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Gynikologische und Ambulatorische Tierklinik der Universitit Miinchen
(Lehrstuhl: Prof. Dr. W. Leidl)

Die LH- und FSH-Sekretion boviner Hypophysenvorderlappen-
zellkulturen in Abhingigkeit vom Zyklusstadium,
bei trichtigen Kiithen und bei Kiihen mit Ovarzysten'

von U. Braun?

Einleitung

Die Empfindlichkeit der Hypophyse auf eine GnRH-Injektion dndert sich mit dem
Zyklusstand der Tiere. Im Prodstrus ist sie am grossten, wihrend sie im Didstrus am ge-
ringsten ist. So fithrt beim Schaf eine GnRH-Injektion unmittelbar vor dem priovula-
torischen LH-Peak zu einem LH-Gipfel im Blut, der grosser ist als der mit GnRH an je-
dem anderen Zyklustag erzeugte (Reeves et al., 1971). Auch bei der Ratte (Cooper et al.,
1973; Fink, 1979) und beim Goldhamster (4rimura et al., 1972) ergibt eine GnRH-In-
iektion im Prodstrus die hochste LH-Freisetzung. Beim Rind 16st eine GnRH-Injektion
am17. oder 18. Zyklustag einen grosseren LH-Peak aus als eine GnRH-Verabreichung
am 11. und 12. Zyklustag (Schams et al., 1974).

Ob die Hypophyse ihre zyklusabhingige Empfindlichkeit auf GnRH auch in vitro
beibehalt, wird unterschiedlich beurteilt. Einerseits wird dariiber berichtet, dass Hypo-
physenvorderlappenzellen weiblicher Ratten nach 1- bis 4tigiger Kultivierung auf
GnRH keine zyklusabhiingige LH-Sekretion mehr zeigen (Reel et al., 1978), anderer-
Selts belegen In vitro-Untersuchungen mit Hypophysenhélften von Ratten, dass die zy-
Kusabhingige Empfindlichkeit der gonadotropen Zellen auf GnRH auch in vitro auf-
techterhalten werden kann (Cooper et al., 1974; Sen und Menon, 1978; Waring und Tur-
seon, 1980). So wiesen geviertelte Rattenhypophysen, die erst am Nachmittag des Pro-
Otrus, kurz vor dem zu erwartenden Eintritt des praovulatorischen LH-Peaks entnom-
Ten wurden, eine signifikant hohere LH-Antwort auf GnRH auf als Hypophysen, die
bereits am Morgen des Prodstrus entnommen wurden (Waring und Turgeon, 1980).

Das Ziel der vorliegenden Untersuchungen war es, abzukldren, ob Hypophysen-
"rderlappenzellkulturen, die von Hypophysen frisch geschlachteter Kiihe verschiede-
ter Zyklusstadien angelegt wurden, in vitro eine zyklusabhidngige Empfindlichkeit auf

nRH zeigen. Weiter interessierte die Frage, wie Hypophysenvorderlappenzellkultu-

“n trichtiger Kiihe und solche von Kithen mit Ovarzysten auf GnRH reagieren.
-\__-ﬁ-—

iHei‘rn Prof. Dr. W. Leidl mit den besten Wiinschen zum 60. Geburtstag gewidmet.
Adresse: Dr. Dr. habil. U. Braun, Koniginstr. 12, D-8000 Miinchen 22
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Material und Methodik

Bovine Hypophysenvorderlappenzellkulturen (HVL-Zellkulturen):

Die Hypophysen stammten von frisch geschlachteten Kiithen. Pro Versuchsansatz wurden je-
weils 2-3 Hypophysen verwendet, die unabhiingig voneinander, d. h. einzeln, verarbeitet wurden. Die
Hypophysenvorderlappen wurden freiprapariert und in kleine Wiirfel von ca. 1 mm Kantenlinge ge-
schnitten. Anschliessend erfolgte die enzymatische Dispergierung. Die Gewebestiicke wurden zuerst
45 Minuten in einer BSS-Losung, die zusitzlich 0,35% Collagenase (Typ CLS III, 189 u/mg, Worth-
ington), 3% bovines Serumalbumin (Fraction V, Sigma Chemicals, St. Louis, USA) und 0,10% Hya-
luronidase (Typ III, from ovine testis, Sigma) enthielt, gerithrt. Nach Zentrifugation bei 475 g und
Abhebern des Uberstandes erfolgte ein weiteres Rithren iiber 3 X 20 Minuten in einer 0,25%igen Pan-
kreatin-Losung (Viokase, Grand Island Biological Co., Grand Island, N.Y., USA).

