W 454 395 4 0 

W 451 378 4 2 

W 336 395 6 1 

W 351 383 5 6 

 

Die Ernährung ist den Bedürfnissen dieser Spezies angepasst. Weißbüschelaffen sind 

zwar Allesfresser, haben aber besondere Bedürfnisse in der Form, dass das Futter sehr 

kalorien- und proteinreich sein muss. Im DPZ besteht der tägliche Speiseplan aus einem 

Morgenbrei (zusammengestellt aus Milupabrei oder Reisschleim, Obst, Saft, Magerquark, 

Vitaminen und Mineralien) und einem Mittagessen mit einer Mischung aus Gemüse und 

Früchten, sowie Reis oder Nudeln, Katzenfutter oder abgekochtem Hühnchenfleisch, 

Wanderheuschrecken oder Mehlwürmern. Zudem gibt es Pellets (SSNIFF, Soest, 

Deutschland) und Wasser ad libidum. 

Die Tiere werden regelmäßig von einer zum DPZ gehörenden Tierärztin 

veterinärmedizinisch kontrolliert. Um den Stress der Tiere bei den Experimenten zu 

reduzieren, werden die Weißbüschelaffen vor Versuchsbeginn trainiert selbstständig in ihre 

Schlafbox zu gehen, damit sie aus dieser mit einem Lederhandschuh entnommen werden 

können. Bevor sie dann wieder in den Käfig zurück gebracht werden, bekommen sie eine 

Belohnung in Form einer Multivitaminpaste (Nutri-Cal
®

; A.Albrecht GmbH, Aulendorf, 

Deutschland) oder einer weichen Gummimasse (Gummi arabicum). 

Diese Versuche wurden, wie im Tierschutzgesetz gefordert, von der Bezirksregierung 

Braunschweig genehmigt (Nr. 509.42502/08-03.99 (V1). 

3.3 Zykluskontrolle 

Sechs Monate vor den Versuchen werden die ovariellen Zyklen der Weibchen 

kontrolliert, um genau die Zyklusphase zu beobachten und ihre Regelmäßigkeit zu beurteilen. 

Um den genauen Beginn einer Follikelphase bestimmen zu können, erhalten die weiblichen 
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Versuchstiere eine einmalige intramuskuläre Prostaglandin F2-Gabe (PGF2) (Estrumate; 

Mallinckrodt, Burgwedel, Deutschland) zwischen dem 21. und 23. Zyklustag (10. und 14. Tag 

der Lutealphase). Durch die Prostaglandingabe wird eine Luteolyse induziert, die zu einem 

raschen peripheren Abfall der Progesteronblutkonzentration führt. Der Tag nach der 

Anwendung von PGF2 wird als der erste Tag des neuen Zyklus definiert (SUMMERS et al. 

1985; HODGES et al. 1987; EINSPANIER et al. 1997). 

Die Kenntnis der Zyklusphase des Weibchens ist notwendig, um den genauen 

Versuchstag festzulegen. Die Hormonanalyse im Blut ist eine direkte Methode für die 

Bestimmung des Reproduktionsstatus. Zusätzlich liefert die Ultraschalluntersuchung direkte 

Ergebnisse über die ovariellen Strukturen (Follikel oder Corpus luteum). 

3.3.1 Blutprobenaufarbeitung 

Für die Messung des Progesterongehalts wird ein- bis zweimal pro Woche 0,2 ml Blut 

aus der Vena femuralis mit Hilfe einer 1 ml Einwegspritze (mit Heparin) abgenommen. Die 

Blutproben werden auf Eis gekühlt und nach Verlassen der Tierräume aufbereitet. Bevor die 

Tiere in den Käfig zurückkehren, erhalten sie 1 ml eines Eisenpräparats als Anämie-

Prophylaxe (Ferrum Hausmann
®

; Sirup; Yamanouchi Pharma GmbH, Heidelberg 

Deutschland), und 1 ml eines Multivitaminpaste als Energiespender. Die Blutproben werden 

in einer gekühlten Zentrifuge (4 °C) zwanzig Minuten lang bei 4000 Udr/min abzentrifugiert 

(Universal 30 RF, Zentrifugen Hettich, Lauenau, Deutschland). Anschließend wird das 

Plasma aliquotiert und bis zur Durchführung der Hormonanalysen nach HEISTERMANN et 

al. (1993) (s. Kapitel 3.5.2) bei - 20°C eingefroren. 

Mit Hilfe des Progesteron-Assays wird der ovarielle Zyklus des weiblichen 

Weißbüschelaffen über den Progesteronwert im Blut bestimmt. Die Messwerte werden nach 

HARLOW et al. (1983) eingeordnet. Dies bedeutet, dass sich ein Tier mit einem 

Progesteronwert kleiner als 10 ng/ml in der Follikelphase befindet. Wird ein Wert über 

10 ng/ml erreicht, hat die Ovulation stattgefunden und die Lutealphase beginnt. Die 

detaillierte Beschreibung für den Progesteron-Assay ist dem Kapitel 3.5.2.1 zu entnehmen. 

3.3.2 Die Ultraschalluntersuchung 

Eine andere Möglichkeit der Zykluskontrolle ist durch die Ultraschalluntersuchung 

gegeben. Auf diese Weise ist es möglich, die Struktur der Ovarien und ihre Echotextur zu 

bestimmen und somit das Vorhandensein von Follikeln sowie deren Wachstum zu überprüfen. 

Vor jedem Versuch finden zwei Ultraschalluntersuchungen statt, um das Wachstum der 

Follikel zu beobachten. Für die Untersuchungen, die mit dem GE Logiq 400 Ultraschall-Gerät 

(Logiq 
TM

 400, General Electric Medical Systems, Deutschland) mit Color-Doppler und mit 
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einer linearen Sonde der Frequenz 13 MHz durchgeführt werden, sind die Tiere unsediert und 

unrasiert. Die generelle Untersuchungszeit beträgt ca. 10 Minuten. 

Die erste Untersuchung, am vierten Tag nach der PGF2α-Applikation, wird zur 

Bestätigung der Follikelphase durchgeführt. An diesem Tag sind schon kleine Follikel zu 

erkennen. Die antralen Follikel weisen wegen ihres Antrums im Ultraschallbild tief-schwarze 

Echostrukturen auf. Die Beurteilung erfolgt nach OERKE et al. (1996). Die folgende 

Ultraschalluntersuchung, drei Tage später (am siebten Tag), dient zur Bestimmung der 

Anzahl und Größe der präovulatorischen Follikel (Ø > 2 mm). Bei der Präparation der 

Ovarien werden die Follikel mit Hilfe eines Messokulars gezählt und die Anzahl dann mit den 

Daten der Ultraschalluntersuchung verglichen. Die Ultraschalluntersuchung und die 

Progesteronkontrolle sind die ausschlaggebenden Informationen für den Fortgang des 

Versuches. 

3.4 Zellkulturen von Granulosazellen des Weißbüschelaffen 

3.4.1 Die Vorbereitung der Platten 

Für die Kulturen der Granulosazellen der Weißbüschelaffen werden Kulturschalen mit 

vier Vertiefungen benutzt (4-well Platten) (Nunclon
TM

 Multischalen; Nunc GmbH & Co. KG, 

Wiesbaden, DE). Ebenso werden Chamber slides (Lab-Tek
®
 Chamber Slide

TM
 System; Nalge 

Nunc International Corp, Naperville, USA), Kulturschalen mit acht Vertiefungen verwendet, 

deren abnehmbarer Glasboden auch als Objektträger dient, um spezielle histologische 

Untersuchungen, wie zum Beispiel Übersichtsfärbungen und Apoptosenachweisreaktionen 

durchzuführen. Die Vorbereitung der Kulturschalen erfolgt am Tag vor dem Versuch, dabei 

werden die Plattenvertiefungen mit 500 l (400 l für die Chamber slides) hitze-inaktiviertem 

(1 h, 56 °C), fetalem Rinderserum (FCS; Gibco BRL, life Technologies, Paisley, Scotland) 

gefüllt und über Nacht im Brutschrank (CO2 Brutschrank: B 5061 EK/CO2; Kendro, 

Hamburg, Deutschland) inkubiert. Direkt vor dem Versuch wird das Serum abgesaugt. 

Die Zellkulturexperimente erfolgen mit einem serumfreien Medium 199 (M 199) mit 

25 mM HEPES (Gibco BRL, Life Technologies, Paisley, Scotland) (s. Kapitel 9.1 des 

Anhangs). Der pH-Wert des Mediums ist auf 7,3 eingestellt und wird anschließend mit 20 ml 

Penicillin /Streptomycin-Lösung (100 IU/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin; Gibco 

BRL, Liefe Technologies, Paisley, Scotland) versetzt. Das Medium wird steril gefiltert und 

anschließend für 15 min bei 105 °C sterilisiert. 
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3.4.2 Die Gewinnung der Ovarien 

Von insgesamt 13 Weißbüschelaffen werden am 7. Tag der Follikelphase die Ovarien für 

dieses Projekt gewonnen. Alle Tiere haben reguläre Zyklen, die mindestens sechs Monate 

lang durch die Induzierung des jeweils neuen Zyklus mit 0,8 µg Cloprosterol (PGF2α) 

kontrolliert wurden. Der chirurgische Eingriff erfolgt unter Anästhesie mit Saffan (18 mg/Kg) 

(Calfaxalone + Afadolone; Schering Plough Animal Health, UK) und Diazepam 

(0,025 mg/Tier) (Ratiopharm, DE). Nach Rasieren des Unterbauches und dessen Desinfektion 

erfolgt eine mediane Laparotomie unterhalb des Nabels in einer Länge von 2 cm. Nach der 

Öffnung der Linea alba werden Ovarien und Uterus vorgelagert (Abb. 4). Ihre Durchmesser 

werden mit einer Schublehre ausgemessen und protokolliert. Außerdem wird die Anzahl, 

Verteilung und Lage der präovulatorischen Follikel festgestellt und protokolliert. 

Sodann werden die Ovarien mit Dexon (Dexon HR 13, 5/0 USP, B. Braun-Dexon 

GmbH, NJ, USA) abgebunden und anschließend mit einer Schere vom übrigen Gewebe 

abgetrennt und in eine Petrischale überführt, die zuvor mit einem serumfreien, erwärmten 

Kulturmedium gefüllt wird. Anschließend wird die Bauchdecke wieder in drei Schichten 

verschlossen: Musculus rectus abdominis, zusammen mit Bauchfell; subkutane Raffungsnaht 

mit Dexon (Dexon HR 17, 3/0 USP, B. Braun-Dexon GmbH, NJ, USA) und Hautnaht mit 

Supramid (Supramid HS 15, 3/0 USP, B/Braun Melsungen, Deutschland). Das Tier erhält 

nach Operationsende eine antibiotische Versorgung und wird nach seinem Erwachen wieder 

in seinen Käfig mit dem männlichen Partner gesetzt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4: Ovar und Uterus (Ut) während der Ovarektomie eines Weißbüschelaffenweibchens 

am Tag 7 der Follikelphase. Das linke Ovar (L.O.) zeigt zwei präovulatorische (≥ 2mm) 

Follikel (Pfeile). Das rechte Ovar (R.O.) zeigt einen präovulatorischen Follikel (Pfeil). 

L.O. 

R.O. 

Ut. 
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3.4.3 Die Gewinnung der Granulosazellen 

Die Gewinnung der Granulosazellen erfolgt in einer Sterilbank mit Stereolupen (Circular 

flow: K System, Birkerød, Dänemark; Stereolupen: Stemi SV 8; Carl Zeiss, Oberkochen, 

Deutschland) und einer wärmenden Arbeitsplatte (37 °C). Dabei bleiben die Ovarien die 

ganze Zeit mit dem Medium in der Petrischale. Die Gewinnung der Granulosazellen und der 

Zellkulturen erfolgen nach HARLOW et al. (1988) und SHAW et al. (1993). 

Zuerst werden die Ovarien mit Hilfe des Messokulars gemessen. Die gewonnenen 

Ovarien werden unter dem Stereomikroskop mit Hilfe von Pinzetten grob in 2 – 4 Stücke 

geteilt (Abb. 5). Anschließend erfolgt die Feinpräparation unter dem Mikroskop. Sie hat zum 

Ziel, die Follikel in zwei Gruppen aufzuteilen: die großen präovulatorischen ( > 2 mm) und 

die kleinen antralen Follikel ( 0,5 – 1 mm), vgl. HARLOW et al. (1988) und SHAW et al. 

(1993). Diese Aufteilung erfolgt, um die unterschiedlichen Reaktionen der kleinen und 

präovulatorischen Follikel auf die verschiedenen  Hormonstimulationen zu erforschen. 

Follikel, die > 1 mm und < 2 mm sind, bilden weniger als 10 % aller Follikel beider Ovarien. 

Da diese Follikel entweder atretisch sind oder zu den präovulatorischen Follikeln gehören, 

sind diese Follikel zu vernachlässigen. (SHAW et al. 1993). 

Die Follikel werden gezählt und nach ihrer optischen Dichte in normale (= transparente) 

und atretische (= optisch dichte) Follikel klassifiziert. Nur die normalen werden für die 

Zellkultur benutzt. 

 

 

Abb. 5: Aufteilung des Ovars unter dem Stereomikroskop mit Hilfe von Pinzetten. 

 

Die Gewinnung der Granulosazellen erfolgt nach Isolierung der Follikel in beiden 

definierten Follikelgruppen. Mit der Nadelspitze einer Insulinspritze werden die Follikel 
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angestochen und die Granulosazellen der kleinen Follikel mit einer feinen Pinzette 

herausgedrückt. Diese werden dann mittels einer Insulinspritze aufgesogen und in einem 

15 ml Zentrifugenröhrchen gesammelt. In gleicher Weise erfolgt die Isolierung der 

Granulosazellen aus den großen präovulatorischen Follikeln. Als weitere Reinigungsschritte 

schließen sich ein zweimaliges Zentrifugieren bei 2000 Udr/min für fünf Minuten und das 

Ersetzen des Überstandes durch ein neues Medium an, und zwar für beide 

Granulosazellgruppen. Anschließend werden von der Zellsuspension von jeder Gruppe 10 µl 

entnommen, mit 10 µl Trypanblaulösung (0,4 %: Nr. T 8154; Sigma-Aldrich Chemie, 

Deutschland) versetzt und in eine Neubauer Zählkammer (Neubauer, Schütt, Deutschland) 

pipettiert, um die Konzentration der vitalen Zellen zu bestimmen. Die Farbstofflösung dient 

hierbei zur Unterscheidung von vitalen und geschädigten Zellen. Das Trypanblau dringt durch 

die geschädigte Zellmembran und daher werden diese Zellen blau. Die intakten Zellen bleiben 

farblos und werden gezählt. 

3.4.4 Aussaat und Kultur 

Die Suspension wird mit dem Kulturmedium auf 5 x 10
4
 vitale Zellen/ml verdünnt und 

dann werden je 500 µl dieser Zellsuspension in jede Vertiefung der Kulturschalen (4-well 

Platten) gefüllt. Bei Verwendung von Chamber slides erfolgt die Applikation von 400 µl. 

Anschließend erfolgt eine Stimulation der Zellen durch Zusätze von humanen FSH (50 ng/ml) 

(hFSH, United Birmingham Hospitals Trust Funds, Birmingham, England), hCG (50 ng/ml) 

(hCG, Cr 127; NIH, Bethesda, MD, USA) und IGF-I (10 – 1000 ng/ml) (hIGF-I, lioph.1mg, 

Lot KJH-101, Product No. GPA Media Grade, Mediagnostic GmbH, Reutlinger, 

Deutschland) in unterschiedlichen Kombinationen. 

Die Tabelle 3 zeigt alle Stimulationsprotokolle. Mit der Kontrollgruppe, d.h. den 

unstimulierten Zellen gibt es 14 verschiedene Stimulationen. Für jede Kulturplatte wird das 

gleiche Hormon dreimal für eine 2-tägige Inkubationszeit angesetzt, nur für die 

Hormonstimulationen S-10 bis S-14 wird eine Prästimulation mit FSH oder mit hCG für die 

erste Inkubationszeit (1. Abnahme) durchgeführt, sowie eine Stimulation mit IGF-I allein 

oder in Kombination mit hCG für die zweite und dritte Abnahme. Die genaue Anzahl der 

Proben (n) werden in der Tabelle 5 (für die Granulosazellen der kleinen Follikel auf Seite 33) 

und der Tabelle 7 (für die Granulosazellen der präovulatorischen Follikel auf Seite 43) 

dargestellt. 
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Tabelle 3: Stimulationsprotokolle für die kultivierten Granulosazellen der kleinen und 

präovulatorischen Follikel. 

 

Abkürzung Abnahmen Hormonstimulation * 

S-0 

1. 

2. 

3. 

 

Kontrolle 

S-1 hCG (50 ng/ml) 

S-2 FSH (50 ng/ml) 

S-3 IGF-I (10 ng/ml) 

S-4 IGF-I (50 ng/ml) 

S-5 IGF-I (100 ng/ml) 

S-6 IGF-I (1000 ng/ml) 

S-7 IGF-I (50 ng/ml) + hCG (50 ng/ml) 

S-8 IGF-I (100 ng/ml) + hCG (50 ng/ml) 

S-9 IGF-I (100 ng/ml) + FSH (50 ng/ml) 

  Mit Prästimulation** 

S-10 1. 

2. und 3. 

hCG (50 ng/ml)  

IGF-I (50 ng/ml) 

S-11 1. 
2. und 3. 

hCG (50 ng/ml) 
IGF-I (50 ng/ml) + hCG (50 ng/ml) 

S-12 1. 

2. und 3. 

FSH (50 ng/ml) 

IGF-I (50 ng/ml) 

S-13 1. 
2. und 3. 

FSH (50 ng/ml) 
IGF-I (50 ng/ml) + hCG (50 ng/ml) 

S-14 1. 

2. und 3. 

FSH (50 ng/ml) 

IGF-I (100 ng/ml) + hCG (50 ng/ml) 

* 1.: erste Stimulation; 2.: zweite Stimulation; 3.: dritte Stimulation 

** Prästimulation mit hCG oder FSH für die erste Inkubationszeit (1. Stimulation) 

 

Bereits existierende Untersuchungen (SHAW et al. 1989; SHAW et al. 1993) mit 

unterschiedlichen Dosierungen von FSH (5 und 30 ng/ml), hCG (1 - 100 ng/ml) und IGF-I 

(0,3 - 100 ng/ml) ließen noch Fragen offen. In dieser Arbeit werden deshalb verschiedene 

Dosierungen und deren Kombination untereinander getestet, um ein möglichst umfassendes 

Bild der Reaktion zu erhalten. 

Eine Kulturschale für jede Zellkultur dient als Kontrollmedium, das bedeutet, dass dort 

während des Versuches keine stimulierenden Hormone zugegeben werden. Die 

Hormonlösungen werden mit dem Kulturmedium so angesetzt, dass sich mit einem Zusatz 

von 10 µl die gewünschte Konzentration im Well ergibt. Eine 4-Well-Kulturschale erhält die 

gleiche Substanzapplikation und Menge. Die plattierten Zellen werden für 48 Stunden in 

einen Brutschrank bei 37 °C in befeuchteter Atmosphäre (5 % CO2) inkubiert. Nach dieser 

Zeit wird der Medium-Überstand aus den Vertiefungen abgesaugt und gegen je 500 µl 

Kulturmedium ausgetauscht, das mit Testosteron in der Konzentration 30 µg/100ml Medium 

(das entspricht: 1 µM/Vertiefung) (4 Androsten 17β-ol-3one, Sigma-Chemical. CO., USA) 

versetzt ist. Dieses Hormon ist als Vorstufe für die Östradiolproduktion notwendig und 

erbringt den Beweis, dass die Granulosazellen noch ein intaktes Enzymsystem zur 

Umwandlung von Testosteron in Östradiol besitzen. Nach weiteren drei Stunden Inkubation 
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wird das testosteronhaltige Medium abgesaugt und durch neues Medium ohne Testosteron 

ersetzt. Abschließend erfolgt eine Neustimulation der Zellen mit IGF-I, FSH oder hCG gemäß 

dem Versuchsprotokoll, wonach die Zellen bis zur neuen Medium-Abnahme nach 48 Stunden 

im Brutschrank inkubiert werden. 

Im Verlauf der Experimente werden drei Inkubationsintervalle von je 48 h durchgeführt, 

was einer Kulturdauer von sieben Tagen entspricht. Alle gewonnenen Medium-Überstände 

werden bis zur weiteren Hormonanalyse durch Enzymimmunoassay (EIA) bei - 20°C 

eingefroren. Die unter Testosteroneinfluss gesammelten Proben, werden auf Östradiol 

untersucht, während die anderen gesammelten Proben auf ihren Progesterongehalt analysiert 

werden. Eine optische Beurteilung der Zellen unter dem Mikroskop (CK 2 Inverted 

Microscope; Olympus Optical CO., Tokyo, Japan) erfolgt im Abstand von 48 h, wofür die 

Kulturplatten für fünf bis maximal zehn Minuten aus dem Brutschrank genommen werden. 

Die erste Beurteilung findet schon zwei Stunden nach der Zellaussaat statt, um zu beobachten, 

ob eine Anheftung der Zellen auf dem Boden der Kulturschalen erfolgt ist. Alle drei 

Beobachtungen werden protokolliert und fotografiert (Microscope Zeiss, Axiovert 405 M, 

Deutschland). Die Behandlung der Chamber slides ist identisch. Allerdings folgt hier nach 

Ende der Kultur eine histologische
 
Untersuchung (s. Kapitel 3.5.1). 

3.5 Analytische Messverfahren 

3.5.1 Apoptosenachweis 

Die Apoptose, der programmierte Zelltod, ist durch den physiologischen Prozess einer 

kontrollierten Auflösung des Kerns charakterisiert. Im Allgemeinen haben Zellen während 

des Apoptose-Prozesses ein bestimmtes Muster nach dem die Strukturveränderungen in Kern 

und Zytoplasma erfolgen, einschließlich der schnellen Auflösung der Kerne. Dieser Prozess 

ist mit einer starken Schädigung des Chromatins und der Spaltung der DNA in Fragmente 

oligonucleosomaler Länge verbunden und wird durch die Aktivierung von Calcium-

abhängigen Endonukleasen eingeleitet. In der Anfangsphase schrumpfen Zellkern, 

Zytoplasma und Mitochondrien; die Zellmembran bleibt jedoch unbeschädigt. Im Gegensatz 

dazu erfolgt bei den nekrotischen Zellen eine Kondensation der Kernsubstanz und eine 

Anschwellung der Zellorganellen. Die Folge ist das Platzen der Zelle durch Schädigung der 

Plasmamembran (BURSCH et al. 1990; HENGARTNER 2000). 

Um die Apoptose nachzuweisen und von nekrotischen Zellen zu unterscheiden, erfolgt 

der Nachweiß von fragmentierter DNA, z.B. über die TUNEL-Methode. Die Abkürzung 

TUNEL steht für „Terminal Desoxynucleotidyl Transferase (TdT) mediated dUTP 

(deoxyuridine Triphosphate) Nick End Labeling“. Diese Methode ermöglicht eine 
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in situ - Markierung von DNA-Fragmenten durch Anbindung modifizierter dUTP-Moleküle 

(GAVRIELI et al. 1992). Das Enzym TdT katalysiert die Polymerisation der Nukleotide an 

die freien 3´-OH Enden der DNA. Diese Methode bindet vorzugsweise die apoptotischen 

Zellen im Vergleich zu den nekrotischen Zellen. Die Sensitivität dieser Methode ist extrem 

hoch, es können einzelne apoptotische Zelle identifiziert werden und das bereits in einer 

frühen Phase der Apoptose (LUCIANO et al. 2000). 

An den in den Chamber Slides kultivierten Zellen wird die TUNEL-Technik mit einem 

kommerziellen Kit (In situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein, Roche, Mannheim, 

Deutschland) mit dUTP Molekülen angewandt, die mit einem Fluorescein markiert sind. 

Nach Beendigung der Kultur werden die Plastikaufsätze von den Objektträgern entfernt und 

die Zellen an der Luft bei Raumtemperatur getrocknet. Es folgt eine Fixierung mit 

Paraformaldehyd (4 % in PBS, pH 7,4) für 20 Minute und anschließend werden die 

Objektträger dreimal 5 min in PBS gewaschen. Danach erfolgt eine 60-minütige Inkubation 

mit der TdT und Fluoreszein-dUTP enthaltenden TUNEL-Reaktionslösung (50 µl pro Probe) 

bei 37 °C in einer dunklen feuchten Kammer. Ein Well pro Objektträger dient als negative 

Kontrolle und bekommt deshalb nur die Fluoreszein-dUTP-Lösung. Nach der Inkubationszeit 

werden die Lösungen durch dreimaliges Spülen mit PBS entfernt. Und direkt im Anschluss 

daran werden ein bis zwei Tropfen Dako Fluorescent Mounting Medium (Dakocytomation 

Inc., Denmark) auf die Objektträger aufgetragen, mit Deckglas übergedeckt und sofort unter 

dem Fluoreszenzmikroskop (Axiophot mit Fluoreszenzaufsatz, Anregungsfilter: Grün H546; 

Zeiss, Oberkochen, DE) betrachtet und fotografiert. 

3.5.2 Enzymimmunassay (EIA) 

Mit Hilfe des Enzymimmunassay nach HEISTERMANN et al. (1993) werden die 

Konzentrationen spezifischer Hormone in den gewonnenen Medium-Überständen wie folgt 

bestimmt: Das Progesteron wird bei den Granulosazellen nach der Hormonstimulation mit 

hFSH, hCG und hIGF-I direkt gemessen. Das Östradiol wird bei den Granulosazellen nach 

drei Stunden Inkubation im testosteronhaltigen Medium (1 µM/Vertiefung) bestimmt. Des 

Weiteren wird mit dem Enzymimmunassay in den gewonnenen Plasmaproben Progesteron 

bestimmt.  

Die Vertiefungen der verwendeten Assayplatten (Nunc Immuno
TM

 Platten, MaxiSorp
TM

 

mit 96 Vertiefungen; Nunc GmbH & Co, KG, Wiesbaden, Deutschland) werden zunächst mit 

spezifischen Antikörpern gegen Immunoglobuline beschichtet (1 µg/150 µl/Vertiefung) und 

bis zur Verwendung eingefroren (Solid-Phase-Technik). Die immunologische Reaktion in den 

Vertiefungen der Assayplatten findet an der Plattenwand statt. Die dort platzierten Antikörper 

(Ak) konkurrieren mit der Hormon-Menge des Medium-Überstands (Antigen - Ag) und den 

Label-Molekülen (enzymmmarkiertes Antigen). Die Markierung des Labels besteht aus einer 
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Kopplung mit einem Enzym, das in einer zweiten Reaktion ein Substrat umsetzt. Die hiermit  

verbundene Farbveränderung wird fotometrisch durch Messung der optischen Dichte in einem 

geeigneten Wellenlängenbereich ermittelt. Auf Grund des Kompetitionsprinzips verhält sich 

die pro Zeiteinheit gemessene optische Dichte proportional zur Menge des umgesetzten 

Substrates und umgekehrt proportional zur Menge des in der Probe enthaltenen Liganden. 

Die verwendeten Ak und Ag, die Kreuzreaktionen der in den EIA verwendenten 

Antiseren sowie die Intra- und Interassayvarianzen sind dem Kapitel 9.3 – 9.5 des Anhangs zu 

entnehmen. 

3.5.2.1 Die Durchführung der Progesteronbestimmung 

Die beschichteten Assayplatten mit dem spezifischen Antikörper gegen 

Immunoglobuline wird viermal im Plattenwäscher (Dynatech MRW, Dynatech Technologies, 

Denkendorf, Deutschland) gewaschen und anschließend ausgeklopft. Danach werden die 

Proben der Standardkurve, der Granulosazellkulturen sowie der Plasmaproben als 

Doppelbestimmungen (je 50 µl) in die Vertiefungen pipettiert. Die Standardkurve besteht aus 

Progesteronstandards, die in Assaypuffer (vgl. Anhang: Kapitel 9.2) verdünnt werden (von 

1,25 – 64 pg/50 µl). Dies erfolgt im Falle der Bestimmung des Progesterongehalts in den 

Plasmaproben im Assaypuffer, der mit Aktivkohle behandeltes Plasma enthält (Charcoal 

treated plasma, CTP) (Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen, Deutschland). Der Anteil von 

CTP entspricht jeweils der Menge Plasma in den zu messenden Blutproben und dient der 

Vermeidung von Plasmaeffekten zwischen Standards und Proben. Danach erfolgt in jede 

Vertiefung die Zugabe von gelabeltem Antigen und polyklonalem Anti-Progesteron IgG zu je 

50 µl. 

In jedem Assay werden Kontrollproben mit hoher (30 % Bindung, QC high) und 

niedriger (70 % Bindung, QC low) Progesteronkonzentration eingesetzt. Die Ermittlung von 

Schwankungen innerhalb und zwischen Assays (Intraassay- und Interassay-Varianz) erfolgt 

anhand des Variationskoeffizienten (CV %) der Kontrollwerte (vgl. Anhang: Kapitel 9.5). 

