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Einleitung und Aufgabenstellung

1. Einleitung und Aufgabenstellung

Die hormonelle Regulation ist ein Modellbeispiel fiir das Prinzip biologischer Regel-

kreise. Beim Regelkreisprinzip erfolgt physiologisch eine Istwert-Sollwert-Anpassung.

In der hormonellen Regulation steuern die Hormone ihre eigene Sekretion auf dem
Wege der Ruckkopplung (Feedback). Dies setzt voraus, dald eine oder mehrere Schalt-
stellen existieren, die die Konzentrationen registrieren und entsprechend darauf
antworten. Diese Schaltzentralen kdnnen allerdings wiederum der Beeinflussung ande-
rer regulierend eingreifender Substanzen unterliegen. Bei hoher Konzentration eines
Hormons und bei negativer Riickkopplung kommt es zur Hemmung oder Verringerung
der Stimulation der Sekretion bzw. Produktion dieses Hormons. Die positive Ruck-
kopplung hat bei steigenden Konzentrationen eines Hormons eine weitere Stimulation
der Sekretion zur Folge. Dieser Vorgang ist jedoch nur physiologisch sinnvoll, wenn er
physiologisch auch wieder abgebrochen werden kann. Eine positiv riickkoppelnde Wir-
kung ist physiologischer Bestandteil der Ovulation. Bei diesen Vorgangen ist allerdings
auch zu beachten, daB die involvierten Schaltzentralen auch der Beeinflussung anderer,
regulierend eingreifender Faktoren unterliegen. Der zur Ovulation fihrende Regelkreis
beinhaltet die Hypothalamo-Hypophysére-Ovarielle Achse, an der vor allem die endo-
krin wirksamen Hormone GnRH aus den Neuronen des Hypothalamus, LH und FSH aus
den gonadotropen Zellen des Hypophysenvorderlappens und Estradiol-17(3 aus den
Granulosazellen der Follikel beteiligt sind (Ubersicht, Docke 1994b).

Die endokrine Kontrolle der Phase des Andstrus bei der als asaisonal und mon-
ostrisch eingestuften Haushundin ist noch weitgehend unklar. Zwar sind Veranderungen
in der Ostrogenkonzentration und der LH-Freisetzung gegen Ende des Anéstrus be-
schrieben worden, auch wurden verschiedene Behandlungsschemata den Anéstrus zu
beenden mit unterschiedlichem Erfolg angewandt, tber den eigentlichen Mechanismus
der Terminierung ist aber noch wenig bekannt. Dabei ist zu unterstellen, daf? als Schlis-
selereignis die Wiederherstellung der positiv-riickkoppelnden Wirkung von Estra-
diol-17B anzusehen ist. Die Uberpriifung des positiven Feedbackmechanismus von
Estradiol-17f3 erscheint also ein geeigneter Parameter zu sein, um den Funktionszustand

des Hypothalamus-Hypophysen-Gonadensystems zu tberprifen.
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Aufgabe und Ziel dieser Arbeit war es, durch exogene Estradiolgaben und die Messung
von Luteinisierendem Hormon im peripheren Plasma die Antwortbereitschaft des Hy-
pothalamus auf die positiv-riickkoppelnde Wirkung von Estradiol-173 bei der andstri-
schen Hundin zu verifizieren und parallel dazu den Verlauf der endogenen Estra-

diolsekretion zu erfassen.

2. Literaturibersicht
2.1.  Die riickkoppelnde Wirkung von Ostrogenen
2.1.1. Allgemeines

Nach derzeitigem Kenntnisstand ergibt sich speziestibergreifend fur den Hund das in
Abb. 1 gezeigte Schema der neuroendokrinen Regulation der Sexualfunktion, wobei auf

die beim Hund bestehenden Besonderheiten in Kapitel 2.3 eingegangen wird.

Bereits 1932 beschrieb Hohlweg den zuerst hemmenden (negativ riickkoppelnden)
und den sich anschlieRenden fordernden (positiv riickkoppelnden) Effekt von Keimdri-
senhormonen (Estradiol-17@) auf die hormonelle Sekretion des Hypophysenvorder-
lappens (Freisetzung von LH) unter Zwischenschaltung des Zentralnervensystems (Hy-
pothalamus). Aufgrund dessen wird diese positive Rickkopplung in der deutsch-
sprachigen Literatur auch Hohlweg-Effekt genannt. Als anatomische Schaltstellen sind
daran beteiligt: der Hypophysenvorderlappen als Ort der LH-Synthese und —Sekretion,
die Ubergeordneten Neurone des Hypothalamus als Synthese- und Sekretionsort von
GnRH, sowie vor allem die Estradiol-17[3 sezernierenden Granulosazellen der reifenden
Follikel. Hypothalamus und Hypophyse sind durch den Hypophysenstiel und den in ihm
lokalisierten Portalkreislauf verbunden und werden als Hypothalamo—Hypophysare Ein-
heit bezeichnet. Der Einflu} von Estradiol auf beide Gehirnbereiche verursacht den zur
Ovulation fuhrenden LH-Peak (Krey et al. 1975).
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Abb. 1: Modell der hormonellen Interaktion des Hypothalamo-Hypophysen-Gonaden-

systems unter Berlcksichtigung der Besonderheiten beim Hund (Hoffmann
1999)
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2.1.2. Ontogenetische Entwicklung der positiv rickkoppelnden Wirkung von
Estradiol-17(3

Die positiv ruckkoppelnde Wirkung von Estradiol-173 kommt unter physiologischen
Umstanden bei ménnlichen Individuen nicht vor, da Androgene, die wahrend der sexu-
ellen Differenzierungsphase nicht in Ostrogene umgewandelt werden, fiir die Organisa-
tion des geschlechtsspezifischen mannlichen Rollenverhaltens verantwortlich sind
(Dorner et al. 1987).

Die kritische Periode der sexuellen endokrinen Differenzierung findet bei der Ratte in
den ersten Stunden bis zu 10 Tagen post partum und beim Schwein vor dem 90sten Tag
der Graviditat statt, wie durch Verabreichung von androgen-wirksamen Substanzen ge-
zeigt werden konnte. Bei weiblichen Tieren, die in diesem Entwicklungsstadium unter
Androgeneinflul} geraten, ist der positive Feedbackmechanismus von Estradiol-173
spater beeintrachtigt (Elsaesser und Parvizi 1979, Foxcroft et al. 1984, Corbier 1985,

Lira et al. 1986). Angaben uber die Situation beim Hund wurden nicht gefunden.

Die positiv riickkoppelnde Wirkung von Estradiol-17(3, die zur Freisetzung des pra-
ovulatorischen LH-Gipfels fihrt, ist ein fir die Ovulation und damit fir die Zyklizitat
notwendiger Vorgang und somit eine typisch weibliche Wirkung der Ostrogene, die sich
im Verlauf der Geschlechtsreife bis zur ersten Ovulation und damit dem Einsetzen des
ersten Zyklus entwickelt.

In Abb. 2 ist vereinfacht die neuroendokrine Regulation der Fortpflanzung bis zum Er-
reichen der Geschlechtsreife dargestellt. In dieser Phase wirkt das in nur geringen Men-

gen produzierte endogene Estradiol-17[3 vor allem negativ riickkoppelnd.
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Die negativ riickkoppelnde Wirkung von Estradiol-17(3 reift bereits in der fetalen Ent-
wicklung, wie fur das Lamm (zwischen 90 und 105 Tag der Graviditat) und das
Schwein gezeigt werden konnte (Gluckman et al. 1983). Die Auspragung des negativen
Feedback flhrt jedoch nicht zum Stillstand der gonadalen Entwicklung. Es werden
vielmehr weiterhin ausreichend ovarielle Steroide synthetisiert und ausgeschttet, wo-
durch z.B. das prapubertare Wachstum des Uterus bewirkt wird. Als Ostrogenquelle
sind die ovariellen Follikel anzusehen (aus Hoffmann 1999), fir die beim Kalb ab dem
Alter von zwei Wochen ein kontinuierliches, in Wellen ablaufendes Follikelwachstum

bis hin zum Tertidrfollikel beobachtet wurde (Evans et al. 1994a).

Mit Beginn der Pubertét ist ein deutlicher Anstieg der Sekretion der gonadotropen

Hormone - vor allem von LH - festzustellen, der sich bis zur ersten Ovulation fortsetzt.
Von Hohlweg (1932) wurde dieser VVorgang mit der Abnahme der Sensitivitat eines Se-
xualzentrums (Hypothalamus) auf die negativ riickkoppelnde Wirkung der gonadalen
Steroide begriindet, woraus der Begriff ,,Desensibilisierung“ abgeleitet wurde.
Day et al. (1987) fuhrten aus Untersuchungen beim Rind diesen Vorgang der Desensi-
bilisierung auf eine Abnahme der Konzentration von Bindungsstellen fir Estradiol am
Hypothalamus und/oder der Hypophyse zuriick. Die damit verbundene vermehrte Ver-
flgbarkeit von LH wird durch eine Erhéhung der LH-Pulsfrequenz und bedingt auch
durch eine Erhéhung der Pulsamplitude verursacht (Meijs-Roelofs et al. 1983, Huffman
et al. 1987, Dodson et al. 1988).

Bereits 12 Wochen vor der ersten Ovulation reagiert das Hypothalamus-Hypophysen-
system von Schafen auf die positiv riickkoppelnde Wirkung von Estradiol-17[3 ebenso
sensibel wie das ausgewachsener Tiere (Foster 1984, Meikle et al. 1998). Auch bei pré-
pubertdren Férsen (Alter: 28 Wochen) reagierte die Hypothalamo-Hypophysare Achse
bereits positiv auf Estradiol-173 (Swanson und McCarthy 1986), ohne daR allerdings
eine Ovulation erfolgte (Foster und Karsch 1975). Auf Grund dieser Beobachtung wird
daher eher eine unzureichende ovarielle Steroidhormonbiosynthese als eine verminderte
Sensitivitat des Hypothalamus auf die rickkoppelnde Wirkung von Estradiol-17(3 fur
die letzte Phase des anovulatorischen Zustandes vor Erreichen der Geschlechtsreife ver-
antwortlich gemacht (Foster und Karsch 1975, Foster 1984). Dies gilt allerdings nicht

flr alle Spezies, da beim Meerschweinchen erst ab dem Zeitraum, in dem normaler-
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weise die erste Ovulation erwartet wird, mit Estradiol-17(3 eine LH-Freisetzung stimu-
liert werden kann. Diese Einrichtung der positiven Riickkopplung zwischen dem 30sten
und 46sten Lebenstag ist mit einem Anstieg der Kapazitat der Hypothalamo-Hypophy-

séren Achse zur LH-Freisetzung, verbunden (Nass et al. 1984).

Das Einsetzen der Pubertét unterliegt vielféaltigen Einfluifaktoren zu denen unter an-
derem der Erndhrungszustand, saisonale Faktoren und soziale Strukturen gezahlt wer-
den, aber auch eine endokrine Beeinflussung durch extrahypothalamische Bereiche zu

denen z.B. die endogenen Opioide gehdren kénnen.

