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Biochemie des Ovars unter besonderer
Berucksichtigung der Angiogenese

D. Schams, B. Berisha

Der ovarielle Zyklus ist charakterisiert durch sich wiederholende regulatorische Vorgange der Zellproliferation, Zelldifferenzierung und Transformation
wahrend der Follikelendreifung, Ovulation, Gelbkérper-Anbildung, -Funktion und -Regression. Die Angiogenese (Entwicklung von neuen Kapillaren aus
bereits bestehenden durch Endothelzellen-Proliferation und -Migration) spielt hierbei eine zentrale Rolle. Die Angiogenese bedarf der integrierten kom-
plexen Regulation von proteolytischen Enzymen (Auflésung von Basalmembranen), extrazelluldren Matrixkomponeten (Fibronectin, Laminin u. a.) sowie
der Regulation von angiogenen Stimulatoren (Wachstumsfaktoren) und Inhibitoren. Fiir die Regulation sind der Vasoendothel Wachstumsfaktor (VEGF A)
sowie der Fibroblasten-Wachstumsfaktor 2 besonders wichtig. Angiopoietin 1 und 2 stabilisieren bzw. destabilisieren die Kapillaren. Die genaue Kennt-
nis der physiologischen Angiogeneseregulation ist essenzielle Voraussetzung fir die Behandlung von ovariellen Dysfunktionen und Tumorentwicklung.

Schliisselworter: \Wachstumsfaktoren, Vasoaktive Peptide, Follikel-Angiogenese, Corpus luteum-Angiogenese

Biochemistry of the Ovary under Special Consideration of Angiogenesis. The ovarian cycle is characterized by repeating patterns of cellular
proliferation, differentiation and transformation that encompass follicular development and ovulation as well as the formation, function and regression of
the CL. Angiogenesis, the development of the new capillaries by endothelial cell proliferation and outgrowth from pre-existing vessels, is one of the
prominent features. This process includes a series of steps involving the breakdown or degradation of the basement membrane of existing blood vessels;
the migration, extracellular matrix components (fibronectin, laminin e.g.) as well as the regulation by angiogenic stimulators (growth factors) and inhibi-
tors. The vasoendothelial growth factor (VEGF A) and the fibroblast growth factor 2 (FGF 2) are essential regulators. Angiopoietin 1 and 2 have been
shown to be associated with capillary stability or instability. The exact knowledge of physiological angiogenesis regulation is essential for treatment of

ovarian dysfunction and tumour development. J Reproduktionsmed Endokrinol 2009; 6 (Sonderheft 1): 32-4.

Key words: growth factors, vasoactive peptides, follicle angiogenesis, corpus luteum angiogenesis

B Einleitung

Der ovarielle Zyklus ist charakterisiert
durch sich wiederholende Ablédufe von
zelluldrer Proliferation, Differenzierun-
gen und Umstrukturierungen, die die
Follikelentwicklung, Ovulation, Anbil-
dung und Regression des Gelbkorpers
(CL) bewirken. Die dominierende Rolle
der endokrinen Regulation durch die
Gonadotrope Achse (Hypothalamus,
Hypophysenvorderlappen und Ovar)
und Wachstumshormon-Regelkreis ist
wohl bekannt. In den vergangenen 20
Jahren mehrten sich die Erkenntnisse,
dass lokal produzierte Faktoren (Ste-
roidhormone, Peptide, Katecholamine
und Wachstumsfaktoren) bei der Fein-
regulation von intraovarieller Regula-
tion eine wichtige Rolle spielen. Die Be-
deutung des lokalen GefidBsystems fiir
die Ovarfunktion und ihre Regulation
wurde erst in den vergangenen 10 Jahren
intensiv untersucht. Die Neubildung von
Blutgefifien aus bereits bestehenden Ka-
pillaren (Angiogenese) kommt im er-
wachsenen Organismus relativ selten

vor (Wundheilung, Tumorwachstum).
Durch die zyklisch bedingten Veridnde-
rungen im Reproduktionstrakt kommt es
wihrend der Endreifung und wihrend
der Anbildung des Gelbkorpers zu ver-
mehrter Kapillaranbildung in Follikeln.
Angiogenese ist ein komplexes Gesche-
hen und bedarf der Aktivierung von Fak-
toren. Die Kapillaren destabilisieren
(Angiopoietine) durch Aktivierung von
spezifischen Proteasen, die die Basal-
membran von Gefidllen abbauen und da-
mit die Proliferation und Migration von
Endothelzellen in die extrazelluldre Ma-
trix (ECM) ermoglichen. Der Abbau von
Basalmembranen erfolgt durch ECM-
Proteasen wie Matrix-Metalloproteasen
(MMPs) und Plasminogen-Aktivator-
Proteasen (Plasmin). Die wichtigsten
Faktoren fiir die Stimulierung der
Angiogenese sind der Vasoendothel-
Wachstumsfaktor-A (VEGFA) mit sei-
nen Splicevarianten (121, 145, 165, 189
und 206 Aminoséduren) sowie Rezeptor-
VEGFR1 und -VEGFR2; der Fibroblas-
ten-Wachstumsfaktor-2 (FGF2, Mit-
glied einer groflen Familie von 25 Fakto-

ren) mit 4 unterschiedlichen Rezeptoren
und davon wieder Splicing-Isoformen.