Die dispergierten Zellen wurden 4mal mit serumfreiem Medium 199 (Flow Laboratories, Rock-
ville, MD, USA) gewaschen und anschliessend in Medium 199 suspendiert (das Medium 199 wurde
zusitzlich mit Earle Salzen, L-Glutamin, 10% Pferdeserum, 20 mM HEPES, 100000 1. E. Penicillin,
0,10 g Streptomyecin, 0,001 g Neomycin und 0,002 g Amphotericin B supplementiert). Im Anschluss
an eine Vitalfirbung mit Trypanblau wurde die Suspension auf eine Konzentration von 2 X 10° Ze-
len pro ml Medium verdiinnt und in Volumina von je 1 ml in Gewebekulturschalen (Costar, Cam-
bridge, Mass., USA, No 3524) ausgesit. Die angelegten Kulturen bestanden nur aus HVL-Zellen e
weils einer Hypophyse bekannten Zyklusstadiums. Sie wurden bei 37 °C und einem Luft-CO,-Ge
misch von 95 zu 5% bebriitet. Nach 24stiindiger Kultivierung wurden die Kulturen mehrere Male mit
serumfreiem Medium gewaschen und weitere 12 Stunden mit Medium 199, das zusitzlich 107°M.
10~° M oder 10~3 M GnRH enthielt, stimuliert. Den Kontrollkulturen wurde Medium ohne GnRH
zugesetzt. Pro Behandlung wurden 12 Kulturen verwendet.

Da fiir die Einzelkultivierung jeder Hypophyse ein eigener Versuchsansatz erforderlich war.
konnten die gemessenen Hormonkonzentrationen nicht als Absolutwerte miteinander verglichen.
sondern mussten relativiert werden, (die absoluten LH- und FSH-Werte sind in Tab. 1 und 2 darge
stellt). Als Bezugsgrosse wurde fiir jede einzelne Hypophyse die basale LH- bzw. FSH-Sekretion d
nicht stimulierten Kulturen genommen und mit 100% bezeichnet. Die mit den verschiedenen GnRH
Dosierungen erzielte LH- und FSH-Freisetzung wurde zum 100%-Wert ins Verhiltnis gesetzt.

Ausser den Hypophysen wurden zusitzlich Ovarien, Uterus und Zervix entnommen, damit Zy-
klusstadium, Vorliegen von Ovarzysten und Vorhandensein einer Trachtigkeit oder pathologischef
Verdnderungen diagnostiziert werden konnten. Das Zyklusstadium wurde in jedem Fall von 2 oder’
erfahrenen Untersuchern beurteilt. Die Ovarien wurden angeschnitten, und es wurden sowol
Grosse, Farbe und Konsistenz der Corpora lutea als auch Durchmesser, Wandbeschaffenheit, Farb:
und Fliissigkeitsmenge etwa vorhandener Blasen begutachtet.

Versuchsdurchfithrung

1. LH- und FSH-Sekretion in bovinen HVL-Zellkulturen in Abhéngigkeit vom Zyklusstadium

Insgesamt 15 Hypophysen stammten von Kiihen, die im Di6strus geschlachtet wurden. Dav
waren die Corpora lutea von 2 Kiihen im Stadium der Anbildung (5.-9. Zyklustag), von 6 Kihen "
lS(tadium der Bliite (10.~15. Zyklustag) und von 7 Kithen im Stadium der Riickbildung (16-18.2¢

lustag).

7 Hypophysen waren von Kithen, die in der frithen und spiten Follikelphase geschlacht
den, nimlich 3 aus der frithen und 4 aus der spiten Follikelphase.

2. LH- und FSH-Sekretion in HVL-Zellkulturen von trichtigen Kithen .

Insgesamt standen die Hypophysen von 6 trichtigen Kiithen zur Verfiigung, davon war en K“h;
im 2. bis 5. Monat und 1 Kuh 7-8 Monate triichtig. Da sich die GnRH-Stimulierbarkeit bei dercd:
Monate trachtigen Kuh wesentlich von der der anderen 5 Kiihe unterschied, wurde das Ergebnis
dieser Kuh getrennt von den restlichen Tieren dargestellt.

3. LH- und FSH-Sekretion in HVL-Zellkulturen von Kithen mit Ovarzysten o o

Es wurden 7 Hypophysen von Kithen mit Ovarzysten untersucht. Dabei handelte €s sich ;]:
Ausnahme der Kuh 18, die eine Follikelluteinzyste aufwies, um Tiere mit Follikelthekazysten- Als£!

et wul-
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Tabelle 1 Absolute LH-Werte (ng/ml Medium)

Klinische Diagnose Kuh Nr. Basale GnRH-stimulierte LH-Sekretion
LH-Sekr. 10-10M 10-° M 103 M
Anbildung 26 402 307 400 310
Corpus luteum 34 572 559 627 623
Bliite 2 194 159 266 244
Corpus luteum 4 149 148 167 190
7 271 260 380 386
8 117 286 311 272
12 596 488 344 302
19 404 611 785 847
Riickbildung 5 138 217 245 468
Corpus luteum 6 261 331 371 549
20 227 296 297 405
22 282 346 499 554
42 49 49 103 164
43 141 134 349 508
44 194 220 458 467
Frihe Follikelphase 14 127 178 258 340
24 223 629 396 544
31 152 541 560 554
Spite Follikelphase 25 217 347 273 413
27 358 412 474 406
29 459 623 771 802
32 151 95 137 146
Trichtig 23 131 262 288 327
11 570 456 536 589
28 162 240 217 168
35 452 577 815 796
37 276 284 349 377
41 114 114 129 104
Ovarzysten 18 201 214 287 309
30 177 496 469 480
33 264 284 344 292
36 277 395 396 407
38 413 756 1252 1237
85 693 548 722 804
40 470 513 669 664