Die Platten werden mit Frischhaltefolie abgedeckt und über Nacht bei 4°C im 

Kühlschrank inkubiert, anschließend gewaschen, auf Zellstoff aufgeklopft und die 

Vertiefungen mit je 150 µl Substratlösung (17 ml Substratpuffer plus 250 µl TMB-Lösung) 

(Anhang I) gefüllt. Die nachfolgende Inkubation (1,5 h) unter ständigem Schütteln (Electronic 

IKA-Schüttler, MTS4, Deutschland) erfolgt bei Raumtemperatur im Dunkeln. Danach wird 

jede Vertiefung mit 50 µl 4 NH2SO4 (vgl. Anhang: Kapitel 9.2) gefüllt, um die Reaktion zu 

stoppen. Dabei verändert sich die Farbe von blau zu gelb. 

Die abschließende Messung der optischen Dichte erfolgt in einem Photometer (MRX 

Elisa Reader: Dynex Technologies, Denkendorf, Deutschland) bei einer Wellenlänge von 
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405 nm. Die Messergebnisse werden direkt in einen Computer übertragen, wo eine Software 

aus den Daten automatisch die Standardkurve und die Probenkonzentrationen als Mittelwerte 

der Doppelbestimmungen errechnet. Wenn der Progesterongehalt der Proben über dem 

linearen Messbereich des Assays liegt, werden sie mit Assaypuffer entsprechend verdünnt 

und nochmals gemessen. Die weitere Verarbeitung und Zusammenfassung der 

Assayergebnisse erfolgt mit einem Excell-Programm (Microsoft
®
 Excell

®
 Office, Microsoft 

Corporation, Redmond, WA, USA). 

3.5.2.2 Die Durchführung der Östradiolbestimmung 

Zur Bestimmung der Aromataseaktivität kultivierter Granulosazellen von Callithrix 

jacchus wird die Konzentration von 17β-Östradiol (E2) in den Medium-Überständen der 

Zwischeninkubation bestimmt. Dabei stimmt der Aufbau der EIA im Wesentlichen mit dem 

bei der Progesteronbestimmung überein. Die Unterschiede liegen in der Anwendung von 

Östradiol-Standards (0,24 – 100 pg E2/50 µl), Label, einem spezifischen Antikörper und 

einem spezifischen polyklonalen Antikörper (vgl. Anhang: Kapitel 9.3). 

Die relative Kreuzaktivität des verwendeten spezifischen Antikörpers gegenüber 

17β-Östradiol und die Intra- und Interassayvarianzen sind dem Kapitel 9.4 und 9.5 des 

Anhangs zu entnehmen. 

3.6 Statistik 

Die Daten der einzelnen Versuche (Zellkulturen) und aller Experimente werden 

analysiert und die Ergebnisse der quantitativen Bestimmung der Hormonakkumulation im 

Medium werden in ng/ml angegeben. Für die Auswertung werden immer zwei 

Hormonstimulationen in einer Analyse miteinander verglichen, denn die gesamte Anzahl der 

Hormonstimulationen variiert je nach Zellzahl der Kulturen und folglich der Kulturplatten, 

deshalb können nicht alle Hormonstimulationen für jedes Versuchstier durchgeführt werden. 

Die angewandten Testverfahren erfolgen zuerst als deskriptive Analyse aller 

Experimente. Danach wird ein weiterer Test - die Mehrebenenanalyse - durchgeführt, um den 

Durchschnitt der Messwerte aller Tiere vergleichen zu können. Dadurch kann die in der 

deskriptiven Analyse festgestellte Variabilität berücksichtigt werden. Für alle Tests gilt ein 

Signifikanzniveau von p<0,05. Die erhobenen Daten werden mit der Statistiksoftware 

R-project (Free Software Foundation, Inc., Boston, MA, USA) erfasst und analysiert.  
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4 ERGEBNISSE 

4.1 Zykluskontrolle 

Während der ersten Ultraschalluntersuchung, am vierten Tag nach der PGF2α-

Applikation, sind bereits kleine antrale Follikel beobachtbar. Die Follikel sind als 

tiefschwarze Echostruktur mit gleichmäßiger Begrenzung zu erkennen (Abb. 6-A). Drei Tage 

später (am siebten Tag) ermöglicht die gleiche Untersuchung die Bestimmung der Anzahl 

(Abb. 6-B) und der Größe der präovulatorischen Follikel. 

 

 

  

Abb. 6-(A, B): Transabdominale Ultraschallbilder der Ovarien eines Weißbüschelaffen mit 

einem 13 MHz Schallkopf in transversaler Position. Die Ovarien sind im Ultraschallbild 

durch ihre echoarme Struktur zu erkennen. (A) Tag 4 der Follikelphase, rechtes Ovar mit drei 

kleinen Follikeln (Pfeile). (B) Tag 7 der Follikelphase, rechtes Ovar mit zwei 

präovulatorischen Follikeln (Pfeile). 

 

Die Progesteronwerte im Blut, die auch zur Bestätigung der Follikelphase wichtig sind, 

werden am vierten und am siebten Tag nach der PGF2α-Applikation bestimmt. Nur Tiere mit 

Werten unter 10 ng/ml können für die Zellkultur herangezogen werden (Details verdeutlicht 

die Tabelle 4). 

Die während der Ultraschalluntersuchung festgestellte Größe der präovulatorischen 

Follikel wird mit der Größe der Follikel während der Zellkulturvorbereitung mittels eines 

Messokulars verglichen. Dabei ist kein signifikanter Unterschied zwischen beiden 

Messmethoden zu erkennen (Mittelwerte der Ultraschalluntersuchung 2,99 ± 0,75 mm, mit 

Messokular 3,22 ± 0,73 mm)
1
. Aufgrund der großen Anzahl von kleinen antralen Follikeln im 

Ovar, konnte ihre Anzahl nur während der Präparation der Ovarien für die Zellkultur 

festgestellt werden. Es wurden bis zu 5 präovulatorische Follikel (2,91 ± 0,90) und bis zu 144 

                                                
1 (Mittelwerte ± Standardabweichung). Student T-test (siehe Tab. 4): p=0,20; Größe der präovulatorischen 

Follikel mittels Ultraschall n=35 und mittels Messokulars n=33. 

A B 
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kleine Follikel (97,3  ± 37,49) pro Versuch gezählt. Sowohl die Gesamtzahl der Follikel (der 

kleinen antralen und präovulatorischen) als auch die Anzahl der Granulosazellen variieren 

beträchtlich zwischen den einzelnen Versuchstieren (vgl. Tab. 4). Durchschnittlich beträgt die 

Anzahl der Granulosazellen aller kleinen Follikel pro Versuchstier 85,5 x 10
4
 mit 1,17 x 10

4
 

Zellen pro Follikel und die aller präovulatorischen Follikel 88 x 10
4
 mit 34 x 10

4
 Zellen pro 

Follikel
2
. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                
2 Bei der Berechnung der Durchschnittswerte wurde die Standardabweichung berücksichtigt. 
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Tabelle 4: Am 7. Tag der Zellkultur: Plasmaprogesteronwerte (P4), Ultraschall- und 

Zellkulturvorbereitungsbefunde bei jedem Versuchstier (W). Die Werte in grau geben die Anzahl der 

Zellen pro Follikel (x 10
4
) wieder.  

 

Tier 

 

 

P4 Größe (mm) der 

präovulatorischen 

Follikel ( ±SD) 

A- mittels 

Ultraschall 

B- mittels 

Messokular  

Anzahl der 

präovulatorischen 

Follikel 

 

Anzahl der 

kleinen antralen 

Follikel 

 

Anzahl der 

Granulosazellen der 

kleinen (a) und der 

präovulatorischen (b) 

Follikel 

(Zellenanzahl/Follikel) x 10
4 

 ng/ml 
A mm  

(B mm) 

Follikel gesamt 

(rechts – links) 

Follikel gesamt 

(normal – atretisch) 
a x 10

4 

(a/normal) 

b x 10
4 

(b/Follikel) 

W 411 8,65 
3,65 ± 0,07 

(--)* 

2 

(2 – 0) 

113 

(87 – 26) 
190 

(2,18) 

380 
(190) 

W 386 4,5 
4,53 ± 0,15 

(4,13 ± 0,15) 

3 

(2 – 1) 

144 

(121 – 23) 
80 

(0,66) 

65 
(21,66) 

W 401 < 1,5 
2,76 ± 0,25 

(3,63 ± 0,40) 

3 

(1 – 2) 

126 

(98 – 28) 
98 
(1) 

106 
(35,33) 

W 435  1,9 
2,50 ± 0,40 

(2,70± 0,20) 

3 

(0 – 3) 

49 

(33 – 16) 
17 

(0,51) 

38 
(12,66) 

W 380 3,1 
2,95 ± 0,42 

(3,02 ± 0,17) 

4 

(1 – 3) 

76 

(69 – 7) 
69 
(1) 

87 
(21,75) 

W 408 < 1,5  
2,86 ± 0,05 

(3,13 ± 0,32) 

3 

(3 – 0) 

120 

(106 – 14) 
75 

(0,70) 

31 
(10,33) 

W 453 4,4 
1,46 ± 0,37 

(2,16 ± 0,28) 

3 

(1 – 2) 

55 

(50 – 5) 
94 

(1,88) 

33 
(11) 

W 326  3 
2,70 ± 0,14 

(2,80 ± 0,28) 

2 

(1– 1) 

50 

(45 – 5) 
70 

(1,55) 

37 
(18,5) 

W 398 < 1,5 
3,43 ± 0,20 

(4,6 ± 0,36) 

3 

(1 – 2) 

112 

(101 – 11) 
175 

(1,73) 

143 
(47,66) 

W 454 8,1 
3,20 ± 0,42 

(3,15 ± 0,21) 
2 

(0 – 2) 
156 

(137 – 19) 
27 

(0,19) 

20 
(10) 

W 451 8,2 
2,95 ± 0,21 

(3,05 ± 0,07) 

2 

(0 – 2) 

82 

(76 – 6) 
68 

(0,89) 

20 
(10) 

W 336 8,5 
3,04 ± 0,45 

(3,00 ± 0,79) 
5 

(2 – 3) 
57 

(54 – 3) 
49 

(0,90) 

96 
(19,2) 

W 351 8 
- 

 
0 

125 

(50 – 75) 
100 
(2) 

** 

gesamt 

 ±SD 

[n] 

 

2,99 ± 0,75 [35] 

 

(3,22 ± 0,73) [33] 

 

2,91 ± 0,90 

 

(re 1,07 ± 0,95) 

[14] 

 

(li 1,61 ± 1,12) 
[21] 

 

 

97,3 ± 37,49 

[1265] 

 

(no 79 ± 32,21) 

[1027] 
 

(at 18,3 ± 19) 

[238] 

 

85,5 ± 49,8 

x 10
4
 

[1112 x 10
4] 

 

 

 

(1,17 x 10
4
) 

88 ± 99,9 

x 10
4
 

[1056 x 10
4] 

 

 

 

(34 x 10
4
) 

* Follikel wurden nicht gemessen 

** Für diese Zellen wurde bei diesem Versuchstier keine Zellkultur angelegt 
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4.2 Kultivierung von Granulosazellen des Weißbüschelaffen 

4.2.1 Morphologische Beobachtungen der Zellen während der Kultur 

Die morphologische Beobachtung der Zellen soll einen möglichen Unterschied 

hinsichtlich Struktur und Form der Zellverbände der Kontrollgruppe und der stimulierten 

Zellen zeigen. 

Zwei Stunden nach der Zellaussaat (erste morphologische Beobachtung) heften sich die 

Zellen an den Boden aller Kulturschalen. Die Erscheinungsform der Zellen ist unter allen 

Versuchsbedingungen (Kontrolle und IGF-I-, hCG-, FSH-Stimulation) zu diesem Zeitpunkt 

im Wesentlichen gleich, charakterisiert durch eine homogene Verteilung ohne deutliche 

Bildung von Zellverbänden (Abb. 7: A1, B1). 

Nach 48 Stunden (zweite morphologische Beobachtung) verändert sich das 

Erscheinungsbild bezüglich Form der Zellen als auch Größe und Struktur der Zellverbände. 

Diese Veränderung in allen Zellkulturen ist zwischen den Kontrollplatten und den Platten 

unter Hormonstimulation (IGF-I, FSH, und hCG) zu erkennen. Während der nachfolgenden 

Beobachtungen, nach 96 und 144 Stunden (dritte und vierte morphologische Beobachtung), 

sind die gleichen Veränderungen wie nach 48 Stunden zu beobachten. Im Folgenden soll 

deshalb nur die vierte Beobachtung dargestellt werden. 

In der vierten mikroskopischen Beobachtung (nach 144 Stunden) sind auf den 

Plattenvertiefungen aller Kontrollplatten beider Granulosazellgruppen (der kleinen und 

präovulatorischen Follikel) deutlich weniger Zellen im Vergleich zu den Platten mit  

Hormonstimulation zu finden. Sie unterscheiden sich außerdem bezüglich Form und Struktur 

der Zellverbände. Bei den Granulosazellen der kleinen antralen Follikel zeigen sich zumeist 

weit verteilte Zellen mit länglichen Formen und wenige, kleine Gruppen mit rundlichen 

Zellen (Abb. 7: A2). In den Kontrollplatten mit den Granulosazellen der präovulatorischen 

Follikel hingegen zeigt die Mehrzahl der Zellen eine rundliche Form, relativ homogen 

verteilt, und nur ganz vereinzelt Zellen mit länglicher Form (Abb. 7: B2). 

Zu diesem Zeitpunkt lassen sich jedoch noch keine charakteristischen Unterschiede 

zwischen den Zellen mit den jeweiligen Hormonstimulationen beobachten. Deswegen ist es 

nicht möglich, ein typisches Erscheinungsbild für ein bestimmtes Hormon (z.B. für IGF-I, 

oder hCG, oder FSH) zu definieren. Allerdings lassen sich folgende Unterschiede 

beschreiben. Die Mehrzahl der Granulosazellen der kleinen Follikel unter den verschiedenen 

Hormonstimulationen weist in den unterschiedlichen Formationen von Zellverbänden eine 

längliche Form auf (Abb. 7: A3). Die Granulosazellen der kleinen antralen Follikel zeigen 

eine große Anzahl länglicher Zellen mit plasmatischen Ausläufern, die einen größeren 

Kontakt zwischen den Zellen im Zellverband ermöglichen (Abb. 7: A3). Neben oder über 
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diesen Zellverbänden befinden sich runde Zellen - vereinzelt oder in kleinen Formationen. 

Die Granulosazellen der präovulatorischen Follikel (Abb. 7: B3) zeigen hingegen bei 

unterschiedlicher Hormonstimulation überwiegend eine rundliche Form und sind homogen 

oder in kleinen Gruppen verteilt. Seltener sind dagegen längliche Zellen zu beobachten, die 

sowohl vereinzelt als auch in Gruppen mit plasmatischen Ausläufern auftreten (Abb. 7: B3). 
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Abb. 7: Optische Beurteilung der Granulosazellen der kleinen antralen (A) und der 

präovulatorischen (B) Follikel unter dem Mikroskop. 

A1 und B1(fünffache Vergrößerung: 900): 2 Stunden nach der Zellaussaat. Die Zellen haben 

eine relativ homogene Verteilung mit einer Zellkonzentration im Zentrum der 

Plattenvertiefungen. 

A2 (zwanzigfache Vergrößerung: 3600): 144 Stunden, Kontrollplatte. In den 

Plattenvertiefungen gibt es weit verteilte Zellen mit länglichen Formen und wenige, kleine 

Gruppen mit rundlichen Zellen. 

A3 (zwanzigfache Vergrößerung: 3600): 144 Stunden, Zellen unter IGF-I-Stimulation. Die 

Mehrzahl der Zellen hat eine längliche Form mit plasmatischen Ausläufern in den 

unterschiedlichen Formationen von Zellverbänden. Neben oder über diesen Gruppen befinden 

sich runde Zellen. 

B2 (zwanzigfache Vergrößerung: 3600): 144 Stunden, Kontrollplatte. Die Mehrzahl der 

Zellen zeigt eine rundliche Form, relativ homogen verteilt, und nur ganz vereinzelt Zellen mit 

länglichen Formen. 

B3 (zwanzigfache Vergrößerung: 3600): 144 Stunden, Zellen unter einer Kombination von 

IGF-I und hCG. Die Mehrzahl der Zellen zeigt eine rundliche Form und ist homogen oder in 

kleinen Gruppen verteilt. Zudem sind ebenfalls längliche Zellen mit plasmatischen 

Ausläufern zu beobachten. 
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4.2.2 Apoptosenachweis 

Der Apoptosenachweis wird am Ende der Kultur als qualitativer Test durchgeführt, d.h. 

es wird nur getestet, ob apoptotische Zellen in den Plattenvertiefungen feststellbar sind. Dabei 

lassen sich apoptotische Zellen mit Hilfe der TUNEL-Technik zur Identifizierung der DNA-

Fragmentierung sowohl in den präparierten Objektträgern (Chamber slides) mit den 

Granulosazellen der kleinen Follikel als auch in denen mit Granulosazellen der 

präovulatorischen Follikel nachweisen. Aufgrund der geringen Unterschiede zwischen beiden, 

sind in Abb. 8 nur Granulosazellen der kleinen Follikel dargestellt. Der Zellkern der 

apoptotischen Zellen leuchtet unter dem Fluoreszenzmikroskop gelblich-grün, die 

Abbildung 8 verdeutlicht die positiven Zellen als helle Flecken in der Schwarz-Weiß-

Aufnahme. Ein deutlicher Unterschied lässt sich dagegen im Vergleich zwischen den 

Kontrollgruppen und allen Hormonbehandlungen feststellen. Es sind dabei zwar TUNEL-

positive Zellen zu erkennen, aber entschieden weniger markierte Zellen als in der 

Kontrollgruppe ohne Hormonbehandlung (Abb. 8). Zwischen den Hormonbehandlungs-

gruppen (IGF-I, FSH und hCG) sind unter dem Fluoreszenzmikroskop keine auffälligen 

Unterschiede feststellbar. 

 

  
 

  

Abb. 8: (zwanzigfache Vergrößerung: 3600) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen zur 

Darstellung des Apoptosenachweises mit TUNEL-Technik an kultivierten Granulosazellen 

aus kleinen Follikeln. (A) Es lassen sich TUNEL-positive Zellen (weiße Punkte) in den 

Kontrollplatten beobachten. Für alle Hormonbehandlungsgruppen (B: IGF-I; C: hCG; D: 

FSH) sind die Befunde im Wesentlichen gleich, zeigen aber deutlich weniger TUNEL-

positive Zellen als in der Kontrollgruppe. 
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4.3 Hormonsekretion der Granulosazellen kleiner Follikel im 

Kulturmedium 

Aufgrund der unterschiedlich gewonnenen Menge an Zellen je Versuchstier variieren die 

Anzahl der Kulturplatten und damit die Anzahl der Hormonstimulationen je Zellkultur. Die 

Progesteron- und Östradiolakkumulation in den Kulturplatten während des Kulturverlaufs 

sind als deskriptive Analyse in Tabelle 5 dargestellt. 

 

Tabelle 5: Originalwerte der Progesteron- und Östradiolakkumulation (ng/ml) im Medium in den 

Plattenvertiefungen mit Granulosazellen kleiner Follikel. Dargestellt sind die Anzahl der Proben (n) 

pro hormoneller Stimulation sowie die Mittelwerte ± Standardabweichung ( ± SD) in ng/ml während 

der drei Inkubationszeit - Abnahmen (Abn). Eine Übersicht über die einzelnen Hormonbehandlungen 

S-0 - S-14 mit den Dosierungen findet sich in Tabelle 3 auf Seite 21. 

 

Hormon- 

stimulation 

Progesteronakkumulation (ng/ml) Östradiolakkumulation (ng/ml) 

 1. Abn. 2. Abn. 3. Abn.  1. Abn. 2. Abn. 3. Abn. 

n  

(± SD) 

 

(± SD) 

 

(± SD) 

n  

(± SD)) 

 

(± SD) 

 

(± SD) 

S-0 144 0,82 
(± 1,46) 

0,89 
(± 1,67) 

1,06 
(± 1,07) 

108 0,13 
(± 0,11) 

0,10 
(± 0,06) 

0,07 
(± 0,05) 

S-1 144 1,47 
(± 1,96) 

3,41 
(± 4,10) 

4,47 
(± 4,87) 

108 0,19 
(± 0,14) 

0,26 
(± 0,26) 

0,23 
(± 0,43) 

S-2 132 6,56 
(± 8,81) 

21,92 
(± 19,95) 

19,55 
(± 19,58) 

99 0,69 
(± 0,58) 

1,43 
(± 2,02) 

1,07 
(± 1,71) 

S-3 36 1,36 
(±1,29) 

1,06 
(± 0,89) 

2,90 
(± 2,84) 

18 0,19 
(± 0,09) 

0,17 
(± 0,05) 

0,11 
(± 0,01) 

S-4 96 1,10 
(± 2,39) 

1,47 
(± 2,04) 

4,36 
(± 4,20) 

81 0,18 
(± 0,15) 

0,27 
(± 0,22) 

0,21 
(± 0,23) 

S-5 96 1,32 
(± 2,35) 

1,86 
(± 2,30) 

4,36 
(± 3,26) 

72 0,22 
(± 0,16) 

0,29 
(± 0,22) 

0,24 
(± 0,20) 

S-6 48 2,47 
(± 3,23) 

2,80 
(± 2,91) 

6,03 
(± 5,89) 

36 0,23 
(± 0,19) 

0,20 
(± 0,12) 

0,18 
(± 0,18) 

S-7 72 0,66 
(± 0,47) 

1,75 
(± 1,97) 

3,50 
(± 3,67) 

54 0,15 
(± 0,04) 

0,32 
(± 0,20) 

0,16 
(± 0,12) 

S-8 60 0,66 
(± 0,47) 

2,75 
(± 2,54) 

4,95 
(± 3,64) 

45 0,23 
(± 0,19) 

0,39 
(± 0,25) 

0,25 
(± 0,15) 

S-9 12 4,95 
(± 0,76) 

40,78 
(± 4,20) 

35,80 
(± 5,08) 

9 0,95 
(± 0,12) 

1,55 
(± 0,06) 

1,10 
(± 0,09) 

S-10 24 0,77 
(± 0,79) 

0,05 
(± 0,03) 

0,19 
(± 0,18) 

27 0,09 
(± 0,07) 

0,05 
(± 0,02) 

0,06 
(± 0,04) 

S-11 72 1,38 
(± 1,28) 

1,95 
(± 1,79) 

2,96 
(± 3,02) 

54 0,13 
(± 0,06) 

0,34 
(± 0,23) 

0,17 
(± 0,11) 

S-12 36 1,46 
(± 1,06) 

1,63 
(± 1,77) 

5,35 
(± 6,19) 

36 0,36 
(± 0,34) 

0,24 
(± 0,28) 

0,24 
(± 0,32) 

S-13 84 2,05 
(± 1,49) 

11,13 
(± 14,76) 

17,36 
(± 29,09) 

63 0,45 
(± 0,35) 

1,32 
(± 2,17) 

1,17 
(± 2,33) 

S-14 72 2,39 
(± 1,96) 

9,28 
(± 12,37) 

21,28 
(± 27,75) 

54 0,55 
(± 0,45) 

1,38 
(± 2,25) 

1,44 
(± 2,69) 

 

Bei den meisten Hormonstimulationsprotokollen ist eine kontinuierlich ansteigende 

Tendenz der Progesteronsekretion während des Kulturverlaufs zu verzeichnen. Im Gegensatz 

dazu zeigt die Östradiolsekretion eine leicht ansteigende Tendenz, obwohl nach der Erhöhung 
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der Werte in der 2. Abnahme ein geringer Abfall in der 3. Abnahme zu beobachten ist. 

Sowohl bei der Progesteron- als auch bei der Östradiolsekretion zeigen sich große 

Schwankungen bezüglich der Hormonsekretion während des Kulturverlaufs. Diese 

Variabilität spiegelt sich in der Standardabweichung in wider (s. Tabelle 5). 

Bevor die Ergebnisse weiter analysiert werden können, müssen zwei Probleme, die bei 

Experimenten mit Tieren auftreten, gelöst werden: 

1. Naturgemäß ist die Variation zwischen den Tieren sehr hoch. Um diese 

Variationen auszugleichen, müsste eine sehr große Anzahl an Versuchstieren verwendet 

werden. 

2. Aus ethischen Gründen ist die Anzahl der Versuchstiere jedoch begrenzt. 

Die daraus resultierende hohe Variation der Ergebnisse würde bei Verwendung 

standardisierter, parametrischer Tests verfälschte Ergebnisse liefern. Die Lösung – um die 

Vergleichbarkeit und damit die gemeinsame Verwendbarkeit aller Messwerte sicherzustellen 

– ist die Durchführung einer weiteren Analyse, der Mehrebenenanalyse. Ziel dieser Analyse 

ist es, durchschnittliche Messwerte aller Tiere zu erhalten, indem die Variation bei ihrer 

Ermittlung berücksichtigt wird. In der Folge erhält man statt der eigentlichen Messwerte sog. 

„geschätzte Punktwerte“ (ng/ml). Bei der Analyse werden immer zwei verschiedene 

Hormonbehandlungen miteinander verglichen. Die Punktwerte spiegeln - jetzt statistisch 

korrekt - den sog. „zusätzlichen Effekt“ (signifikant, wenn p<0,05) wider. Nur dieser Effekt 

zeigt quantifizierbar, um wie viel „besser“ eine Hormonbehandlung im Vergleich zu einer 

anderen ist – und zwar als ein generalisierter, bereinigter und damit vergleichbarer Wert über 

alle Tiere hinweg. Deshalb wird im Folgenden ausschließlich dieser Begriff verwendet. 

Dabei zeigt sich, dass weder die Variabilität der Daten der Versuchstiere (Gewicht, Alter, 

Zahl vorheriger Schwangerschaften) (s. Tabelle 2) bzw. die Variation der Hormonproduktion 

der Granulosazellen zwischen den Tieren (s. Tabelle 5) noch die Variation der Anzahl der 

Zellen pro Follikel (s. Tabelle 4) einen signifikanten Einfluss auf die Progesteron- und 

Östradiolsekretion haben
3
. In den Folgenden Abschnitten 4.3.1 und 4.3.2. werden alle Werte 

im Detail beschrieben. 

                                                
3 Mehrebenenanalyse: Anzahl der Beobachtungen: 1128 (P4) und 864 (E2); Anzahl der Gruppen: 12. Für P4 

(Gewicht: p=0,44; Alter: p=0,40; Anzahl vorheriger Schwangerschaften: p=0,34; Anzahl der Zellen pro kleiner 

Follikel: p=0,81); für E2 (Gewicht: p=0,10; Alter: p=0,48; Anzahl vorheriger Schwangerschaften: p=0,19; 

Anzahl der Zellen pro kleiner Follikel: p=0,97). 
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4.3.1 Progesteronsekretion der Granulosazellen kleiner Follikel im Kulturmedium unter 

dem Einfluss von IGF-I, FSH und hCG 

Die Kulturschalen mit den Granulosazellen der kleinen Follikel präsentieren unter den 

verschiedenen Versuchsbedingungen (S-1 bis S-14) einen jeweils unterschiedlichen 

Progesterongehalt im Medium im Vergleich zum Kontrollmedium. Die Analyse
4
 aller 

Zellkulturen unter Berücksichtigung der Abnahmen zeigt einen kontinuierlich ansteigenden 

Verlauf des Progesterongehalts bei den meisten Hormonstimulationsprotokollen. Es zeigt sich 

kein Effekt (-2,34 ± 3,31 p=0,16) in der 1. Abnahme, ein zusätzlicher Effekt von 3,84 ± 1,22 

(p<0,0001) in der 2. Abnahme und schließlich ein größerer zusätzlicher Effekt von 

5,96 ± 1,22 (p<0,0001) in der 3. Abnahme. Die Effekte geben den Unterschied im 

Progesterongehalt bei allen Hormonstimulationsprotokollen im Vergleich zu den 

unstimulierten Zellen an, wobei der erste Effekt der Progesteronsekretion dem der 

unstimulierten Zellen entspricht
5
. Vergleicht man die auftretenden Effekte bei den 

unstimulierten Zellen mit denen der verschiedenen Hormonstimulationen zeigt sich, dass die 

Zugabe von IGF-I in Kombination mit FSH (S-9) eine starke zusätzliche Wirkung auf die 

Progesteronsekretion hervorruft. Die Ergebnisse sind in Abb. 9 graphisch dargestellt. 
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Abb. 9: Geschätzte Punktwerte des zusätzlichen Effekts auf die Progesteronakkumulation 

(P4-Akk.) aller Zellkulturen der Granulosazellen der kleinen Follikel bei den verschiedenen 

Hormonstimulationen im Vergleich zum Kontrollmedium über alle Abnahmen hinweg. Die 

residuale Modellvariable von 0,37 % kann der Variabilität zwischen den Tiere zugeschrieben 

werden (Anzahl der Gruppen: 12; Anzahl der Beobachtungen: 1128). Die eingezeichnete 

durchgehende Linie zeigt die Basissekretion der Granulosazellen im Kontrollmedium S-0. 