Ein Vergleich mit den endokrinen Veranderungen beim Ubergang vom Andstrus in

die Zuchtsaison wird im Kapitel 2.3.2.4 vorgenommen.

Eine Wirkung endogener Opioide auf die LH-Sekretion wahrend der prépubertaren

Phase beim Schwein konnte Barb et al. (1988) nicht nachweisen.

2.1.3. Interaktion endogener Opioide mit der Hypothalamus-Hypophysen-

Gonaden Achse

Von den vielen endogenen Opioidpeptiden, die bisher beschrieben wurden, sollen
hier nur diejenigen erwahnt werden, bei denen Hinweise bestehen, dal} sie an der Regu-
lation der positiv riickkoppelnden Wirkung von Estradiol-17(3 und der Terminierung des

Angstrus beteiligt sind.

Endogene Opioide sind Peptidhormone. Durch den Nachweis der Expression der
MRNA fir die Prékursoren Pra-Proopiomelanocortin und Pra-Proenkephalin A und B
konnten weite Bereiche des ZNS, Kerngebiete des Hypothalamus und in mit diesem Be-
reich in Kontakt stehende Neuronen sowie die Hypophyse und die Gonaden als
opioidproduzierende Gewebe identifiziert werden (Douglass et al. 1987, Harlan et al.
1987, Hammer et al 1994, Hurt 1996, Mann et al. 1997, Merchenthaler et al 1997). Im
Hypothalamus, vor allem im ventromediale Nucleus und im Nucleus arcuatus, stimuliert
Estradiol-173 die mRNA Expression (Priest et al. 1995). Durch Spaltung von
Pré-Proopiomelanocortin entstent neben anderen hormonell aktiven Substanzen

B-Endorphin und aus Pr&-Proenkephalin entstehen die verschiedenen Enkephaline.
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Die Rezeptoren fur Opioide sind die sogenannten p (mii), k (kappa) und o (delta) — Re-
zeptoren. An den p-Rezeptoren bindet auch der Opioidantagonist Naloxon (Parvizi
1994). Opioidrezeptoren finden sich in zahlreichen Geweben, wie z.B. dem Intesti-
naltrakt (De Luca und Coupar 1996), dem Herzmuskel (Wong et al. 1995), dem Uterus
und der Plazenta (Zhu und Pintar 1998), den Granulosazellen der Follikel, den
Lutealzellen der Corpora Lutea (Hamada et al. 1995), im préoptischen Bereich, im me-
diobasalen Hypothalamus (Shen et al. 1995), im Corpus striatum (Martini et al. 1989),
im Hippocampus und im Thalamus (Weiland und Wise 1990).

Die lokale Konzentration endogener Opioide in den verschiedenen Gehirnregionen un-
terliegt unter anderem der Beeinflussung steroidaler Hormone. Estradiol-17[3 steigert bei
weiblichen Ratten die B-Endorphinkonzentrationen in der Hypophyse wahrend Andro-
gene zu einer Senkung der Konzentrationen fiihren. Daraus wurde gefolgert, dal

B-Endorphin das Ziel von gonadalen Feedback Signalen ist (Genazzani et al. 1990).

Beim Hund konnte bisher im Hypophysenvorderlappen ausschlie3lich B-Endorphin
nachgewiesen werden, im Zwischenlappen der Hypophyse finden sich betréchtliche
Mengen von N-acetyliertem und C-Terminal verkirzten Formen von 3-Endorphin

(Young und Kemppainen 1994).

Ebenso wie die Opioidkonzentrationen unterliegen auch Konzentration und Affinitat
von Opioidrezeptoren steroidalen Wirkungen. Progesteron senkt den Gehalt an p-Re-
zeptoren im praoptischen Bereich des Schafes ohne dabei die Affinitat zu andern. Im
mediobasalen Hypothalamus senkt Progesteron - ebenso wie Estradiol-17f3 - die Affini-
tat der o-Rezeptoren bei gleichzeitiger Steigerung der Bindungskapazitat (Shen et al.
1995). Weiter konnte beim Schaf gezeigt werden, daR sich wéhrend des Zyklus das
Verhaltnis der & zu den p-Rezeptoren verdndert, ohne daR sich dabei die Gesamtzahl
der Opioidrezeptoren verandert; so ist das Verhaltnis o : i Rezeptoren im praoptischen
Bereich am hochsten in der Lutealphase. Im mediobasalen Hypothalamus steigt wéhrend
der Follikelphase sowohl die Zahl der & als auch der p- Rezeptor-Subtypen.
K-Rezeptoren sind unbeeinfluBt vom Zyklusstadium und von Steroidhormongaben
(Thom et al. 1996). Ebenso wie beim Schaf verstérkt Estradiol-17(3 auch bei der Ratte
die durch Progesteron hervorgerufene Absenkung der p-Rezeptoren im Hypothalamus

und im Corpus striatum, wie anhand der Abnahme der Bindungsstellen fur Naloxon ge-
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zeigt werden konnte (Martini et al. 1989). Die Autoren schlossen daraus, dal} die hy-
pothalamischen p-Rezeptoren an der positiv-riickkoppelnden und nicht an der negativ-

rickkoppelnden Regulation der LH-Sekretion beteiligt sind.

Neuere Untersuchungen beim Schaf zeigen, dal} ein direkter hemmender Einfluf} der
Opioide durch die Aktivierung der p-Rezeptoren (nicht der & und k-Rezeptoren) auf die
GnRH-Sekretion zu beobachten ist, die soweit geht, dal3 die durch Estradiol-173 indu-
zierte GnRH/LH Freisetzung gehemmt wird, gleichzeitig ist eine Steigerung der Prolak-
tinsekretion festzustellen. Dies setzt allerdings voraus, dal3 eine ausreichende Kon-
zentration der Opioide in den entsprechenden Gehirnregionen erreicht wird (Walsh und
Clarke 1996). Beim Schwein und Affen hemmen Opioide die tonische und pulsatile
Gonadotropinsekretion, vor allem wahrend der Luteal- und spéten Follikelphase, wahr-
scheinlich durch Wirkung an suprahypophysarer Stelle in der medianen Eminenz des
Hypophysenstils. Die Wirkung ist durch Naloxon aufzuheben, ebenso wie Naloxon die
GnRH-Freisetzung aus dieser Region nach priming mit Estradiol-17(3 erhdht (Ferin et
al. 1982, Brooks et al.1986b, Horton et al. 1989, Okrasa et al. 1992). Wird Morphin
uber einen langeren Zeitraum verabreicht (4 Tage) verstarkt sich die negative und die
sich anschlieende positive riickkoppelnde Wirkung von Estradiol-17f3 auf die LH-
Sekretion bei Ratten und verlegt den Zeitpunkt des Beginns der provozierten LH-Frei-
setzung vor. Aus diesen Untersuchungsergebnissen schlossen Gabriel et al. (1987), dal}
dem opioiden System eine bedeutende stimulierende Rolle beim Wechsel der Estra-
diol-17f Wirkung vom negativen zum positiven Feedback zukommt. Auch Walsh und
Clarke (1998) schlossen aus ihren Untersuchungen beim Schaf ber die Lokalisation
opioider Wirkungen auf die GnRH-Ausschittung, dal die Aufhebung der Hemmung der
an die p-Rezeptoren bindende Opioide direkt fur den préovulatorischen GnRH/LH Peak

verantwortlich ist.

Opioide, vor allem B-Endorphin, stehen in direktem Zusammenhang mit dem Lakta-
tionsandstrus. Unmittelbar nach der Geburt steigt die LH-Sekretion zwar an, wird dann
aber durch zentral im Hypothalamus wirkende Opioide wahrend der Laktation gehemmt
(Quesnel und Prunier 1995). Hypothalamisches B-Endorphin, beim Schaf und Schwein
auf den Stimulus des Sdugens ausgeschuttet, reduziert die GnRH-Freisetzung und fol-

gend die hypophysére Gonadotropinsekretion (Barb et al. 1986, Gordon et al. 1987);
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so zeigt sich nach Anwendung des Opioidantagonisten Naloxon wahrend der Laktation
eine Erhohung der LH-Sekretion (Barb et al. 1986).

Neben der Beteiligung an der Regulation des Laktationsandstrus sind endogene Opioide
auch an der Regulation der saisonalen Fortpflanzung beim Pferd beteiligt. Im letzten
Teil der anovulatorischen Saison ist eine tonische opioid bedingte Hemmung der LH-
Freisetzung bei Stuten vorhanden (Aurich et al. 1994). Beim Schaf hingegen ist es nicht
mdoglich wahrend des saisonalen Andstrus die positiv rickkoppelnde Wirkung von
Estradiol mit Opioiden oder Opioidantagonisten zu beeinflussen (Horton und Clarke
1988). Die steigende negative Feedback-Wirkung von Estradiol-17(3 im Andstrus der
Schafe wird nicht tiber Opioide vermittelt (Brooks et al. 1986a).

2.1.4. Gonadotropin Releasing Hormon (GnRH) - Hormon des Hypothalamus
2.1.4.1. Herkunft

Die Beobachtung, dal? ein sehr gut ausgepréagtes GefaRsystem zwischen Hypothala-
mus und Hypophyse existiert, fiihrte zu der Annahme, dal} die Signaltbermittlung zwi-
schen Hypothalamus und Hypophyse tber neurohumorale Wege erfolgt. Aus der Tat-
sache, dal} die gonadale Funktion bei hypophysektomierten Tieren (Ratten) erhalten
bleibt, wenn Anteile der Hypophyse in die hypophysaren Portalgefalie transplantiert
werden, lieBen den funktionellen Zusammenhang zwischen Hypothalamus-Hypophysen-

Gonaden erkennen. (aus Fink 1988).

1965 berichteten Endrdczi und Hilliard, da Extrakte aus der medianen Eminenz des
hinteren Hypothalmus, der mesencephalen reticuldren Formation und der zentralen
grauen Substanz, dem vorderen Hypothalamus und dem amygdaloiden Komplex des
Kaninchen- und Hundegehirns die Sekretion von LH steigern. Yamashita zeigte 1966
bei Untersuchungen am Riden, dal} die Sekretion der 17-Ketosteroide in der V. testicu-
laris nach parenteraler VVerabreichung von Extrakten der medianen Eminenz des Hypo-
physenstils stimuliert werden kann. Dies ist nach der Entfernung der Hypophyse nicht
mehr moglich. Der Autor schlofR daraus, dal’ die Wirkung dieser Extrakte auf die Gona-

den von dem Vorhandensein der Hypophyse abhéangig ist.