B Follikelangiogenese

Erste Hinweise fiir die verstirkte Ausbil-
dung eines dichten Kapillarnetzes von
selektierten Follikeln gegeniiber anderen
Follikeln wurden beim Primaten bereits
1981 beschrieben [1]. Unsere Untersu-
chungen iiber angiogene Faktoren wur-
den am Modell Rind (monovulatorische
Spezies) durchgefiihrt [2—4]. Eine Ko-
horte von Follikeln wird fiir eine Folli-
kelwelle rekrutiert. Aus dieser Welle
entwickeln sich weiter sogenannte sub-
ordinate Follikel, von denen einer domi-
nant wird und sich bis zur Ovulation
weiterentwickelt. Nach der Rekrutie-
rung kommt es zur Aufregulierung des
FSHR und als Folge auch der Aromatase
mit graduellem Anstieg von Ostradiol in
der FF. Ostradiol reguliert eine Reihe
von Rezeptoren in Granulosa und Theka
mit auf. Angiogene Wirkungen wurden
fiir eine Reihe von Faktoren beschrie-
ben: VEGFA, FGF2, IGFs (insulinihn-
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licher Wachstumsfaktor), TGFa (Trans-
formations-Wachstumsfaktor), EGF
(Epidermalwachstumsfaktor), PDGF
(,,platelet derived“ Wachstumsfaktor),
ANPT (Angiopoietine), HGF (Hepato-
zyten-Wachstumsfaktor),  vasoaktive
Peptide (Endothelin 1, Angiotensin 2),
Steroidhormone, Prostaglandine. Damit
diese Faktoren wirken konnen, muss die
Basalmembran von Kapillaren abgebaut
werden, um sprieBende Kapillarknospen
und Auswanderung von Endothelzellen
zu ermdglichen. Dies fiihrt zur Bildung
und Ausreifung von neuen Kapillaren
(neue Basalmembran, Perizytenbildung
und Anlagerung) [5]. Der Abbau der
Basalmembran erfolgt durch Matrix-
Metalloproteasen und Plasminogen-
Aktivatorproteasen [6, 7]. Aktiviert wer-
den diese Enzyme durch Verschiebung
der Ratio von ANPT1 zu ANPT2
(ANPTT stabilisiert und ANPT2 desta-
bilisiert Mikroblutgefifie) [8].

Nach Rekrutierung der Follikel steigen
mRNA-Expression und Proteingehalt
von VEGFA in Granulosa und Theka
steil an bis zum praovulatorischen Folli-
kel. Beide Rezeptoren von VEGFA sind
besonders in der Theka (Endothelzellen)
exprimiert. Von den VEGFA-Isoformen
werden vorwiegend die niederen (I16sli-
chen) 121 and 165 AA gebildet. Die Pro-
teinzunahme von VEGFA kann im Ge-
webe und in der Follikelfliissigkeit deut-
lich nachgewiesen werden [2]. Stimu-
liert wird dieser Anstieg besonders
durch HIFloa (,hypoxia inducible fac-
tor 1 alpha®). Von den Mitgliedern der
FGF-Familie hat der FGF2 eine starke
angiogene Wirkung. In der Granulosa ist
die mRNA fiir Ligand und Rezeptor nur
sehr schwach nachweisbar. Dagegen
wird der Rezeptor in der Theka mit be-
ginnender Ostradiolproduktion signifi-
kant aufreguliert, gefolgt vom Liganden
in der fortgeschrittenen Reifungsphase
(dominanter Follikel). Parallel dazu wird
in der Granulosa auch der IGF1- und
LH-Rezeptor aufreguliert. Das FGF2-
Protein ist im Zytoplasma der Endothel-
zellen deutlich nachweisbar [9]. Die
Kapillaren liegen perlschnurartig an der
Basalmembran, wahrscheinlich ange-
lockt durch den VEGFA-Protein-Gradi-
enten in der Granulosa (Chemokin-
wirkung), wobei die Basalmembran des
Follikels ein Einwachsen in die Granu-
losa verhindert. FGF2 in den Endothel-
zellen stellt durch direkte Stimulierung
dieser sowie durch Aufregulierung der
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Expressionsprofile der ANPT2/ANPT1-Ratio (dunkle S&ule), angiogene
Faktoren VEGFA, FGF2, IGF1 und HIV1alpha (weifRe Sdule) im bovinen CL wéhrend der Anbildung, Funktion und Re-

gression.