Eine Übersicht über die einzelnen Hormonbehandlungen S-0 - S-14 mit den Dosierungen 

finden Sie in Tabelle 3 auf Seite 21. 

 

                                                
4 Mehrebenenanalyse: Für alle Analysen in diesem Abschnitt 4.3.1 sind die Ergebnisse (Messwerte) aller 

Versuchsbedingungen geschätzte Punkwerte der P4-Akkumulation ± 1,96 x Std.Fehler (K.I. = [ ± 1,96 σ]). 
5 Die Analyse einer zeitabhängigen Hormonwirkung wird später im Abschnitt 4.5 erläutert. 
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Ein großer Effekt von 22,04 ± 5,37 (p<0,0001) auf die Progesteronsekretion ist bei der 

Hormonkombination S-9 im Vergleich zu den unstimulierten Zellen zu beobachten. Ein 

zusätzlicher signifikanter Effekt auf den Progesterongehalt im Kulturmedium zeigt sich 

ebenfalls beim Vergleich von S-9 mit S-5 (alleinige Zugabe von IGF-I) von 20,92 ± 5,43 

(p<0,0001) bzw. mit S-2 (alleinige Zugabe von FSH) von 6,98 ± 5,38 (p<0,05). 

Die anderen zwei getesteten Hormonkombinationen (50 ng/ml hCG und 50 ng/ml IGF-I 

bei S-7 und 50 ng/ml hCG bzw. 100 ng/ml IGF-I bei S-8) produzieren einen geringeren, aber 

ebenfalls signifikanten zusätzlichen Effekt von 4,90 ± 2,48 (p<0,001) bzw. 3,68 ± 2,64 

(p<0,01) im Vergleich zu den unstimulierten Zellen. Ein anderes Ergebnis zeigt sich dagegen 

beim Vergleich der Effekte der Hormonkombinationen mit den jeweiligen Effekten bei 

Zugabe der Einzelhormone. Die Kombination mit 100 ng/ml IGF-I (S-8) zeigt keinen Effekt
6
, 

und die Kombination mit 50 ng/ml IGF-I (S-7) dagegen eine signifikante zusätzliche 

Progesteronakkumulation im Kulturmedium von 2,71 ± 2,48 (p<0,05) im Vergleich zur 

alleinigen Zugabe von hCG. Bei Betrachtung von IGF-I allein (S-4) ist dagegen nur ein 

kleiner additiver Effekt von 2,45 ± 2,63 feststellbar, der jedoch nicht signifikant ist (p=0,07). 

Wenn IGF-I in verschiedenen Konzentrationen (S-3 bis S-6) allein zugesetzt wird, führen 

nur 50 und 1000 ng/ml IGF-I (S-4 u. S-6) zu einem geringen signifikanten Effekt von 

2,45 ± 2,24 (p<0,05) und 2,85 ± 2,91 (p<0,05) im Vergleich zum Kontrollmedium. Die 

anderen zwei Dosierungen von IGF-I (10 und 100 ng/ml) zeigen dagegen keinen signifikanten 

Effekt auf die Progesteronsekretion
7
. Betrachtet man alle IGF-I-Applikationen, so zeigen sich 

keine signifikanten Unterschiede bezüglich der Progesteronsekretion
8
. 

Vergleicht man beide Gonadotropinstimulationen, hCG (S-1) und FSH (S-2), zeigen sich 

deutliche Unterschiede hinsichtlich der Progesteronsekretion (siehe Abb. 9). Nur die FSH-

Zugabe bewirkt eine deutlich erhöhte Progesteronsekretion von 15,05 ± 2,02 (p<0,0001) im 

Vergleich zum Kontrollmedium
9
. Dies bedeutet, dass bei den FSH-stimulierten Zellen ein 

zusätzlicher Effekt von 12,86 ± 2,02 p<0,0001) auf die Progesteronsekretion im Vergleich zu 

den hCG-stimulierten Zellen auftritt. 

Es schließen sich die Prästimulationsprotokolle S-10 bis S-14 mit den Granulosazellen 

der kleinen Follikel an. Alle fünf Versuchsbedingungen führen zu einem zusätzlichen 

signifikanten Effekt auf die Progesteronsekretion im Vergleich zu den unstimulierten Zellen. 

Die stärkste Wirkung auf die Progesteronsekretion der Granulosazellen zeigen dabei die 

                                                
6 Hormonkombinationen mit 100 ng/ml IGF-I und 50 ng/ml hCG (S-8): geringer und nicht signifikanter 

zusätzlicher Effekt von 2,56 ± 2,79 (p=0,07) und 1,49 ± 2,64 (p=0,26) im Vergleich zu IGF-I allein bzw. hCG 

allein. 
7 Effekt von 10 u. 100 ng/ml IGF-I: -0,86 ± 3,30 (p=0,60), 1,12 ± 2,24 (p=0,32). 
8 S-3 vs. S-4 (-3,31 ± 3,53), p=0,06; S-5 (-1,98 ± 3,40), p=0,25; S-6 (-3,71 ± 3,71), p=0,05; 

S-4 vs. S-5 (1,33 ± 2,49), p=0,29; S-6 (-0,39 ± 3,14), p=0,8; 

S-5 vs. S-6 (-1,73 ± 3,03), p=0,26. 
9 Effekt von hCG: 2,18 ± 1,96 (p=0,06). 
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Hormonkombinationen S-13 und S-14 mit einer vorausgehenden FSH-Prästimulation. Bei 

beiden sind erhebliche Effekte von 11,50 ± 2,35 (p<0,0001) bzw. 11,32 ± 2,48 (p<0,0001) 

beobachtbar. Die anderen drei Stimulationen (S-10 bis S-12) führen zu einem signifikanten, 

aber schwächeren Effekt von 3,18 ± 3,23 (p<0,05) bis 5,06 ± 3,83 (p<0,01). Entscheidend ist 

immer, ob der zusätzliche Effekt auf den Progesteronsekretion auf die Prästimulation 

zurückgeführt werden kann – also ob mehr Progesteron messbar ist, als bei Zugabe des 

gleichen Hormons (angesetzt in der zweiten und dritten Abnahme) ohne eine entsprechende 

Prästimulation. Konkret werden die hCG-Prästimulationen S-10 mit S-4 und S-11 mit S-7 

sowie die FSH-Prästimulationen S-12 mit S-4, S-13 mit S-7 und S-14 mit S-8 verglichen. 

Hier sollte die Prästimulation zu einer signifikanten additiven Progesteronsekretion führen. Es 

zeigt sich, dass nur die FSH-Prästimulationen bei einer nachfolgenden Hormonkombination 

mit IGF-I und hCG (S-13 und S-14) einen zusätzlichen signifikanten Effekt von 6,59 ± 2,69 

(p<0,0001) und 7,63 ± 2,98 (p<0,0001) auf die Progesteronsekretion im Vergleich zu S-7 

bzw. S-8 aufweisen. Die andere FSH-Prästimulation (S-12) und die beiden 

hCG-Prästimulationen (S-10 und S-11) zeigen keinen signifikanten Effekt
10

. 

4.3.2 Östradiolsekretion der Granulosazellen kleiner Follikel im Kulturmedium unter 

dem Einfluss von IGF-I, FSH und hCG 

Als Maß für die Aromataseaktivität der kultivierten Granulosazellen der kleinen Follikel 

dient hierbei die Östradiolakkumulation in den Plattenvertiefungen während einer 3-stündigen 

Inkubation der Zellen mit unterschiedlichen Hormonstimulationen im testosteronhaltigen 

Medium. Der Einfluss aller Hormonstimulationen auf die Östradiolsekretion der Zellkulturen 

mit den Granulosazellen der kleinen Follikel im Vergleich zur Kontrolle ist in Abbildung 10 

graphisch dargestellt und wird im Folgenden diskutiert. 

 

 

 

                                                
10 Die Hormonstimulation S-10 im Vergleich zu S-4 zeigt einen Effekt von 2,61 ± 3,93 (p=0,19); S-11 im 

Vergleich zu S-7 einen Effekt von 0,12 ± 2,78 (p=0,93) und S-12 im Vergleich zu S-4 einen Effekt von 

0,72 ± 3,35 (p=0,67). 
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Abb. 10: Geschätzte Punktwerte des zusätzlichen Effekts auf die Östradiolakkumulation 

(E2-Akk.) aller Zellkulturen der Granulosazellen der kleinen Follikel bei den verschiedenen 

Hormonstimulationen im Vergleich zum Kontrollmedium über alle Abnahmen hinweg. Die 

residuale Modellvariable von 41 % kann der Variabilität zwischen den Tieren zugeschrieben 

werden (Anzahl der Beobachtungen: 864 gruppiert in 12 Gruppen). Die eingezeichnete 

durchgehende Linie zeigt die Basissekretion der Granulosazellen im Kontrollmedium (S-0). 

Eine Übersicht über die einzelnen Hormonbehandlungen S-0 - S-14 mit den Dosierungen 

finden Sie in Tabelle 3 auf Seite 21. 

 

Die Analyse
11

 aller Zellkulturen und aller Hormonstimulationen (S-1 bis S-14) unter 

Berücksichtigung der Mediumabnahmen im Vergleich zu den unstimulierten Zellen zeigt 

einen ansteigenden Verlauf des Östradiolgehalts im Kulturmedium. Es lässt sich keine 

Sekretion in der 1. Abnahme beobachten (-0,03 ± 0,35 p=0,86), ein zusätzlicher signifikanter 

Effekt von 0,24 ± 0,12 (p<0,001) in der 2. Abnahme, und 0,14 ± 0,12 (p<0,05) in der 

3. Abnahme im Vergleich zur 1. Abnahme. Die Effekte geben den Unterschied der 

Östradiolsekretion der Granulosazellen der kleinen Follikel bei allen Hormonstimulations-

protokollen im Vergleich zu den unstimulierten Zellen an, wobei der erste Effekt der 

Östradiolsekretion dem der unstimulierten Zellen entspricht
12

. 

Wenn die auftretenden Effekte bei den unstimulierten Zellen mit den verschiedenen 

Hormonstimulationen verglichen werden, hat hierbei IGF-I in Kombination mit FSH (S-9), 

wie bei der Progesteronsekretion, die stärkste zusätzliche Wirkung auf die Östradiolsekretion. 

Der Effekt ist jedoch geringer als bei der Progesteronsekretion. Die Zugabe dieser 

Hormonkombination (S-9) führt zu einem signifikanten zusätzlichen Effekt auf die 

Östradiolsekretion sowohl im Vergleich zu den unstimulierten Zellen (1,12 ± 0,56 

(p<0,0001)) als auch bei alleiniger Zugabe von IGF-I (0,97 ± 0,57 (p<0,001)). Im Vergleich 

                                                
11 Mehrebenenanalyse: für alle Analysen in diesem Abschnitt 4.3.2 betragen die Anzahl der Beobachtungen 864 

und die Anzahl der Gruppen 12. Die Ergebnisse (Messwerte) sind geschätzte Punktwerte der 

E2-Akkumulation ± 1,96 x Std.fehler (K.I. = [ ± 1,96 σ]). 
12 Die Analyse einer zeitabhängigen Hormonwirkung wird später im Abschnitt 4.5 erläutert. 
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zur alleinigen Zugabe von FSH ist dagegen nur ein kleiner additiver Effekt von 0,16 ± 0,56 

feststellbar, der nicht signifikant ist (p=0,57). Vergleicht man die anderen zwei 

Hormonstimulationen (50 ng/ml hCG und 50 ng/ml IGF-I bei S-7 und 50 ng/ml hCG und 

100 ng/ml IGF-I bei S-8) haben die Granulosazellen der kleinen Follikel sowohl in der 

Östradiolsekretion als auch in der Progesteronsekretion einen ähnlichen Verlauf. Das heißt, 

beide Hormonkombinationen rufen eine geringere Östradiolsekretion als S-9 hervor - aber 

signifikant im Vergleich zu den unstimulierten Zellen - mit einem Effekt von 0,46 ± 0,26 

(p<0,001) für S-7 und von 0,42 ± 0,27 (p<0,005) für S-8. Vergleicht man jedoch den Effekt 

der Hormonkombination mit dem einer alleinigen Zugabe des jeweiligen Hormons, bewirkt 

nur die Hormonkombination mit 50 ng/ml IGF-I und 50 ng/ml hCG (S-7) eine geringe 

zusätzliche signifikante Östradiolsekretion von 0,33 ± 0,26 (p<0,05) im Vergleich zur 

alleinigen Zugabe von hCG
13

. 

Wenn IGF-I in verschiedenen Konzentrationen (S-3 bis S-6) allein zugegeben wird, ist 

im Kulturmedium ein unterschiedlicher zusätzlicher Östradiolgehalt feststellbar. Trotz einer 

leichten Steigerung der Hormonsekretion von -0,04 ± 0,41 bis 0,22 ± 0,22 bei den 

verschiedenen IGF-I Dosierungen, ist kein signifikanter Effekt zu erkennen (p>0,05). 

Vergleicht man die Effekte der verschiedenen IGF-I-Dosierungen untereinander, sind 

ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zu erkennen
14

. 

Wenn die beiden Gonadotropine, 50 ng/ml hCG (S-1) und 50 ng/ml FSH (S-2) allein 

zugesetzt werden, zeigt sich ein Unterschied hinsichtlich der Östradiolsekretion. Nur FSH 

produziert einen signifikanten zusätzlichen Effekt von 0,96 ± 0,21 (p<0,0001) auf die 

Östradiolsekretion im Vergleich zu den unstimulierten Zellen. Die hCG-Zugabe bedingt 

dagegen keinen Effekt (0,12 ± 0,20 (p=0,21)). Es zeigt sich auch, dass FSH eine stärkere 

signifikante Wirkung von 0,83 ± 0,21 (p<0,0001) im Vergleich zu hCG produziert. 

Es schließen sich die Prästimulationsprotokolle S-10 bis S-14 mit den Granulosazellen 

der kleinen Follikel an. Hierbei zeigen alle fünf Versuchsbedingungen eine Erhöhung der 

Östradiolsekretion im Vergleich zum Kontrollmedium. Nur für S-12 ist der zusätzlich 

hervorgerufene Effekt von 0,19 ± 0,30 nicht signifikant (p=0,20). Die stärkste Wirkung auf 

die Östradiolsekretion wird durch eine FSH-Prästimulation mit einer nachfolgenden 

Hormonkombination (S-13 und S-14) hervorgerufen. Dabei sind Effekte von 1,02 ± 0,24 

(p<0,0001) bzw. 1,10 ± 0,26 (p<0,0001) beobachtbar. Die anderen zwei 

Versuchsbedingungen (S-10 und S-11) führen zu einem signifikanten, aber schwächeren 

Effekt von 0,37 ± 0,33 (p<0,05) und 0,47 ± 0,26 (p<0,001). Auch hier wird überprüft, ob der 

                                                
13 Beide Hormonkombinationen S-7 und S-8 führen zu einer geringen additiven nicht-signifikanten 

Östradiolsekretion von 0,23 ± 0,27 (p=0,08) und 0,27 ± 0,29 (p=0,07) im Vergleich zu IGF-I. Und bei S-8 auch 

im Vergleich zu hCG (0,28 ± 0,27 (p=0,05)). 
14 S-3 vs. S-4 (-0,27 ± 0,42; p=0,20), S-5 (-0,19 ± 0,42; p=0,36), S-6 (-0,26 ± 0,44; p=0,24); 

S-4 vs. S-5 (0,07 ± 0,25; p=0,53), S-6 (0,008 ± 0,31; p=0,95); 

S-5 vs. S-6 (-0,07 ± 0,31; p=0,65). 



40 

zusätzliche Effekt auf den Östradiolgehalt auf die Prästimulation zurückgeführt werden 

kann – also ob mehr Östradiol messbar ist, als bei Zugabe des gleichen Hormons (angesetzt in 

der zweite und der dritte Abnahme) ohne eine entsprechende Prästimulation. Konkret werden 

die hCG-Prästimulationen S-10 und S-11 mit S-4 bzw. S-7; und die FSH-Prästimulationen 

S-12, S-13 und S-14 mit S-4, S-7 bzw. S-8 verglichen. Es zeigt sich, dass nur die 

FSH-Prästimulationen bei einer nachfolgenden Hormonkombination mit IGF-I und hCG 

(S-13 und S-14) eine zusätzliche signifikante Wirkung von 0,55 ± 0,28 (p<0,001) und 

0,68 ± 0,31 (p<0,0001) auf die Östradiolsekretion im Vergleich zur Zugabe der 

Hormonkombination ohne Prästimulation (S-7 bzw. S-8) aufweist. Die andere 

FSH-Prästimulation (S-12) und die beiden hCG-Prästimulationen (S-10 und S-11) zeigen 

keinen zusätzlichen signifikanten Effekt auf den Östradiolgehalt im Kulturmedium
15

. 

4.3.3 Zusammenfassung der Hormonsekretion der Granulosazellen kleiner Follikel im 

Kulturmedium unter dem Einfluss von IGF-I, FSH und hCG 

Betrachtet man alle Kulturmedien mit den Granulosazellen der kleinen Follikel bei allen 

Hormonstimulationen zeigt sich eine deutlich geringere Östradiolsekretion (1,12 ± 0,56) im 

Vergleich zu Progesteronsekretion (22,04 ± 5,37). Bei beiden tritt dieser große zusätzliche 

Effekt bei Zugabe der Hormonkombination FSH und IGF-I (S-9) im Vergleich zum 

Kontrollmedium auf. 

Eine Zusammenfassung der Progesteron- und Östradiolakkumulation im Kulturmedium 

mit den Granulosazellen der kleinen Follikel unter dem Einfluss der verschiedenen Hormone 

(S-0 bis S-14) ist in der Tabelle 6 dargestellt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                
15 Die Hormonkombination S-10 im Vergleich zu S-4 zeigt einen Effekt von 0,14 ± 0,34 (p=0,41); S-11 im 

Vergleich zu S-7 einen Effekt von 0,006 ± 0,29 (p=0,96) und S-12 im Vergleich zu S-4 einen Effekt von 

-0,03 ± 0,31 (p=0,83). 



41 

Tabelle 6: Überblick über den Einfluss der verschiedenen Hormonstimulationen auf die Progesteron- 

(P4) und Östradiolakkumulation (E2) im Kulturmedium der Granulosazellen der kleinen Follikel. 

Eine Übersicht über die einzelnen Hormonbehandlungen S-0 - S-14 mit den Dosierungen finden Sie in 

Tabelle 3 auf Seite 21. 

 

Vergleiche Einfluss auf die P4 und E2-Akkumulation im 

Kulturmedium der Granulosazellen der kleinen 
Follikel 

P4- und E2-Akkumulation  P4: Kontinuierlich ansteigender Verlauf 

E2: Anstieg in der 2. Abnahme und leichter 

Rückgang in der 3. Abnahme (Endeffekt aber 
höher als in 1. Abn.) 

 

S-0 (Kontrolle) vs. Hormonstimulationen: 

S-1 (hCG) 
S-2 (FSH) 

S-3 bis S-6 (IGF-I) 

S-7 und S-8 (hCG + IGF-I) 
S-9 (FSH + IGF-I) 

S-10 und S-11 (hCG-Prä.*) 

S-12, S-13 und S-14 (FSH-Prä.*) 
 

Stärkster Effekt bei S-9 (IGF-I + FSH) 

S-9 (IGF-I + FSH): stärkste Steigerung der 
Steroidhormonsekretion 

 

P4: IGF-I Dosis (S-3 u. S-5) und hCG (S-1) 
zeigen keine signifikante Steigerung der 

Progesteronsekretion. 

 
E2: S-1, S-3 bis S-6 und S-12 zeigen keine 

signifikante Steigerung der Östradiolsekretion. 

 

Zwischen den verschiedenen 
IGF-I-Dosierung (S-3 bis S-6) 

 

Kein signifikanter Unterschied zwischen den 
Dosierungen 

Zwischen S-1 (hCG) und S-2 (FSH) FSH > hCG** 

 

Hormonkombination: S-7 (hCG + IGF-I) vs. 

S-4 (IGF-I) oder S-1 (hCG)  

 

(hCG + IGF-I) = (IGF-I) aber > (hCG) ** 

Hormonkombination: S-8 (hCG + IGF-I) vs. 
S-5 (IGF-I) oder S-1 (hCG) 

 

(hCG + IGF-I) = (IGF-I) und = (hCG) 

Hormonkombination: S-9 (FSH + IGF-I) vs. 
S-5 (IGF-I) oder S-2 (FSH) 

 

P4: (FSH + IGF-I) > (FSH) und > (IGF-I) 
E2: (FSH + IGF-I) = (FSH) aber > (IGF-I) 

hCG-Prä*.: S-10 und S-11 vs. 

S-4 (IGF-I) bzw. S-7 (hCG + IGF-I) 
 

Keine signifikante Steigerung der 

Steroidhormonsekretion 

FSH-Prä.*: S-12, S-13 und S-14 vs. 

S-4 (IGF-I), S-7 bzw. S-8 (hCG + IGF-I) 

Keine signifikante Steigerung der 

Steroidhormonsekretion bei S-12 

Aber zusätzliche signifikante 
Steroidhormonsekretion bei S-13 und S-14 

 

*Prä = mit Prästimulation 
** Lesebeispiel: 

(FSH > hCG) bedeutet: Bei der Zugabe von FSH wird eine signifikante Erhöhung der 

Steroidhormonsekretion wie bei der Zugabe von hCG beobachtet.  

(hCG + IGF-I) = (IGF-I) aber > (hCG) bedeutet: Bei Zugabe der Hormonkombination (hCG und 
IGF-I) wird nicht mehr Steroid (P4 oder E2) gebildet, wie bei Zugabe von IGF-I allein. Allerdings 

lässt sich eine signifikante Steigerung der Steroidhormonsekretion bei Zugabe der Kombination 

(hCG + IGF-I) im Vergleich zur Zugabe von hCG allein beobachten. 
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Damit zeigt sich, dass nur die Kombination von IGF-I und FSH (S-9) einen starken 

Effekt auf die Progesteron- und Östradiolsekretion hervorruft, während IGF-I allein nur einen 

Effekt auf die Progesteronsekretion bewirkt. Weiterhin lässt sich bei hCG kein Effekt 

beobachten und deshalb führt vermutlich auch die Kombination dieses Gonadotropins mit 

IGF-I zu einem geringeren oder zu gar keinem Effekt. Außerdem zeigt die Analyse der 

Prästimulationen, dass nur die FSH-Prästimulation mit einer nachfolgenden 

Hormonkombination einen Effekt hervorruft. 

4.4 Hormonsekretion der Granulosazellen der präovulatorischen Follikel 

im Kulturmedium 

Hierbei wird, wie für die Granulosazellen der kleinen Follikel, zunächst eine deskriptive 

Analyse der Progesteron- und Östradiolsekretion während des Kulturverlaufs unter 

verschiedenen Hormonstimulationen in der Tabelle 7 dargestellt. 
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Tabelle 7: Originalwerte der Progesteron- und Östradiolakkumulation (ng/ml) im Medium der 

Granulosazellen der präovulatorischen Follikel. Dargestellt sind die Anzahl der Proben (n) pro 

Hormonstimulation sowie die Mittelwerte ± Standardabweichung ( ± SD) in ng/ml während der 

Abnahmen (Abn). Eine Übersicht über die einzelnen Hormonbehandlungen S-0 - S-13 mit den 

Dosierungen finden Sie in Tabelle 3 auf Seite 21. 

 

Hormon- 

stimulation 

Progesteronakkumulation (ng/ml) 

 

Östradiolakkumulation (ng/ml) 

 1. Abn. 2. Abn. 3. Abn.  1. Abn. 2. Abn. 3. Abn. 

n   

(± SD) 

  

(± SD) 

  

(± SD) 

n   

(± SD) 

  

(± SD) 

  

(± SD) 

S-0 132 0,94 
(± 1,08) 

0,55 
(± 0,88) 

0,54 
(± 0,64) 

99 0,21 
(± 0,20) 

0,18 
(± 0,19) 

0,12 
(± 0,09) 

S-1 120 3,71 
(± 5,59) 

2,60 
(± 3,77) 

0,93 
(± 1,01) 

90 0,36 
(± 0,21) 

0,38 
(± 0,35) 

0,17 
(± 0,12) 

S-2 108 3,66 
(± 3,30) 

3,08 
(± 2,95) 

0,91 
(± 1,16) 

72 0,32 
(± 0,19) 

0,34 
(± 0,34) 

0,12 
(± 0,10) 

S-3 36 0,62 
(± 0,58) 

0,30 
(± 0,18) 

0,43 
(± 0,27) 

18 0,18 
(± 0,05) 

0,28 
(± 0,06) 

0,15 
(± 0,02) 

S-4 72 1,08 
(± 0,91) 

0,72 
(± 0,50) 

1,35 
(± 2,29) 

63 0,25 
(± 0,16) 

0,25 
(± 0,21) 

0,22 
(± 0,27) 

S-5 60 0,70 
(± 0,79) 

0,60 
(± 0,58) 

1,50 
(± 2,27) 

45 0,22 
(± 0,13) 

0,26 
(± 0,20) 

0,26 
(± 0,23) 

S-6 36 0,29 
(± 0,22) 

0,16 
(± 0,11) 

0,24 
(± 0,23) 

18 0,12 
(± 0,05) 

0,12 
(± 0,09) 

0,08 
(± 0,04) 

S-7 84 7,69 
(± 8,47) 

5,74 
(± 7,59) 

3,30 
(± 6,40) 

63 0,62 
(± 0,44) 

0,73 
(± 1,05) 

0,29 
(± 0,40) 

S-8 60 2,45 
(± 2,64) 

4,18 
(± 5,68) 

1,44 
(± 1,29) 

36 0,51 
(± 0,26) 

0,74 
(± 0,63) 

0,33 
(± 0,23) 

S-9 24 0,68 
(± 0,51) 

0,90 
(± 0,65) 

0,61 
(± 0,10) 

9 0,46 
(± 0,06) 

0,44 
(± 0,01) 

0,16 
(± 0,02) 

S-10 36 4,63 
(± 4,77) 

3,33 
(± 3,32) 

4,59 
(± 4,29) 

36 0,68 
(± 0,54) 

0,44 
(± 0,42) 

0,40 
(± 0,32) 

S-11 60 5,59 
(± 6,55) 

3,18 
(± 3,07) 

1,14 
(± 1,44) 

45 0,37 
(± 0,22) 

0,33 
(± 0,35) 

0,14 
(± 0,17) 

S-12 12 1,67 
(± 0,05) 

1,52 
(± 0,23) 

0,59 
(± 0,08) 

9 0,23 
(± 0,02) 

0,06 
(± 0,03) 

0,04 
(± 0,01) 

S-13 24 2,85 
(± 1,37) 

3,58 
(± 1,37) 

0,57 
(± 0,14) 

18 0,39 
(± 0,21) 

0,23 
(± 0,12) 

0,06 
(± 0,01) 

 

Ein fallender Verlauf der Progesteronsekretion ist ab der 2. oder 3. Abnahme bei der 

Mehrzahl der Hormonstimulationen beobachtbar. Auch bei der Östradiolsekretion zeigt sich 

ein Abfall am Ende des Kulturverlaufs. Die in Tabelle 7 dargestellte Standardabweichung 

repräsentiert sowohl für die Progesteron- als auch für die Östradiolsekretion eine große 

Schwankung bezüglich der Hormonsekretion innerhalb einer Hormonstimulation. 

Wie schon zuvor schließt sich auch hier die Mehrebenenanalyse an, um die 

Vergleichbarkeit und die gemeinsame Verwendbarkeit aller Messwerte sicherzustellen. Es 

zeigt sich auch hier, dass weder die Variabilität der Daten der Versuchstiere (Gewicht, Alter, 

Zahl vorheriger Schwangerschaften) (Tabelle 2) bzw. die Variation der Hormonproduktion 

der Granulosazellen zwischen den Tieren (Tabelle 5) noch die Anzahlvariation der Zellen pro 
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Follikel (Tabelle 4) einen signifikanten Einfluß auf die Progesteron- und Östradiolsekretion 

haben
16

. In den folgenden Abschnitten 4.4.1 und 4.4.2. werden alle Werte beschrieben. 

4.4.1 Progesteronsekretion der Granulosazellen der präovulatorischer Follikel im 

Kulturmedium unter dem Einfluss von IGF-I, FSH und hCG 

Im Kulturmedium mit den Granulosazellen der präovulatorischen Follikel wird je nach 

Hormonstimulation (S-0 bis S-13) eine jeweils unterschiedliche Menge an Progesteron im 

Vergleich zum Kontrollmedium produziert. Diese Analyse
17

 aller Zellkulturen unter 

Berücksichtigung der Abnahmen zeigt einen leicht kontinuierlich fallenden Verlauf des 

Progesterongehalts im Kulturmedium bei den meisten Hormonstimulationsprotokollen. 