Als der dieser Regulation zugrunde liegende Wirkstoff wurde GnRH (Synonym fir

10
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LH-RH = Luteinising Hormone Releasing Hormone oder LH-RF Luteinising Hormone
Releasing Factor) identifiziert. Bei GnRH handelt es sich um ein Dekapeptid aus dem
Hypothalamus mit einer bei Sdugetieren einheitlichen Aminosauresequenz [(pyro)Glu-
His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Arg-Pro-Gly-NH,] wie sie erstmals von Schally et al. (1971a)
beim Schwein und spéter von anderen Autoren bei anderen Tierarten beschrieben wurde
(Amoss et al. 1971, Schally et al. 1971b, Guillemin und Burgus 1972, Burgus et al.
1972).

2.1.4.2. Sekretion

Die Sekretion von GnRH erfolgt nicht kontinuierlich sondern in Pulsen, die gekenn-
zeichnet sind durch Dauer, Amplitude und Frequenz. Die Messung der GnRH - Sekretion
erfolgte bisher entweder direkt im Portalvenenblut oder in der Cerebrospinalfllssigkeit
oder indirekt Gber die Wirkung auf das Hypophysen - Gonadensystem durch Messung
der Hormone LH, Estradiol-17(3 und Progesteron, wobei in diesen Fallen aus dem Se-
kretionsmuster dieser Hormone Rickschlisse auf die GnRH - Sekretion gezogen

wurden.

Fur die Wirkung von GnRH, insbesondere im Hinblick auf den durch Estradiol-17(3
ausgelosten LH-Peak, ist vor allem die Pulsfrequenz und nicht so sehr die Pulsamplitude
von Bedeutung. Die basale LH-Sekretion ist bei Verdoppelung der GnRH-Pulsfrequenz
deutlich erhoht, wie Versuche an Schafen mit durchtrenntem Hypophysenstiel zeigten;
eine Verdoppelung der GnRH-Amplitude hatte eine im Vergleich geringere Wirkung
(Clarke et al. 1989). Die LH-Pulsamplitude zeigt eine positive Korrelation mit der aus-
I6senden GnRH-Pulsamplitude (Britt et al. 1991, Concannon et al. 1997) und eine ne-
gative mit der GnRH-Pulsfrequenz (Clarke und Cummins 1985a).

Die, eine Ovulation auslésende GnRH-Sekretion folgt, wie Untersuchungen beim
Schaf (Portalvenenblut), der Ziege (Messung von LH, Estradiol-17 und Progesteron),
dem Affen (Cerebrospinalflissigkeit), der Frau (Messung von LH, Estradiol-173 und
Progesteron) und dem Rind (Cerebrospinalflissigkeit) gezeigt haben, einem typischen
Signalmuster. Dieses zeigt eine niedrigen Pulsfrequenz wahrend der Lutealphase, die

wéhrend der Follikelphase bei gleichzeitiger Abnahme der Pulsamplitude ansteigt; ein

11
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deutlicher GnRH-Gipfel zeigt sich unmittelbar vor dem préovulatorischen LH-Peak,
wobei direkte quantitative Beziehungen zwischen der freigesetzten Menge GnRH und
dem LH-Gipfel bestehen (Reame et al. 1984, Clarke et al. 1987, Clarke et al. 1989, Mo-
enter et al. 1991, Barrell et al. 1992, Xia et al. 1992, Evans et al. 1994b, Clarke 1995,
Evans et al. 1995a, Tanaka et al. 1995, Gazal et al. 1998). Allerdings wurde in Versu-
chen bei hypophysektomierten Schafen gezeigt, dal auch eine erhohte basale GnRH-
Ausschittung die fir den LH-Peak wichtige pulsatile GnRH-Sekretion weitgehend er-
setzen kann (Phillips et al. 1990).

Der LH-Peak endet, obwohl die GnRH- Sekretion noch nicht wieder auf Basalniveau
abgefallen ist. (Reame et al. 1984, Clarke et al. 1987, Clarke et al. 1989, Moenter et al
1990, Moenter et al. 1991, Barrell et al. 1992, Xia et al. 1992, Clarke 1995, Tanaka et al.
1995). Eine Unterbrechung der GnRH-Zufuhr wahrend des praovulatorischen LH-Peaks
fihrt zum Absinken der LH-Konzentration im Plasma auf Basalniveau (Evans et al.
1996).

Die GnRH-Sekretion zeigt bei vielen Spezies saisonale Unterschiede. So ist die
GnRH-Pulsfrequenz beim Schaf im Andstrus niedriger als wéhrend der Decksaison
(Clarke 1988, Barell et al. 1992). Ahnliche Veranderungen sind beim Hund am Ende
des Andstrus zu messen. Im spaten Angstrus und im spéten Prodstrus werden signifikant
hohere Mengen ausgeschdttet, als zu den dbrigen Zyklusstadien. Da die freigesetzte
GnRH-Menge positiv mit den gemessenen LH-Konzentrationen im Plasma korreliert,
schlossen Tani et al. (1996), dal? die freigesetzte GnRH-Menge wahrend des Andstrus
des Hundes steigt und die Hypophyse fahig ist, mit entsprechenden LH-Sekretionen zu

reagieren.

Untersuchungen bei der Stute zeigten keine Verénderung der Konzentrationen von
GnRH im Hypothalamus sowie des GnRH-Rezeptorgehaltes der Hypophyse vom
Anostrus bis zur Zuchtsaison; trotzdem steigt die Sensitivitat der gonadotropen Zellen
auf GnRH gegen Ende des Andstrus an. Dieses ist eventuell durch die erhéhte Sensiti-
vitat der dem Rezeptor nachgeschalteten VVorgange bedingt (Silvia et al. 1986, Silvia et
al. 1987).

12
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GnRH kann uber einen ,,short” oder “ultrashort loop negative Feedback” die eigene
Sekretion hemmen, d.h GnRH reguliert Gber diesen Mechanismus seine Konzentra-
tionen im Portalvenenkreislauf und damit auch die LH-Sekretion aus der Hypophyse,
wie Untersuchungen an Schafen unter Verwendung eines GnRH-Antagonisten gezeigt
haben. Infolge der Gabe des Antagonisten erhéhte sich die Frequenz, die Amplitude und

die basale Konzentration der GnRH-Ausschuttung (Padmanabhan et al. 1995).

2.1.4.3. Bindung und Wirkung an der Hypophyse

GnRH bindet an spezifische membranstandige GnRH-Rezeptoren des Hypophysen-
vorderlappens. Die GnRH-Rezeptorkonzentration in den gonadotropen Zellen wird von
GnRH, wenn in physiologischen Mustern ausgeschuttet, und von Estradiol-17[3 gestei-
gert. GnRH hat im Gegensatz zu Estradiol-173 keinen Einflu auf die Expression des
GnRH Rezeptor Gens, wie der Nachweis von GnRH-Rezeptor mRNA unter EinfluB von
Estradiol-17f3 und GnRH beim Schaf gezeigt haben (Clarke et al. 1988, Turzillo et al.
1995). Nach Bindung an seinem Rezeptor reguliert GnRH die Genexpression der FSH-
und LHB-Untereinheit und der gemeinsamen a-Untereinheit (Hamernik und Nett 1988,
Mercer et al. 1988) und ist somit fiir die LH- und FSH-Konzentrationen in der Hypo-
physe verantwortlich. GnRH férdert demzufolge auch gleichzeitig die Sekretion von LH
und FSH (Adams und Adams 1986, Garza et al. 1986, Porter et al. 1997). Infolge dessen
flhrt aktive Immunisierung gegen GnRH zum Ausbleiben jeglicher zyklischer Aktivitét,
wie Untersuchungen am Schwein, Rind, Schaf und der Stute gezeigt haben (Esbenshade
und Britt 1985, Garza et al. 1986, Bishop et al. 1996, Brown et al. 1995).

2.1.5. Gonadotropine

2.1.5.1. Luteinisierendes Hormon (LH) und Follikelstimulierendes Hormon (FSH)

LH und FSH sind Glykoproteine die in der Adenohypophyse (Hypophysenvorderlap-
pen) gebildet werden. Beide Hormone bestehen aus einer a- und einer B-Untereinheit.
Die a-Untereinheit wird von nur einem Gen codiert und ist ab der fetalen Periode im
Hypophysenvorderlappen standig in héheren Konzentrationen vorhanden.

Die B-Untereinheiten bilden den hormonspezifischen Anteil von LH und FSH, ebenso

wie die der a-Untereinheit angelagerten Kohlehydrate (D6cke 1994c).

13
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Die LH- und FSH-Produktion ist in der Pars distalis und der Pars tuberalis der Hypo-
physe lokalisiert, wobei beim Hund die Anzahl der LH produzierenden Zellen um 1,5 %
hoher ist als die der FSH produzierenden. Auch scheint es Zellen zu geben, die sowohl
LH als auch FSH produzieren. Die Anzahl der gonadotropen Zellen in der Pars distalis
ist bei erwachsenen ménnlichen Hunden niedriger als bei weiblichen Tieren im Ands-
trus (El-Etreby und Fath-EI-Bab 1977). Im Zusammenhang mit dem praovulatorischen
LH-Peak des Hundes fallen die hypophysaren LH-Konzentrationen steil vom Prodstrus
zum Tag 2 des Didstrus ab und werden erst allmahlich wéhrend des Didstrus wieder
aufgefillt (Fernandes et al. 1987).

LH hemmt indirekt durch Unterdriickung der GnRH-Sekretion auf der Ebene des
Hypothalamus oder héherer Zentren die eigene Sekretion: dies konnte durch Gabe von
humanem Choriongonadotropin (hCG), ein vom Chorion der menschlichen Plazenta
produzierten Gonadotropin mit LH-Wirkung, an Sauen gezeigt werden. hCG hemmt den
durch Estradiol-17 induzierten LH-Peak; dieser Vorgang kann durch GnRH-Gaben
aufgehoben werden (Ziecik et al. 1988).

LH wird, wie bei anderen Sdugetierarten (Rind, Schwein, und Pferd), auch beim Ri-
den und der Hindin wéhrend der einzelnen Zyklusphasen pulsatil ausgeschiittet (Jeff-
coate 1993; Ginzel Apel 1994; Hoffmann et al. 1996). Es besteht eine direkte Bezie-
hung zwischen der LH-Pulsamplitude und der Menge des freigesetzten LH‘s aus der
Hypophyse (Clarke und Cummins 1985a, Clarke et al. 1987).

Die Anderung der LH-Pulsfrequenz ist ein wichtiger Faktor bei der Wiederaufnahme

zyklischer Aktivitat nach der Anostrusphase, wie Untersuchungen unter anderem bei
azyklischen Rindern gezeigt haben. Es mul} eine minimale Schwelle der endogenen LH-
Pulsfrequenz (berschritten werden, damit Estradiol-17f3 seine stimulierende positiv
rickkoppelnde Wirkung entfalten kann (Schallenberger et al. 1985a).
So ist auch das Sekretionsmuster von LH wéhrend des Andstrus des Hundes nicht kon-
stant. Die LH-Pulsfrequenz, gemessen wahrend hochfrequenter Blutentnahme zu defi-
nierten Zeitpunkten des Andstrus, steigt ebenso wie die LH-Ausschittung, dargestellt
durch die Area Under Curve (AUC), im Verlaufe des Andstrus (Hoffmann et al. 1996,
Riesenbeck 1997).