VEGFA-Rezeptoren einen wichtigen
Verstirkermechanismus fiir die Angio-
genese dar [2, 9]. Durch die optimale
Aktivierung der Angiogenese im domi-
nanten Follikel und daraus resultierende
erhohte Versorgung mit Néhrstoffen und
Hormonen kann der dominante Follikel
sein Wachstum fortsetzen [2, 9]. Durch
den starken VEGFA-Gradienten und
Wirkung von VEGFA wird auch die Per-
meabilitdt der Kapillaren und damit der
Transfer von Nihrstoffen deutlich er-
hoht. VEGFA hat eine 50.000-fach ho-
here Permeabilitatswirkung auf Zellen
als Histamin [10].

B Gelbkorper- (CL-) Angio-
genese

Nach der Ovulation mit Austritt der Ei-
zelle und Follikelfliissigkeit faltet sich
die Follikelwand. Dadurch legen sich
2 mehrlagige Granulosaschichten anein-
ander — begrenzt von der Thekaschicht
mit den Kapillaren. Durch Diffusion
konnen die Granulosazellschichten nur
ungeniigend erndhrt werden. Es kommt
zur Hypoxie und damit zur Stimulierung
der Angiogenese. Damit die Angioge-
nese ablaufen kann, bedarf es der Auf-
regulierung von Angiopoietin 2 (Desta-
bilisierung von Kapillaren) und Auf-
regulierung von Matrix-Metalloprotea-
sen und ihren Inhibitoren sowie von
Plasmin-Aktivator-Proteasen und ihren
Inhibitoren [4, 6] und damit Abbau der
Basalmembranen (Abb. 1).

Durch die Hypoxie wird HIF1 o aktiviert
und dieser stimuliert die mRNA von
VEGFA und Translation zum Protein.
VEGFA wird zusitzlich durch LH und
IGF1 stimuliert [11]. VEGFA-Protein
ist in Endothelzellen der Kapillaren und
besonders im Zytoplasma von Luteal-
zellen lokalisiert [2, 3]. Auch hier wirkt
es als Chemokin und sorgt dafiir, dass
jede Lutealzelle direkten Anschluss an
eine oder mehrere Kapillaren bekommt.
Neben VEGFA wird auch FGF2, IGF1
und IGF2 signifikant aufreguliert [12].
Nach 4-5 Tagen ist die Angiogenese
bereits abgeschlossen und die Haupt-
angiogenesefaktoren (VEGFA, FGF2,
IGFs) fallen auf ein niederes aber noch
relativ hohes Plateau ab. In dieser Phase
wechselt der FGF2 seine Lokalisation
von den Endothelzellen in das Zytoplas-
ma von Lutealzellen. Endothelzellen
sind jetzt negativ. Fiir die Lokalisation
der wichtigsten angiogenen Faktoren im
Zytoplasma von Lutealzellen wird eine
,survival® Funktion fiir die eng anlie-
genden Kapillaren angenommen, aber
auch fiir die Lutealzellen (Hemmung
von apoptotischen Faktoren). Durch
Neutralisationsversuche von VEGFA
konnte die Endothelzellenproliferation
um bis zu 90 % reduziert werden. Der
Progesteronblutspiegel fiel ebenfalls
rasch ab [13-15]. Die Angiogenese be-
darf natiirlich einer Kontrolle durch In-
hibitoren. Hierzu zihlen Thrombospon-
din 1 und Thrombospondin 2, die Rezep-
toren CD36, CD47, Vasohibin 1 und
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Vasohibin 2, Endostatin, Angiostatin so-
wie die 16sliche Form des VEGFR1 (ex-
trazellulédrer Teil des Rezeptors).

B Schlussfolgerung

Zahlreiche Untersuchungen an verschie-
denen Tierspezies, Primaten und Men-
schen haben gezeigt, dass im Rahmen
der zyklischen Abldufe sowie der Gravi-
ditdt, die Angiogenese fiir die Follikel-
entreifung, Gelbkorperentwicklung so-
wie Gelbkorperfunktion eine essenzielle
Rolle spielt. Die Angiogenese bedarf der
integrierten komplexen Regulation von
proteolytischen Enzymen, extrazellulé-
ren Matrixkomponenten sowie der Re-
gulation von angiogenen Stimulatoren
und Inhibitoren. Bei den Stimulatoren
spielen der VEGFA sowie FGF2 eine
besonders wichtige Rolle. Die genaue
Kenntnis der physiologischen Regula-
tion der Angiogenese ist Voraussetzung

fiir eine Behandlung von Dysfunktionen
im Ovar.
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