Es zeigt sich eine zusätzliche Progesteronsekretion von 1,42 ± 1,95 (p=0,15) in der 

1. Abnahme, -0,60 ± 0,45 (p<0,01) in der 2. Abnahme und – 1,61 ± 0,45 (p<0,0001) in der 

3. Abnahme im Vergleich zur 1. Abnahme. Die Effekte geben den Unterschied im 

Progesterongehalt bei allen Hormonstimulationsprotokollen im Vergleich zu den 

unstimulierten Zellen an, wobei der erste Effekt der Progesteronsekretion dem der 

unstimulierten Zellen entspricht
18

. 

Alle Hormonstimulationen (S-1 bis S-13) präsentieren einen zusätzlichen signifikanten 

Effekt auf die Progesteronakkumulation im Medium im Vergleich zum Kontrollmedium. Die 

Analyse ist in Abbildung 11 dargestellt und wird nachfolgend detailliert beschrieben. 

 

 

                                                
16 Mehrebenenanalyse: Anzahl der Beobachtungen: 864 (P4) und 621 (E2); Anzahl der Gruppen: 11. Für P4 

(Gewicht p=0,87, Alter p=0,84, Anzahl vorheriger Schwangerschaften p=0,81, Anzahl der Zellen pro 

präovulatorischem Follikel p=0,61); Für E2 (Gewicht p=0,87, Alter p=0,94, Anzahl vorheriger 

Schwangerschaften p=0,56, Anzahl der Zellen pro präovulatorischem Follikel p=0,56). 
17 Mehrebenenanalyse: für alle Analysen im Abschnitt 4.4.1 betragen die Anzahl der Beobachtungen 864 und die 

Anzahl der Gruppen 11. Die angegebenen Ergebnisse (Messwerte) sind geschätzte Punktwerte der P4-

Akkumulation ± 1,96 x Std.Fehler (K.I. = [ ± 1,96 σ]). 
18 Die Analyse einer zeitabhängigen Hormonwirkung wird später im Abschnitt 4.5 beschrieben. 



45 

S-1 S-2 S-3 S-4 S-5 S-6 S-7 S-8 S-9 S-10 S-11 S-12 S-13

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

S-1 S-2 S-3 S-4 S-5 S-6 S-7 S-8 S-9 S-10 S-11 S-12 S-13

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

Hormonstimulationen

P
u
n
k
ts

ch
ät

z.

d
er

 P
4
-A

k
k
. 
(n

g
/m

l)

 ±
 S

td
.F

eh
le

r

 

Abb. 11: Geschätzte Punktwerte des zusätzlichen Effekts auf die Progesteronakkumulation 

(P4-Akk.) aller Zellkulturen der Granulosazellen der präovulatorischen Follikel unter den 

verschiedenen Hormonstimulationen im Vergleich zum Kontrollmedium über alle Abnahmen 

hinweg. Die residuale Modellvariable von 0,53 % kann der Variabilität zwischen den Tiere 

zugeschrieben werden (Anzahl der Gruppen: 11; Anzahl der Beobachtungen: 864). Die 

eingezeichnete durchgehende Linie zeigt die Basissekretion der Granulosazellen im 

Kontrollmedium (S-0). Eine Übersicht über die einzelnen Hormonbehandlungen S-0 – S-13 

mit den Dosierungen finden Sie in Tabelle 3 auf Seite 21. 

 

Die stärkste zusätzliche signifikante Wirkung auf die Progesteronsekretion unter allen 

Hormonstimulationen wird bei einer Zugabe von IGF-I in Kombination mit hCG (S-7) 

erreicht. Diese Kombination führt sowohl zu einem signifikanten zusätzlichen Effekt 

gegenüber den unstimulierten Zellen (4,66 ± 0,77 p<0,0001), als auch im Vergleich zur 

Zugabe von IGF-I allein (3,46 ± 0,89 p<0,0001) bzw. von hCG allein (2,14 ± 0,80 p<0,0001). 

Dies bedeutet, dass durch diese Hormonkombination eine größere Steigerung des 

Progesterongehalts im Kulturmedium hervorgerufen wird, als bei alleiniger Zugabe beider 

Hormone. Die anderen zwei getesteten Hormonkombinationen (100 ng/ml IGF-I und 

50 ng/ml hCG bei S-8 und 100 ng/ml IGF-I und 50 ng/ml FSH bei S-9) führen zu einem 

geringen zusätzlichen Effekt auf die Progesteronsekretion. Dieser Effekt ist nur im Vergleich 

zu den unstimulierten Zellen signifikant (2,77 ± 0,87; p<0,0001 für S-8 und 2,47 ± 1,27; 

p<0,0001 für S-9). Das bedeutet, dass diese beiden Hormonkombinationen einen kleinen 

additiven Effekt auf den Progesterongehalt im Kulturmedium hervorrufen, dieser aber nur 

unwesentlich höher ist, als bei der einzelnen Zugabe der Hormone
19

. 

Wenn IGF-I in verschiedenen Dosierungen (S-3 bis S-6) allein eingesetzt wird, zeigt sich 

im Kulturmedium eine schwächere zusätzliche Progesteronsekretion, als bei IGF-I in 

Kombination mit den Gonadotropinen. Die Effekte auf die Progesteronsekretion sind 

                                                
19 S-8: kleiner Effekt von 0,85 ± 1,01 (p=0,09) und 0,24 ± 0,88 (p=0,58) im Vergleich zu IGF-I bzw. hCG. 

S-9: kleiner Effekt von 0,56 ± 1,34 (p=0,41) im Vergleich zu IGF-I und von -0,64 ± 1,28 (p=0,32) im Vergleich 

zu FSH. 



46 

allerdings bei allen vier IGF-I-Dosen im Vergleich zum Kontrollmedium signifikant. Dabei 

ruft die Dosis von 100 ng/ml IGF-I den stärksten Effekt hervor (1,91 ± 0,87; p<0,0001)
20

. 

Jedoch zeigen die zusätzlichen Effekte keine signifikanten Unterschiede beim Vergleich 

untereinander
21

. 

Wenn die Gonadotropine, 50 ng/ml hCG (S-1) und 50 ng/ml FSH (S-2) allein zugegeben 

werden, besteht ein signifikanter zusätzlicher Effekt auf die Progesteronakkumulation im 

Kulturmedium von jeweils 2,52 ± 0,68 (p<0,0001) und 3,12 ± 0,71 (p<0,0001) im Vergleich 

zu den unstimulierten Zellen (S-0). Im Gegensatz zur Progesteronsekretion in den 

Granulosazellen der kleinen Follikel zeigt sich hier beim Vergleich zwischen beiden keinen 

signifikante Effekt von 0,60 ± 0,72 (p=0,10). 

Schließlich wird getestet, ob die Prästimulation mit hCG oder FSH einen förderlichen 

Einfluss auf die Progesteronakkumulation im Mediumüberstand mit den Granulosazellen der 

präovulatorischen Follikel hat. Zu diesem Zweck wird, wie schon für die Granulosazellen der 

kleinen Follikel, 50 ng/ml hCG oder 50 ng/ml FSH für die erste Inkubationszeit, und IGF-I 

allein oder in Kombination mit hCG für die zweite Inkubationszeit angesetzt. Alle vier 

Prästimulationsprotokolle S-10 bis S-13 zeigen einen zusätzlichen Effekt auf die 

Progesteronsekretion von 1,64 ± 1,08 (p<0,005), 3,38 ± 0,87 (p<0,0001), 2,67 ± 1,70 

(p<0,005) bzw. 2,83 ± 1,26 (p<0,0001) im Vergleich zum Kontrollmedium. Trotz des 

signifikanten Effekts bei allen Prästimulationen im Vergleich zum Kontrollmedium, zeigt sich 

kein signifikanter Effekt, wenn man die Prästimulation S-10 und S-12 mit S-4, d.h. mit der 

Zugabe von IGF-I allein vergleicht
22

. Die anderen zwei Prästimulationen (S-11 und S-13), 

d.h. mit hCG bzw. FSH bei einer nachfolgenden Hormonkombination mit IGF-I und hCG 

führen zu einem geringeren Progesterongehalt im Medium im Vergleich zur Zugabe von 

IGF-I und hCG ohne Prästimulation (S-7). Dieses Ergebnis zeigt, dass die 

Hormonkombination S-7 einen starken signifikanten Effekt von 1,27 ± 0,93 (p<0,01) und 

1,83 ± 1,30 (p<0,01) im Vergleich zur gleichen Hormonkombination bei einer Prästimulation 

mit hCG bzw. FSH hervorruft. 

4.4.2 Östradiolsekretion der Granulosazellen präovulatorischer Follikel im 

Kulturmedium unter dem Einfluss von IGF-I, FSH und hCG 

Der Einfluss aller Hormonstimulationen auf die Östradiolsekretion aller Zellkulturen mit 

den Granulosazellen der präovulatorischen Follikel ist in Abbildung 12 graphisch dargestellt 

                                                
20 Zusätzlicher Effekt im Vergleich zur Kontrolle: S-3 (1,43 ± 1,08 p<0,01); S-4 (1,20 ± 0,81 p<0,005); 

S-6 (1,45 ± 1,06 p<0,01). 
21 S-3 vs. S-4 (0,23 ± 1,19) p=0,69; S-5 (-0,47 ± 1,20) p=0,43; S-6 (-0,01 ± 1,31) p=0,98; 

S-4 vs. S-5 (-0,71 ± 0,98) p=0,15; S-6 (-0,24 ± 1,15) p=0,67; 

S-5 vs. S-6 (0,46 ± 1,16) p=0,43. 
22 Effekt von S-10 und S-12 vs. S-4: 0,44 ± 1,18 (p=0,46) bzw. 1,47 ± 1,75 (p=0,09). 
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und wird im Folgenden diskutiert. Hierbei dient ebenfalls die Östradiolsekretion während der 

3-stündigen Inkubation der Zellen unter den unterschiedlichen Hormonstimulationen im 

testosteronhaltigen Medium als Maß für die Aromataseaktivität der kultivierten Zellen. 
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Abb. 12: Geschätzte Punktwerte des zusätzlichen Effekts auf die Östradiolakkumulation 

(E2-Akk.) aller Zellkulturen der Granulosazellen der präovulatorischen Follikel bei den 

verschiedenen Hormonstimulationen im Vergleich zum Kontrollmedium über alle Abnahmen 

hinweg. Die residuale Modellvariable von 0,61 % kann der Variabilität zwischen den Tiere 

zugeschrieben werden (Anzahl der Gruppen: 11; Anzahl der Beobachtungen: 621). Die 

eingezeichnete durchgehende Linie zeigt die Basissekretion der Granulosazellen im 

Kontrollmedium S-0. Eine Übersicht über die einzelnen Hormonbehandlungen S-0 - S-13 mit 

den Dosierungen finden Sie in Tabelle 3 auf Seite 21. 

 

Die Kulturmedien mit den Granulosazellen der präovulatorischen Follikel aller 

Zellkulturen zeigen unter Einfluss der verschiedenen Hormonstimulationen (S-1 bis S-13) 

einen variierenden Östradiolgehalt im Vergleich zum Kontrollmedium. Die Analyse
23

 aller 

Zellkulturen unter Berücksichtigung der Abnahmen präsentiert einen leicht fallenden Verlauf 

am Ende der Kultur beim Östradiolgehalt im Kulturmedium. Es zeigt sich eine zusätzliche 

Östradiolsekretion von 0,22 ± 0,20 (p<0,05) in der 1. Abnahme, von 0,006 ± 0,04 (p=0,76) in 

der 2. Abnahme und von -0,16 ± 0,04 (p<0,0001) in den 3. Abnahme im Vergleich zur 1. 

Abnahme. Die Effekte geben den Unterschied im Östradiolgehalt bei allen 

Hormonstimulationsprotokollen im Vergleich zu den unstimulierten Zellen an, wobei der 

erste Effekt der Östradiolsekretion dem der unstimulierten Zellen entspricht
24

. 

Vergleicht man die auftretenden Effekte bei den unstimulierten Zellen mit den Zellen mit  

verschiedenen Hormonstimulationen, zeigt die Hormonkombination von IGF-I und hCG (S-7) 

                                                
23 Mehrebenenanalyse: für alle Analysen im Abschnitt 4.4.2 betragen die Anzahl der Beobachtungen 621 und die 

Anzahl der Gruppen 11. Die angegebenen Ergebnisse (Messwerte) sind geschätzte Punktwerte der E2-

Akkumulation ± 1,96 x Std.fehler (K.I. = [ ± 1,96 σ]). 
24 Die Analyse einer zeitabhängigen Hormonwirkung wird später im Abschnitt 4.5 erläutert. 
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den stärksten Effekt (0,38 ± 0,06 p<0,0001) auf die Östradiolsekretion. Diese 

Hormonkombination zeigt auch im Vergleich zur alleinigen Zugabe von IGF-I (S-4) bzw. 

hCG (S-1) einen zusätzlichen signifikanten Effekt von 0,17 ± 0,08 (p<0,0001) und 

0,17 ± 0,07 (p<0,0001) auf die Östradiolsekretion. 

Bei den anderen zwei Hormonkombinationen (50 ng/ml hCG und 100 ng/ml IGF-I bei 

S-8 und 50 ng/ml FSH und 100 ng/ml IGF-I bei S-9) lässt sich ein geringerer, jedoch 

signifikanter zusätzlicher Effekt von 0,29 ± 0,08 (p<0,0001) bzw. 0,28 ± 0,15 (p<0,001) im 

Vergleich zum Kontrollmedium feststellen. Ein anderes Ergebnis zeigt sich allerdings, wenn 

Hormongaben in Kombination oder einzeln verglichen werden. Nur S-8 zeigt einen geringen 

signifikanten Effekt von 0,13 ± 0,09 (p<0,01) im Vergleich zur alleinigen Zugabe von IGF-I. 

Dies bedeutet, dass die Kombination von IGF-I mit FSH einen kleinen additiven Effekt auf 

den Östradiolgehalt im Kulturmedium hervorruft, dieser aber nur unwesentlich höher ist, als 

bei einzelner Zugabe der Hormone
25

. 

Vergleicht man die alleinige Zugabe verschiedener Konzentrationen von IGF-I (10, 50, 

100 und 1000 ng/ml) mit der Entwicklung der unstimulierten Zellen des Kontrollmediums, 

zeigt die Dosis 50 ng/ml (S-4) den größten Effekt von 0,21 ± 0,06 (p<0,0001) auf die 

Östradiolsekretion, die anderen Dosierungen haben geringere Auswirkungen, (0,15 ± 0,11 

(p<0,01) für S-3, 0,15 ± 0,07 (p<0,001) für S-5 und 0,14 ± 0,11 (p<0,05) für S-6). Keine 

signifikanten Unterschiede bezüglich des Östradiolgehalts lassen sich aber feststellen, wenn 

die verschiedenen IGF-I-Dosierungen miteinander verglichen werden
26

. 

Wenn die Gonadotropine hCG (50 ng/ml) (S-1) und FSH (50 ng/ml) (S-2) allein 

zugegeben werden, zeigt sich ein signifikanter Effekt auf die Östradiolakkumulation im 

Kulturmedium von jeweils 0,21 ± 0,06 (p<0,0001) und 0,22 ± 0,06 (p<0,0001) im Vergleich 

zu den unstimulierten Zellen des Kontrollmediums. Im Gegensatz zu den Granulosazellen der 

kleinen Follikel, weisen die Zellen untereinander keinen signifikanten Unterschied 

(0,01 ± 0,06; p=0,68) auf. Auch der Vergleich zwischen IGF-I und den Gonadotropinen zeigt 

keinen signifikanten Unterschied. 

Es schließt sich die Betrachtung der Prästimulationen mit hCG (S-10 u. S-11) oder FSH 

(S-12 u. S-13) an; mit einer nachfolgenden Stimulation durch IGF-I allein (S-10 und S-12) 

oder in Kombination mit hCG (S-11 und S-13). Alle vier Prästimulationen zeigen einen 

zusätzlichen signifikanten Effekt von jeweils 0,19 ± 0,08 (p<0,0001), 0,26 ± 0,07 (p<0,0001), 

0,21 ± 0,15 (p<0,005) und 0,23 ± 0,11 (p<0,0001) auf die Östradiolsekretion im Vergleich 

                                                
25 Effekt der Hormonstimulation S-8 im Vergleich zur isolierten Zugabe von hCG (S-1): 0,08 ± 0,08 (p=0,06). 

Die Hormonkombination von IGF-I und FSH (S-9) zeigen keinen signifikanten Effekt von 0,12 ± 0,16 (p=0,13) 

und 0,05 ± 0,15 (p=0,48) im Vergleich zur isolierten Zugabe von IGF-I bzw. FSH. 
26 S-3 vs.: S-4 (-0,05 ± 0,12) p=0,37; S-5 (-0,003 ± 0,12) p=0,95, S-6 (0,02 ± 0,14) p=0,82; 

S-4 vs.: S-5 (0,05 ± 0,08) p=0,22; S-6 (0,07 ± 0,11) p=0,22; 

S-5 vs. S-6 (0,02 ± 0,11) p=0,74. 
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zum Kontrollmedium. Weiterhin lässt sich kein signifikanter Unterschied beim Vergleich der 

Prästimulationen S-10 und S-12 mit S-4, d.h. mit der Zugabe von IGF-I allein
27

 beobachten. 

Die anderen zwei Prästimulationen S-11 und S-13 haben ebenfalls keinen zusätzlichen Effekt 

auf die Östradiolsekretion; beide führen sogar zu einer Senkung des Östradiolgehalts im 

Medium im Vergleich zur Zugabe von IGF-I in Kombination mit hCG (S-7). Die 

Hormonkombination S-7 bewirkt einen signifikanten Effekt von 0,12 ± 0,08 (p<0,005) im 

Vergleich zu S-11 (hCG-Prästimulation) bzw. 0,15 ± 0,11 (p<0,01) im Vergleich zu S-13 

(FSH-Prästimulation). Das bedeutet, dass der entsprechende Effekt durch die 

Hormonkombination von IGF-I und hCG (S-7) hervorgerufen wird und etwaige 

Prästimulationen das Ergebnis eher negativ beeinflussen. 

4.4.3 Zusammenfassung der Hormonsekretion der Granulosazellen präovulatorischer 

Follikel im Kulturmedium unter dem Einfluss von IGF-I, FSH und hCG 

Generell lässt sich im Kulturmedium mit den Granulosazellen der präovulatorischen 

Follikel eine geringere Östradiol- als Progesteronsekretion feststellen. Den größten Effekt ruft 

die Zugabe der Hormonkombination hCG und IGF-I (S-7) hervor. Dabei ist ein maximal 

zusätzlicher Effekt von 0,38 ± 0,07 auf die Östradiolsekretion und 4,66 ± 0,77 auf die 

Progesteronsekretion beobachtbar. Einen Überblick über den Einfluss der verschiedenen 

Hormonstimulationen (S-0 bis S-13) gibt Tabelle 8. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                
27 Effekt der Prästimulationen S-10 oder S-12 im Vergleich zur Zugabe von IGF-I allein (S-4): -0,02 ± 0,09 

(p=0,70) bzw. 0,008 ± 0,15 (p=0,91). 
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Tabelle 8: Überblick über den Einfluss der verschiedenen Hormonstimulationen auf die Progesteron- 

(P4) und Östradiolakkumulation (E2) im Kulturmedium der Granulosazellen der präovulatorischen 

Follikel. Eine Übersicht über die einzelnen Hormonbehandlungen S-0 - S-13 mit den Dosierungen 

finden Sie in Tabelle 3 auf Seite 21. 

 

Vergleiche Einfluss auf die P4 und E2-Akkumulation im 

Kulturmedium der Granulosazellen der 
präovulatorischen Follikel 

P4- und E2-Akkumulation 

 

Leichte Absenkung (signifikante nur am Ende 

der Kultur) 

 

S-0 (Kontrolle) vs. Hormonstimulationen: 

S-1 (hCG) 

S-2 (FSH) 

S-3 bis S-6 (IGF-I) 
S-7 und S-8 (hCG + IGF-I) 

S-9 (FSH + IGF-I) 

S-10 und S-11 (hCG-Prä.*) 
S-12 und S-13 (FSH-Prä.*) 

 

Stärkste Wirkung von S-7 (hCG + IGF-I) 

 

Alle Hormonstimulationen führen zu einem 

signifikanten Anstieg der 
Steroidhormonsekretion 

 

Zwischen den verschiedenen 

IGF-I-Dosierung (S-3 bis S-6) 
 

Kein signifikanter Unterschied zwischen den 

verschiedenen Dosierung  

Zwischen S-1 (hCG) und S-2 (FSH) FSH = Hcg 

 

Hormonkombination: S-7 (hCG + IGF-I) vs. 
S-4 (IGF-I) oder S-1 (hCG)  

 

(hCG + IGF-I): > (hCG) bzw. > (IGF-I)** 
 

Hormonkombination: S-8 (hCG + IGF-I) vs. 
S-5 (IGF-I) oder S-1 (hCG) 

 

P4: (hCG + IGF-I): = (IGF-I) bzw. = (hCG) 
E2: (hCG + IGF-I): > (IGF-I) bzw. = (hCG) 

 

Hormonkombination: S-9 (FSH + IGF-I) vs. 

S-5 (IGF-I) oder S-2 (FSH) 

(FSH + IGF-I): = (IGF-I) bzw. = (FSH) 

 

hCG-Prä.*: S-10 und S-11 vs. 

S-4 (IGF-I) bzw. S-7 (hCG + IGF-I) 

 

S-10 = S-4 

S-7 > S-11 

FSH-Prä.*: S-12 und S-13 vs. 
S-4 (IGF-I) bzw. S-7  

 

S-12 = S-4 
S-7 > S-13*** 

*Prä = mit Prästimulation 

Lesebeispiel: ** (hCG + IGF-I): > (hCG) bzw. > (IGF-I) bedeutet: Die gebildete Steroidmenge (P4 
oder E2) ist bei der Hormomkombination von hCG und IGF-I signifikant höher als nach Zugabe von 

hCG allein bzw. von IGF-I allein.*** S-7 > S-13 bedeutet: Bei Zugabe der Hormonkombination hCG 

und IGF-I wurde eine signifikante Steigerung der Steroidhormonsekretion (P4 oder E2) beobachtet als 
bei der Zugabe der gleichen Kombination nach einer Prästimulation mit FSH. 

 

Damit zeigt sich, dass nicht nur die Kombination von IGF-I und hCG (S-7) einen starken 

Effekt auf die Progesteron- und Östradiolsekretion hervorruft, sondern auch IGF-I allein. Der 

IGF-I Effekt auf das Östradiolsekretion ist dabei genauso so stark wie der Effekt der 

Gonadotropine. Obwohl alle Hormonstimulationsprotokolle einen Effekt im Vergleich zur 

Kontrolle aufweisen, erhöhen die Hormonkombinationen nicht (S-9) oder nur geringfügig 
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(S-8) die jeweiligen Effekten, die bei Zugabe der Einzelhormone auftreten. Weiterhin führt 

auch die Prästimulation zu keinem größeren Effekt als die Zugabe des gleichen Hormons 

ohne die entsprechende Prästimulation. Teilweise lässt sich bei den Prästimulationen sogar 

eine geringere Hormonsekretion beobachten, wie z.B. bei der hCG-Prästimulation (S-11) und 

bei der FSH-Prästimulation (S-13) im Vergleich zu S-7 (IGF-I mit hCG). 

4.5 Zeitabhängige Hormonwirkungen 

4.5.1 Zeitabhängige Hormonwirkungen - Einfluss der verschiedenen 

Hormonstimulationen während des Kulturverlaufs auf die Progesteronsekretion 

in beiden Granulosazellgruppen 

Nach der Beschreibung des Gesamteinflusses der verschiedenen Hormonstimulationen 

unter Berücksichtigung der Abnahmen mit allen Einzelwerten, wird jetzt untersucht, ob ein 

Unterschied zwischen den beiden Gruppen von Granulosazellen (kleiner und 

präovulatorischer Follikel) hinsichtlich einer zeitabhängigen Hormonwirkung auf die 

Progesteronakkumulation im Kulturmedium besteht
28

. Da es an dieser Stelle nur um die 

Betrachtung der Unterschiede geht, beschränkt sich die Beschreibung auf die wichtigsten 

Ergebnisse. Die Kontrollen beider Granulosazellgruppen produzieren von selbst eine geringe 

Menge an Progesteron während des Kulturverlaufs. Obwohl diese Basalwerte bei den 

Granulosazellen der kleinen Follikel leicht ansteigen und sich bei den präovulatorischen 

Follikeln leicht vermindern, ist bei der Analyse der zeitabhängigen Progesteronsekretion 

keine signifikante Veränderung feststellbar. Die zeitabhängige Hormonwirkung zeigt 

hingegen, dass die Granulosazellen der kleinen Follikel ohne Hormonstimulation signifikant 

weniger Progesteron als die Granulosazellen der präovulatorischen Follikel produzieren
29

. Im 

Gegensatz zu den Granulosazellen der kleinen Follikel, die bei den meisten 

Hormonstimulationsprotokollen einen kontinuierlichen Anstieg der Progesteronsekretion 

zeigen, präsentieren die Granulosazellen der präovulatorischen Follikel eine kleine 

Absenkung der Progesteronsekretion (P4-Sekretion) während des Kulturverlaufs. Die Abb. 13 

(Granulosazellen der kleinen Follikel) und Abb. 14 (Granulosazellen der präovulatorischen 

Follikel) zeigen graphisch einen Überblick über die Ergebnisse. Eine Übersicht über die 

einzelnen Hormonbehandlungen S-0 – S-14 mit den Dosierungen finden Sie in Tabelle 3 auf 

Seite 21. 

                                                
28 Mehrebenenanalyse: Für die Granulosazellen der kleinen Follikel - Anzahl der Beobachtungen pro Abnahme: 

376; Anzahl der Gruppen: 12. Für die Granulosazellen der präovulatorischen Follikel – Anzahl der 

Beobachtungen pro Abnahme: 288; Anzahl der Gruppen: 11. Die angegebenen Ergebnisse (Messwerte) sind 

geschätzte Punkwerte der P4-Akkumulation ± 1,96 x Std.Fehler (K.I. = [ ± 1,96 σ]). 
29 Effekt auf die Progesteronsekretion - Granulosazellen der kleinen Follikel: Effekt von -2,95 ± 1,71 (p<0,001) 

im Vergleich zu den Granulosazellen der präovulatorischen Follikel. Mehrebenenanalyse: Für die 

Progesteronsekretion beider Granulosazellgruppen – Anzahl der Beobachtungen: 1920; Anzahl der Gruppen: 12. 
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Abb. 13: Geschätzte Punktwerte des zusätzlichen Effekts auf die Progesteronakkumulation 

(P4-Akk.) nach der 1., 2. und 3. Abnahme im Kulturmedium der Granulosazellen kleiner 

Follikel unter verschiedenen Hormonstimulationen im Vergleich zu den unstimulierten 

Zellen. Die residuale Modellvariable von 0,43 % bis 0,54 % kann der Variabilität zwischen 

den Tiere zugeschrieben werden (pro Abnahme: Anzahl der Gruppen: 12; Anzahl der 

Beobachtungen: 376). Die eingezeichnete durchgehende Linie zeigt die Basissekretion der 

Granulosazellen im Kontrollmedium S-0. 
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Abb. 14: Geschätzte Punktwerte des zusätzlichen Effekts auf die Progesteronakkumulation 

(P4-Akk.) nach der 1., 2. und 3. Abnahme im Kulturmedium der Granulosazellen der 

präovulatorischen Follikel unter verschiedenen Hormonstimulationen im Vergleich zu den 

unstimulierten Zellen. Die residuale Modellvariable von 0,62 % bis 0,65 % kann der 

Variabilität zwischen den Tiere zugeschrieben werden (pro Abnahme: Anzahl der Gruppen: 

11; Anzahl der Beobachtungen: 288). Die eingezeichnete durchgehende Linie zeigt die 

Basissekretion der Granulosazellen im Kontrollmedium S-0. 
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Bei den Zellen der kleinen Follikel kann der Effekt eines signifikanten 

Progesteronanstiegs erst zu einem späteren Zeitpunkt (ab 2. oder 3. Abnahme) beobachtet 

werden; außer bei Zugabe von FSH allein oder in Kombination mit IGF-I, wo ein starker 

Effekt schon am Anfang der Kultur auftritt. Dieser schnelle und stärkere Effekt der 

Hormonkombination zeigt sich bis zum Ende des Kulturverlaufs sowohl im Vergleich zum 

Kontrollmedium (1. Abn.: 4,3 ± 2,7 (p<0,005); 2. Abn.: 32,34 ± 8,08 (p<0,00001); 3. Abn.: 

29,76 ± 11,06 (p<0,00001)) als auch zur isolierten Zugabe von IGF-I (1. Abn.: 4,38 ± 2,42 

(p<0,005); 2. Abn.: 31,73 ± 8,18 (p<0,00001); 3. Abn.: 26,93 ± 11,2 (p<0,00001)). Im 

Vergleich zur alleinigen Zugabe von FSH tritt ein Effekt erst ab der 2. Abnahme auf
30

. Dies 

bedeutet, dass die Zellen unter Zugabe der Hormonkombination mehr Progesteron 

produzieren als die Zellen, bei denen diese beiden Hormone jeweils allein angesetzt werden. 