14
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LH kann, von auflen zugefuhrt, den Anoéstrus der Hindin beenden und einen fertilen
Ostrus auslésen. Der Andstrus der Hiindin scheint nach Untersuchungsergebnissen von
Verstegen et al. (1997) unter anderem auf eine unzureichende LH-Sekretion zurtickzu-
fihren zu sein. Hoffmann et al. (1996) und Riesenbeck (1997) konnten allerdings zei-
gen, dal’ - individuell unterschiedlich - die LH-Sekretion schon ab Mitte des Andstrus

ansteigen kann und dal dieser Zustand bis zum Ende des Andstrus gehalten wird.

LH und FSH stimulieren die Steroidbiosynthese in den Zellkompartimenten der
Follikel. LH kontrolliert tber die Aktivierung der cytochrom P450 side-chain-cleavage
(P450 scc) die De-novo-synthese von Pregnenolon und damit von Progesteron in den
Theka- und Granulosazellen aus Cholesterol, sowie - beschrankt auf die Thekazellen -
uber die 17a-Hydroxylase-C17,20-Lyase die Synthese von Androgenen (Androsten-
dion). FSH fordert Gber die Aktivierung der P450-Aromatase vor allem die Synthese
von Estradiol-17(3 und Uber die Regulierung der Verfligbarkeit von P450-scc die pré-
ovulatorische Synthese von Pregnenolon und Progesteron in den Granulosazellen. FSH
stimuliert nachweislich das Follikelwachstum ab dem Stadium des Tertiarfollikels (aus
Hoffmann 1999).

Die pulsatile LH-Sekretion vor dem praovulatorischen LH-Peak fordert die Reifung des
antralen Follikels bis zum sprungreifen Follikel (McNatty et al. 1981). Der préovulatori-
sche LH-Anstieg ist der ovulationsauslésende Faktor im Zyklus. Zeitlich erfolgt die
Ovulation tierartspezifisch vor erreichen von LH-Maximalwerten (Pferd) unmittelbar

danach (Wiederk&uer) oder, wie beim Hund, erst 2 Tage spéter.

2.1.5.1. Prolaktin

Prolaktin (synonym laktotropes- , luteotropes Hormon) ist ein Proteohormon mit ei-
ner tierartspezifischen Anzahl von Aminosduren, z.B. 199 beim Schwein und 198 bei
Wiederkduern. Die Synthese findet vor allem in den laktotropen Zellen der Pars distalis
des Hypophysenvorderlappens statt. Ostrogene, Ca™*-lonen, TRH (Thyrotropin releasing
Hormone) und cAMP férdern und Dopamin hemmt die Expression des Prolaktin codie-

renden Gens (aus Docke 1994a).

Die Wirkungen von Prolaktin sind vielféltig. VVor allem bei Nagetieren, aber auch bei
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Schwein und Schaf, wirkt Prolaktin - abh&ngig von der Lutealphase - luteotrop (aus D6-
cke 1994a).

Beim Hund ist Prolaktin - neben LH - vor allem in der zweiten Hélfte der Lutealphase
der eigentliche luteotrope Faktor. So fiihrt die Verabreichung eines die Prolaktinsekre-
tion hemmenden Dopaminagonisten zur Absenkung der Progesteronsekretion als Zei-
chen der lutealen Regression (Okkens.und Beves 1990). Onclin und Verstegen (1997a)
zeigten, dal’ dies durch exogene Prolaktingaben verhindert werden kann. Diese Ergeb-
nisse zeigen, dal eine direkte Wirkung von Dopamin am Corpus luteum ausgeschlossen

werden kann.

Neben der Stimulierung der Laktogenese wahrend der Laktation wird flr Prolaktin
und das dopaminerge System vor allem auch eine Bedeutung in der Regulation des

Anostrus diskutiert wie in Kap. 2.3.2.4.1 dargelegt wird.

2.1.6. Rolle von Hormonen ovariellen Ursprungs

Zu den Hormonen ovariellen Ursprungs, die an der Regulation der ovulationsauslo-

senden LH-Peaks beteiligt sind, gehtren Estradiol-17[3 und Progesteron.

2.1.6.1. Ostrogene

2.1.6.1.1. Herkunft

Beim nicht graviden, zyklischen Tier sind die Granulosazellen der Follikel der wich-
tigste Syntheseort von Estradiol-173. Die Konzentrationen im peripheren Plasma sind
demnach stark von dem jeweiligen Zyklusstand abhangig. Abb. 3 zeigt den Verlauf von
Estradiol-173 bei der nichtgraviden Hindin. Daraus geht hervor, da beim Hund im
frihen und mittleren Andstrus nur sehr niedrige Konzentrationen an Estradiol-17f3 im
Plasma nachzuweisen sind, erst ca. einen Monat vor Beginn des Prodstrus steigt Estra-

diol-17p3 an (Jeffcoate 1993, Hoffmann et al. 1996).
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10 ng/ml
5 ng/ml

Pro- Ostrus Didstrus Andstrus
Ostrus

............... Estradiol-173
—— Progesteron

Abb. 3: Verlauf der Hormone Estradiol-17(3 und Progesteron im Zyklus der Hindin
(Hoffmann et al. 1999)

2.1.6.1.2. Wirkungen von Estradiol-173 am Hypothalamus-Hypophysensystem

Estradiol-17f3 verursacht im zeitlichen Ablauf zuerst eine Hemmung der LH-Sekre-
tion (negatives Feedback), gefolgt von einer Steigerung der LH-Ausschiittung (positives
Feedback), die zum die Ovulation auslésenden LH-Peak fiihrt.

Untersuchungen an verschiedenen Bereichen des ZNS haben die medialen praoptischen
und ventralen pramamillaren Kerne des Hypothalamus und die medialen amygdaloiden
Kerne des limbischen Systems als Zielorte 6strogener Wirkung identifiziert. Somit sind
weitreichende Gehirnregionen an der rickkoppelnden Wirkung beteiligt (Smollich und
Docke 1977). Caraty et al. (1995) grenzten diese Region auf den mediobasalen Hypo-
thalamus ein und differenzierten beim Schaf den ventromedialen Nukleus des Hypotha-
lamus als den Bereich, der fir die Auslésung des praovulatorischen GnRH-Peaks
verantwortlich ist, und den medialen praoptischen Bereich sowie eventuell den medi-
obasalen Hypothalamus als Bereiche der negativen Feedback-Wirkung. Caraty et al.
(1998) schlielen daraus, daf® unterschiedliche und eventuell unabhéngige neuronale
Zellpopulationen fur die negative und positive Feedback-Wirkung von Estradiol-17f3
verantwortlich sind. Petersen und Barraclough (1989) beschreiben bei der Ratte die me-
dialen préoptischen Kerne als Ort der positiven Feedback-Wirkung von Estradiol-17f3.
Diese Bereiche beeinflussen dann (ber die pulsatile GnRH-Sekretion die LH-Aus-

schuttung und nicht direkt Gber die Hypophyse. Allerdings konnte unter experimentellen
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Bedingung und unter der Voraussetzung, dal3 der Hypophysenvorderlappen durch kon-
stante GnRH-Pulse stimuliert wurde der prdovulatorische LH-Peak auch durch direkte
Einwirkung von Estradiol-17f auf den Hypophysenvorderlappen ausgeldst werden (Na-
kai et al. 1978, Wun und Thorneycroft 1987).

2.1.6.1.2.1. Steroidpriming und negativer Feedback

Die negative Rickkopplung (negatives Feedback) von Estradiol-17[3 bezeichnet den
Vorgang, in dem Estradiol-17f zur mefRbaren Hemmung der Ausschiittung der Hor-
mone GnRH und LH flhrt. Die tierartspezifisch unterschiedlich lang andauernde Hem-
mung der GnRH- und LH-Ausschittung ist unerlalich, um einen vollstdndigen LH-
Peak mit nachfolgender Ovulation auszultsen (Kesner et al. 1989).

In dieser Periode der negativ rickkoppelnden Wirkung findet das sogenannte Priming
durch die Steroidhormone Estradiol-173 und Progesteron statt. Als Priming bezeichnet
man die Wirkungen und Veranderungen, die diese Steroide auf das Hypothalamus—Hy-
pophysensystem ausuben. Dabei konnte gezeigt werden, dal3 das durch Estradiol-17(3
herbeigefuhrte ,,Priming“ deutlich weniger Zeit beansprucht als z.B. der Verlauf der

praovulatorischen Estradiolausschuttung (Johnston und Davidson 1979).

Eine dem Priming zugrunde liegende wesentliche Wirkung von Estradiol-17(3 ist die
Stimulation der Expression der eigenen Rezeptoren in verschiedenen Gehirnbereichen,
die Stimulation von GnRH-Rezeptoren in der Hypophyse, die Férderung der Synthese
von GnRH im Hypothalamus und der von LH in der Hypophyse.

Untersuchungen an ovarektomierten Schafen haben gezeigt, dal3 bereits 1 h nach Be-
handlung mit Estradiol-17(3 die Konzentrationen der nukledren Estradiol-173 Rezepto-
ren in der Hypophyse deutlich angestiegen waren (Clarke et al. 1982). Dal} Estra-
diol-173 diese Bildung seiner eigenen Rezeptoren stimuliert, konnte durch Unter-
suchungen mit Ostrogenantagonisten gezeigt werden, die eine Reduktion der Ostrogen-
rezeptorkonzentrationen in Hypophyse und Hypothalamus bewirkten (Schramm et al.
1991). Weiter wurde bei ovarektomierten Ratten gezeigt, dafl Estradiol-17f auch die
Konzentrationen nukleérer Estradiol-17(3 Rezeptoren im praoptischen Bereich und im

Hypothalamus auf Werte, wie sie in diesem Bereichen physiologischer Weise im Pro-
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ostrus gemessen werden, steigert (Krey und Parsons 1982, Ddcke et al. 1989). Die Do-
sisabhangigkeit der Wirkung von Estradiol-17(3 auf die Konzentration der eigenen
Rezeptoren ist in den verschiedenen Gehirnbereichen unterschiedlich; so wurde bei der
Ratte gezeigt, daB in der Hypophyse wesentlich geringere Estradiol-17[3 Konzentrationen
zu einer Erhohung der Ostrogenrezeptorkonzentration zu fiihrt als im praoptischen Be-

reich oder im mediobasalen Hypothalamus (Johnston und Davidson 1979).