‘Wurden nur Blasen mit iiber 3 cm Durchmesser bezeichnet. Die Ovarien von 3 Kithen (Nr. 30, 36,
)“1€S€n drei oder mehr Blasen iiber 3 cm auf, 1 Kuh (Nr. 39) hatte eine Blase mit einem Fliissig-
s:;mnha]t von mehr als 200 ml auf einem Ovar. Die Eierstécke von 2 Kiihen (Nr. 30, 33) wiesen aus-
den %“ Zysten noch je einen Gelbkorper in Bliite auf, die Ovarien der restlichen 5 Tiere zeigten ausser
ysten keinerlei Funktionsgebilde.
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Tabelle 2 Absolute FSH-Werte (ng/ml Medium)

Klinische Diagnose Kuh Nr. Basale GnRH-stimulierte LH-Sekretion
LH-Sekr. 10" M 10° M 10 M

Anbildung 26 128 97 98 158
Corpus luteum 34 307 207 266 222
Bliite 2 92 143 135 179
Corpus luteum 4 62 77 86 125
7 214 464 672 617
8 185 263 221 318
12 342 215 266 351
19 177 160 285 286
Riickbildung 5 81 118 206 241
Corpus luteum 6 154 172 330 302
20 280 285 429 330
22 127 224 251 261
42 54 106 148 131
43 54 58 89 134
44 67 100 165 125
Frithe Follikelphase 14 83 147 120 110
24 83 270 252 500
31 43 108 160 179
Spite Follikelphase 25 176 248 275 403
27 197 78 80 74
29 83 167 168 180
32 48 45 49 57
Ovarzysten 18 104 141 132 84
30 32 108 101 108
33 125 142 187 165
36 100 150 106 124
38 117 56 89 107
39 83 112 106 83
40 30 29 64 67

4. Verhiltnis der LH- zu den FSH-Konzentrationen in Abhingigkeit vom Zyklusstadium und
bei Vorliegen von Follikelzysten :

Das Ziel war es, festzustellen, ob sich das Verhiltnis der LH- zur FSH-Sekretion in HVL'Zd.I-
kulturen im Verlaufe eines Zyklus verindert und wie sich die LH-Konzentrationen bei Kiihen m'
Follikelzysten zu den FSH-Konzentrationen verhalten. Zur Bildung des LH-/ FSH-Verhaltnisss
wurden die absoluten LH- zu den absoluten FSH-Konzentrationen in Beziechung gesetzt.

Hormonbestimmungen

Die Hormonanalyse erfolgte nach den von Schams und Karg (1969) fiir LH und Schams d
Schallenberger (1976) fiir FSH beschriebenen Methoden. Die verwendeten Antiseren zeigten Ui
den Testbedingungen keine Kreuzreaktionen mit den iibrigen Hypophysenhormonen. Folgem}e e:
ferenzpriparate wurden verwendet: Fiir FSH eine nicht hochgereinigte Rinderhypophysenp o
tion (NIH-FSH-BI) mit einer biologischen Aktivitit von 0,49 mal NTH-FSH-S1 und fiir LH e‘m;’
hochgereinigte Priparation aus Rinderhypophysen (LH-DSA) mit einer biologischen Aktivitat ¥
0,9 mal NIH-LH-S1).
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Statistik

Die statistische Untersuchung erfolgte mit Hilfe der Varianzanalyse und dem Student t-Test
(Weber, 1972).

Ergebnisse

1. Gonadotropinsekretion in bovinen HVL-Zellkulturen in Abhangigkeit vom
Zyklusstadium

Die Stimulierbarkeit der Rinderhypophyse mit GnRH in vitro war je nach Zyklus-
stand der Spenderkuh unterschiedlich.

Die LH-Sekretion konnte in der Anbildungsphase des Gelbkorpers mit ansteigen-
den Dosen GnRH im Vergleich zur basalen Hormonfreisetzung nicht erhéht werden
(Abb. 1). In der Bliitephase des Corpus luteum war die GnRH-stimulierte LH-Freiset-
zung gegeniiber der basalen erhoht und stieg mit zunehmender GnRH-Dosierung von
131 auf 172% an. Die mit 10-* M GnRH-stimulierte LH-Freisetzung war also fast dop-
pelt so hoch wie die der Hypophysen aus der Anbildungsphase des Gelbkorpers (Diffe-
renz P < 0,05, t-Test). Hypophysen von Kiithen der Gelbkérperriickbildungsphase
setzten nach Inkubation mit 10-* M GnRH noch mehr LH frei, nimlich 266% oder fast
dreimal soviel wie Hypophysen von Kiihen der Gelbkorperanbildungsphase (Differenz
P < 0,05, t-Test). Die grésste mit GnRH induzierbare LH-Sekretion, konnte in HVL-
Zellkulturen von Kiihen aus der frithen Follikelphase gemessen werden: Sie betrug ge-
geniiber den nicht stimulierten Kulturen 292% oder 3,13mal mehr als die der HVL-
Zellkulturen von Kiithen im Anfangsstadium des Didstrus (Differenz P << 0,01; t-Test)
In der spaten Follikelphase sank die durch 10-8 M GnRH freisetzbare LH-Menge g
geniiber der frithen Follikelphase von 292% auf 144% oder um die Hilfte ab (Differenz
P < 0,01; t-Test).