Die Hormonkombination mit hCG führt zu einem späteren und geringeren Effekt. Ein 

signifikanter Anstieg der Progesteronsekrektion bei S-7 lässt sich ab der 2. Abnahme jedoch 

nur im Vergleich zu den unstimulierten Zellen feststellen
31

. Nur am Ende der Kultur wird eine 

leichte zusätzliche Progesteronsekretion im Vergleich zur alleinigen Zugabe von hCG 

sichtbar (3. Abn.: 5,19 ± 5,0 (p<0,005)). Die höhere Dosis von IGF-I in Kombination mit 

hCG (S-8) führt nur am Ende der Kultur (3. Abn.: 6,9 ± 5,3 (p<0,05)) zu einem signifikanten 

Anstieg der Progesteronsekretion; dies jedoch nur im Vergleich zum Kontrollmedium. 

Die Granulosazellen der präovulatorischen Follikel zeigen dagegen schon bei der 

Erstabnahme bei allen Hormonstimulationsprotokollen im Vergleich zum Kontrollmedium 

einen Anstieg der Progesteronsekretion. Die Hormonkombination von IGF-I mit hCG (S-7) 

führt zum stärksten Anstieg der Progesteronsekretion ebenfalls schon am Anfang der Kultur 

(1. Abn.: 6,1 ± 1,17 (p<0,00001); 2. Abn.: 5,34 ± 1,01 (p<0,00001); 3. Abn.: 2,55 ± 0,72 

(p<0,00001)). Hierbei präsentiert das Kulturmedium unter der Kombination mit hCG eine 

kontinuierlich leichte Verminderung der Progesteronsekretion, die jedoch nur am Ende der 

Kultur signifikant ist. Im Gegensatz zu den Granulosazellen der kleinen Follikel zeigen die 

Granulosazellen der präovulatorischen Follikel eine signifikante Progesteronsekretion ab der 

1. Abnahme im Vergleich zur Zugabe der Einzelhormone - dies jedoch nur, wenn die Zellen 

mit der Kombination S-7, d.h. mit IGF-I (50 ng/ml) + hCG (50 ng/ml) angesetzt werden
32

. 

Obwohl die IGF-Kombination mit FSH (S-9) zu keinem zusätzlichen Effekt auf die 

Progesteronsekretion im Vergleich zur alleinigen Zugabe beider Hormone führt, und einen 

Effekt nur im Vergleich zum Kontrollmedium präsentiert (1. Abn.: 2,93 ± 1,96 (p<0,005); 

2. Abn.: 3,00 ± 1,66 (p<0,0005); 3. Abn.: 1,47 ± 1,21 (p<0,05)), hält S-9 die 

                                                
30 Effekt der S-9 (FSH + IGF-I) im Vergleich zur S-2 (FSH): 2. Abn. 11,36 ± 8,1 (p<0,01); 3. Abn. 11,33  ± 10,1 

(p<0,05). 
31 Effekt der S-7 (hCG + IGF-I) im Vergleich zur S-0 (Kontrolle): 2. Abn. 4,8 ± 3,66 (p<0,01); 3. Abn. 

8,58 ± 5,01 (p<0,005). 
32 Effekt der S-7 (hCG + IGF-I) im Vergleich zur S-1 (hCG): 1. Abn. 2,56 ± 1,23 (p<0,00001); 2. Abn. 

2,50 ± 1,03 (p<0,00001); 3. Abn. 1,38  ± 0,76 (p<0,001). Effekt der S-7 (hCG + IGF-I) im Vergleich zur S-4 

(IGF-I): 1. Abn. 5,81 ± 1,37 (p<0,00001); 2. Abn. 3,81  ± 1,31 (p<0,005); 3. Abn. 0,77  ± 0,84 (p=0,07). 
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Progesteronsekretion während des Kulturverlaufs aufrecht, da sich die kleine Verminderung 

der Progesteronsekretion am Kulturende im Gegensatz zur alleinigen Zugabe von FSH als 

nicht signifikant erweist. 

Wenn man die zeitabhängige IGF-I-Wirkung analysiert, ist die gesteigerte 

Progesteronsekretion bei den Granulosazellen der kleinen Follikel nur in der 3. Abnahme 

signifikant – allerdings ausschließlich bei den Dosierungen 50 und 1000 ng/ml IGF-I (S-4: 

4,82 ± 4,5 (p<0,05) u. S-6: 6,85 ± 5,88 (p<0,05)). Im Gegensatz dazu zeigen die 

Granulosazellen der präovulatorischen Follikel einen signifikanten Effekt bei einer Dosis von 

10 bzw. 100 ng/ml IGF-I (S-3: 1,81 ± 1,66 (p<0,05) u. S-5: 2,23 ± 1,33 (p<0,005)) schon ab 

der 1. Abnahme. Bei den anderen IGF-I Dosierungen lässt sich eine signifikante Sekretion ab 

der 2. Abnahme beobachten. Obwohl eine leichte Absenkung der Progesteronsekretion 

während des Kulturverlaufs beobachtbar ist, die jedoch nicht signifikant ist, weisen die Zellen 

am Ende der Kultur nur bei 50 und 100 ng/ml IGF-I (S-4: 1,77 ± 0,78 (p<0,00001)  u. S-5: 

1,62 ± 0,82 (p<0,0005)) einen Effekt auf. 

Vergleicht man beide Gonadotropinstimulationen, hCG (S-1) und FSH (S-2), zeigen sich 

Unterschiede hinsichtlich der zeitabhängigen Hormonwirkung. Bei den Granulosazellen der 

kleinen Follikel bewirkt nur die FSH-Zugabe eine starke zusätzliche signifikante 

Progesteronsekretion schon ab der 1. Abnahme
33

. Im Gegensatz dazu zeigen die 

Granulosazellen der präovulatorischen Follikel einen signifikanten Effekt sowohl unter 

hCG-Zugabe als auch unter FSH-Zugabe schon ab der 1. Abnahme
34

; ohne zusätzlichen 

Effekt beim Vergleich zwischen beiden Gonadotropinen. Hierbei ist die kontinuierliche 

Verringerung der Progesteronsekretion sowohl bei FSH als auch bei hCG nur am Ende des 

Kulturverlaufs signifikant. 

Betrachtet man die Prästimulationsprotokolle mit hCG oder mit FSH zeigt sich bezüglich 

der Zeitabhängigkeit, dass nur die Granulosazellen der kleinen Follikel eine Veränderung bei 

einer Gonadotropinprästimulation ab der 2. Abnahme mit ansteigendem Verlauf der 

Progesteronsekretion aufweisen, allerdings ausschließlich bei FSH-Prästimulation mit 

nachfolgender Hormonkombination IGF-I und hCG (S-13: 2. Abn. 7,94  ± 3,97 (p<0,0005) 

und S-14: 2. Abn. 6,34  ± 4,41 (p<0,005))
35

. Bei den präovulatorischen Follikeln führen die 

Prästimulationen S-11 und S-13, wie schon bei der Beschreibung des Gesamteinflusses der 

verschiedenen Hormonstimulationen im Abschnitt 4.5.1, sogar zu einer schwächeren 

                                                
33 Effekt der S-2 (FSH) im Vergleich zur S-0 (Kontrolle): 1. Abn. 5,77 ± 0,98 (p<0,00001); 2. Abn. 20,97  ± 2,97 

(p<0,00001); 3. Abn. 18,43  ± 4,07 (p<0,00001). 
34 Effekt der S-2 (FSH) im Vergleich zur S-0 (Kontrolle): 1. Abn. 3,79 ± 1,09 (p<0,00001); 2. Abn. 4,20  ± 0,92 

(p<0,00001); 3. Abn. 1,35  ± 0,66 (p<0,0001). 

Effekt der S-1 (hCG) im Vergleich zur S-0 (Kontrolle): 1. Abn. 3,54 ± 1,05 (p<0,00001); 2. Abn. 2,83  ± 0,90 

(p<0,00001); 3. Abn. 1,17  ± 0,64 (p<0,001). 
35 S-13 vs. S-7: 3. Abn. 10,45 ±  5,44 (p<0,0005); S-14 vs. S-8: 3. Abn. 14,50 ± 6,01 (p<0,00005). 
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Progesteronsekretion (S-11: 2. Abn. -1,41 ± 1,22 (p<0,05) und S-13: 2. Abn. -2,15 ± 1,70 

(p<0,05)) im Vergleich zu S-7 (d.h. der gleichen Hormonkombination ohne Prästimulation)
36

. 

4.5.2 Zeitabhängige Hormonwirkungen - Einfluss der verschiedenen 

Hormonstimulationen während des Kulturverlaufs auf die Östradiolsekretion in 

beiden Granulosazellgruppen 

Auch bezüglich der Östradiolsekretion wird analysiert, ob es einen Unterschied zwischen 

den beiden Gruppen von Granulosazellen bezüglich einer zeitabhängigen Hormonwirkung 

gibt. Die Analyse
37

 aller Zellkulturen zeigt, dass im Gegensatz zu den Granulosazellen der 

kleinen Follikel, die einen kontinuierlichen Anstieg oder eine Aufrechterhaltung der 

Östradiolsekretion zeigen, die Granulosazellen der präovulatorischen Follikel entweder eine 

Aufrechterhaltung der Östradiolsekretion während des gesamten Kulturverlaufs oder eine 

geringe Absenkung am Ende des Kulturverlaufs präsentieren. 

Die Kontrollen beider Granulosazellgruppen produzieren von selbst eine geringe Menge 

an Östradiol während des Kulturverlaufs. Obwohl sich diese Basalwerte bei beiden 

Granulosazellgruppen leicht verringern, zeigen sich bei der Analyse der zeitabhängigen 

Östradiolsekretion in beiden Zellgruppen keine signifikanten Variationen. Die unstimulierten 

Granulosazellen der kleinen Follikel produzieren signifikant weniger Östradiol als die 

Granulosazellen der präovulatorischen Follikel
38

. 

Die Abb. 15 (Granulosazellen der kleinen Follikel) und Abb. 16 (Granulosazellen der 

präovulatorischen Follikel) zeigen graphisch einen Überblick über die Ergebnisse. Eine 

Übersicht über die einzelnen Hormonbehandlungen S-0 – S-14 mit den Dosierungen finden 

Sie in Tabelle 3 auf Seite 21. 

                                                
36 S-11 vs. S-7: 3. Abn. -0,95 ± 0,88 (p<0,05); S-13 vs. S-7: 3. Abn. -1,05 ± 1,23 (p=0,09).  
37 Mehrebenenanalyse: Für Granulosazellen kleiner Follikel - Anzahl der Beobachtungen pro Abnahme: 288; 

Anzahl der Gruppen: 12. Für Granulosazellen präovulatorischer Follikel – Anzahl der Beobachtungen pro 

Abnahme: 207; Anzahl der Gruppen: 11. Die angegebenen Ergebniswerte (Messwerte) sind geschätzte 

Punkwerte der P4-Akkumulation ± 1,96 x Std.Fehler (K.I. = [ ± 1,96 σ]). 
38 Effekt auf die Östradiolsekretion - Granulosazellen der kleinen Follikel: Effekt von -0,19 ± 0,17 (p<0,05) im 

Vergleich zu den Granulosazellen der präovulatorischen Follikel. Mehrebenenanalyse: Für Östradiolsekretion 

beiden Granulosazellgruppen – Anzahl der Beobachtungen: 1431; Anzahl der Gruppen: 12. 
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Abb. 15: Geschätzte Punktwerte des zusätzlichen Effekts auf die Östradiolakkumulation 

(E2-Akk.) nach der 1., 2. und 3. Abnahme im Kulturmedium der Granulosazellen der kleinen 

Follikel unter verschiedenen Hormonstimulationen im Vergleich zu den unstimulierten 

Zellen. Die residuale Modellvariable von 0,44 % bis 0,54 % kann der Variabilität zwischen 

den Tiere zugeschrieben werden (pro Abnahme: Anzahl der Gruppen: 12; Anzahl der 

Beobachtungen: 288). Die eingezeichnete durchgehende Linie zeigt die Basissekretion der 

Granulosazellen im Kontrollmedium S-0. 
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Abb. 16: Geschätzte Punktwerte des zusätzlichen Effekts auf die Östradiolakkumulation 

(E2-Akk.) nach der 1., 2. und 3. Abnahme im Kulturmedium der Granulosazellen der 

präovulatorischen Follikel unter verschiedenen Hormonstimulationen im Vergleich zu den 

unstimulierten Zellen. Die residuale Modellvariable von 0,65 % bis 0,71 % kann der 

Variabilität zwischen den Tiere zugeschrieben werden (pro Abnahme: Anzahl der Gruppen: 

11; Anzahl der Beobachtungen: 207). Die eingezeichnete durchgehende Linie zeigt die 

Basissekretion der Granulosazellen im Kontrollmedium S-0. 
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Wie bei der Progesteronsekretion zeigen die Zellen der kleinen Follikel die beobachteten 

Effekte auf die Östradiolsekretion erst später; auch hier mit Ausnahme der alleinigen 

FSH-Zugabe bzw. der Kombination mit IGF-I, wo eines starken Anstiegs der 

Hormonsekretion schon am Anfang der Kultur auftritt. Der schnelle Effekt dieser 

Hormonkombination tritt im Vergleich zum Kontrollmedium (1. Abn.: 0,45 ± 0,23 

(p<0,0005); 2. Abn.: 1,64 ± 1,11 (p<0,005); 3. Abn.: 1,24 ± 1,09 (p<0,05)) und zur alleinigen 

Zugabe von IGF-I (1. Abn.: 0,40 ± 0,23 (p<0,005); 2. Abn.: 1,42 ± 1,11 (p<0,05); 3. Abn.: 

1,08 ± 0,98 (p≤0,05)) auf. Im Vergleich zur alleinigen Zugabe von FSH ist dagegen während 

des Kulturverlaufs keine zusätzliche signifikante Steigerung der Steroidhormonsekretion 

feststellbar
39

. Bei den anderen Hormonkombinationen (IGF-I und hCG – S-7 und S-8) lässt 

sich ein geringerer signifikanter Effekt jedoch nur im Vergleich zum Kontrollmedium 

nachweisen
40

. 

Bei den Granulosazellen der präovulatorischen Follikel führen im Gegensatz zu den 

kleinen Follikeln alle Hormonstimulationsprotokolle zu einem signifikanten Effekt schon am 

Anfang der Kultur im Vergleich zum Kontrollmedium. Die Hormonkombination von IGF-I 

und hCG (S-7) zeigt den stärksten Effekt (1. Abn. 0,40 ± 0,05 (p<0,05))
41

. Wenn man die 

Hormonkombinationen (S-7 oder S-8) mit der einzelnen Zugabe der Hormone vergleicht, 

zeigt sich nur unter S-7 ein zusätzlicher Effekt auf die Östradiolsekretion schon am Anfang 

der Kultur (S-7 vs. S-1: 1. Abn.: 0,18 ± 0,05 (p<0,00001); 2. Abn.: 0,26 ± 0,13 (p<0,001) und 

S-7 vs. S-4: 1. Abn.: 0,25 ± 0,05 (p<0,00001); 2. Abn.: 0,29 ± 0,15 (p<0,001)). Jedoch weisen 

die Zellen am Ende der Kultur nur bei S-7 im Vergleich zur alleinigen Zugabe von hCG einen 

Effekt auf (S-7 vs. S-1: 3. Abn.: 0,07 ± 0,05 (p<0,05)). Bei S-8 ist dagegen ein leichter 

zusätzlicher Effekt im Vergleich zu IGF-I allein nur am Anfang der Kultur beobachtbar. Bei 

beiden Hormonkombinationen ist eine Verminderung des Effekts in der 3. Abnahme 

feststellbar. Die Hormonkombination von IGF-I und FSH (S-9) führt ebenfalls schon ab der 

1. Abnahme bis zum Ende des Kulturverlaufes zu einer signifikant höheren 

Östradiolsekretion; dies jedoch nur im Vergleich zum Kontrollmedium (1. Abn.: 0,28 ± 0,15 

(p<0,0005); 2. Abn.: 0,40 ± 0,33 (p<0,05); 3. Abn.: 0,15 ± 0,11 (p<0,05)). Eine leichte 

zusätzliche Östradiolsekretion ist im Vergleich zur alleinigen Zugabe von IGF-I beobachtbar, 

jedoch nur am Anfang der Kultur (1. Abn. 0,18 ± 0,15 (p<0,05)). Obwohl eine leichte 

Verminderung des Effekts dieser Hormonkombination am Ende der Kultur im Vergleich zum 

Kontrollmedium beobachtbar ist, hält S-9 die Östradiolsekretion während des Kulturverlaufs 

aufrecht, da sich die kleine Verringerung der Östradiolsekretion am Kulturende als nicht 

                                                
39 Effekt der S-9 (FSH + IGF-I) im Vergleich zur S-2 (FSH): 1. Abn.  -0,10 ± 0,23 (p=0,40); 2. Abn. 0,31 ± 1,11 

(p=0,58); 3. Abn. 0,24  ± 1,09 (p=0,66). 
40 Effekt der S-7 (hCG + IGF-I) im Vergleich zur S-0 (Kontrolle): 1. Abn. 0,17 ± 0,09 (p<0,05); 2. Abn. 

0,65 ± 0,50 (p<0,05); 3. Abn. 0,52  ± 0,50 (p<0,05); 

Effekt der S-8 (hCG + IGF-I) im Vergleich zur S-0 (Kontrolle): 1. Abn. 0,13 ± 0,11 (p<0,05); 2. Abn. 

0,62 ± 0,54 (p<0,05); 3. Abn. 0,47  ± 0,52 (p=0,09); 
41 Effekt der S-7 (hCG + IGF-I) im Vergleich zur S-0 (Kontrolle): 1. Abn. 0,40 ± 0,05 (p<0,05); 2. Abn. 

0,57 ± 0,13 (p<0,00001); 3. Abn. 0,18  ± 0,05 (p<0,00001). 
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signifikant erweist. Bei der Hormonkombination IGF-I mit FSH oder mit hCG (S-9 und S-7) 

zeigen sich diesbezüglich ähnliche Effekte. 

Ein Unterschied zwischen beiden Gruppen mit Granulosazellen hinsichtlich der 

zeitabhängigen Hormonwirkung zeigt sich bei der alleinigen Zugabe von IGF-I in 

verschiedenen Konzentrationen. Die Zellen aus den präovulatorischen Follikeln präsentieren 

im Vergleich zum Kontrollmedium einen zusätzlichen Effekt schon bei der 1. Abnahme
42

. 

Am Ende der Kultur zeigt sich jedoch nur bei 50 und 100 ng/ml IGF-I (S-4: 0,18 ± 0,05 

(p<0,00001) und S-5: 0,17 ± 0,06 (p<0,00001)) ein signifikanter Anstieg der 

Östradiolsekretion. Die Zellen aus den kleinen Follikeln weisen dagegen während des 

Kulturverlaufs unter den verschiedenen IGF-I-Dosierungen keine signifikante Steigerung der 

Östradiolsekretion auf. 

Die alleinige Zugabe von hCG (S-1) oder FSH (S-2) ruft wie bei der 

Progesteronsekretion einen Unterschied hinsichtlich der zeitabhängigen Hormonwirkung auf 

die Östradiolsekretion hervor. Für die Granulosazellen der kleinen Follikel zeigt nur FSH eine 

starke zusätzliche und signifikante Östradiolsekretion schon ab der 1. Abnahme
43

. Die 

Granulosazellen der präovulatorischen Follikel dagegen präsentieren unter beiden 

Gonadotropinen einen zusätzlichen Effekt schon ab der 1. Abnahme
44

 (allerdings nicht im 

Vergleich untereinander). Dies bedeutet, dass nur die Granulosazellen der präovulatorischen 

Follikel auf eine hCG-Stimulation reagieren. 

Wie bei der Progesteronsekretion lässt sich bei Betrachtung des zeitabhängigen 

Einflusses einer Prästimulation kein Unterschied zwischen beiden Gruppen mit  

Granulosazellen im Vergleich zum Einfluss über alle Abnahmen hinweg feststellen 

(Abschnitte 4.4.2 und 4.5.2). Dies bedeutet: nur bei den Granulosazellen der kleinen Follikel 

lässt sich der Einfluss einer Prästimulation mit FSH (S-13 und S-14) ab der 2. Abnahme bei 

einer nachfolgenden Hormonkombination mit IGF-I und hCG beobachten (S-13: 2. Abn. 

0,74 ± 0,54 (p<0,00001) und S-14: 2. Abn. 0,81 ± 0,60 (p<0,01)
45

. Bei den präovulatorischen 

Follikeln führen die Prästimulationen S-11 (hCG) und S-13 (FSH) sogar zu einer 

schwächeren Progesteronsekretion ab der 2. Abnahme (S-11: -0,20 ± 0,17 (p<0,05) und S-13: 

-0,26 ± 0,23 (p<0,05)) im Vergleich zur gleichen Hormonkombination ohne die 

entsprechende Prästimulation (S-7). 

                                                
42 1. Abn. S-3: 0,16 ± 0,09 (p<0,01); S-4: 0,15 ± 0,06 (p<0,00001); S-5: 0,10 ± 0,07 (p<0,05); S-6: 0,14 ± 0,09 
(p<0,05). 
43 Effekt der S-2 (FSH) im Vergleich zur von S-0 (Kontrolle): 1. Abn. 0,55 ± 0,07 (p<0,00001); 2. Abn. 

1,33 ± 0,41 (p<0,00001); 3. Abn. 0,99  ± 0,41 (p<0,00001). 
44 Effekt der S-2 (FSH) im Vergleich zur S-0 (Kontrolle): 1. Abn. 0,23 ± 0,06 (p<0,00001); 2. Abn. 0,35  ± 0,13 

(p<0,00001); 3. Abn. 0,09  ± 0,06 (p<0,005). 

Effekt der S-1 (hCG) im Vergleich S-0 (Kontrolle): 1. Abn. 0,22 ± 0,06 (p<0,00001); 2. Abn. 0,31  ± 0,11 

(p<0,00001); 3. Abn. 0,10  ± 0,05 (p<0,0005). 
45 S-13 vs. S-7: 3. Abn. 0,69 ± 0,54 (p<0,05); 

S-14 vs. S-8: 3. Abn. 0,93 ± 0,60 (p<0,005). 
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4.5.3 Zusammenfassung der Zeitabhängigen Hormonwirkungen - Einfluss der 

verschiedenen Hormonstimulationen während des Kulturverlaufs auf die 

Progesteron- und Östradiolsekretion in beiden Granulosazellgruppen 

Generell zeigt sich bei den Granulosazellen der kleinen Follikel ein Anstieg der 

Hormonsekretion (Progesteron und Östradiol) während des Kulturverlaufs mit einem 

verzögerten Effekt bei den meisten Hormonstimulationsprotokollen im Vergleich zum 

Kontrollmedium, außer bei alleiniger FSH-Zugabe oder in Kombination mit IGF-I. Die 

Granulosazellen der präovulatorischen Follikel zeigen dagegen eine leichte Absenkung der 

Hormonsekretion (Progesteron und Östradiol) während des Kulturverlaufs mit einem früheren 

Effekt bei allen Hormonstimulationsprotokollen im Vergleich zum Kontrollmedium. Hierbei 

präsentiert die Hormonkombination von IGF-I und hCG den stärksten Effekt. Sowohl IGF-I 

allein als auch hCG allein führen bei dieser Zellgruppe schon am Anfang der Kultur zu einem 

signifikanten Effekt. Im Gegensatz dazu zeigt hCG keinen Effekt bei den Granulosazellen der 

kleinen Follikel und die Zugabe von IGF-I allein führt zu einem signifikanten Effekt auf die 

Progesteronsekretion nur am Ende der Kultur. Nur bei den Granulosazellen der kleinen 

Follikel führen die Prästimulationsprotokolle zu einem Anstieg der Hormonsekretion, 

allerdings nur bei einer FSH-Prästimulation mit einer nachfolgenden Hormonkombination 

von IGF-I und hCG im Vergleich zur gleichen Hormonkombination ohne die entsprechende 

Prästimulation. Bei den präovulatorischen Follikeln führen die FSH- und 

hCG-Prästimulationen, ebenfalls bei einer nachfolgenden Hormonkombination von IGF-I und 

hCG sogar zu einer schwächeren Hormonsekretion im Vergleich zur gleichen 

Hormonkombination ohne die entsprechende Prästimulation. Einen Überblick über die 

zeitabhängigen Hormonwirkungen zeigt Tabelle 9. 
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Tabelle 9: Überblick über die zeitabhängigen Hormonwirkungen – Einfluss der verschiedenen 

Hormonstimulationen während des Kulturverlaufs zwischen den Granulosazellen der kleinen (a) und 

der präovulatorischen (b) Follikel auf die Progesteron- (P4) und Östradiolsekretion (E2) im 

Kulturmedium. Eine Übersicht über die einzelnen Hormonbehandlungen S-0 – S-14 mit den 

Dosierungen finden Sie in Tabelle 3 auf Seite 21. 

 

Vergleiche Einfluss während des Kulturverlaufs auf die P4- 
und E2-Akkumulation im Kulturmedium. Der 

Unterschied zwischen den Granulosazellen der 

kleinen (a) und der präovulatorischen (b) 
Follikel. 

P4- und E2-Akkumulation 

 

Kontrolle: keine signifikante Veränderung 

Hormonstimulationen: (a) ansteigender 

Verlauf / (b) leichte Absenkung 
 

S-0 (Kontrolle) vs. Hormonstimulationen: 

S-1 (hCG) 
S-2 (FSH) 

S-3 bis S-6 (IGF-I) 

S-7 und S-8 (hCG + IGF-I) 

S-9 (FSH + IGF-I) 
S-10 und S-11 (hCG-Prä.*) 

S-12, S-13 und S-14 (FSH-Prä.*) 

 

(a) - späterer Anstieg der Steroidhormonsekretion 

(ab 2. oder 3. Abn), außer bei FSH allein oder in 
Kombination mit IGF-I; 

- Effekt von IGF-I nur am Ende des 

Kulturverlaufs und nur auf P4; 

- kein Effekt von hCG 
 

(b) früherer Anstieg der Steroidhormonsekretion 

(ab 1. Abn) bei allen Hormonstimulationen; 
stärkste Wirkung bei Kombination S-7  
 

Zwischen den verschiedenen 
IGF-I-Dosierung (S-3 bis S-6) 
 

(a und b) Kein signifikanter Unterschied 
zwischen den IGF-I Dosierungen 
 

Zwischen S-1 (hCG) und S-2 (FSH) 
 

(a) FSH > hCG 

(b) FSH = hCG 
 

Hormonkombination: S-7 (hCG + IGF-I) vs. 

S-4 (IGF-I) oder S-1 (hCG)  

 

(a) Kein signifikanter Anstieg der 

Steroidhormonsekretion (aber für P4: am Ende 

der Kultur hCG + IGF-I > hCG) 
 

(b) hCG + IGF-I: > hCG bzw. > IGF-I** 
 

Hormonkombination: S-8 (hCG + IGF-I) vs. 

S-5 (IGF-I) oder S-1 (hCG) 
 

(a und b) hCG + IGF-I: = hCG bzw. = IGF-I 
 

Hormonkombination: S-9 (FSH + IGF-I) vs. 
S-5 (IGF-I) oder S-2 (FSH) 
 

(a) P4: FSH + IGF-I: > IGF-I bzw. > FSH 
     E2: FSH + IGF-I: > IGF-I bzw. = FSH 

(b) FSH + IGF-I: = IGF-I bzw. = FSH 
 

hCG-Prä.*: S-10 und S-11 vs. 

S-4 (IGF-I) bzw. S-7 (hCG + IGF-I) 
 

(a) S-10 = S-4 und S-11 = S-7 

(b) S-10 = S-4 und S-7 > S-11 
 

FSH-Prä.*: S-12, S-13 und S-14 vs. 
S-4 (IGF-I), S-7 bzw. S-8 (hCG + IGF-I) 
 

(a) S-12 = S-4, S-13 > S-7 und S-14 > S-8 
(b) S-12 = S-4 und S-7 > S-13*** 
 

*Prä = mit Prästimulation 
Lesebeispiel: ** hCG + IGF-I: > hCG bzw. > IGF-I bedeutet: Die gebildete Steroidmenge (P4 oder E2) 

ist bei der Hormomkombination von hCG und IGF-I signifikant höher als nach Zugabe von hCG allein 

bzw. von IGF-I allein. ***S-7 > S-13 bedeutet: Bei Zugabe der Hormonkombination hCG und IGF-I 

wurde eine signifikante Steigerung der Steroidhormonsekretion (P4 oder E2) beobachtet als bei der 
Zugabe der gleichen Kombination nach einer Prästimulation mit FSH. 
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5 DISKUSSION 

In der vorliegenden Arbeit wurden die Effekte von IGF-I allein oder in Kombination mit 

den Gonadotropinen in den Zellkulturen mit Granulosazellen kleiner Follikeln (0.5 – 1 mm) 

und präovulatorischer Follikel (> 2 mm) von Weißbüschelaffen untersucht. Diese Aufteilung 

erfolgte, um eine möglicherweise unterschiedliche Reaktion bei Zugabe von IGF-I allein oder 

in Kombination mit den Gonadotropinen auf unterschiedlich reife Follikel zu erforschen. 