Untersuchungen beim Schaf haben weiter gezeigt (Clarke et al. 1988), dalR wahrend
der Phase der negativ riickkoppelnden Wirkung von Estradiol-17[3 die ebenfalls durch
Estradiol-17(3 induzierte Steigerung der Anzahl der GnRH-Rezeptoren in der Hypo-
physe nicht mit einer Erhéhung der Antwortbereitschaft dieses Organs auf GnRH ein-
hergeht. In Ubereinstimmung damit ist die Beobachtung, daR beim Schwein Estra-
diol-17p3 die Antwort auf GnRH Uber 6 bis 12 Stunden blockiert, um die Ansammlung
von freisetzbarem LH zu steigern. Auch bei der Ratte und beim Schaf kann Estra-
diol-17p im Prodstrus die durch GnRH ausgeldste LH-Sekretion unterdriicken (Turgeon
und Waring 1981, Britt et al. 1991; Clarke 1995). Im Gegensatz dazu ist wahrend der
Phase der positiven Rickkopplung unter dem Einfluf3 von Estradiol-17(3 eine Steigerung
der Antwortbereitschaft der Hypophyse auf GnRH festzustellen (Nagahara et al.
1985).

Wahrend der Phase der negativ riickkoppelnden Wirkung von Estradiol-173 modu-
liert Estradiol-173 die GhnRH-mRNA Synthese (Rosie et al. 1990) und fuhrt zur 2,5 fa-
chen (mittlere praoptische Region) bis zur 40 fachen (laterale und dorsale Region des

Hypothalamus) Erhéhung der GnRH-Konzentrationen (Kumar et al. 1980).

Bezliglich der Verfligbarkeit von LH konnte beim Schaf gezeigt werden, dal} unter
physiologischen Bedingungen bis zu 5 Stunden nach Beginn des Ostrus ein Anstieg des
LH-Gehaltes im Hypophysenvorderlappen meRbar ist; die Expression der LH-mRNA
steigt bis zu 25 Stunden nach Ostrusbeginn (Landefeld et al. 1985). Unter experimen-
tellen Bedingungen, d.h. Ovarektomie und/oder Durchtrennung des Hypophysenstils zur
Ausschaltung ovarieller bzw. hypothalamischer Einflu3faktoren, ergaben sich allerdings
nach Behandlung mit Estradiol-17f zum Teil gegenteilige Befunde. So blieb die

LHB-mRNA Konzentration wahrend der negativ riickkoppelnden Phase bei Schafen
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konstant oder es kam nach Ergebnissen einer anderen Arbeitsgruppe zum mefbaren Ab-
fall der LHB-mRNA Konzentration. Der unter diesen Bedingungen gemessene, sich an-
schlieRende LH-Peak, hatte trotz niedriger LHB-mRNA Konzentrationen physiologische
Dimensionen. Im Falle eines Riickgangs der mRNA fir die LHB-Untereinheiten zeigte
sich, dal} dieser durch die Estradiol-17 bedingte Hemmung der GnRH-Sekretion verur-
sacht wird und durch GnRH-Gabe verhindert werden kann. All diese Veranderungen
laufen in sehr kurzen Zeitradumen ab (Schallenberger et al. 1985b, Karsch et al. 1987,
Kesner 1989, Britt et al. 1991, Richardson et al. 1992, Mercer et al. 1993).

Als ein priming Effekt ist auch zu verstehen, da — wie Thomas und Clarke (1997)
beim Schaf zeigen konnten — Estradiol-173 in den gonadotropen Zellen der Hypophyse
eine Verschiebung der LH enthaltenden Granula zur Plasmamembran induziert; dabei
ist die Verteilung der LH-Granula nicht polarisiert, sondern sie sind gleichmé&fig in der
Peripherie zu finden. Die Granula, die FSH enthalten, wandern nicht unter Estradiol-17(3
EinfluRi.

2.1.6.1.2.2. Positiver Feedback

Der LH-Peak ist nicht auf die Abschwéchung des negativen Feedbacks von Estra-
diol-17p auf einen die LH-Sekretion beeinflussenden hypothalamischen Pulsgenerator
zurtickzufuhren, sondern das Ergebnis einer positiven Feedback-Stimulation eines spe-
zifischen Generators (Kraeling et al. 1998).

So verhindert passive Immunisierung gegen Estradiol-17[3 den positiven Feedback auf
die LH-Sekretion, ohne dabei die LH-Basalkonzentrationen zu verdndern (Kaneko et al.
1995). Der Anstieg der Estradiol-17[3 Sekretion in der spaten Follikelphase l6st einen
plotzlichen GnRH-Peak aus, der zeitgleich oder unmittelbar vor dem préovulatorischen
LH-Peak auftritt. Der durch Estradiol-17 ausgeloste GnRH-Peak ist mit einer Erho-
hung der GnRH-Pulsamplitude und einer Steigerung der GnRH-Sekretion in den Inter-
pulsintervallen verbunden (Clarke und Cummins 1985b; Moenter et al. 1990, Britt et al.
1991, Clarke 1993; aus Caraty et al. 1995). Neuere, auf hochfrequenten Blutentnahmen
(< 2 Minuten) basierende Untersuchungen am Schaf weisen allerdings darauf hin, dal
der eigentliche GnRH-Peak eine kontinuierliche Sekretion zeigt, so daR Estradiol-17(3

die episodische GnRH-Sekretion in eine kontinuierliche umzuschalten scheint (Moenter
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etal. 1992; Evans et al.1995b).

Untersuchungen zur Regulation dieser Erhthten GnRH-Freisetzung durch Estradiol-17(3
weisen auf eine Modulation an den Neuronen des Hypothalamus hin. Estradiol-17f3 be-
einfludt die Konzentrationen des auf die GnRH-Sekretion hemmend wirkenden Neu-
rotransmitters y Aminobuttersdure (GABA) sowie die Konzentrationen der auf die
GnRH-Sekretion stimulierend wirkenden und hier als Neurotransmitter dienenden Ami-
nosauren Aspartat und Glutamat; vor und wéhrend der Zeit des durch Estradiol-17f3 in-
duzierten LH-Peaks ist ein deutlicher Abfall der préoptischen GABA-Freisetzung von
einer erhohten praoptischen Sekretion von Aspartat und Glutamat begleitet (Jarry et al.
1991; Jarry et al. 1992). Mel3bare Verdnderungen in der Sekretion dieser Neurotrans-
mitter sind nur im praoptischen hypothalamischen Bereich unmittelbar vor und wahrend
des LH-Peaks festzustellen, so daB Jarry et al. (1995) schlossen, dal3 Estradiol-17f3 in
diesem Bereich des Hypothalamus die GnRH-Sekretion ber die Beeinflussung der
Neurotransmitter steuert.

Weiterhin zeigte sich, daB in dieser Phase durch Ausschiittung einer anderen LH-Iso-
form eine hohere Affinitdt am Rezeptor erreicht wird und damit eine erhohte biologi-
sche Aktivitat auftritt. Dies zeigte sich in Untersuchungen, in denen Unterschiede
zwischen immunologischen und biologischen LH-Nachweisen auftraten (Marut et al.
1981, Alexander und Irvine 1982, Matteri et al. 1990, Pantke et al. 1991).

Auf zelluldrer Ebene stimuliert Estradiol-17f3 die LH-Sekretion durch die Steigerung
der cAMP-Synthese, ein VVorgang, der im Minutenzeitraum ablaufen kann (Kobayashi et
al. 1978).

2.1.6.2. Progesteron
2.1.6.2.1. Herkunft

Praovulatorisch wird Progesteron vor allem von den Granulosazellen der Follikel ge-
bildet (siehe Seite 15). Qualitativ ergeben sich jedoch deutliche tierartliche Unterschiede.

Bei den Hauss&ugetieren ist praktisch nur beim Hund ein daraus resultierender Anstieg

der Progesteronkonzentration im peripheren Plasma mef3bar.
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2.1.6.2.2. Rezeptorbindung von Progesteron und Wirkung am Hypothalamus-
Hypophysensystem

Progesteron bindet an spezifische Progesteronrezeptoren, die im ZNS unter anderem
im Hypophysenvorderlappen, im Hypothalamus und im cerebralen Cortex zu finden
sind (Camacho-Arroyo et al. 1996, Goldsmith et al. 1997, Camacho-Arroyo et al. 1998).
Progesteron wirkt vor allem hemmend auf die Ausschiittung von LH, bei der Ratte wur-
de aber auch eine positive Rickkopplung beschrieben. Zudem ist die Wirkung auf das
Hypothalamus-Hypopyhsensystem stark vom Zyklusstand und der jeweiligen Konzen-

tration von Estradiol-17f3 im Plasma abhéangig.

Bei immaturen und maturen Schafen hemmt Progesteron durch die Reduktion der
GnRH-Freisetzung den durch Ostrogene induzierten LH-Peak (Foster und Karsch 1975,
Goodman und Karsch 1980, Karsch et al. 1987, Kasa-Vubu et al. 1992). Die durch Pro-
gesteron bedingte Hemmung der LH-Sekretion setzt allerdings eine vorherige Estra-
diol-17p Behandlung voraus (Girmus und Wise 1991). Dies begriindet sich in der Estra-
diol-17p vermittelten Induktion der Expression der Progesteronrezeptor mRNA mit
nachfolgender Steigerung der Progesteronrezeptorkonzentrationen in verschiedenen Re-
gionen des Hypothalamus und des Hypophysenvorderlappens. Mit steigender Pro-
gesteronkonzentration werden wiederum die Estradiolrezeptoren im ventromedialen
Nukleus des Hypothalamus und die Progesteronrezeptoren im Hypophysenvorderlappen
herunter reguliert. Nachgewiesen wurde diese Induktion der Progesteronrezeptor-
synthese mit nachfolgender ,,down-Regulation” sowohl der Progesteron- als auch der
Estradiolrezeptoren bei Affen und Kaninchen (Camacho-Arroyo 1994, Bethea et al.
1996, Camacho-Arroyo et al. 1996). Weitere Untersuchungen haben gezeigt, dal die
wechselseitigen Auswirkungen von Estradiol-17 und Progesteron auf die jeweiligen
Rezeptoren in den verschieden Bereichen des Hypothalamus-Hypophysensystems nicht
einheitlich sondern sehr differenziert sind; danach spielt die jeweilige Lokalisation im
ZNS ebenso eine Rolle wie die Isoform des Progesteronrezeptors (Camp und Barra-
clough 1985, Bethea et al. 1996, Bethea und Widmann 1998). Im Zusammenspiel mit
Estradiol-17f3 reguliert Progesteron auf zellul&rer Ebene auch die Expression der GnRH-
MRNA, der a-Untereinheit der Gonadotropine sowie der LHB-Untereinheit. Aus diesem

Zusammenhang &Rt sich auch erkldren, dall Progesterongaben bei ovarektomierten
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Schafen mit durchtrennten Hypophysenstil (GnRH wird ersetzt) sowohl den negativen
als auch den positiven Feedback von Estradiol-173 verstarken kann (Clarke und Cum-
mins 1984).

Bei der Stute sinken wahrend der Zuchtsaison unter Progesteroneinwirkung die LH-
Konzentrationen im Plasma; in Kombination mit Estradiol-17f3 ist eine Verstarkung die-
ses Effektes festzustellen; im Andstrus zeigt sich dieser Effekt nicht, so dal® Garcia und
Ginther (1978) daraus schlossen, dal? ovarielle Steroide nicht an der Modulation der LH-
Sekretion im Andstrus beteiligt sind.