Auch die FSH-Sekretion konnte in der Anbildungsphase des Gelbkorpers mit an-
steigenden Dosen GnRH nicht erhoht werden (Abb. 2). In der Bliitephase des Corpus
luteum war die GnRH-stimulierte FSH-Freisetzung gegeniiber der basalen erhoht und
betrug bei Inkubation mit 10-8 M GnRH 197%, d. h. sie war gegeniiber der FSH-Sekre
tion in HVL-Zellkulturen der Gelbkorperanbildungsphase doppelt so hoch (P = 0,05
t-Test). Hypophysen von Kithen der Gelbkorper-Riickbildungsphase setzten nach v
kubation mit 10-* M GnRH nur unwesentlich mehr, nimlich 213% der basalen FSH-
Menge, frei. Die grosste GnRH-induzierbare FSH-Sekretion konnte bei Hypophyse!
prodstrischer Kithe gemessen werden. Sie betrug gegeniiber den nicht stimulierten Kul-
turen 383% oder 3,90mal mehr als die der HVL-Zellkulturen von Kiihen im Anfang®
stadium des Diostrus (Differenz P < 0,05; t-Test). Im Ostrus sank die durch 10-*M
GnRH freisetzbare FSH-Menge gegeniiber dem Prodstrus von 383 auf 158% oder um
mehr als die Halfte ab.

2. LH-Sekretion in HVL-Zellkulturen von trichtigen Kiithen

Die Hypophysen der 2-5 Monate trichtigen Tiere liessen sich mit ansteigende?
Dosen GnRH kaum stimulieren (Abb. 3). Die Zellkulturen aus der Hypophyse der T
8 Monate graviden Kuh zeigten mit ansteigenden GnRH-Konzentrationen eine LI
Freisetzung, die bei 10~ M GnRH 200% betrug und bei 10-* M GnRH gegeniiber det
basalen LH-Sekretion auf 250% anstieg.
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3. LH- und FSH-Sekretion in HVL-Zellkulturen von Kithen mit Ovarzysten

In bezug auf die LH-Sekretion reagierten die Hypophysenvorderlappenzellkultu-
‘der Kithe 30 und 38 auf GnRH wesentlich anders als die Hypophysen der restlichen
3K'F1he (Abb. 4). Die HVL-Zellkulturen der beiden Kiihe 30 und 38 setzten nach Sti-
Mulierung mit ansteigenden Dosen GnRH zwischen 200 und 300% der basalen LH-
Menge frei. Die Hypophysen der restlichen 5 Kithe mit Follikelzysten zeigten nach ei-

Téer GHRH-Verabreichung nur eine geringe Erhohung der LH-Sekretion, die be1 107 M
"RH 134% betrug,
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[ 10-'© M GnRH
10"? M GnRH
Bl 108 MGnRH

300 +4

2004

Stimulierbarkeit der LH-Sekretion (in Prozenten)

1004
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Abb. 4 GnRH-stimulierte LH-Sekretion bei Kithen mit Follikelzysten (in Prozenten, bezogen auf
die basale LH-Sekretion; X * s.)

In bezug auf die FSH-Sekretion reagierten die HVL-Zellkulturen der Kuh 30 eber-
falls sehr empfindlich und setzten bei einer Stimulierung mit 10~* M GnRH gegentlbe!
der basalen FSH-Sekretion 334% FSH frei (Abb. 5). Die HVL-Zellkulturen der Kuh 38
sezernierten nach GnRH-Stimulierung weniger FSH als ohne. Auch die HVL-Zelllk”l'
turen der restlichen 5 «Zysten-Kithe» zeigten auf GnRH nur eine geringe Sekretio™
antwort, die bei 10-* M GnRH 132% der basalen FSH-Konzentration betrug.