Dazu lässt sich bisher Folgendes festhalten: Am 7. Tag der Follikelphase sind die 

präovulatorischen Follikel größer als 2 mm und unterscheiden sich sowohl morphologisch als 

auch funktionell vom nicht ovulatorischen Follikel (HARLOW et al. 1988; GILCHRIST et al. 

2001). Am ersten Tag der Kultur, das entspricht dem Tag 7 der Follikelphase, stehen die 

Zellkulturen unmittelbar vor dem endogenen LH-Anstieg (HODGES et al. 1987). Zu diesem 

Zeitpunkt reagieren die Granulosazellen in Abhängigkeit von den Gonadotropinen auf 

unterschiedliche Art und Weise. Die Granulosazellen der kleinen Follikel reagieren 

ausschließlich auf eine FSH-Gabe mit einer Steigerung der Progesteron- und der 

Östradiolsekretion, während die Granulosazellen der präovulatorischen Follikel sowohl auf 

eine FSH- als auch auf eine hCG-Gabe (SHAW et al. 1989) ansprechen. Die im Rahmen der 

vorliegenden Studie kultivierten Zellen wurden während der 7-tägigen Inkubation mit Gaben 

von IGF-I, FSH und hCG sowie mit Kombinationsgaben von IGF-I/FSH und IGF-I/hCG 

stimuliert. 

Bevor der Einfluss von IGF-I und den Gonadotropinen auf die Östradiol- und 

Progesteronsekretion der Granulosazellen diskutiert wird, sollen zunächst kurz die Befunde 

bei der Zellkulturvorbereitung und bei der Kultivierung von Granulosazellen kritisch 

betrachtet werden. 

5.1 Zykluskontrolle 

5.1.1 Anzahl und Größe der Follikel und Anzahl der Zellen pro Follikel 

Mittels Ultraschalluntersuchungen während des ovariellen Zyklus der Weißbüschelaffen, 

die der Kontrolle des Zyklus dient, wurde das Vorhandensein von Follikeln sowie deren 

Wachstum überprüft. Der Vergleich zwischen der festgestellten Größe der präovulatorischen 

Follikel während der Ultraschalluntersuchung und der Größe der Follikel während der 

Zellkulturvorbereitung mittels eines Messokulars ergab keinen signifikanten Unterschied. Die 

Ultraschalluntersuchung kann somit als eine zuverlässige Methode für die Follikelbeurteilung 

bei Weißbüschelaffen verwendet werden, was ebenfalls durch die Ergebnisse von OERKE et 

al. (1996) bestätig wird. 
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Der Durchschnitt der Follikelgröße in den vorliegenden Untersuchungen ist ein wenig 

höher als der nach OERKE et al. (1996) und NUBBEMEYER et al. (1997). In dieser Studie 

aus dem Jahr 1996 wurde jedoch nur 5 Tiere bzw.16 Follikel untersucht. Dieser Umstand 

könnte die Abweichung in den Untersuchungsbefunden erklären. Eine weitere mögliche 

Erklärung für den Unterschied könnte das eingesetzte Ultraschallgerät bieten. Bei der 

vorliegenden Arbeit wurde ein modernes Ultraschallgerät eingesetzt, welches eine höhere 

Bildauflösung und Visualisierung und damit eine akkuratere Messung der Follikel erlaubt. 

Die vorliegende Arbeit bestätigt weiterhin, dass die Anzahl der normalen kleinen 

Follikel, d.h. der nicht atretischen Follikel, 79 ± 32,21 (SD) beträgt und die Anzahl der 

präovulatorischen Follikel bei 2,91 ± 0,90 liegt. Ähnliche Ergebnisse wurden auch von 

GILCHRIST et al. (1995) vermerkt, wobei 6 Tiere im Durchschnitt 75 kleine Follikel und 2,5 

präovulatorische Follikel aufwiesen. Eine weitere Studie des gleichen Autors (GILCHRIST et 

al. 2001) stellte bei 10 Tieren im Schnitt 2,5 präovulatorische Follikel und 70 kleine Follikel 

fest. Diese zweite Studie berichtet zudem über eine große Schwankung in der Anzahl der 

kleinen Follikel zwischen den Versuchstieren (13 bis 158), die höher als die der vorliegenden 

Arbeit (33 bis 137) ist. Diese Variation konnte in der Studie von GILCHRIST et al. (2001) 

nicht erklärt werden. Die festgestellte große Variation selbst spielt in der vorliegenden Arbeit 

bei der Analyse der Hormonsekretion der Zellkulturen keine Rolle. In der Mehrebenenanalyse 

lässt sich bei Eingabe aller Daten über die Variabilität der Tiere p>0,05 feststellen (s. Tabelle 

4). 

Der Prozentsatz der gefundenen normalen kleinen Follikel ist hier ein wenig geringer 

(82 % im Durchschnitt) als bei GILCHRIST et al. 2001 (90 % im Durchschnitt), ähnelt 

jedoch den von HILLIER et al. (1987) gefundenen Ergebnissen (70 – 80 %). Die Anzahl der 

Granulosazellen pro Follikel, sowohl bei den kleinen Follikeln als auch bei den 

präovulatorischen Follikeln ist niedriger als die bei HILLIER et al. (1987). Während in der 

vorliegenden Arbeit im Durchschnitt 1,17 x 10
4
 Granulosazellen pro kleinem Follikel und 

34 x 10
4
 Granulosazellen pro präovulatorischem Follikel festgestellt wurden, berichtet 

HILLIER von durchschnittlich 5 x 10
4
 bzw. 40 x 10

4
. Dieser Unterschied kann auf die 

unterschiedlichen Versuchsbedingungen zurückgeführt werden, da die erwähnte Studie mit 

nur 5 Versuchstieren durchgeführt wurde, wobei keine Angaben über deren Alter gemacht 

wurden. Da sich die vorliegende Arbeit auf die Daten von 13 Tieren stützt, führt eine 

mögliche höhere Anzahl der Granulosazellen zu einem genaueren Durchschnitt. Die Variation 

der Anzahl der Zellen zwischen der Tiere spielt in der vorliegenden Arbeit bei der Analyse 

der Hormonsekretion der Zellkulturen keine Rolle, was durch p>0,05 bei der 

Mehrebenenanalyse belegt wird. 



65 

5.2 Morphologische Beobachtung und Apoptosenachweis 

Die morphologische Beobachtung in den vorliegenden Untersuchungen hat eine 

qualitative Analyse zum Ziel, d.h. die Untersuchung möglicher Unterschiede hinsichtlich 

Form und Struktur der Zellverbände der unstimulierten Zellen (Kontrollgruppe) und der 

stimulierten Zellen (IGF-I, FSH, hCG). Während der Kulturdauer zeigen die Mehrzahl der 

Granulosazellen sowohl der kleinen als auch der präovulatorischen Follikel Unterschiede 

zwischen der Kontrollplatte und den hormonstimulierten Platten hinsichtlich Größe und 

Struktur der Zellverbände. In den Kontrollplatten lassen sich weniger Zellverbände und eher 

vereinzelte Zellen im Vergleich zu den hormonstimulierten Platten beobachten. Dies spiegelt  

sich in der Hormonproduktion (Progesteron und Östradiol) während der Zellkultur wieder, 

denn die Mehrzahl der Hormonstimulationsprotokolle zeigt einen zusätzlichen signifikanten 

Effekt auf die Hormonproduktion beider Zellgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe (s. 

Abb. 9, 10, 11 und 12). Das Resultat bestätigt die in vitro - Ergebnisse mit Weißbüschelaffen 

von HILLIER et al. (1987) und SHAW et al. (1993). 

Der Vergleich der Zellgruppen bei unterschiedlicher Hormonstimulation präsentiert 

weder bei den Granulosazellen der kleinen Follikel noch bei den präovulatorischen Follikeln 

ein typisches Erscheinungsbild für eine bestimmte Hormonstimulation. Die Mehrzahl der 

hormonstimulierten Plattenvertiefungen zeigt unterschiedliche Formationen von 

Zellverbänden. In den Zellverbänden kommt es zu einer höheren Anzahl von Zell-Zell-

Kontakten und das wirkt sich positiv auf die kultivierten Granulosazellen aus. Zu ähnlichen 

Ergebnissen kamen auch RUNE et al. (1992), bei deren Untersuchung die Hormonstimulation 

(IGF-I und FSH) die Bildung von Zellverbänden förderte; charakteristisch dafür ist die 

Ausbildung von zahlreichen Gap Junctions zwischen den Zellen. In Studien mit Mäusen von 

GITTENS et al. (2003 und 2005) wurde beobachtet, dass die Gap Junctions bei der 

Follikelentwicklung sowie der Oozytenreifung eine wichtige Rolle spielen. Diese bestehenden 

Kanäle ermöglichen einen direkten und intensiven Austausch kleiner Moleküle, wie z.B. 

cAMP und Ca
2+

, und sind damit von großer Bedeutung für die Weiterleitung endo- und 

parakriner Signale (TONG et al. 2007; NAKAGAWA et al. 2010). Im Primatenovar besteht 

zwischen den Granulosazellen ein intensiver Kontakt über Gap Junctions (RUNE et al. 1992). 

Somit scheint es wahrscheinlich, dass diese Kanäle auch bei der Zell-Zell-Kommunikation 

der kultivierten Granulosazellen des Weißbüschelaffen eine wichtige Rolle spielen. 

Das Vorhandensein von rundlichen und länglichen Formen bei den Granulosazellen 

variiert sowohl bei den Granulosazellen der kleinen als auch bei denen der präovulatorischen 

Follikel; in der Literatur ließ sich jedoch kein Erklärungsansatz für eine solche Variation 

finden. Es ist eine Tendenz zu länglichen Formen in der Gruppe kleiner Follikel und zu 

rundlichen Formen bei der Gruppe der präovulatorischen Follikel erkennbar. Bezogen auf 

diese zweite Gruppe schrieb auch HILLIER et al. (1987), dass die Granulosazellen zur 
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Formation von Zellverbänden mit rundlichen Formen tendieren, wenn diese durch FSH 

stimuliert werden. Nach Erkenntnissen der vorliegenden eigenen Studie handelt es sich jedoch 

um eine für das Ergebnis der Studie unbedeutende Variation im optischen Erscheinungsbild. 

In der vorliegenden Arbeit lassen sich bei beiden Gruppen apoptotische Zellen 

identifizieren. Ein Unterschied ist zwar hinsichtlich der Stimulationsprotokolle zwischen den 

unstimulierten Zellen (Kontrollgruppe) und den Zellen unter verschiedenen 

Hormonstimulationen (IGF-I, FSH und hCG) beobachtbar; jedoch nicht zwischen den 

einzelnen Hormonbehandlungsgruppen. Die Hormonstimulationen an sich fördern demnach 

einen anti-apoptotischen Effekt in den Granulosazellen. Während der Follikelentwicklung 

wird nur eine bestimmte Follikelanzahl für die Ovulation selektiert, während die anderen 

Follikel in verschiedenen Entwicklungsstadien degenerieren (Atresie) (GREENSTEIN und 

RAUE 1996). Aktuelle Studien mit Granulosazellen von Ziegen und Schweinen zeigen, dass 

die Follikelatresie aus der Apoptose der Granulosazellen resultiert (YU et al. 2003; 

SUGIMOTO et al. 2010). Bei Follikeln von Weißbüschelaffen und Frauen fördern sowohl 

IGF-I als auch FSH durch den vermehrten Zell-Zell-Kontakt den anti-apoptotischen Effekt 

(RUNE et al. 1992) sowie die Aktivierung der Zell-Mitogenese (WRIGHT et al. 1999; 

LOUHIO et al. 2000; MIHM und EVANS 2008). Auch bei Rindern hat ein vermehrter, durch 

IGF-I stimulierter Zell-Zell-Kontakt eine Verringerung der Apoptose (LUCIANO et al. 2000; 

MANI et al. 2010) zur Folge. Diese morphologische Beobachtung lässt sich auch in der 

vorliegenden Studie feststellen. In Untersuchungen mit Granulosazellen von Rindern und 

Ziegen wurden ebenfalls weitere anti-apoptotische IGF-I und FSH-Effekte festgestellt, wie 

die Aktivierung der Enzymkaskaden (z.B. Phosphoinositid-3 Kinase (PI3K) / Proteinkinase), 

die eine große Bedeutung für verschiedene Zellfunktionen wie Proliferation und 

Ausdifferenzierung haben (SILVA et al. 2009; MANI et al. 2010) sowie das Überleben der 

Zellen fördern (Ziege: YU et al. 2003; Rind: HU et al. 2004 und QUIRK et al.2004). 

In der vorliegenden Arbeit zeigt auch hCG einen anti-apoptotischen Effekt. 

Möglicherweise fördert die Erhöhung der Progesteronsekretion in den Zellen unter hCG-

Stimulation diesen Effekt. Ähnliches wurde auch von CHAFFIN und STOUFFER (2000) 

beobachtet, bei deren Untersuchung hCG die Progesteronsekretion der Granulosazellen beim 

Rhesusaffen induziert hat. Es rief dort einen anti-apoptotischen Effekt hervor, der 

möglicherweise aus der Aktivierung der Enzymkaskade (z.B. Proteinkinase G-Mechanismus) 

resultiert, die als Überlebensmechanismus wirkt (PELUSO 2003). Zu ähnlichen Ergebnissen 

kamen auch SVENSSON et al. (2000) und YACOBI et al. (2004) bei Untersuchungen an 

Ratten. 
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5.3 Hormonakkumulationen im Kulturmedium 

Die Arbeit zeigt, dass sich die Variabilität in den Hormonproduktionen (Progesteron und 

Östradiol) - beobachtet zwischen den Tieren unter den verschiedenen Hormonstimulationen - 

nicht auf die individuellen biologischen Eigenschaften der Versuchstiere zurückführen lässt. 

In der Tat beweist die Mehrebeneanalyse, dass weder die Variabilität der demografischen 

Eigenschaften der Versuchstiere noch die Variation der Anzahl der Zellen pro Follikel einen 

signifikanten Einfluss auf die Progesteron- und Östradiolakkumulation haben. Die 

Unterschiede in der Hormonproduktion zwischen den Tieren können nur durch 

möglicherweise individuelle, nicht sicht- bzw. messbare Eigenschaften der Tiere erklärt 

werden. Deswegen kann man vermuten, dass solche Unterschiede eher genetisch als 

biologisch sind. Entscheidend ist jedoch, dass die Variabilität der Hormonproduktion 

zwischen den Tieren keinen Einfluss auf die Wirksamkeit der Analyse der Messwerte unter 

Berücksichtigung aller Tiere hat. 

5.3.1 Hormonsekretion der Granulosazellen kleiner Follikel 

Die unstimulierten Granulosazellen der kleinen Follikel haben von selbst eine geringere 

Quantität sowohl an Progesteron als auch an Östradiol mit einer nicht signifikanten Variation 

im Verlauf der Kultur produziert. Ähnliche Befunde wurden sowohl in den Granulosazellen 

bei Frauen (ERICKSON et al. 1989 und 1991) als auch bei Weißbüschelaffen (SHAW et al. 

1993) beobachtet. Dies bedeutet, dass die Zellen, ohne Hormonstimulation in einer 

serumfreien Kultur in der Lage sind, eine geringere Quantität an Steroiden zu produzieren. 

5.3.1.1 Progesteronsekretion der Granulosazellen kleiner Follikel im Kulturmedium 

unter Einfluss von IGF-I, FSH und hCG 

Die Granulosazellen der kleinen Follikel zeigen unter den verschiedenen 

Hormonstimulationen während des Kulturverlaufs eine kontinuierlich ansteigende 

Progesteronsekretion; jedoch in den ersten zwei Kulturtagen eine nur geringe oder nicht 

signifikante Erhöhung der Progesteronsekretion. Dies zeigt, dass sich ein Anstieg der 

Steroidhormonsekretion bei den Granulosazellen der kleinen Follikel unter den verschiedenen 

Hormonstimulationen erst nach einem längeren Zeitraum messen lässt - mit zwei Ausnahmen: 

bei einer alleinigen FSH-Zugabe und bei einer Zugabe von FSH in Kombination mit IGF-I 

tritt ein starker Effekt schon am Anfang der Kultur auf. Zu vergleichbaren Ergebnissen kamen 

auch MONNIEAUX und PISSELET (1992) bei einer Untersuchung von porcinen 

Granulosazellen kleiner Follikel. In ihren Untersuchungen nahm die Anzahl der 

Granulosazellen der kleinen Follikel schon während des Kulturverlaufs zu und die Autoren 

vermuteten, dass z.B. IGF-I diese Mitogenese-Funktion gefördert haben könnte, so auch 
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MANI et al (2010) bei Rindern. GUTIÉRREZ et al. (1997) haben auch beobachtet, dass die 

Granulosazellen der kleinen Follikel die Fähigkeit haben, in vitro zu reifen und dann zur 

Progesteronsekretion befähigt sind. Das bestätigen auch die hier erarbeiteten Ergebnisse beim 

Weißbüschelaffen. Auf diese Weise kann die Hypothese formuliert werden, dass die 

Granulosazellen der kleinen Follikel von Weißbüschelaffen die Fähigkeit haben, in vitro zu 

reifen und damit im Zuge des Kulturverlaufs eine mit den präovulatorischen Follikeln 

vergleichbare Charakteristik aufweisen. Das wurde ebenso bei in vitro - Untersuchungen mit 

Granulosazellen von Rindern und Pferden beobachtet, bei denen die kleinen Follikel während 

des Kulturverlaufs ohne die Anwesenheit dominanter Follikel zu reifen beginnen und 

Merkmale präovulatorischer Follikel aufweisen (BEG und GINTHER 2006). 

Die hauptsächliche Funktion des IGF-I bei den Granulosazellen der kleinen Follikel ist 

die Verstärkung der Gonadotropinwirkung. Diese Wirkung lässt sich allerdings noch durch 

eine Kombination von IGF-I und FSH verstärken. In der Tat zeigen die vorliegenden 

Ergebnisse, dass von den verschiedenen, getesteten IGF-I-Konzentrationen, die zu einem 

kontinuierlichen Anstieg der Progesteronsekretion führen, nur zwei Konzentrationen (50 und 

1000 ng/ml) einen signifikanten Effekt am Ende des Kulturverlaufs im Vergleich zum 

Basalwert präsentieren. Betrachtet man die vier getesteten IGF-I-Konzentrationen 

untereinander – d.h. nicht im Vergleich zum Basalwert – ergab sich kein signifikanter 

Unterschied. SHAW et al. (1993) haben ebenfalls den Effekt von IGF-I auf die 

Granulosazellen der Weißbüschelaffen analysiert und ähnliche Befunden beschrieben. Jedoch 

gibt es einen kleinen Unterschied im Vergleich zur vorliegenden Arbeit. Die oben genannten 

Autoren beschreiben einen kleinen zusätzlichen Effekt von IGF-I schon ab dem vierten 

Kulturtag. Ein solcher Effekt ließ sich jedoch in der vorliegenden Untersuchung erst am Ende 

des Kulturverlaufs, d.h. nach 144 Stunden, nachweisen. Das könnte aber an den 

unterschiedlichen, verwendeten Konzentrationen von IGF-I liegen. Weiterhin zeigt eine 

detaillierte Analyse der Grafiken von SHAW et al. (1993), dass ein deutlicher Effekt von 

IGF-I auch nur am Ende der Kultur (nach 144 Stunden) beobachtbar ist.  

Eine andere Untersuchung mit Granulosazellen von Frauen (ERICKSON et al. 1991) 

widerspricht den vorliegenden Ergebnissen von Weißbüschelaffen. Sie beschrieben, dass 

IGF-I allein keinen Effekt auf die Progesteronsekretion bei den Granulosazellen der kleinen 

Follikel während des Kulturverlaufs hervorruft. Allerdings wurde ausschließlich mit 

Konzentrationen von weniger als 50 ng/ml von IGF-I gearbeitet. Auch in der vorliegenden 

Arbeit lässt sich bei einer Dosis von 10 ng/ml IGF-I kein Effekt beobachten. Es zeigen jedoch 

alle Arbeiten, dass die Granulosazellen bzw. die Follikel während ihrer Entwicklung die 

Fähigkeit erwerben, auf IGF-I zu reagieren, so auch GUTHRIE et al. (1998) bei Schweinen 

und GLISTER et al. (2001) bei Rindern. Dies lässt vermuten, dass während der 

Follikelentwicklung IGF-I die Anzahl der Zell-Rezeptoren für IGF-I erhöht und so die 

Fähigkeit der Zellen verbessert, IGF-I zu binden. Zu vergleichbaren Ergebnissen kamen auch 
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EL-ROEIY et al. (1993) sowie PORETSKY et al. (1999) bei Untersuchungen mit 

Granulosazellen von Frauen. 

Der Anstieg in der Progesteronproduktion bei Zugabe der Hormonkombination (IGF-I 

und Gonadotropine) beweist, dass die Granulosazellen der kleinen Follikel schneller auf 

IGF-I reagieren können, wenn diese Peptide gemeinsam mit FSH wirken. So steigert die 

Hormonkombination den Effekt von IGF-I schon ab dem zweiten Kulturtag; ab dem vierten 

Tag zeigt sich ein erhöhter Effekt auch im Vergleich zur alleinigen FSH-Zugabe. Da die 

Granulosazellen der kleinen Follikel bereits frühzeitig eine starke Kapazität aufweisen, auf 

FSH zu reagieren, kann man vermuten, dass der beobachtete Effekt in den ersten Kulturtagen 

nur durch FSH verursacht wurde. Zu ähnlichen Ergebnissen kamen auch HILLIER et al. 

(1987) bei Untersuchungen mit Granulosazellen von Weißbüschelaffen. Trotzdem kann 

davon ausgegangen werden, dass ein Zusammenwirken von IGF-I und FSH in der 

vorliegenden Arbeit existiert, da diese Kombination ab dem vierten Kulturtag zu einer 

stärkeren Progesteronsekretion als bei der einzelnen Zugabe beider Hormone führt.  

Ein Unterschied wurde in einer Studie mit Granulosazellen von Frauen (ERICKSON et 

al. 1991) gefunden. Dort riefen die Hormonkombination unterschiedliche Reaktionen hervor. 

Mitunter ließ sich ein Anstieg der IGF-I- und FSH-Wirkung bereits ab dem zweiten Tag 

beobachten, mit einer Verstärkung des Effekts von FSH, wenn die Dosierung von IGF-I 

gesteigert wurde. In anderen Fällen zeigte sich aber auch keinerlei Zusammenwirken beider 

Hormone. Eine Erklärung hierfür könnte sowohl sein, dass andere Hormonkonzentrationen 

verwendet wurden und der Test der Kombination IGF-I und FSH an nur sechs Follikeln 

durchgeführt wurde, während in der vorliegenden Untersuchung 79 ± 32,21 Follikel 

verwendet wurden. 

SHAW et al. (1993) beobachteten in einer Studie mit Weißbüschelaffen, dass die 

Hormonkombination einen stärkeren Effekt als die alleinige IGF-I-Gabe hervorruft, jedoch im 

Gegenteil zu der vorliegende Arbeit konnten die oben genannten Autoren keine Erhöhung des 

FSH-Effekts beobachten. Man könnte vermuten, dass die FSH-Dosis zu gering war (5 ng/ml). 

In der vorliegenden Untersuchung wurde 50 ng/ml FSH verwendet. In der Tat zeigen auch 

weitere Studien mit verschiedenen Tierspezies, dass der stärkste Effekt auf die 

Progesteronsekretion auftritt, wenn IGF-I mit FSH kombiniert wird (Rinder: z.B. SPICER et 

al. 1993, Mäuse: z.B. ZHOU et al. 1997 und ADASHI et al. 1997, Schweine: z.B. HICKEY et 

al. 2004). 

Die Steigerung des IGF-I-Effekts könnte mit einer Stimulierung der FSH-Rezeptoren 

zusammenhängen, und damit zu einer Verstärkung des FSH-Effekts führen (positives 

Feedback), wie in der vorliegenden Studie ab dem vierten Kulturtag zu beobachten. Möglich 

ist aber auch, dass IGF-I einen direkten oder indirekten Effekt hervorruft. ZHOU et al. (1997) 

legen nach in vitro - Untersuchungen an Mäusen folgende Erklärungsversuche vor. Sie 
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vermuten, dass diese Peptide direkt die FSH-Rezeptoren stimulieren können (siehe auch 

MANI et al. 2010 in ihren Untersuchung mit Rindern). Ein indirekter Effekt hingegen wird 

ihrer Meinung nach durch die Stimulierung der Zellreifung von IGF-I hervorgerufen, da dies 

zu einer Steigerung der Anzahl der Gonadotropinrezeptoren führt, was mit einer stärkeren 

FSH-Wirkung einhergeht. Der beobachtete stärkere Effekt von IGF-I in der vorliegenden 

Studie legt die Hypothese nahe, dass FSH möglicherweise die IGF-I-Rezeptoren in den 

Granulosazellen der kleinen Follikel der Weißbüschelaffen stimuliert (siehe auch ADASHI 

1998; MAZERBOURG et al. 2003 in ihren Untersuchungen mit Ratten). 

In einer weiteren Untersuchung mit Granulosazellen von Ratten erklären MINEGISHI et 

al. (2000) den Wirkungsmechanismus von IGF-I auf die FSH-Rezeptoren. Die Autoren 

konnten zeigen, dass IGF-I in Anwesenheit von FSH die Aktivität der 

Gonadotropinrezeptoren verlängert und damit eine indirekte Erhöhung der mRNA-Expression 

für diese Rezeptoren stimuliert. Ein wichtiges Detailergebnis der Untersuchung war, dass der 

erhöhte FSH-Effekt bei Zugabe einer Hormonkombination von FSH und IGF-I erst nach 72 

Stunden auftrat. Dies erklärt, warum in der vorliegenden Arbeit die Hormonkombinationen in 

den ersten 48 Stunden nur die Wirkung von IGF-I steigern, und sich erst in der zweiten 

Abnahme (nach 96 Stunden) auch eine gesteigerte Wirkung von FSH feststellen lässt. 

Die Analyse der Enzyme, die für die Progesteronproduktion verantwortlich sind, war 

nicht Ziel dieser Studie. Untersuchung an Granulosazellen von Ratten (DEMOURA et al. 

1997; EIMERL und ORLY 2002) zeigen jedoch, dass die Hormonkombination eine Erhöhung 

der Expression verschiedener Enzyme, wie P450scc und 3β-HSD stimuliert. Der 

Vollständigkeit halber soll an dieser Stelle ergänzt werden, dass das eine weitere Hypothese 

für die Erhöhung der Progesteronsekretion sein könnte, der aber hier nicht weiter 

nachgegangen wird. 

Andere Untersuchungen bieten weitere Erklärungsansätze für die Steigerung der 

Progesteronproduktion. YU et al. (2003) beobachteten in einer Untersuchung mit 

Granulosazellen von Ziegen, dass FSH und IGF-I jeweils allein die Progesteronsekretion 

steigern, aber besonders stark als Kombinationsgabe. Diese Autoren gehen davon aus, dass 

FSH möglicherweise durch den Proteinkinase A-„Pathway“(PKA-Pathway) die 

IGF-Produktion und so den Effekt beider Hormone steigert. PKA beeinflusst nach YU et al. 

(2003) direkt die Expression und/oder die Aktivität der Aromatase und des Steriodogenic 

acute regulatory protein (StAR-Proteins). LAVOIE et al. (2004) beobachteten, dass eine 

Hormonkombination von IGF-I und FSH in Granulosazellkulturen von Schweinen einen 

zusätzlichen Effekt auf das StAR-Protein hervorruft. StAR ist ein Protein, das für den 

Transport von Cholesterin von der äußeren zur inneren Mitochondrienmembran sorgt. Es 

kommt zu einer Abspaltung einer Seitenkette des Cholesterins durch das P450scc, wobei das 
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Steroid Pregnenolon gebildet wird, wodurch es letztendlich zu einer Steigerung der 

Progesteronproduktion kommt (STOCCO 1998; JAMNONGJIT und HAMMES 2006). 