Bei Rind, Stute und Affe ist die negativ riickkoppelnde Wirkung von Progesteron nach-
weislich vom Zyklusstand abhéngig. So ist es bei diesen Tierarten nicht moglich, wéh-
rend der Lutealphase bei erhdhten Progesteronkonzentrationen im Plasma mit exogenem
Estradiol-17f3 einen LH-Peak auszuldsen (Short et al. 1979, Lundblad et al. 1980). Unter
der Voraussetzung, daR mit GnRH vorbehandelt wurde, steigert Progesteron bei der
Stute im tiefen Anostrus die basale FSH-Sekretion und stimuliert die Follikel-
entwicklung auch bei nicht mit GnRH behandelten Tieren; Evans und Irvine (1979)
schlossen daraus, dal} Progesteron eine Rolle in der Follikulogenese und dadurch indi-
rekt bei der Ovulation zukommt.

Progesteron scheint im Rahmen des Steroidprimings einen direkten Einfluf} auf das Hy-
pothalamus-Hypophysensystem zu haben und bei einigen Tierarten eine entscheidende
Rolle bei der Ausldsung des praovulatorischen LH-Peaks zu spielen. So zeigt die ovar-
ektomierte Hindin erst nach Vorbehandlung mit Progesteron eine durch Estradiol-17[3
ausgeloste, dem préovulatorischen LH-Peak &hnliche LH-Ausschittung (Concannon
1979a).

Vor allem bei der Ratte wird eine direkte positive Feedback-Wirkung wahrend des pra-
ovulatorischen LH-Peaks vermutet, da Estradiol-17f3 alleine die durch GnRH ausgeldste
LH-Sekretion unterdriickt, wohingegen Progesteron in Abwesenheit von Estradiol direkt

stimulierend auf die prodstrische Hypophyse wirkt (Turgeon und Waring 1981).

Progesteron hat beim Schaf, Meerschweinchen und der Ratte einen direkten Einfluf3
auf den Verhaltensostrus; beim Schaf zeigen nur mit Progesteron vorbehandelte Tiere
im Andstrus nach GnRH-Gabe einen vollstandigen Verhaltensostrus mit nachfolgender

normalen CL-Funktion; dabei ist die Auspragung des praovulatorischen LH-Peaks un-
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beeinflulit von der Vorbehandlung mit Progesteron (McLeod et al. 1982, Collado et al.
1985, Legan et al. 1985a, Delville und Blaustein 1991). Untersuchungen an der Ratte
haben gezeigt, dal} Progesteron die Adenylatcyklase aktiviert und die cCAMP-Synthese in
den Bereichen des ZNS stimuliert, die an der Auspragung des Verhaltensostrus beteiligt
sind (Collado et al. 1985). Delville und Blaustein (1991) lokaliesierten diesen Bereich

beim Meerschweinchen im ventro-lateralen Hypothalamus.

Histologisch kann man feststellen, dal unter chronischer Behandlung mit Progesteron

die sekretorische Aktivitat der gonadotropen Zellen bei der Hindin abnimmt (Attia und

Zayed 1979).

2.1.6.3. Inhibin

Hauptquelle von Inhibin sind groRe antrale Follikel. Die Inhibinwerte im Plasma stei-
gen in der Follikelphase mit dem Wachstum des dominanten Follikels an. Der Abfall
von Inhibin nach dem préovulatorischen LH-Peak ist verantwortlich fur einen zweiten
Anstieg von FSH. Das umgekehrte Verhéltnis von FSH und Inhibin steht im Einklang
mit der Beobachtung, dal’ Inhibin in die Feedback-Regulation von FSH einbezogen ist
(Findlay et al. 1990): Inhibin wirkt hemmend auf die FSH-Sekretion. Die Ausschaltung
von Estradiol-17 hat keine direkte Auswirkung auf die FSH-Sekretion, verstarkt aber
mittelbar die Wirkung von Inhibin.

Eine passive Immunisierung gegen Inhibin hat keine Auswirkung auf die positive Feed-

backwirkung von Estradiol-17(3 (Kaneko et al. 1995).
2.1.7. Weitere EinfluRfaktoren

Die GnRH- und LH-Sekretion wird von einigen weiteren Faktoren beeinfluBt. Beim
Hund verhindert Arginin-Vasopressin die GnRH induzierte Freisetzung von LH durch
direkten Angriff auf die vordere Hypophyse (YYamashita et al. 1979). Bei der Stute sti-
muliert eine Gabe von NMA (N-Methyl-DL-Aspartinsaure), einem Glutaminagonisten,
die Freisetzung von LH und FSH (Fitzgerald 1996).
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2.2. Effekte der Kastration

Nach Ovarektomie stehen die einzelnen Gehirnregionen nicht mehr unter dem regu-
lierenden EinfluR von Estradiol-17 und Progesteron. Infolge dessen steigt die Expres-
sion der LH[3- sowie der LHa-mRNA in der Hypophyse an (Abbot et al. 1988, Mercer
et al. 1988). Dies flihrt unter anderem bei der Hindin zu einem Anstieg der mittleren
Konzentrationen von LH und FSH im Plasma (Olson et al. 1992). In Verbindung damit
wurde auch ein Anstieg der Bindungsstellen fiir Naloxon im Hypothalamus beobachtet,

wie aus Untersuchungen bei der Ratte hervorgeht (Weiland und Wise 1990).

Diese Veranderungen haben auch Auswirkungen auf das Feedbackverhalten von
Estradiol: so ist das Ausmal} der GnRH-Antwort auf Estradiol-17(3 hoher bei intakten
als bei ovarektomierten Tieren (Xia et al. 1992).

Bei ovarektomierten Schafen flhrt Estradiol-17(3 zu einer typischen zweiphasigen Re-
aktion mit einer zunéchst auftretenden negativen Feedbackphase, gefolgt von einer po-
sitiven Feedback-Phase. Wéhrend der negativen Feedbackphase sind sowohl die Fre-

quenz als auch die Amplitude der GnRH-Pulse vermindert (Caraty et al. 1989).
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2.3.  Der Reproduktionszyklus der Hindin
2.3.1. Einteilung der Zyklusphasen

Der Zyklus der Hiindin wird in Prodstrus, Ostrus, Diostrus und Angstrus eingeteilt
(Feldmann und Nelson 1987). Der Prodstrus beginnt mit dem Erscheinen von blutigem
AusfluR aus der Rima Vulvae. Der Ostrus folgt mit Beginn der sexueller Akzeptanz des
Ruden. Die Dauer des Proostrus wird mit 3 bis 16 Tagen angegeben. Der sich anschlie-
Rende Ostrus dauert 4 bis 12 Tage. Mit dem AbbeiRen des Riiden durch die Hiindin und
dem Erscheinen neutrophiler Granulozyten im Abstrichbild endet der Ostrus. Der Di-
ostrus dauert bei der trachtigen Hundin 59 bis 65 Tage und wird durch die Geburt ter-
miniert, bei der nichttrdchtigen Hindin dauert er bis zu 90 Tage und endet, defini-
tionsgemaR, wenn die Progesteronkonzentration im peripheren Plasma unter 1 ng/ml
abgesunken ist. Bei der Hindin schlief3t sich nach dem Didstrus eine Phase individuell
unterschiedlicher L&nge an (15-265 Tage), in der eine weitgehende ,,Ovarruhe* zu beo-

bachten ist, der Andstrus (Ubersicht sieche Hoveler 1991).

2.3.2. Morphologische und hormonelle Veranderungen wéahrend der Zyklus-
phasen

2.3.2.1. Prodostrus

Zu Beginn des Prodstrus sind die Labien der Vulva geringgradig 6dematisiert und
blutiger AusfluB ist sichtbar. Im vaginalzytologischen Abstrich steigt mit fortschreiten-
dem Prodstrus die Anzahl der Intermediar- und Superfizialzellen, wogegen die Anzahl
der Basal- und Parabasalzellen abnimmt. Zum Ende des Prodstrus sind keine Basal- und
Parabasalzellen im Abstrich zu finden und die Vulva ist stark ddematisiert. Wahrend der
gesamten Zeit des Prodstrus sind Erythrozyten im Abstrich zu finden, die gegen Ende
des Prodstrus allerdings deutlich weniger werden. Vaginoskopisch sieht die Vaginal-
schleimhaut feucht und langsgefaltet aus. Im Ovar bilden sich bis zum Ende des Pro-
ostrus Grafsche Follikel mit einem Durchmesser von 6,9+0,7 mm an (Hayer et al. 1993,
Monniaux et al. 1997).

Hormonell ist der Prodstrus durch einen Anstieg der Estradiol-17(3 Konzentrationen auf
Werte bis zu ca. 90 pg/ml Plasma gekennzeichnet; danach ist gegen Ende des Prodstrus

ein rascher Abfall auf Basalwerte um 10 — 20 pg/ml festzustellen (Jones 1973; Hoff-
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mann et al. 1992). Progesteron bleibt bis kurz vor Ende des Prodstrus auf Werten unter
1 ng/ml Plasma und steigt im Ubergang zum Ostrus auf Werte Gber 1 ng/ml Plasma an.
Die basale Ausschiittung des Luteinisierenden Hormons ist, bedingt durch die Hem-
mung der erhohten Estradiolkonzentrationen, wahrend des ProOstrus gering, die
Sekretion ist aber auch im Prodstrus pulsatil (Concannon 1993, Hoffmann et al. 1996,
Riesenbeck 1997). Die FSH-Sekretion ist im Prodstrus am niedrigsten (Olson et al.
1982b, Concannon 1993), eventuell bedingt durch die negative riickkoppelnde Wirkung
von im Prodstrus vermehrt ausgeschiittetem Inhibin (gebildet in den Granulosazellen der
Follikel) und Estradiol-17[3.

Im Prodstrus steigt die Anzahl prolaktinproduzierender Zellen in der Hypophyse, aber
ohne parallele Steigerung der sekretorischen Aktivitat. Gleichzeitig sind die LH und
FSH produzierenden Zellen hypertrophiert, sie zeigen als Zeichen erhéhter sekretori-
scher Aktivitat grofRe vesikuldre Nuclei und ein vermehrtes Auftreten von Golgi-

apparaten (Attia 1989).

2.3.2.2. Ostrus

Die Labien der Vulva sind stark ddematisiert und von teigiger Konsistenz,. blutiger
Ausflu ist meist nicht mehr sichtbar. Im Abstrich finden sich vor allem kernlose ver-
hornte Superfizialzellen, die sich unter Progesteroneinful® zu Nestern zusammenlagern
(Zusammenfassung in Gerres 1991), Erythrozyten verschwinden aus dem Abstrichbild.
Die Ovulation findet 6,9 £ 1,6 Tage nachdem 80% der Vaginalzellen Superfizialzellen
sind bzw. 2,1 + 3,9 Tage nach dem ersten Tag der Standhitze statt (Bouchard et al.
1991). Die maximale Anzahl anukledrer Zellen im Vaginalabstrich wird zwischen 1,9
oder 4,4 Tagen nach dem praovulatorischen LH-Peak erreicht, der am Ubergang von
Prodstrus zum Ostrus auftritt (England 1992). Vaginoskopisch wirkt die Schleimhaut
trocken und es finden sich Langs- und Querfaltungen.