4. Verhiltnis der LH- zu den FSH-Konzentrationen in Abhéngigkeit vom Zyklus
stadium und bei Vorliegen von Follikelzysten. K

Das Verhiltnis der basalen LH- zu den basalen FSH-Konzentrationen betrug b?
den Zellkulturen der «Diostrus-Anbildungs»-Hypophysen 2,40, bei den HVL'ZeH.kU'_
turen von Kithen mit einem Gelbkérper in Bliite 1,60 und bei denen von Kithen mit¢
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A.bb‘ 5 GnRH-stimulierte FSH-Sekretion bei Kiihen mit Follikelzysten (in Prozenten, bezogen auf
die basale FSH-Sekretion; X + S5)

1em Corpus luteum in Riickbildung 1,80 (Abb. 6). In HVL-Zellkulturen von Kiihen aus
er frithen Follikelphase betrug es 2,60 und in solchen Tieren aus der spiten Follikel-
Phase 3,30, Das LH-/F SH-Verhiltnis nahm mit zunehmendem Zyklusstadium zu und
“reichte in der spaten Follikelphase einen maximalen Wert. Im Ostrus war das LH-/
FSH-Verhaltnis gut doppelt so gross wie in der Bliitephase des Gelbkorpers. In HVL-
Lellkulturen von Kiihen mit Follikelzysten betrug das LH-/FSH-Verhiltnis 5,70. Es
¥ar damit rund 3,50mal so gross wie das von Kiihen in der Bliitephase des Gelbkorpers
"d 1,70mal so gross wie das briinstiger Kiihe.

_ Das Verhiltnis der mit 10-* M GnRH stimulierten LH- zu den mit 10-* M GnRH
“mulierten FSH-Konzentrationen betrug bei den Zellkulturen der «Didstrus-Anbil-
“ings)-Hypophysen 3,20, bei den HVL-Zellkulturen von Kithen mit einem Gelbkor-
Ptin Blitte 1,70 und bei denen von Kiihen mit einem Corpus luteum in Riickbildung



362 U. Braun

511+
- 4
v
('
-
—
:‘E_’ 3/14
‘o
<
$
211-
114
n=2 In=6 n=7] [n=3 'n=4 in=7
‘F llikel
Anbil- Blite Rickbil- . .. 2% ollikel-
dung dung ‘Fruhe Spate‘ zysten

Corpus luteum-Phase Follikelphase

Abb. 6 Verhiltnis der basalen LH- zu den basalen FSH-Konzentrationen in Abhéngigkeit Vo7
Zyklusstadium und bei Vorliegen von Follikelzysten

1,90 (Abb. 7). In HVL-Zellkulturen von Kithen aus der frithen Follikelphase betrug¢s
2,40 und in solchen von Tieren aus der spiten Follikelphase 3,60. ‘

Wie bei der basalen LH- und FSH-Sekretion nahm das LH-/FSH-Verhiltnis 3UC_h
beim Vergleich der mit 10-* M GnRH stimulierten LH- und FSH-Konzentrationen mﬂ
zunehmendem Zyklusstadium zu und erreichte in der spiten Follikelphase einen ma"z
malen Wert. Bei Kithen mit Follikelzysten betrug das LH-/FSH-Verhiltnis 6,30 1"
war damit 3,70mal so gross wie das von Kiihen in der Bliitephase des Gelbkorpers ue
1,80mal so gross wie das der briinstigen Kiihe.
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0 Abhéingigkeit vom Zyklusstadium und bei Vorliegen von Follikelzysten (GnRH = 10~? M)

Diskussion

Die vorliegenden Untersuchungen belegen, dass HVL-Zellkulturen vom Rind eine
Zyklusabhéingige Empfindlichkeit auf GnRH zeigen. Die niedrigste GnRH-stimulierte
‘FFEiSetzung wurde wihrend der Anbildungsphase des Gelbkorpers gemessen. Mit
fo.nschreitendem Zyklusstadium wurde die freisetzbare LH-Menge grosser und er-
re‘the im Prodstrus maximale Werte. In der spiten Follikelphase, nach dem praovula-
rischen LH-Peak, nahm die durch GnRH freisetzbare LH-Menge wieder ab. Diese
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zyklischen Verdnderungen der hypophysidren Empfindlichkeit auf GnRH stellen ein:
wichtige Komponente des physiologischen Mechanismus dar, durch den die zyklische
LH-Freisetzung bewirkt und anschliessend die Ovulation herbeigefiihrt wird. Die Er
gebnisse stimmen mit den In vivo-Untersuchungen beim Schaf (Reeves et al., 1971), be
der Ratte (Cooper et al., 1973; Fink, 1979) und beim Goldhamster (4rimura et al., 197))
und den In vitro-Untersuchungen mit Hypophysenhélften (Cooper et al., 1974; Sen und
Menon, 1978; Waring und Turgeon, 1980) und suspendierten HVL-Zellen von Ratten
(Baldwin und Downs, 1981; Speight und Fink, 1981) iiberein. Wie Pickering und Fink
(1979) vermuten, ist anzunehmen, dass sich die GnRH-induzierbare LH-Sekretion in
Verlaufe eines Zyklus nicht durch eine Anderung des totalen LH-Gehalts der Hypo
physe laufend dndert, sondern dass es zu einer Verdnderung der Empfindlichkeit der
Hypophysen auf GnRH in dem Sinne kommt, dass sich das Reaktionsvermogen der
Hypophyse, auf eine bestimmte exogene oder endogene GnRH-Dosis mit einer LH-
Freisetzung zu antworten, dndert. Dies kommt wahrscheinlich dadurch zustande, das
der «ready releasable LH-Pool», die akut freisetzbare LH-Menge, im Verlaufe des Dr
ostrus zunimmt und im Ostrus das Maximum erreicht. Bisher wurde davon ausgegan
gen, dass es im Prodstrus zu einer Zunahme der Rezeptoren, d. h. der GnRH-Bindungs
stellen in der Hypophyse, kommt. Diese Vermutung konnte durch neueste Unterst:
chungen beim Rind nicht bestitigt werden (Leung et al., 1984).