Im Gegensatz zu FSH beeinflusst IGF-I kaum den hCG-Effekt. Diese 

Hormonkombination führt zu einem geringen signifikanten Effekt ab dem vierten Kulturtag 

im Vergleich zu den unstimulierten Zellen. Eine leichte Steigerung des hCG-Effekts lässt sich 

jedoch nur am Ende der Kultur beobachten. In den bisherigen Veröffentlichungen lassen sich 

nur wenige Hinweise auf den Effekt der Hormonkombination IGF-I und hCG bei den 

Granulosazellen der kleinen Follikel finden. Die beobachteten Befunde können 

möglicherweise auf die alleinige Wirkung von IGF-I zurückgeführt werden, da dieses Peptid 

am Ende der Kultur zu einem signifikanten Effekt auf die Progesteronsekretion führt. Man 

könnte aber auch vermuten, dass diese Hormonkombination bei den Granulosazellen der 

kleinen Follikel möglicherweise dazu führt, dass vermehrt cAMP oder Enzyme der 

Steroidgenese gebildet werden. Das könnte erklären, warum die Granulosazellen unter der 

Hormonkombination nach einigen Kulturtagen mehr Progesteron bilden, als die 

unstimulierten Zellen. Eine höhere Dosis von IGF-I mit hCG zeigt keinen Effekt und es lässt 

sich auch kein Unterschied zwischen beiden Hormonstimulationen beobachten. Dieser 

Befund beweist, dass die Granulosazellen der kleinen Follikel mehr Zeit benötigen, um einen 

Effekt bei Zugabe der Hormonkombination IGF-I und hCG zu zeigen. 

Durch die Ergebnisse der alleinigen Zugabe der Gonadotropin lässt sich auch bestätigen, 

dass die Zugabe von FSH zu einem stärkeren und schnelleren Effekt im Vergleich zur hCG-

Zugabe führt. Das FSH erhöht bereits während der ersten 2 Tage die Progesteronsekretion, 

während hCG keinen Effekt hervorruft, trotz einer kleinen Steigerung der 

Progesteronsekretion. Dieser Effekt war zu erwarten, denn die kleinen Follikel bilden 

während der Follikelentwicklung zuerst FSH-Rezeptoren und danach hCG-Rezeptoren. Diese 

Ergebnisse stehen im Einklang mit Befunden von HILLIER et al. (1987) und von SHAW et 

al. (1989) aus in vitro - Experimenten mit Granulosazellen von Weißbüschelaffen, die 

unmittelbar vor dem endogenen LH-Anstieg (Tag 7 nach einer PGF2α-Gabe) gesammelt 

wurden. Die starke Erhöhung der Progesteronproduktion bei den Granulosazellen der kleinen 

Follikel unter der FSH-Stimulation im Vergleich zu den unstimulierten Zellen wurde schon 

bei anderen Untersuchungen mit Weißbüschelaffen (HILLIER et al. 1987; HARLOW et al. 

1988; SHAW et al. 1993) und mit Frauen (ERICKSON et al. 1991) beschrieben. 

MULHERON et al. (1990) und SHANMUGAM et al. (2009) beobachteten ebenfalls bei in 

vitro - Untersuchungen mit Granulosazellen von Schweinen bzw. von Rindern, dass die 

Zellen aus den kleinen Follikeln unter FSH-Zugabe eine deutlich höhere Progesteronsekretion 

im Vergleich zu den Zellen der präovulatorischen Follikel aufweisen. Das könnte zum 

Beispiel eine Folge der starken FSH-Abhängigkeit der Granulosazellen der kleinen Follikel 

sein. 
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Eine Vorinkubation mit FSH hat keine fördernde Wirkung, wenn IGF-I erst 48 und 96 

Stunden nach der FSH-Zugabe zugegeben wird. Eine zeitgleiche Gabe von FSH und IGF-I als 

Hormonkombination bedingt allerdings eine Steigerung der Effekte beider Hormone. Es ist  

deshalb zu vermuten, dass der Effekt auf die Progesteronproduktion nur durch das 

Zusammenwirken beider Hormone zustande kommt. 

Eine FSH-Prästimulation erhöht allerdings den Effekt, wenn nachfolgend die 

Hormonkombination hCG und IGF-I zugegeben wird. Dies deutet darauf hin, dass FSH die 

Granulosazellen auf die Wirkung von hCG sensibilisiert, wovon auch HILLIER et al. (1987) 

und SHAW et al. (1989) ausgehen. Diese Autoren haben beschrieben, dass die 

Granulosazellen der kleinen antralen Follikel des Weißbüschelaffen nach einer 48-stündigen 

FSH-Vorinkubation wie die Granulosazellen der großen antralen Follikel in der Lage sind, 

auf die Stimulation mit hCG mit einer gesteigerten Progesteronsekretion zu reagieren. 

Folglich ist die Ausbildung der LH/CG-Sensitivität vom Reifungsgrad der Granulosazellen 

abhängig, wobei die Reifung der Zellen durch FSH vorangetrieben wird. Weitere Studien an 

Granulosazellen von Frauen (SULLIVAN et al. 1999) sowie über die Follikelselektion bei 

Primaten (ZELEZNIK 2001) unterstützen die Hypothese, dass FSH die Expression von 

hCG-Rezeptoren induziert. An Untersuchungen mit Granulosazellen von Ratten 

(HIRAKAWA et al. 1999; MINEGISHI et al. 2004) ließ sich außerdem zeigen, dass FSH die 

mRNA für LH-Rezeptoren erhöht und IGF-I diesen Vorgang unterstützt. Im Prinzip hemmt 

IGF-I den Abbau der LH-Rezeptoren und erhöht so die Halbwertszeit dieser Rezeptoren. 

Diese Beobachtungen weisen möglicherweise auf eine wichtige Abhängigkeit zwischen den 

Gonadotropinen und IGF-I bei der Erzeugung des präovulatorischen Follikels hin und 

beeinflussen somit auch den darauf folgenden Eisprung. 

Eine Prästimulation mit hCG hat dagegen keinen Einfluss. Eine solche Prästimulation 

führt bei einer nachfolgenden IGF-I-Gabe – allein oder in Kombination mit hCG – zu keiner 

Erhöhung der Progesteronsekretion im Vergleich zur Zugabe der gleichen Hormone ohne eine 

entsprechende Prästimulation. Dieses Ergebnis zeigt, dass die Granulosazellen der kleinen 

Follikel zu Beginn der Zellkultur nicht in der Lage sind, auf hCG zu reagieren, da sie keine 

hCG-Rezeptoren besitzen. Auch SHAW et al. (1989) weisen in einer Studie mit 

Granulosazellen von Weißbüschelaffen darauf hin, dass diese Zellen mehr Zeit brauchen, um 

auf hCG reagieren zu können. 

5.3.1.2 Östradiolsekretion der Granulosazellen kleiner Follikel im Kulturmedium unter 

Einfluss von IGF-I, FSH und hCG 

Im Allgemeinen kann bei den meisten stimulierten Zellen in den ersten 48 Stunden eine 

geringe oder gar keine signifikante Erhöhung beobachtet werden, allerdings mit einer 

kontinuierlich ansteigenden Tendenz der Östradiolsekretion. Dieses Ergebnis war zu 
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erwarten, da die Aromataseaktivität bzw. die Östradiolsekretion mit der Follikelentwicklung 

ansteigt. Mit der Analyse der Östradiolproduktion kann auch bestätigt werden, dass die 

Granulosazellen der kleinen Follikel die Fähigkeit haben, sich in vitro zu entwickeln. Dies 

wurde ebenfalls bei der Analyse der Progesteronproduktion beschrieben (GUTIÉRREZ et al. 

1997; BEG und GINTHER 2006). 

IGF-I allein führt bei den Granulosazellen der kleinen Follikel zu keiner signifikanten 

Erhöhung der Östradiolsekretion in der hier vorgestellte Studie. Auch zeigen die 

unterschiedlichen Konzentrationen von IGF-I bei zeitabhängiger Betrachtung nur schwache 

bzw. variable Effekte. SHAW et al. (1993) legen dar, dass IGF-I bei Weißbüschelaffen allein 

zu einem leichten Anstieg der Östradiolsekretion am Ende der Kultur führt. Bei genauer 

Analyse der Ergebnisse der Autoren zeigt sich jedoch, dass IGF-I zu keiner deutlichen 

Erhöhung der Östradiolsekretion im Vergleich zu den Basiswerten führt. Im Gegensatz zum 

Effekt von IGF-I auf die Progesteronsekretion am Ende der Kultur, zeigt sich kein Effekt auf 

die Östradiolsekretion dieses Peptids. Man kann vermuten, dass die Granulosazellen der 

kleinen Follikel IGF-I-Rezeptoren besitzen, da diese Zellen auf IGF-I allein reagieren und 

eine Erhöhung der Progesteronsekretion zeigen. Diese Rezeptoren scheinen jedoch nicht mit 

der Östradiolsekretion verbunden zu sein, was darauf hindeutet, dass IGF-I die Sekretion des 

Progesterons und des Östradiols unterschiedlich reguliert. 

Die Hormonkombination von IGF-I und FSH wirkt sich auf die Östradiolsekretion aus. 

Diese Kombination zeigt einen signifikanten Unterschied sowohl im Vergleich zur 

Kontrollgruppe ohne Hormonzugabe als auch im Vergleich zur alleinigen IGF-I-Gabe. Der 

Effekt ist allerdings vergleichbar stark wie bei der alleinigen Zugabe von FSH. Nach SHAW 

et al. (1993) erhöht Östradiol die Wirkung von IGF-I, was darauf hindeutet, dass die Zellen 

weiter entwickelt sein müssen, um auf IGF-I reagieren zu können. Die oben genannten 

Autoren konnten keine fördernde Wirkung von IGF-I bei den FSH-stimulierten 

Granulosazellen von Weißbüschelaffen beobachten. Der stärkere Effekt der 

Hormonkombination im Vergleich zum Effekt bei alleiniger Zugabe von IGF-I, der sich 

schon ab dem zweiten Kulturtag zeigt, lässt vermuten, dass die Granulosazellen der kleinen 

Follikel schneller auf IGF-I reagieren können, wenn eine entsprechende FSH Konzentration 

vorliegt. 

Obwohl sich eine leichte Steigerung des hCG-Effekts unter der Hormonkombination von 

IGF-I und hCG bei der Analyse des Gesamteinflusses der verschiedenen 

Hormonstimulationen (siehe 4.4.2) beobachten lässt, zeigt die Analyse der zeitabhängigen 

Hormonwirkung erwartungsgemäß ein anderes Bild. Die Hormonkombination ruft während 

des Kulturverlaufs im Vergleich zur alleinigen Zugabe beider Hormone keinen zusätzlichen 

Effekt hervor. Beide Analysen zusammen (die zeitabhängige Hormonwirkung und der 

Gesamteinfluss der verschiedenen Hormonstimulationen) ermöglichen eine genauere 
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Beobachtung des Hormon-Effekts. Die Granulosazellen der kleinen Follikel brauchen mehr 

Zeit, um auf hCG und IGF-I mit einer Steigerung der Steroidproduktion (Progesteron und 

Östradiol) reagieren zu können. Trotzdem führt diese Hormonkombination zu einer geringen 

Erhöhung der Östradiolsekretion im Vergleich zu den unstimulierten Zellen. Bisher ist 

derartiges Verhalten nicht publiziert worden. Möglicherweise könnte diese 

Hormonkombination die Synthese von cAMP steigern und damit zu einer Erhöhung der 

Östradiolsekretion führen. 

Die Wirkung auf die Östradiolsekretion bei alleiniger Zugabe beider Gonadotropine führt 

zum gleichen Effekt wie bei der Progesteronsekretion. Nur FSH führt zu einer starken und 

signifikanten Steigerung der Östradiolsekretion bei den Granulosazellen der kleinen Follikel, 

da diese Zellen schon FSH-Rezeptoren aufweisen. Sie haben aber noch nicht die Fähigkeit, 

auf hCG zu reagieren, da die hCG-Rezeptoren noch fehlen. 

Wie für die Progesteronsekretion führt die Gonadotropinprästimulation zu einem Effekt 

auf die Östradiolsekretion nur dann, wenn die Zellen unter einer FSH-Prästimulation bei einer 

nachfolgenden Hormonkombination von hCG und IGF-I stimuliert werden. Dies deutet 

darauf hin, dass FSH auch bei der Östradiolsekretion die Zellen auf hCG sensibilisiert. 

Ähnliches wurde auch von MINEGISCHI et al. (2004) bei Untersuchung mit Granulosazellen 

von Ratten beschrieben. Es lässt sich vermuten, dass FSH möglicherweise die 

hCG/LH-Rezeptoren stimuliert und dieser Effekt mit IGF-I gesteigert auftritt. Bei den 

anderen Prästimulationen lässt sich kein Effekt beobachten, wie schon für die 

Progesteronsekretion erklärt wurde. 

5.3.2 Hormonsekretion der Granulosazellen präovulatorischer Follikel im 

Kulturmedium 

Sowohl Progesteron als auch Östradiol werden während der Kultur bei den 

unstimulierten Granulosazellen der präovulatorischen Follikel synthetisiert. Dies bedeutet, 

dass diese Zellen auch ohne Hormonstimulation in serumfreier Kultur in der Lage sind, eine 

basale Sekretion von Steroiden zu produzieren, wie schon bei den Granulosazellen der 

kleinen Follikel beobachtet werden konnte. Trotz eines geringen Abfalls bei beiden 

Hormonen am Ende der Kultur, produzieren diese Zellen signifikant höhere Basalwerte als 

die Granulosazellen der kleinen Follikel. Der geringe Abfall der Hormonproduktion am Ende 

der Kultur lässt sich auch unter anderen Hormonstimulationen beobachten und entspricht 

Befunden von ERICKSON et al. (1991) und STEVENSON (2000) bei Untersuchungen mit 

Granulosazellen der präovulatorischen Follikel von Frauen. Die erhöhte Östradiolsekretion 

bei den unstimulierten Granulosazellen der präovulatorischen Follikel im Vergleich zu den 

kleinen Follikel war zu erwarten, da die Granulosazellen im Laufe der Follikelentwicklung 

eine hohe Konzentration und eine stärkere Aktivität der Aromatase und damit eine erhöhte 
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Produktion von Östradiol aufweisen. Dies ließ sich ebenfalls bei Untersuchungen mit 

Granulosazellen von Weißbüschelaffen (HILLIER et al. 1987; HODGES 1987), von Frauen 

(WILLIS et al. 1998) sowie bei anderen Spezies wie z.B. Schafen (ARMSTRONG et al. 

1996) nachweisen. 

5.3.2.1 Progesteronsekretion der Granulosazellen präovulatorischer Follikel im 

Kulturmedium unter Einfluss von IGF-I, FSH und hCG 

Im Gegensatz zu den Granulosazellen der kleinen Follikel fördert IGF-I bei den 

Granulosazellen der präovulatorischen Follikel einen Progesteronanstieg schon mit 

Kulturbeginn. Ähnliche Befunde, d.h. ein Effekt von IGFI auf die Progesteronsekretion ab 

dem vierten Tag zeigen die Untersuchungen von SHAW et al. (1993). Die vorliegenden 

Ergebnisse zeigen, dass die IGFI-Dosierungen von 50 und 100 ng/ml eine konstante 

Progesteronsekretion während der Zellkultur hervorrufen. Eine geringere Dosis scheint jedoch 

nicht auszureichen, um den gewünschten Anstieg hervorzurufen. Dies zeigt sich bei der in 

dieser Untersuchung verwendeten Dosis von 10 ng/ml und in einer weiteren Untersuchung 

mit Granulosazellen von Frauen (ERICKSON et al. 1991), bei der die Verwendung einer 

Dosis von 30 ng/ml von IGF-I zu keinem deutlichen Anstieg der Progesteronsekretion bei der 

Zellkultur unter IGF-I-Stimulation führte. Der Effekt von IGF-I allein in der vorliegenden 

Studie zeigt, dass dieses Peptid unabhängig von den Gonadotropinen eine erfolgreiche 

Progesteronproduktion bei den Granulosazellen der präovulatorischen Follikel hervorrufen 

kann. Dies deutet darauf hin, dass das IGFI eine wichtige Rolle als lokaler Regulator 

während der Entwicklung und des Wachstums des dominanten Follikels spielt. 

Wie in dieser Untersuchung dargestellt, erwerben die Granulosazellen der 

Weißbüschelaffen während der Follikelentwicklung die Fähigkeit, auf IGFI zu reagieren. 

Deshalb lässt sich im Verlauf eine Steigerung der Steroidgenese beobachten. Dies liegt 

wahrscheinlich an der Zunahme der IGF-I-Rezeptoren, wie entsprechende Untersuchungen 

mit Granulosazellen von Frauen (EL-ROEIY et al. 1993; PORETSKY et al. 1999), Rindern 

(SCHAMS et al. 1999) und Geflügel (TOSCA et al. 2008) nahelegen. 

Die IGFBPs wurden in der vorliegenden Arbeit nicht gemessen; andere Studien zeigen 

jedoch (SUIKKARI et al. 1989; ADASHI et al. 1997; BRIDGES et al. 2002; SPICER 2004), 

dass diese Proteine, die im Ovar produziert werden, Auswirkungen auf die Regulierung des 

Effekts von IGF-I haben. Einige Studien mit verschiedenen Tierspezies (Nagetiere und 

Schweine: PORETSKY et al. 1999, Primaten: GIUDICE 2001, Rinder: WEBB et al. 2003, 

Pferde: BRIDGES et al. 2002; WATSON et al. 2004 und Schafe: HASTIE und HARESIGN 

2006) zeigen, dass sich während der Follikelentwicklung die Konzentration der IGFBPs 

verringert und es zu einer Erhöhung der Bioverfügbarkeit von IGF bzw. zu einer Steigerung 

des Effekts von IGF auf die Granulosazellen kommt. Auch hier soll der Vollständigkeit halber 
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ergänzt werden, dass dies ein weiterer Erklärungsansatz für die Erhöhung der 

Progesteronsekretion sein könnte, der aber nicht vertieft wird und eventuell Ausgangspunkt 

einer Hypothese für weitere Studien sein könnte. 

Im Gegensatz zu den Granulosazellen der kleinen Follikel zeigt die Hormonkombination 

von IGFI und hCG bei den Granulosazellen der präovulatorischen Follikel eine schnellere 

und stärkere Wirkung auf die Progesteronsekretion. Hintergrund ist, dass diese 

Hormonkombination die Progesteronsekretion schon am Anfang der Kultur im Vergleich zur 

alleinigen Zugabe des jeweiligen Hormons stimuliert. Dieses beobachtete Resultat entspricht 

den Befunden von Experimenten mit Granulosazellen von Frauen (ERICKSON et al. 1991). 

Die Granulosazellen der präovulatorischen Follikel entwickeln die LH/CG-Sensitivität bereits 

vor dem endogenen LH-Anstieg am 7. Zyklustag. Zu ähnlichen Ergebnissen kommen in vivo- 

und in vitro - Untersuchungen mit Granulosazellen von Weißbüschelaffen (HODGES et al. 

1987; HARLOW et al. 1988; HILLIER et al. 1988; SHAW et al. 1989). Dabei stimuliert 

LH/CG von selbst die Anzahl der Rezeptoren (YONG et al. 1992) und IGF-I verstärkt diesen 

Effekt, da es die Halbwertszeit dieser LH-Rezeptoren erhöht (HIRAKAWA et al. 1999; 

JAMNONGJIT und HAMMES 2006). Diese Ergebnisse unterstützen die Theorie, dass IGFI 

mit den Gonadotropinen bei der Reifung und der Differenzierung der Follikel hilft. Ein 

weiterer Erklärungsansatz für den stärkeren Effekt der IGF-I/hCG-Kombination ist die 

Hypothese, dass dieses Gonadotropin einige IGFBPs hemmt und damit die Bioverfügbarkeit 

bzw. die Wirkung von IGF-I steigert (GIUDICE 1992; GINTHER et al. 2001). Man könnte 

allerdings auch vermuten, dass dieses Gonadotropin möglicherweise direkt die Expression 

von IGF-I erhöht (GINTHER et al. 2001). 

Es zeigt sich weiterhin, dass die Hormonkombination von hCG mit einer höheren 

IGFIDosis keinen größeren Effekt als die alleinige Zugabe beider Hormone hervorruft. Es 

lässt sich allerdings nicht bestätigen, dass eine höhere Dosis dieser Peptide in Kombination 

mit hCG die Produktion von Progesteron behindert bzw. die Zelldifferenzierung 

beeinträchtig, da sie mit einem Anstieg der Progesteron-Basalwerte einhergeht. Nach DOI et 

al. (2005) und GIUDICE (2006) könnte eine hohe zirkulierende IGFIKonzentration 

zusammen mit anderen physiologischen Störfaktoren möglicherweise das Risiko des 

Auftretens eines polyzystischen Ovarsyndroms erhöhen. 

Möglicherweise lässt sich die Steigerung der Progesteronsekretion bei der 

Hormonkombination mit der Einzelwirkung der Hormone IGF-I und FSH erklären, da der 

Effekt nur im Vergleich zu den Basalwerten auftritt. In jedem Fall erhält die 

Hormonkombination aber die Progesteronproduktion bei den Granulosazellen der 

präovulatorischen Follikel aufrecht. In anderen Untersuchungen mit Granulosazellen der 

präovulatorischen Follikel von Weißbüschelaffen (SHAW et al. 1993) und Frauen 

(ERICKSON et al. 1991) wird ebenfalls berichtet, dass IGF-I in Kombination mit FSH keine 
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Steigerung des Effekts von FSH bewirkt. Im Unterschied zur vorliegenden Studie berichten 

die genannten Autoren von einer Steigerung des Effekts von IGFI allein. Eine detaillierte 

Analyse des Ergebnisses zeigt aber, dass dieser Effekt bei der Untersuchung mit den 

Granulosazellen von Frauen ab dem vierten Tag der Kultur gering ausfällt und bei der 

anderen Untersuchung mit Weißbüschelaffen eher additiv als synergetisch ist. Diese sich 

widersprechenden Ergebnisse könnten sich aber durch die unterschiedlich verwendete Dosis 

erklären. Allerdings kann das nicht beobachtete Zusammenwirken von FSH und IGFI auch 

darauf hindeuten, dass beide Hormone in völlig unabhängiger Weise und möglicherweise an 

verschiedenen Orten der Granulosazellen der präovulatorischen Follikel wirken (SHAW et al. 

1993). 

Es scheint, dass der Hintergrund für den nicht eingetretenen unterschiedlich großen 

Effekt auf die Progesteronsekretion bei Zugabe der Hormonkombination im Vergleich zur 

Zugabe der Einzelhormone wohl nicht der Umstand war, dass eine gleiche FSHDosis sowohl 

für die Granulosazellen der kleinen Follikel als auch für die präovulatorischen Follikel 

verwendet wurde, um die Wirkung auf beide Zellgruppen vergleichen zu können. Frühere 

Arbeiten (HILLIER et al. 1987) haben in diesem Zusammenhang bereits bestätigt, dass die 

Granulosazellen der präovulatorischen Follikel sensibler auf FSH reagieren und deshalb eine 

geringere Dosis benötigen. Hinzu kommt, dass eine höhere Dosis von FSH zu einer geringen 

Absenkung der Progesteronsekretion führt. In anderen Arbeiten, bei denen sowohl niedrigere 

(SHAW et al. 1993) als auch höhere (ERICKSON et al. 1991) FSH- und IGF-I-Dosierungen 

getestet wurden, ließ sich kein unterschiedlicher Effekt auf die Progesteronsekretion bei 

Verwendung einer Hormonkombination im Vergleich zu einer isolierten FSHGabe erkennen. 

Deshalb ist in der vorliegenden Arbeit die gleiche Dosis für beide Granulosazellengruppen 

verwendet worden. 

Bei der Analyse des Gonadotropineffekts bei den Granulosazellen der präovulatorischen 

Follikel lässt sich bestätigen, dass die FSH-Stimulation ungefähr viermal schwächer als bei 

den kleinen Follikeln ist. Ähnliche Untersuchungen mit Granulosazellen von 

Weißbüschelaffen kommen zu vergleichbaren Ergebnissen. Auch hier ließ sich bei den 

kleinen Follikeln ein zwei- bis sechsmal stärkerer Effekt auf die Steroidhormonsekretion 

feststellen (HILLIER et al. 1987; HARLOW et al.1988; SHAW et al. 1993). Eine Erklärung 

bietet die geringere FSHAbhängigkeit der Granulosazellen der präovulatorischen Follikel, 

die zu einer schwächeren Progesteronsekretion im Vergleich zu den Basalwerten führt. 

Bereits am Anfang der Kultur ist die hCG-Wirkung auf die Progesteronsekretion mit der 

FSHWirkung vergleichbar. Im Gegensatz zu den kleinen Follikeln weisen Granulosazellen 

der präovulatorischen Follikel eine LH/CG-Sensitivität bereits vor dem endogenen LH-

Anstieg auf. Am Ende des Kulturverlaufs lässt sich eine Verringerung der 

Progesteronsekretion unter beiden Gonadotropinen beobachten. Auch ERICKSON et al. 

(1991) konnten bei in vitro - Untersuchung mit Granulosazellen von Frauen diese 
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Verringerung feststellen. Sie könnte zum Beispiel an der geringeren FSHAbhängigkeit dieser 

Zellen liegen oder auch an einer Verringerung der Anzahl der Zellen während der Zellkultur 

(MONNIEAUX und PISSELET 1992). In jedem Fall lässt sich jedoch sagen, dass die Zellen 

noch die Fähigkeit besitzen, auf beide Gonadotropine zu reagieren, da am Ende der Kultur ein 

Effekt auf die Progesteronsekretion besteht. 

Bei einer Analyse der Prästimulation mit hCG oder FSH lässt sich beobachten, dass zwar 

die Basalwerte, jedoch nicht der Effekt von IGFI ansteigt. In den bisherigen 

Veröffentlichungen ließ sich kein Hinweis auf das in der vorliegenden Studie beobachtete 

Phänomen finden. Es lässt sich jedoch vermuten, dass ein möglicher Effekt von hCG auf das 

IGFI in den Granulosazellen der präovulatorischen Follikel nur dann auftritt, wenn beide 

Hormone gemeinsam zugegeben werden. Ein anderer Erklärungsansatz geht davon aus, dass 

der hCG-Effekt während der ersten 48 Stunden der Kultur reduziert auftritt und damit keine 

Steigerung des IGFIEffekts beobachtbar ist. Der Effekt von IGFI wurde nicht durch eine 

FSHPrästimulation gesteigert. Möglicherweise liegt das daran, dass die Granulosazellen der 

präovulatorischen Follikel ihre Abhängigkeit von FSH vermindern und damit kein 

verstärkender Effekt von FSH auf die IGFI-Wirkung beobachtbar ist. Dies lässt sich 

ebenfalls bei der Hormonkombination von FSH und IGFI feststellen. 

Die Kombination von IGFI und hCG nach der Prästimulation bewirkt dagegen nur einen 

signifikanten Anstieg der Progesteronsekretion im Vergleich zu den Zellen ohne 

Hormonstimulation. Es zeigt sich sogar ein negativer Effekt, da bei beiden 

Gonadotropinprästimulationen ein geringerer Progesterongehalt im Kulturmedium im 

Vergleich zur gleichen Hormonkombination ohne die entsprechende Prästimulation 

beobachtbar ist. Dies ist ein schwierig zu deutendes Ergebnis; es könnte jedoch mit den 

Gonadotropinrezeptoren zusammenhängen. Man könnte vermuten, dass nach der Steigerung 

der Progesteronsekretion bei einer Prästimulation mit FSH oder mit hCG möglicherweise der 

„Pathway“ für die Steroidgenese transitorisch unterbrochen wird und damit die nachfolgende 

Stimulation von hCG und IGFI nicht zum erwarteten Anstieg der Progesteronsekretion führt. 

Hintergrund dieses Erklärungsansatzes sind die Ergebnisse von MENON et al. (2004 und 

2007) Sie berichten von einer transitorischen Desensibilisierung der Rezeptoren nach einer 

LH/CGStimulation. Die Autoren gehen davon aus, dass ein LH-Rezeptor mRNA-Bindungs 

protein (LRBP) durch die Verbindung mit LH/CG mit deren Rezeptoren stimuliert wird, was 

zu einem Abbau der mRNA Expression bei den Rezeptoren führt und damit eine Reduktion 

des hCGEffekts hervorruft. Die Autoren haben ebenfalls gezeigt, dass eine schwache 

Expression der LH/CG-Rezeptoren 48 Stunden nach einer Gonadotropinstimulation erneut 

beginnt und nach 72 Stunden die Normalwerte noch nicht erreicht werden. Dies erklärt, 

warum in der vorliegenden Arbeit die Hormonkombination von IGFI und hCG nach einer 

hCG-Stimulation eine geringere Progesteronsekretion als die gleiche Kombination ohne die 
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Prästimulation hervorruft. Während der Follikelentwicklung kommt es nach einem 

LHAnstieg oder nach einer LH/CG-Dosis zu einer Stimulierung der cAMP bzw. zu einer 

Erhöhung der Steroidgenese. Dann tritt durch die Verringerung der LHRezeptoren („Down-

regulation“) eine transitorische Abschaltung einer Reihe von metabolischen Prozessen ein, die 

für die Steigerung der Steroidgenese benötigt werden. So wird eine übermäßige Steroidgenese 

verhindert. Nach der Entwicklung des Corpus luteum steigt die Expression der 

LHRezeptoren weiter an (NAIR et al. 2006). 