Bis zur Ovulation, d.h. 48 bis 62 Stunden nach dem LH-Peak, reifen die Grafschen Fol-
likel zu sprungreifen Follikeln heran.

Der zu Beginn des Ostrus auftretende und zur Ovulation fiihrende praovulatorische
LH-Peak hélt bis zu 86 Stunden an, wobei Maximalwerte ein oder zwei Tage nach Be-
ginn des Ostrus erreicht werden (Jones et al. 1973). Diesem Peak voran geht eine Lutei-

nisierung der Tertidrfollikel mit langsam steigenden Progesteronwerten im peripheren
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Plasma bis auf 4,9 £ 1,0 ng/ml zum Zeitpunkt der Ovulation (Bouchard et al. 1991,
Concannon 1993), um dann innerhalb von 2 Tagen, auf Werte von uber 20 ng/ml Plas-
ma zu steigen. Estradiol-17f3 ist am Ende des Prodstrus, d.h. 24 bis 48 Stunden vor dem
LH-Peak, auf Basalwerte gesunken. Der Abfall der Estradiol-173 Konzentrationen im
spaten Proostrus bei gleichzeitig langsam ansteigenden Progesteronwerten ist, wie an
ovarektomierten Huindinnen gezeigt wurde, essentiell fir die Auslosung des LH-Peaks
(Concannon et al. 1979a; Concannon 1993) und fiir das vollstandige Ostrusverhalten
(Concannon et al. 1979b). Die LH-Konzentration in der Hypophyse fallt stark vom Ende
des Prodstrus bis zum zweiten Tag des Didstrus (Fernandes 1987). In enger Korrelation
mit dem LH-Peak ist ein 4 - 5 tagiger FSH-Peak zu beobachten. Die im Vergleich zum
LH-Peak deutlich langere Zeitdauer des FSH-Peaks wird mit einer langeren Halbwerts-

zeit von FSH begrundet (Olson et al. 1982a, Concannon 1993).

2.3.2.3. Diostrus

Der Didstrus, auch als Metostrus bezeichnet, beginnt 6,8 £ 1,6 Tage nach der Ovula-
tion (Bouchard et al. 1991). Im Abstrichbild zeigen sich mit Beginn des Di6strus neu-
trophile Granulozyten, die Odematisierung nimmt ab und die sexuelle Akzeptanz ist
nicht mehr vorhanden.

Progesteron steigt auf Konzentrationen von uber 20 ng/ml Plasma an, um nach 20 Tagen
allmahlich abzufallen. Der Konzentrationsverlauf der Hormone Estradiol-173, LH und
Progesteron ist bei graviden und ingraviden Hindinnen bis kurz vor dem Geburtszeit-
punkt nahezu identisch.

In den ersten 20 Tagen des Di6strus scheint die Funktion der Corpora lutea weitgehend
gonadotropinunabhéngig zu verlaufen, da weder nach Hypophysektomie (Concannon
1980; Okkens et al. 1986), noch nach Ausschaltung von LH und Prolaktin (Concannon
et al. 1987), in diesem Zeitraum nachhaltige Funktionséanderungen beobachtet werden
konnten. Fir den weiteren Erhalt der lutealen Funktion ist jedoch eine hypophyséare
Unterstutzung notwendig, da bei Entfernung der Hypophyse nach dem 20. Tag des Di-
ostrus die Progesteronkonzentration - als Indikator fiir die luteale Integritét - im Plasma
stark absinkt und erst nach Gabe von LH wieder ansteigt. Als luteotrope Faktoren wur-
den beim Hund LH (Concannon 1980) und insbesondere Prolaktin identifiziert (Okkens

und Bevers 1990, Onclin et al. 1993, Onclin und Verstegen 1997a).
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Die sekretorische Aktivitat der Prolaktin produzierenden Zellen steigt wéhrend des Di-
ostrus des Hundes an. Dabei wurde postuliert, dall dies ein Progesteron vermitteltes
Phanomen ist (Attia 1989). Obwohl tragende und nicht tragende Hundinnen tber ca. 60
Tage im Diostrus einen dhnlichen Verlauf der Progesteronkurve aufweisen, werden bei
graviden Tieren ab dem 35 Tag signifikant hdhere Prolaktinwerte im Plasma gemessen
als bei ingraviden (Onclin und Verstegen 1997b). Jedoch &ndert sich die Rezeptorzahl
im Corpus Luteum fur LH und Prolaktin nicht wesentlich im Verlauf der Lutealphase
(Fernandes et al. 1987).

Der Didstrus ist bei der graviden Hindin durch die Geburt nach durchschnittlich 63 Ta-
gen terminiert und der die Geburt auslosende Abfall der Progesteronkonzentration im
Plasma 24 Stunden zuvor ist wahrscheinlich Prostaglandin - vermittelt (Hoffmann et al.
1996; Riesenbeck 1997). Die luteolytischen Mechanismen bei der ingraviden Hindin
sind noch weitgehend unbekannt. So konnte ein Luteolysin uterinen Ursprungs ausge-
schlossen werden (Olson et al. 1984, Hoffmann et al. 1992) ebenso wie ein Mangel an
hypophysér verfugbarem LH (Hoffmann und Schneider 1993) oder ein Mangel an Pro-
laktin (Onclin und Verstegen 1997b). Aus diesem Grund werden auto- und parakrine
Regulationsmechanismen fir die luteale Regression verantwortlich gemacht (Hoffmann
et al. 1996).

2.3.2.4. Anostrus

Der Andstrus ist definiert als der Zustand (Andstrus) oder Zeitraum (Phase) der

Brunstlosigkeit.

Im allgemeinen kann man zwei Arten des Andstrus unterscheiden:
1. den saisonalen vor allem durch exogene Faktoren wie Tageslichtldénge, aber auch
Futter und Wasserangebot beeinflufiten Andstrus, der vor allem bei Wildtieren ausge-
pragt ist, aber unbeschadet der Domestikation auch noch bei den Haustieren Pferd,
Katze, Ziege und Schaf beobachtet werden kann,
2. den Laktationsandstrus, der u.a. beim Schwein, beim Rind und beim Menschen zu
beobachten ist und durch Vorgange, die durch den Saugreiz ausgeldst werden, reguliert

wird.

Im folgenden Kapitel wird, entsprechend dem derzeitigen Kenntnisstand, zunachst
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auf grundlegende Aspekte der neuro-endokrinen Kontrolle eingegangen, ehe in den dann
folgenden Kapiteln die spezielle Situation des saisonalen Andstrus und des Laktations-

anostrus angesprochen wird.

2.3.2.4.1. Grundlegende Aspekte der neuro-endokrinen Regulation des Angstrus

Catecholamine aus dem ZNS, speziell Dopamin, scheinen eine entscheidende Rolle
bei der Regulation des Andstrus zu spielen, ohne dabei direkt in den positiven Feedback

Mechanismus der Ostrogene einzugreifen.

Zentral am Hypophysenvorderlappen wirkendes Dopamin wird in den Neuronen des
tuberoinfundibuldren dopaminergen Systems (TIDA) gebildet, welches am Hypophy-
senstiel liegt. Dopamin kommt vor allem eine Bedeutung in der Regulation der Prolak-
tinsekretion aus der Hypophyse zu. Es ist der wichtigste hemmende Faktor der
Prolaktinsekretion und —synthese. Die sich hieraus ergebenden Effekte auf die Regula-
tion der Ovaraktivitét sind jedoch tierartlich unterschiedlich. Die Wirkung von Dopamin
wird Uber D2-Rezeptoren vermittelt und flhrt zur Verminderung der cAMP-Bildung
(Docke 1994a). Neben Dopamin hemmt auch das Catecholamin Noradrenalin die Pro-
laktinsekretion, wie Untersuchungen beim Schaf gezeigt haben (Thomas et al. 1989).
Beim Schaf wurde auch gezeigt (Lehman 1996), dall die dopaminergen Neurone
A14/A15, die nur wahrend des Andstrus durch Ostrogene aktiviert werden, wahrschein-
lich fiir die Ubermittlung der hemmenden Wirkung der Ostrogene auf die LH-Sekretion
verantwortlich sind. Im Andstrus verhindert Estradiol-17 durch Unterdriickung des hy-
pothalamischen Pulsgenerators die Wiederaufnahme eines Zyklus (Legan et al. 1985b).
Dies geschieht tber die Einwirkung auf den retrochiasmatischen Bereich (ber den do-
paminergen A15 Nucleus (Gallegos-Sanchez et al. 1997). Die Dopaminsekretion
unterliegt verschiedenen regulierenden Faktoren, zu denen unter anderem auch endoge-

ne Opioide (hemmend) und Ostrogen (stimulierend) gehdren (Docke 1994a).

Durch Manipulation des dopaminergen Systems kann der Andstrus beeinfluRt wer-
den. Untersuchungen dazu liegen insbesondere fir den Hund vor, worauf in
Kap 2.3.2.4.4 eingegangen wird. Allerdings konnte auch bei der Stute gezeigt werden,
dal’ durch die Verabreichung des Dopamin D2 Antagonisten Sulpiride die erste Ovula-

tion bei saisonal andstrischen Stuten signifikant vorverlegt werden kann. Die Be-
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handlung mit D2-Antagonisten flihrte zu einer erhéhten mittleren FSH-Pulsfrequenz am
ersten Tag der Behandlung und spéter zu einer Erhéhung der mittleren FSH-Konzentra-
tion im Plasma. Wirkungen auf das Muster der LH-Sekretion zeigten sich nicht, so dal}
postuliert wurde, daB Dopamin die pulsatile FSH-Sekretion bei saisonal andstrischen
Stuten hemmt (Besognet et al. 1996).

Zahlreiche Untersuchungen bei unterschiedlichen Spezies beschaftigten sich mit
weiteren Faktoren, die das Auftreten des ersten Ostrus nach der Andstrusperiode beein-
flussen. Ein wichtiger Faktor scheint dabei auch die Energiezufuhr zu sein. So stellte
Karlberg (1980) fest, daR bei Sauen mit einem verminderten Futterangebot das Zeitin-
tervall bis zum Auftreten des ersten Ostrus signifikant langer war als bei Tieren, die aus-
reichend ernahrt wurden. Wie bei weiblichen Ratten festgestellt wurde, fuhrt Unter-
erndhrung aufgrund von FSH-Mangel zur Abnahme der Follikelentwicklung und da-
durch zur Anostrie (McShane und Keisler 1991, Sprangers und Piacsek 1997).