Auch die GnRH-stimulierte FSH-Sekretion dnderte sich mit dem Zyklusstadiun
der Kithe. In gleicher Weise wie die GnRH-stimulierte LH-Sekretion war auch dc
GnRH-stimulierte FSH-Sekretion in HVL-Zellkulturen von Kiithen der Gelbkorper
anbildungsphase am niedrigsten. Die Stimulierbarkeit der FSH-Sekretion stieg m!
fortschreitendem Zyklusstadium allmiihlich an, um in der frithen Follikelphase d |
Maximum zu erreichen. Wie bei der LH-Sekretion kam es auch bei der FSH-Sekretior
in der spiten Follikelphase zu einem starken Absinken der Stimulierbarkeit mit GnRH
im Vergleich zur vorangegangenen frithen Follikelphase. In geviertelten Hypophyse
weiblicher Ratten wurde an den Diostrus-Tagen I und II im Vergleich zum Proost*
ebenfalls eine niedrigere basale (Elias und Blake, 1981) bzw. GnRH-stimulierte (T#
geon und Waring, 1982) FSH-Sekretion gemessen. Wihrend die vorliegenden Ergt
nisse mit denen von Turgeon und Waring (1982) iibereinstimmen, die im darauf folge’
den Ostrus ebenfalls ein Absinken der GnRH-stimulierbaren FSH-Sekretion beobac!
teten, stehen sie in einem gewissen Gegensatz zu denen von Elias und Blake (1981).8
zusitzlich zum Proostrus auch im Ostrus eine stark erhohte basale FSH-Sekretion fes
stellten.

Die Untersuchungen an Kiihen mit Ovarzysten haben gezeigt, dass die Hypoph
sen von 5 der 7 Tiere auf GnRH nicht mit einer erhohten LH-Sekretion antwortelt!
Die durch GnRH erzielte LH-Sekretion war dhnlich wie die der HVL-Zellkulturen ‘f'“f.'
Kiihen im Stadium der Gelbkérper-Anbildung. Die restlichen 2 Kiihe zeigten nfﬂ
GnRH eine LH-Freisetzung, die der von Kiithen im spaten Diostrus und Ostrus éihf%hf‘f
ist. In bezug auf die FSH-Sekretion stellte sich heraus, dass die 5 Kiihe, die eine g?””gf
Stimulierbarkeit der LH-Sekretion aufwiesen, auch eine geringe Stimulierbarkel! de_l
FSH-Sekretion mit GnRH zeigten. Von den HVL-Zellkulturen der beiden Kithe 300"

o

38, die bereits bei der niedrigsten GnRH-Dosis 10~ M eine ausgepragte LH-Sekre!
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aufwiesen, war nur in den HVL-Zellkulturen der Kuh 30 eine entsprechend hohe FSH-
Sekretion nach GnRH-Behandlung festzustellen, wiahrend die HVL-Zellkulturen der
Kuh 38 nicht stimulierbar waren. Die GnRH-Stimulierungsversuche der HVL-Zellkul-
turen der Zysten-Kithe lassen vermuten, dass mindestens ein Teil der Hypophysen sol-
cher Tiere auf GnRH nur eine schwache Reaktion zeigt. Da die Konzeptionsraten von
mit GnRH behandelten Kithen mit Ovarzysten im Bereich von 60% liegen (Stolla et al.,
1980), wird vermutet, dass auch eine Erhohung der LH-Sekretion mit GnRH um nur
30-40%, wie sie in den HVL-Zellkulturen von 5 Zystenkiithen beobachtet wurde, zur
Induktion einer Ovulation ausreicht. Trotzdem ist zu erwiigen, ob die Frage der GnRH-
Dosierung unter den speziellen Verhaltnissen von Kithen mit Zysten nicht noch einmal
iberpriift werden muss. Die besseren Konzeptionsergebnisse nach Zystenbehandlung
mit 5000 I.LE. HCG (66%; Stolla et al., 1980) und vor allem die kiirzeren Zeitabstinde
von der Therapie bis zur Konzeption (31 Tage vs 43 Tage) weisen darauf hin, dass es
wahrscheinlich Kiihe gibt, bei denen die geringe Stimulierbarkeit der Hypophyse mit
GnRH zu einer ungeniigenden LH-Sekretion fithrt, die nicht zur Auslésung einer Ovu-
lation ausreicht.