5.3.2.2 Östradiolsekretion der Granulosazellen präovulatorischer Follikel im 

Kulturmedium unter Einfluss von IGFI, FSH und hCG 

Die Aromataseaktivität der Granulosazellen der präovulatorischen Follikel wird durch 

IGFI stimuliert, da verschiedene IGFIKonzentrationen schon am Anfang der Kultur zu 

einer signifikanten Steigerung der Östradiolsekretion führen. Am Ende der Kultur zeigen aber 

nur zwei Dosierungen (50 und 100 ng/ml) einen Effekt. Wenn die Granulosazellen der 

präovulatorischen Follikel bereits eine erhöhte Aromataseaktivität aufweisen und damit mehr 

Östradiol produzieren, steht offenbar die Fähigkeit der Zellen auf IGFI zu reagieren im 

Zusammenhang mit der Östradiolkonzentration in der Follikelflüssigkeit (siehe dazu auch 

ERICKSON et al. (1989) und SHAW et al. (1993) bei Versuchen mit Granulosazellen der 

kleinen Follikel bei Frauen und bei Weißbüschelaffen). Die Autoren (SHAW et al. 1993) 

haben eine intensive Reaktion auf IGFI gemeinsam mit einer Steigerung der 

Aromataseaktivität bei den Zellen beobachtet, wenn das IGFI zusammen mit Östradiol in der 

Zellkultur eingesetzt wird. 

Außer dem beobachteten Effekt von IGFI bestätigt die vorliegende Arbeit, dass der 

Effekt dieser Peptide bei den Granulosazellen der präovulatorischen Follikel genauso stark ist, 

wie der Effekt von FSH und hCG auf die Östradiolsekretion. Auch GUIDICE (1992) und 

YOSHIMURA (1998) konnten diesen Effekt beobachten. Außerdem berichten die Autoren 

ebenfalls vom Zusammenwirken von IGFI sowohl mit FSH als auch mit hCG bei der 

Förderung bzw. der Aufrechterhaltung einer hohen Östradiolsekretion in diesen Zellen. Das 

deutet darauf hin, dass IGF-I auf die Granulosazellen der präovulatorischen Follikel wirkt und 

außerdem für die Regulierung der Östradiolsekretion verantwortlich ist. IGFI hat 

möglicherweise sowohl eine autokrine als auch eine parakrine Wirkung, da nach RODWAY 

(1994) die mRNA von IGFI in den Granulosa- und Thekazellen ab den kleinen antralen 

Follikeln exprimiert wird. IGFI spielt bei Frauen bei der Förderung der Mitogenese und der 

Differenzierung der Granulosazellen eine Rolle. Es hat eine endokrine und parakrine Wirkung 

bei der Regulierung der Steroidgenese, da es nur in den Thekazellen der kleinen Follikel und 

in der Flüssigkeit des dominanten Follikels exprimiert wird (EL-ROEIY et al. 1993; 

GIUDICE et al. 1996; GIUDICE 2001). 
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Ein ähnlicher Effekt lässt sich beim Zusammenwirken von IGFI und den 

Gonadotropinen auf die Östradiolproduktion in den vorliegenden Untersuchungen 

beobachten. Wie schon bei der Progesteronproduktion beschrieben wurde, stimulieren beide 

Hormonkombinationen die Basalwerte. Jedoch steigert nur die Kombination mit hCG den 

Effekt im Vergleich zur alleinigen Zugabe beider Hormone (IGFI und hCG). Dies deutet 

darauf hin, dass hCG möglicherweise auch bei der Östradiolsekretion die Anzahl der 

Rezeptoren stimuliert und die Kombination mit IGFI diese Wirkung durch eine 

Stabilisierung der hCGRezeptoren steigert (HIRAKAWA et al. 1999). Bezüglich der 

Wirkung auf die Progesteronproduktion lassen sich folgende Unterschiede beschreiben: Die 

Hormonkombination von IGF-I und FSH erhöht die Wirkung von IGFI am Anfang der 

Kultur und die Hormonkombination von IGF-I und hCG zeigt eine geringere Auswirkung auf 

die Stimulierung des Östradiols im Vergleich zum Progesteron. Damit ist der Unterschied 

zwischen der Kombination mit hCG und mit FSH nicht so deutlich wie beim Progesteron. 

Dies lässt vermuten, dass das IGFI bei den Granulosazellen der präovulatorischen Follikel 

zusammen mit den Gonadotropinen die Zelldifferenzierung fördert (MIHM und EVANS 

2008). 

Die kleine Absenkung der Östradiolsekretion am Ende der Kultur ist nur für die 

Hormonkombination von IGFI und hCG signifikant. Ähnliche Befunde finden sich bei 

ERICKSON et al. (1989). Eine Hypothese ist, dass diese Senkung dem physiologischen 

Mechanismus ähnelt, da die Luteinizierung der Granulosazellen nach dem 

Gonadotropinanstieg mit einer Verminderung der Aromataseaktivität einhergeht und folglich 

auch die Östradiolsekretion beeinflusst (CHAFFIN et al. 2000; GLISTER et al. 2001). 

Bei der Hormonkombination hCG und IGF-I – in einer hohen Dosis – lässt sich eine 

geringere Auswirkung auf die Östradiolproduktion feststellen und ein Effekt auf IGF-I nur am 

Anfang der Kultur. Diese Hormonkombination erhöht die Basalwerte und es ist kein 

Unterschied zwischen beiden IGF-I-Dosierungen ab dem vierten Kulturtag messbar. Man 

kann daher vermuten, dass sich eine höhere IGF-I-Dosis in Kombination mit hCG negativ auf 

die Östradiolsekretion auswirkt. Allerdings kann nicht davon ausgegangen werden, dass diese 

Hormonkombination die Follikelentwicklung beeinträchtigt, da sie mit einem Anstieg der 

Östradiolbasalwerte einhergeht. 

Die Hormonkombination von IGFI und FSH steigert die basale Aromataseaktivität bei 

den Granulosazellen der präovulatorischen Follikel. Es könnte jedoch sein, dass diese 

Wirkung durch den isolierten Effekt der Einzelhormone hervorgerufen wird, da die 

Kombination beider Hormone keinen größeren Effekt als die Einzelzugabe der Hormone 

hervorruft. Nur am Anfang der Kultur ist ein höherer Effekt im Vergleich zur alleinigen 

Zugabe von IGF-I beobachtbar, wie in der Ergebnisbeschreibung zum Einfluss des 

Gesamteffekts bereits erläutert wurde. Das könnte zum Beispiel einerseits durch eine 
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unabhängige Wirkung von IGFI und FSH auf die Östradiolsekretion erklärt werden, wie 

andere Untersuchungen mit Weißbüschelaffen (SHAW et al. 1993) und mit Rindern 

(GUTTIÉRREZ et al. 1997) nahelegen. Anderseits kann nach HILLIER et al. (1987) das 

Testosteron zusammen mit FSH zu einer Verminderung der Aromataseaktivität bei den 

Granulosazellen der präovulatorischen Follikel führen. Dies deutet darauf hin, dass eine 

„Down-Regulation“ der Androgen-Rezeptoren in den Granulosazellen der präovulatorischen 

Follikel existiert, um einen „Schutz“ gegen die inhibitorische Androgen-Wirkung bei diesen 

Zellen aufzubauen (TETSUKA und HILLIER 1996; HILLIER et al. 1997). Auch SPICER et 

al. (2002) beobachten eine negative Wirkung der Hormonkombination von IGFI und FSH 

auf die Östradiolsekretion bei bovinen präovulatorischen Follikeln. 

Bei alleiniger Zugabe beider Gonadotropine reagieren die Granulosazellen wie auch bei 

der Progesteronsekretion schon am Anfang der Kultur sowohl auf den FSH- als auch auf den 

hCG-Stimulus. Der Effekt der FSHStimulation bei den Granulosazellen der 

präovulatorischen Follikel war nur ca. halb so stark im Vergleich zu den Basalwerten der 

gleichen Stimulation bei den kleinen Follikeln. Auch SHAW et al. (1993) konnten diesen 

Effekt bei Weißbüschelaffen beobachten. Eine Erklärung für dieses Phänomen könnte 

möglicherweise die geringere FSHAbhängigkeit der Granulosazellen der präovulatorischen 

Follikel während der Follikelentwicklung sein. Schon am Anfang der Kultur wird durch die 

hCGZugabe die Östradiolsekretion in gleichem Maße gesteigert, wie bei der FSH-Zugabe 

(siehe dazu auch SULLIVAN et al. 1999 bei Versuchen zur Follikelentwicklung bei Frauen). 

Dies zeigt, dass die Granulosazellen der präovulatorischen Follikel bereits vor dem 

endogenen LH-Anstieg über eine LH/CG-Sensitivität verfügen. Wichtig ist, dass die 

Granulosazellen der präovulatorischen Follikel die Fähigkeit besitzen, auf den hCGStimulus 

zu reagieren. Die Zellen erwerben diese Fähigkeit während der Follikelentwicklung, um einen 

„Schutz“ gegen die physiologische FSHAbsenkung aufzubauen (ZELEZNIK 2001). Bei der 

in vivo - Follikelentwicklung findet eine Absenkung der Östradiolsekretion nach dem 

Gonadotropinanstieg statt (CHAFFIN et al. 2000; GLISTER et al. 2001), um eine übermäßige 

Steroidgenese zu vermeiden (MENON et al. 2004). Auch in der vorliegenden Arbeit zeigt 

sich ein leichter Abfall unter beiden Gonadotropinen am Ende der Kultur. 

Wie für die Progesteronsekretion, führt die alleinige Zugabe von IGF-I 48 und 96 

Stunden nach einer Prästimulation zu keinem stärkeren Effekt auf die Östradiolsekretion im 

Vergleich zur gleichen Stimulation ohne die Prästimulation. Dies lässt vermuten, dass der 

Effekt von hCG oder FSH während der ersten 48 Stunden der Kultur sinkt, oder dass nur eine 

gemeinsame Zugabe der Gonadotropine mit IGFI zu einer Erhöhung der Östradiolsekretion 

führt. Ähnliches zeigt sich auch bei der Hormonkombination von IGFI mit hCG während der 

Kultur und auch mit FSH während der ersten 48 Stunden. 
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Wenn nach der FSH- oder hCGPrästimulation die Hormonkombination IGFI und hCG 

zugegeben wird, ist ein transitorischer Abfall der Östradiolsekretion im Vergleich zum 

Versuch ohne Prästimulation beobachtbar. Wie für die Progesteronsekretion zeigt dieses 

Ergebnis, dass eine hCG-Prästimulation möglicherweise zu einer „Down-Regulation“ führt. 

Aufgrund des transitorischen Verlustes der Fähigkeit auf LH zu reagieren, produzieren die 

Zellen weniger Östradiol, um eine übermäßige Steroidgenese zu vermeiden (MENON et al. 

2004; NAIR et al. 2006). 

In den bisherigen Veröffentlichungen findet sich kein Hinweis auf die transitorische 

„Down-regulation“ nach einer FSHPrästimulation bei den Granulosazellen der 

präovulatorischen Follikel. Nach HILLIER et al. (1987) verändert das Androgen zusammen 

mit FSH während der Follikelreifung seine Wirkung auf die Steroidgenese: zuerst wirken 

beide stimulierend, später inhibitorisch. Eine Untersuchung mit Granulosazellen von Ratten 

(TETSUKA und HILLIER 1996) demonstriert, dass sich während der präovulatorischen 

Phase die Anzahl der Androgen-Rezeptoren verringert. Dies geschieht, um die 

Granulosazellen vor einer übermäßigen Stimulation durch das Androgen zu schützen, da 

dieses Hormon bereits durch die LHStimulation in den Thekazellen erhöht ist. Allerdings 

konnten die oben genanten Autoren nicht zeigen, dass das FSH allein zu einer Verringerung 

der Androgen-Rezeptoren führt, wie in der vorliegenden Arbeit, wo die Prästimulation mit 

FSH bei IGFI allein keinen Effekt hervorruft. Eine andere Untersuchung mit Granulosazellen 

von Weißbüschelaffen (HILLIER et al. 1997) demonstriert ebenfalls, dass sich die 

Testosteron-Rezeptoren in den Granulosazellen der präovulatorischen Follikel durch FSH und 

lokale Faktoren während der präovulatorischen Phase verringern. Das lässt vermuten, dass die 

Hormonkombination von IGFI und hCG nach einer FSHPrästimulation aufgrund der 

Verringerung der Anzahl der Testosteron-Rezeptoren zu einer Reduzierung der 

Östradiolsekretion führt und dies würde sich auch mit dem vorliegenden Ergebnis decken. 



83 

6 ZUSAMMENFASSUNG 

Alessandra Quaggio Augusto 

Einfluss des Wachstumsfaktors Insulin-like growth factor-I (IGF-I) auf das 

Follikelwachstum beim Weißbüschelaffen (Callithrix jacchus) 

Aus dem Veterinär-Physiologisch-Chemischen Institut der Veterinärmedizinischen Fakultät 

der Universität Leipzig  

Eingereicht im September 2010 

(86 S., 16 Abb., 9 Tab., 225 Lit., 4 S. Anhang) 

Schlüsselwörter: Insulin-like Growth Factor-I (IGF-I), Granulosazellen, Steroidhormone 

(Östradiol, Progesteron), Gonadotropine (FSH, hCG) 

 

In der vorliegenden Studie wurde die Rolle von IGF-I und das Zusammenwirken mit den 

Gonadotropinen (FSH, hCG) auf die Sekretion der Steroidhormone (Progesteron, Östradiol) 

kultivierter Granulosazellen von 13 Weißbüschelaffen untersucht, um zu prüfen, ob und wie 

weit IGF-I die Sekretion und Reifung der Granulosazellen beeinflusst. Für die in vitro-

Experimente wurden Zellkulturen mit Granulosazellen kleiner ( 0,5 - 1 mm) und 

präovulatorischer Follikel ( > 2 mm) von Ovarien am 7. Tag der Follikelphase verwendet. 

Vor jedem Versuch wurde das Wachstum der Follikel durch zwei Ultraschalluntersuchungen 

kontrolliert. Während der Kultur wurden drei Inkubationsintervalle von je 48 h durchgeführt. 

Die Zellen wurden mit IGF-I allein oder in Kombination mit FSH bzw. hCG stimuliert. Zum 

Teil wurden die Gonadotropine auch zur Prästimulation verwendet. Das Signifikanzniveau 

der Hormoneffekte lag bei p<0,05. 

Bei den Granulosazellen kleiner Follikel lässt sich durch die alleinige Gabe von IGF-I 

nur am Ende der Kultur (144 h) eine signifikante Erhöhung der Progesteronsekretion 

feststellen. Bei einer Kombinationsgabe von IGF-I und FSH findet sich schon am Anfang 

(48 h) ein signifikanter Einfluss auf die Sekretion von Progesteron und Östradiol. Bei der 

Progesteronsekretion ist der Effekt der Kombination signifikant höher als bei Einzelgabe 

beider Hormone. Dagegen ist bei der Östradiolsekretion der Effekt der Kombination zwar 

nicht höher als bei einer alleinigen Gabe von FSH, aber die Zellen reagieren wesentlich 

schneller auf IGF-I, wenn sie zusammen mit FSH stimuliert werden. Keine signifikante 

Wirkung in der Steroidhormonsekretion ruft die Hormonkombination IGF-I und hCG im 

Vergleich zur alleinigen Gabe der beiden Hormone hervor. Bei dem Vergleich beider 

Gonadotropine ist eine signifikante Erhöhung der Steroidhormonsekretion nur bei alleiniger 

Gabe von FSH zu beobachten. Bei den Experimenten mit Prästimulationen (FSH oder hCG) 

lässt sich nur bei der FSH-Prästimulation mit einer nachfolgenden Kombinationsgabe von 

hCG und IGF-I eine signifikante Erhöhung der Steroidhormonsekretion feststellen. Dies 
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bedeutet, dass FSH die kleinen Granulosazellen auf die Wirkung von hCG sensibilisiert, 

wobei IGF-I diesen Vorgang unterstützt. 

Im Gegensatz zu den kleinen Follikeln lässt sich bei den Granulosazellen der 

präovulatorischen Follikel ein signifikanter Effekt von verschiedenen Hormonstimulationen 

schon früh beobachten. Durch alleinige IGF-I-Gabe lässt sich bereits am Anfang der Kultur 

(48 h) eine signifikante Erhöhung der Steroidhormonsekretion feststellen. Eine 

Kombinationsgabe von IGF-I und der Gonadotropine (FSH oder hCG) zeigt, dass die 

Kombination mit FSH zu einer signifikanten Erhöhung beider Steroide im Vergleich zur 

Kontrolle führt. Dagegen zeigt sich bei einer Kombination von IGF-I und hCG eine 

signifikante Erhöhung der Steroidhormonsekretion schon ab 48 h sowohl im Vergleich zur 

Kontrolle als auch zur alleinigen Gabe dieser Hormone. Bei der Untersuchung des Effekts 

beider Gonadotropine (FSH oder hCG) ist schon ab 48 h ein signifikanter Effekt auf beide 

Steroidhormone zu erkennen. Beide Gonadotropinprästimulationen (FSH oder hCG) mit 

nachfolgender Hormonkombination (hCG und IGF-I) führen bei den Granulosazellen der 

präovulatorischen Follikel zu einer signifikant geringeren Steroidhormonsekretion im 

Vergleich zur Gabe von hCG und IGF-I ohne Prästimulation. Die Zellen reagieren offenbar in 

dieser Art und Weise, um eine mögliche übermäßige Steroidgenese, und somit eine 

pathologische Situation, zu verhindern. 

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass IGF-I bei den kleinen und präovulatorischen Follikeln 

unterschiedliche Wirkungen hervorruft. Es scheint, dass IGF-I die Sekretion von Progesteron 

und Östradiol auf unterschiedliche Art und Weise beeinflusst, und dass die Granulosazellen 

der Weißbüschelaffen erst während der Follikelentwicklung die Fähigkeit erwerben, auf 

IGFI entsprechend zu reagieren. Die Ergebnisse zeigen weiterhin, dass IGF-I bei den 

Granulosazellen der kleinen Follikel eine eher unterstützende Rolle für die Gonadotropine 

spielt, und dass IGF-I mit den Gonadotropinen bei der Reifung und der Differenzierung der 

Follikel mitwirkt. Möglicherweise spielt IGF-I auch während der Entwicklung und des 

Wachstums des präovulatorischen Follikels sowie bei der Regulierung der 

Progesteronsekretion eine Rolle. Die vorliegenden Ergebnisse unterstützen die Hypothese, 

dass IGF-I zusammen mit hCG die Zelldifferenzierung bei den Granulosazellen der 

präovulatorischen Follikel fördert. Außerdem kann vermutet werden, dass bei den 

Granulosazellen der präovulatorischen Follikel IGF-I zusammen mit FSH in unabhängiger 

Weise wirkt. Abschließend kann gesagt werden, dass ein Zusammenwirken zwischen den 

Gonadotropinen und IGF-I in Bezug auf die Bildung des präovulatorischen Follikels und die 

darauffolgende Ovulation existiert, dies gilt es auch bei pathologischen Situationen der 

Follikelreifung und Ovulation zu berücksichtigen. 
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In the present study, the role of IGF-I and its interactions with gonadotrophins (FSH, 

hCG) on the steroid hormone secretion (estradiol, progesterone) of cultured granulosa cells 

from 13 marmoset monkeys were investigated to check whether and to what degree IGF-I 

influences the secretion of steroid hormones and the differentiation of granulosa cells. For the 

in vitro – experiments, granulosa cells from small follicles ( 0.5 – 1 mm) and large 

preovulatory follicles ( > 2 mm) were cultured on day 7 of the follicular phase. Prior to each 

experiment, the follicular growth was monitored by two ultrasound examinations. During the 

experiments, three incubation intervals of 48 h each were carried out for each set of cells. The 

cells were stimulated with IGF-I alone or in combination with FSH or hCG. In part, the 

gonadotrophins were used for pre-stimulation. For all hormonal effects, P<0.05 was 

considered statistically significant. 

In granulosa cells from small follicles IGF-I alone provoked an increase in progesterone 

secretion at the end of the culture period (144 h) only. When IGF-I and FSH were applied in 

combination, an effect on the secretion of both progesterone and estradiol occurred already 

after 48 h. The effects of the combination treatment on progesterone secretion were higher 

than the effects of either hormone alone. In contrast, the effects of the combination treatment 

on the estradiol secretion did not differ from the effects of FSH alone, but granulosa cells 

responded earlier to IGF-I when co-incubated with FSH. Combination of IGF-I and hCG did 

not result in significant changes in secretion of steroid hormones compared to treatment with 

each of both hormones separately. Comparing the impact of gonadotrophins, a significant 

effect on steroid secretion was observed only when FSH was given alone. Interestingly, in the 

experiments with pre-incubation with either gonadotrophin, only the FSH pre-incubation 

followed by a combination of hCG and IGF-I induced a significant increase in steroid 

hormone secretion. This indicates that FSH induces hCG responsiveness in granulosa cells 

from small follicles, and that IGF-I supports this process. 

In contrast to the small follicles, the effects of different hormone applications to 

granulosa cells from large preovulatory follicles were observed much earlier. The application 

of IGF-I alone provoked a significant increase in steroid hormone secretion already at the 
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beginning of the culture period (48 h). A combination of IGF-I and gonadotrophins (FSH or 

hCG) demonstrated that the combination with FSH increased the secretion of both steroid 

hormones in comparison to the controls. The combination of IGF-I and hCG, however, 

provoked a significant increase of the steroid hormone secretion as early as 48 h, compared to 

both the controls and separate applications of the hormones. Both gonadotrophins (FSH and 

hCG) induced a significant effect on the secretion of both steroid hormones from 48 h 

onwards. Pre-incubations with either gonadotrophin (FSH or hCG) followed by the 

combination of hCG and IGF-I yielded a significantly lower steroid secretion in the granulosa 

cells from preovulatory follicles in comparison to cells treated with the same combination but 

without pre-incubation. Apparently, the cells behave like this in order to prevent a possibly 

excessive steroid production, and, thus, pathological conditions. 

The present study showed that the granulosa cells from small and preovulatory follicles 

respond in different ways to IGF-I, suggesting that progesterone and estradiol secretion are 

regulated differently by IGF-I, and that the granulosa cells of common marmosets acquire the 

ability to respond to IGF-I during their follicular development. Furthermore, the results 

indicate that IGF-I plays rather a supporting role for the gonadotrophin effects on granulosa 

cells from small follicles and that IGF-I together with gonadotrophins has impact on follicular 

maturation and differentiation. Moreover, IGF-I also seems to play a potential role on 

promoting development and growth of the preovulatory follicle and to regulate its 

progesterone secretion. The present results support the hypothesis that IGF-I promotes cell 

differentiation in granulosa cells from preovulatory follicles in combination with hCG. It can 

be also speculated that IGF-I and FSH operate in an independent manner in granulosa cells of 

preovulatory follicles.  

In conclusion, a relevant interaction between gonadotrophins and IGF-I could be 

demonstrated concerning the development of the preovulatory follicle and the subsequent 

ovulation. This relationship should be also taken into consideration when dealing with 

pathological conditions of follicular development and ovulation. 
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9 ANHANG MATERIAL UND METHODEN 

9.1 Kulturmedium 

Medium 199 with HEPES 25 mM 

Zusammensetzung von 1000 ml Medium 199: 

15,9 g Medium 199 

+ 2,2 NaHCO3 ( Natriumhydrogencarbonat, Merck 6329, Merck, Darmstadt, FRG) 

+ 1,0 g BSA (Bovines Serumalbumin, Sigma A 4503, Sigma, Aldrich Chemie, Deisenhofen, 

FRG) 

+ 20 ml Penicillin/Streptomycin (Gibco BRL, Life Technologies, UK) (=100 I.U/ml 

Penicillin/100 pg/ml Streptomycin in Medium) 

auf 1000 ml mit Aqua bidest. Auffüllen 

pH 7,2 – 7,4 

Steril filtrieren (Corning 500 ml Bottle Top Filter w/45 mm Neck 0,22 μm PES, New York, 

USA) 

9.2 Lösungen der Progesteron- und Östradiolenzymimmunoassays 

Assay-Puffer (P4) 

2,42 g Tris (Tris(hydroxymethihyl)-aminomathan z.A., Baker Analysed Reagent, NL) 

23,3 g NaCl (Natriumchlorid, Merck 6404) 

1 g BSA Fraktion V (Bovines Serum albumin, Sigma A 4503, Sigma, Aldrich Chemie, 

Deisenhofen, FRG) 

0,5 g Tween 80 (Polyoxyethylensorbitanmonooleat, ICI America Inc.) 

 ad 1000 ml, pH 7,5 

 

Assay-Puffer (E2) 

5,96 g Na2HPO4 (Natriumhydrogenphosphat, Merck 6586) 

8,5 g NaCl (Merck 6404) 

1,0 g BSA Fraktion V (Sigma A 4503) 

 in 1000 ml H2O, pH 7,2 

 

Coating-Puffer (P4, E2) 

1,59 g NaCO3 (Natriumcarbonat, Merck 6392) 

2,93 g NaHCO3 (Merck 6329) 

 in 1000 ml H2O, pH 9,8 

 



II 

Substrat-Puffer (Ellie) (P4, E2) 

5-fache Konzentration 

47,5 Citronsäure (MW 192.1) 

39 g Na2HPO4 (MW 142.0) 

2,5 g Harnstoffperoxid (MW 94.1) 

lösen in 1000 ml H2O bidest., auf pH 3,9 einstellen 

Vor Gebrauch 1:5 mit bidest. Verdünnen und pH auf 3,8 einstellen 

 

TMB-Lsg (Ellie) (P4, E2) 

250 mg TMB (Tetramethilbenzin) lösen (über Nacht gerührt)  

in 20 ml DMSO (Dimethylsulfoxid) 

in dunkler Flasche aufbewahren 

 

Substratlösung 

17 ml Gebrauchslösung (Substrat Ellie) 

250 μl TMB 

Kurz vor gebrauchmischen 

 

4 NH2SO4 (Stoplösung) 

446,7 ml H2O 

53,3 ml H2SO4 (98.08 g/mol) 

zuerst Wasser, dann Säure 

 

Waschlösung (P4, E2) 

0,5 % Tween 20 (Polyoxylethylensorbitanmonooleat, Merck 822184) 5 ml 

400 ml PBS-Konzentrat 

 ad 10 l H2O 

 

PBS (Phosphate Balanced Salt Solution)-Konzentrat (P4, E2) 

0,136 M NaCl  397,5 g (Merck, 6404) 

8,1 mM Na2HPO4 57,5 g (Merck, 6586) 

2,7 mM KCl  10,0 g (Kaliumchlorid, roth, Carl Roth, Karlsruhe, FRG) 

1,5 mM KH2PO4 10,0 g (Kaliumhydrogenphosphat, Merck) 

 in 2 l H2O, pH 7,2 

 

 



III 

9.3 Antikörper der Enzymimmunoassays 

Beschichtungs-IgG: 

 

P4:  Rabbit-Anti-Sheep IgG (Sigma S 1265, Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen,

  DE) 

E2:  Sheep-Anti-Rabbit (Quartett F1880-3, DPZ, DE) 

 

Spezifischer Ak: 

 

P4:  Sheep-Anti--Progesteron, polyklonal (S 1509/14, Ridgeway Science Lim., 

  Alvington, UK) 

  Endverdünnung 1:25000 

E2:  Rabbit-Anti-Estradiol-17β-hemisuccinate-bovine serum albumin (Freising, 

DE) 

Endverdünnung 1:300000 

 

Label: 

 

P4:  Progesteron-3-(O-Carboxymethyl) oxime-meerrettichperoxidase 

(DehnhardEXXXII, Berlin, DE) 

 Endverdünnung 1:500 

 

E2:  (E2-6-HRP) E2-6-Carboxymethyl-meerrettichperoxidase (DPZ, Göttingen, DE)

  Endverdünnung 1:15000 

 

9.4 Kreuzreaktionen der in den Enzymimmunoassays verwendeten 

Antikörper 

Progesteron-Antikörper 

         % 

Progesteron        100 

11-Hydroxyprogesteron      74 

5-Pregnan-3,20-dion      43 

5-Dihydroprogesteron      14,6 

5-Pregnan-3-ol-20-on      2,4 

17-Hydroxyprogesteron      1,3 

5-Pregnan-3-ol-20-on      0,7 

5-Pregnan-20-ol-3-on      < 0,06 

5-Pregnan-20-ol-3-on      < 0,06 



IV 

Östradiol-Antikörper 

         % 

Östradiol (E2)        100 

Östron (E1)        100 

17-Östradiol        66 

Ethynylöstradiol       14 

Östriol         1,5 

Östradiol-3-benzoate       < 0,1 

Trenbolone        < 0,1 

19-Nortestosteron       0,01 

Progesteron        < 0,01 

Testosteron        < 0,01 

 

9.5 Intra- und Interassayvarianzen der Progesteron- und Östradiol- 

Enzymimmunoassays 

 

 

 

EIA Intraassayvarianz [%] Interassayvarianz [%] 

P4 8,3 10,3 

E2 8,2 7,9 
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