Als besonderes Phanomen ist herauszustellen, dass HVL-Zellkulturen von 2-5
Monate trachtigen Kithen fir GnRH praktisch unempfindlich waren und nicht mit ei-
ner ethohten LH-Sekretion reagierten. Die Beobachtung, dass die HVL-Zellkulturen
der ca. 8 Monate trichtigen Kuh auf GnRH dosisabhingig LH sezernierten, kann als
Hinweis gesehen werden, dass die Hypophyse ihre Sensibilitidt gegeniitber GnRH am
Ende der Trichtigkeit wieder zuriickgewinnt. Eventuell hingt diese Verdnderung mit
dem Verlauf der Blutplasmaprogesteronkonzentrationen zusammen, die beim Rind ab
dem 200. Tag der Graviditit graduell absinken (Hafez, 1980). Da die Hemmung der
GnRH-induzierbaren LH-Sekretion in der HVL-Zellkultur von der Hohe der Proge-
Steronkonzentration abhingt, ist ein solcher Zusammenhang denkbar. Vom Physiolo-
gschen her ist das Nichtansprechen der Hypophyse moglicherweise auch als Schutz fiir
den heranwachsenden Embryo anzusehen.

Nicht nur die Stimulierbarkeit der Zellkulturen mit GnRH énderte sich im Ver-
lwfe eines Zyklus. Auch das Verhaltnis der LH- zur FSH-Sekretion war zyklischen
SChWankungen unterworfen. Das Verhiltnis der LH- zur FSH-Sekretion dnderte sich
™ den nicht stimulierten und bei den mit GnRH stimulierten HVL-Zellkulturen in
dkicher Weise. Es war in HVL-Zellkulturen von Kithen mit «Bliite-Gelbkérperny am
k}einsten und wurde dann zunehmend grosser. Das Maximum wurde in der spiten Fol-
kelphase erreicht und war dann gut 3mal grosser als in der Bliitephase des Gelbkor-
pers. Erstaunlich ist die Feststellung, dass das LH-/FSH-Verhiltnis bei den Kithen mit
Ovarzysten am hochsten war und knapp 4- bzw. 2mal so gross wie bei Kithen im «Gelb-

Orper-Bliite-Stadium» bzw. in der Brunst war. In diesem Zusammenhang soll erwahnt
"erden, dass auch bei der polyzystischen Ovarerkrankung der Frau, die erstmals von
Sein und Leventhal (1935) und iibersichtsmissig unter anderen von Yen (1980) be-
“hriehen wurde, ein Missverhiltnis zwischen LH- und FSH-Sekretion im Sinne hoher
“aler LH- und niedriger oder normaler basaler FSH-Konzentration besteht, d‘as
he"SSt dass das LH-/FSH-Verhaltnis bei dieser Ovarerkrankung ebenfalls zu gross ist
Wener g, 1970). Tanabe et al. (1983) fithren dieses Missverhiltnis zwischen LH- und
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FSH-Sekretion auf zu hohe Inhibinkonzentrationen zuriick, die die FSH-Freisetzung
aus dem Hypophysenvorderlappen selektiv unterdriicken.

Die vorliegenden Untersuchungen haben gezeigt, dass die LH- und FSH-Sekretion
boviner HVL-Zellkulturen vom Zyklusstadium der Spenderkuh abhangt. Wihrend die
Empfindlichkeit der Hypophyse auf GnRH in der frithen Follikelphase am grosstenist,
ist sie zu Beginn der Gelbkorperphase am geringsten. Die Hypophysen trichtiger Kiihe
und solche von Tieren mit Ovarzysten antworten auf GnRH meist nur mit einer sehr

geringen Hormonsekretion.

Zusammenfassung

HVL-Zellkulturen vom Rind zeigten eine zyklusabhingige Empfindlichkeit auf GnRH. Di
niedrigste GnRH-stimulierbare LH- und FSH-Sekretion wurde wihrend der Anbildungsphase des
Corpus luteum gemessen. In der Bliitephase des Gelbkorpers waren die durch GnRH freigesetzten
LH- und FSH-Mengen grosser und sie stiegen in der Riickbildungsphase weiter an, um im Prodstrus
maximale Werte zu erreichen. Im Ostrus nahmen die durch GnRH freisetzbaren LH- und FSH-Kon-
zentrationen wieder ab.

Die HVL-Zellkulturen von trichtigen Kithen waren mit einer Ausnahme praktisch unempfind-
lich gegen GnRH.

Von 7 Kithen mit Ovarzysten sezernierten die HVL-Zellkulturen von 5 Tieren nach GnRH-Ap-
plikation nur wenig LH und FSH, dhnlich wie die Zellkulturen der Kithe der Gelbkorperanbildungs
phase. Von den restlichen 2 Zystenkithen wiesen die Zellkulturen der einen schon bei der kleinsten
GnRH-Dosierung eine ausgeprigte LH- und FSH-Sekretion auf, wihrend die Zellkulturen der ande-
ren Kuh zwar eine starke LH-, jedoch eine minimale FSH-Sekretion zeigten.

Auch das LH-/FSH-Verhiltnis dnderte sich wihrend des Zyklus. Es war in Zellkulturen vor
Kithen der Gelbkorperbliitephase am kleinsten und stieg dann zunehmend an. Das grosste LB/
FSH-Verhiltnis wurde im Ostrus gemessen. Anschliessend nahm es wieder ab. In Zellkulturen von
Kithen mit Ovarzysten war das LH-/FSH-Verhiltnis doppelt so gross wie in Zellkulturen von brit
stigen Tieren. ‘

Résumé

Les cultures de cellules hypophysaires ont montré une sensibilité au GnRH qui dépend du cycle

La sécrétion de LH et de FSH la plus basse qui réagisse encore au GnRH a été mesurée pendant ls
phase de constitution du corpus luteum. Pendant ’apogée du corpus luteum les quantités libérées_df
LH et de FSH étaient plus grandes et ont augmenté encore pendant la phase de régression pour attel”
dre leur maximum pendant le procestrus. Durant I’cestrus les concentrations de LH et de FSH réag¥
sant au GnRH ont diminué. .

- Les cultures hypophysaires de vaches gravides étaient 4 I'exception d’une vache pratiquement!™
sensibles au GnRH. )

De 7 vaches avec des kystes ovariens 5 ont donné des cultures de cellules hypophysaires quin? ot
libéré que peu de LH et de FSH, semblables aux cultures de cellules des vaches dans la phase constt"
tive du corpus luteum.

Des deux autres vaches, I'une a montré des cultures de cellules réagissant a la plus petite qufm
de GnRH par une sécrétion prononcée de LH et de FSH tandis que les cultures de cellules de 'aut®
vache ont montré une sécrétion prononcée de LH mais minime de FSH.

La relation entre le LH et le FSH a également changé pendant le cycle. Elle a marqué ub :
mum dans les cultures de cellules de vaches qui se trouvaient dans la phase d’apogée du corpus “I?m;
et a augmenté ensuite. Le maximum a été mesuré pendant 'cestrus. Ensuite la relation a de ot e‘}f
diminué. Dans les cultures de cellules de vaches avec des kystes ovariens la relation entre I Hel
FSH était deux fois plus grande que celle dans les cultures de cellules de vaches en chaleur:

tité

min®
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Riassunto

Culture cellulari della pituitaria anteriore (HVL) di bovino presentarono una sensibilita al
GnRH dipendente dal ciclo. La secrezione pit bassa di LH e FSH stimolata da GnRH venne misurata
durante la fase di formazione del corpo luteo. Nella fase florescente del corpo luteo le quantita di LH e
FSH messe in liberta per I’azione del GnRH erano pit grandi ed esse aumentarono ancora nella fase
involutiva in modo da raggiungere il livello massimo nel preestro. Nell’estro le concentrazioni dimi-
nuirono di nuovo.

Le culture cellulari HVL di vacche gravide rimasero insensibili al GnRH, con una eccezione.

Di 7 vacche con cisti ovariche le culture cellulari HVL di 5 animali presentarono una debole se-
crezione di LH e FSH dopo applicazione di GnRH, analogamente a quanto avvenne con le culture
cellulari di vacche in fase di formazione del corpo luteo. Per una delle due vacche con cisti ovariche, le
aulture cellulari presentarono gia con una debole somministrazione di GnRH una spiccata secrezione
diLH e FSH. Per contro le culture cellulari per la seconda vacca presentarono una forte secrezione di
LH ed una secrezione minima di FSH.

Anche il rapporto LH/FSH subi modificazioni durante il ciclo. Esso era pit basso nelle culture
cellulari di vacche nella fase florescente del corpo luteo per poi progressivamente salire. Il piu alto
rnpporto LH/FSH venne misurato durante I'estro. In seguito esso diminui. Nelle culture cellulari di
vacche con cisti ovariche il rapporto LH/FSH era doppio rispetto a quello in animali in calore.

Abstract

Anterior pituitary cell cultures of cows showed a cycle dependent sensitivity to GnRH. The
smallest GnRH-inducable LH and FSH secretions were measured during the initial phase of the cor-
pusluteum. During the blossom phase of the corpus luteum the GnRH-inducable LH and FSH secre-
tions were greater. They increased further during the regression phase of the corpus luteum to reach
maximal values in the proestrus stage. During the estrus the GnRH induced LH and FSH concentra-
tions decreased again.

5 The anterior pituitary cell cultures of pregnant cows were, with one exception, not sensitive to
nRH.

The cell cultures of 5 out of 7 cows with ovarian cysts secreted only small quantities of LH and
F$H following stimulation with GnRH, similarly to the anterior pituitary cell cultures of the cows in
theinitial phase of corpus luteum. From the remaining two cows with ovarian cysts the cell cultures of
the one cow showed a marked LH and FSH secretion already at the smallest GnRH concentration,
whereas the cell cultures of the second cow showed a strong LH-, but a minimal FSH secretion.

_ Theratio LH:FSH also changed during the estrus cycle. It was smallest in cell cultures of anterior
Pluitaries obtained from cows of the corpus luteum regression phase and increased linearly. The
¥eatestratio LH: FSH was measured during the estrus phase of the cycle. Thereafter it declined again.

In anterior pituitary cell cultures of cows with ovarian cysts the ratio LH:FSH was twice that
found in anterior pituitary cell cultures of estrous cows.
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