2.3.2.4.2. Saisonaler Andstrus

Beim saisonalen Andstrus unterscheidet man sogenannte ,,long-day* und ,,short-day*
Breeder, bei denen der Ubergang in die Zuchtsaison mit der Verlangerung beziehungs-
weise Verkirzung der Tageslichtlange einhergeht.

Interner Zeitgeber fir die sich &ndernde Tageslichtlédnge ist das von der Epiphyse sezer-
nierte Melatonin. Dabei gilt, daB unabhé&ngig von der Tierart die Melatoninwerte mit
Beginn der Dunkelphase rasch ansteigen und mit deren Beendigung rasch wieder abfal-
len. Im Hinblick auf die unterschiedliche Reaktion (long-day vs. short-day Breeder) der
einzelnen Tierarten auf ein gleiches endogenes Signal ist zu unterstellen, dal3 die Sig-
nalumsetzung speziesspezifisch erfolgt (Kennaway und Rowe 1995, Kumar 1997, siehe

Zusammenfassungen von Wehr 1997).

Unabhangig von den unterschiedlichen Mechanismen der Signalumsetzung ist, wie
von Karsch et al. (1993) beim Schaf gezeigt werden konnte, der Beginn des Andstrus
auf eine Erhéhung der negativ riickkoppelnden Wirkung von Estradiol-173 zurlickzu-
fuhren. Umgekehrt ist das Ende des Andstrus durch eine Desensibilisierung des Hy-
pothalamus-Hypophysensystems auf die negative Rlckkopplung und die erneut auf-

tretende positive Rickkopplung von Estradiol-17(3 gekennzeichnet. Diese Feststellung
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wird durch Untersuchungen an ovarektomierten Schafen bestétigt, bei denen dosisab-
hé&ngig durch Behandlung mit Estradiol-17[3 die erhohte LH-Sekretion gehemmt werden
konnte (Goodman und Knobil 1981); kleine Dosen wiesen auRerhalb der Zuchtsaison
eine deutlich starkere Hemmwirkung auf, als innerhalb der Zuchtsaison. Unabhangig
von der Qualitat der saisonabhéngigen negativ riickkoppelnden Wirkung von Estra-
diol-17p wurde beim Schaf beobachtet, dal? es mit Verklrzung der Tageslichtlange zu
einer Erhéhung der LH-Pulsfrequenz kam. Robinson et al. (1985) schlossen daraus, daf3
unterschiedliche neuroendokrine Mechanismen die negativ riickkoppelnde Wirkung von

Estradiol-17f3 und die Pulsatilitat von LH steuern.

Auch wahrend der Periode des Andstrus erfolgt beim Schaf eine Follikelentwicklung
und Steroidsekretion. Dies geschieht in Wellen, wobei der ansteigende und statische

Teil synchron verlaufen, Ovulationen treten jedoch nicht auf (Souza 1996).

Wihrend Prolaktin beim Schaf beim Ubergang in die Zuchtsaison (Land 1980, Wor-
thy et al. 1985) und von der Zuchtsaison in den Andstrus keine Bedeutung zuzukommen
scheint (Worthy und Haresign 1983), konnte die Schilddruse als ein fur die Regulation
des Andstrus wichtiges Organ erkannt werden.

Die Thyroxin (T4) Sekretion zeigt einen jahreszeitlichen Rhythmus mit Maximalwerten
in der spaten Zuchtsaison (Winter) und niedrigen Konzentrationen im spaten Angstrus
(Sommer). Thyroxin ist nach Beginn der Zuchtsaison fur den endogen bedingten Wech-
sel in der neuroendokrinen Achse mitverantwortlich, indem es zu einer Intensivierung
der negativ rickkoppelnden Wirkung von Estradiol-17(3 am Ende der Zuchtsaison fiihrt
(Webster et al. 1991b). Nach Thyreoektomie am Ende der Zuchtsaison wurde kein Uber-
gang in den Andstrus zu beobachtet, die Sekretionsmuster von GnRH und LH zeigten

nicht die bei intakten Tieren zu beobachtenden Veranderungen (Webster et al. 1991a).

Fur den Andstrus der Stute sind niedrige Progesteron und Estradiolwerte im Plasma
charakteristisch, ein Hinweis auf einen Zustand ovarieller Ruhe (Oxender et al. 1977).
UnbeeinfluBt von ovariellen Steroiden folgt die Sekretion von LH bei der ovarekto-
mierten Stute einem saisonalen Muster, das durch niedrige Basalkonzentrationen wéh-
rend des saisonalen Angstrus und hohen Basalkonzentrationen wahrend der Zuchtsaison

gekennzeichnet ist (Garcia und Ginther 1978).
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Eine direkte Beeinflussung der LH-Pulsfrequenz durch Veranderung der Tageslicht-
lange ist sowohl beim Schaf als auch bei der Stute zu beobachten (Nequin et al. 1990).
Der Ubergang vom Angstrus in die Zuchtsaison im Friihjahr geht bei der Stute mit einer
Steigerung der LH-Pulsfrequenz, die durch eine Erhdhung der pulsatilen GnRH-Freiset-
zung aus dem Hypothalamus verursacht wird, einher (Safir et al. 1987). Im Gegensatz
dazu sinkt die FSH-Pulsamplitude bei der Stute wihrend des Ubergangs in die Zuchtsai-
son, und der Abfall der Amplitude ist verbunden mit einem Abfall der mittleren FSH-
Konzentrationen im Serum (Hines et al. 1991). Der Gehalt hypophysaren LH’s steigt
fortschreitend vom Andstrus zur Zuchtsaison an. Keine Veranderungen sind dabei im
GnRH-Gehalt des Hypothalamus, dem GnRH-Rezeptorgehalt und dem FSH-Gehalt der
Hypophyse festzustellen (Silvia et al. 1986, Silvia et al. 1987).

Durch Manipulation einzelner Faktoren, die an der Beendigung des Andstrus betei-
ligt sind, ist es moglich, auch in der eigentlichen jahreszeitlichen Andstrusphase einen
fertilen Ostrus auszul6sen.

So kann durch eine pulsatile GnRH Gabe bei der Stute (Johnson 1986, Hyland et al.
1987, Johnson 1987, McCue et al. 1991) oder LH Behandlung beim Schaf (McNatty
1984) saisonunabhingig ein fertiler Ostrus ausgeldst werden.

Durch Verlangerung der Tageslichtphase bei der Stute (Sharp et al. 1975, Oxender et al.
1977) bzw. Verkiurzung beim Schaf (Jansen und Jackson 1993) kann im Andstrus ein
fertiler Ostrus ausgel6st oder der Beginn der Zuchtsaison vorverlegt werden (Kooistra
und Ginther 1975, Fitzgerald et al. 1987), ebenso wie es durch Verkirzung der Licht-
einwirkung maoglich ist, den Beginn der Zuchtsaison bei der Stute zu verzdgern. Die
Zuchtsaison der Stute hat keine feste Zeitspanne, so dal} ein Vorverlegen der Zuchtsai-
son nicht gleichzeitig einen fritheren Ubergang in den Andstrus bedeutet. Auch kann der
Beginn des Andstrus durch Verlangerung der Lichtdauer hinausgezdgert werden (Kooi-
stra und Ginther 1975). Sowohl beim ersten Ostrus, der durch Anderung des Licht-
regimes auftritt, als auch beim Ubergang in die Zuchtsaison, ist der periovulatorische
LH-Peak niedriger als bei den folgenden Zyklen (Silvia et al. 1986, Fitzgerald et al.
1987).

Die Beendigung des Andstrus beschleunigende Faktoren sind beim Schwein auch

Reize, die z. B. von o6strischen Sauen ausgehen, oder die Anwesenheit eines Ebers
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(Pearce und Pearce 1992).

Auch bei scheinbar asaisonalen Tieren kann noch ein saisonaler Einflu} erkannt wer-
den: so haben Kihe, die im Fruhjahr kalben, einen langeren postpartalen Andstrus
(Lamming et al. 1981). Vor allem bei primiparen Sauen sind saisonale Unterschiede am
GnRH-Gehalt des Hypothalamus und dem LH-Gehalt in der Hypophyse zu erkennen,
ebenso wie am Anostrusintervall vom Absetzen der Ferkel bis zum ersten Ostrus (Karl-
berg 1980, Claus et al. 1985, Armstrong et al. 1986, Xue 1994, Peltoniemi et al. 1999).

2.3.2.4.3. Laktationsanostrus

Der bei Schwein, Rind und Mensch beschriebene Laktationsandstrus ist gekenn-
zeichnet durch erhohte Prolaktinkonzentrationen im Plasma bei gleichzeitig herabge-
setzter LH-Ausschittung mit erniedrigter Basalkonzentration, Pulsfrequenz und
Pulsamplitude (Gordon et al. 1987).

Wichtige Faktoren flr die Entstehung des Laktationsandstrus sind endogene Opioide,
u.a. B-Endorphin, die tiber p - Rezeptoren (s. Kap. 2.1.3) die GnRH-Pulsatilitat hemmen
und dariiber hinaus in hoheren Dosen die Prolaktinsekretion fordern. Dabei gilt, daB hy-
pothalamisches [(3-Endorphin Uber den S&ugereiz ausgeschuttet wird (Gordon et al.
1987), wobei eine direkte Beziehung zur Saugefrequenz besteht (Stewart 1988, Gordon
und Siegmann 1991). Weiter kann unterstell werden, daR die negativ riickkoppelnde
Wirkung von Estradiol-173 auf die LH und FSH Ausschittung wéhrend der Laktation
erhoht ist (Baird et al. 1979, Vemer und Rolland 1982).

Speziell beim Schwein konnte gezeigt werden, dal? sich die Empfindlichkeit des Hypo-
thalamus-Hypophysensystems auf Estradiol-173 im Verlauf des Laktationsandstrus ver-
andert. Zu Beginn ist durch Estradiol-17f3 keine positiv riickkoppelnde Wirkung auf die
LH-Ausschittung meRbar, erst ab dem 2. Drittel der Sdugeperiode ist dies moglich (El-
saesser und Parvizi 1980, Cox et al. 1988), was mdglicherweise mit der abnehmenden
Séugefrequenz zusammenhéngt. Rassebedingte Unterschiede sind wahrend des Laktati-
onsandstrus beim Schwein von untergeordneter Bedeutung (Elsaesser et al. 1992).
Neben der Hemmung der GnRH-Freisetzung durch endogene Opioide und die verstarkt
negativ rickkoppelnde Wirkung von Estradiol-17 wurde auch berichtet, daR die wéh-
rend der Laktation deutlich erhéhten Prolaktinwerte direkt die Wirkung von LH am

Ovar hemmen, wie Untersuchungen bei der Frau gezeigt haben (Glasier et al. 1984).
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2.3.2.4.4. Der And0strus des Hundes

Beim Haushund, der als asaisonal mondstrisches Tier einzustufen ist, kann der An-
ostrus nicht eindeutig den oben beschriebenen Typen zugeordnet werden. Auch beim
Hund kann wéhrend der Laktation eine durch Opioide vermittelte Herabsetzung der LH-
Sekretion durch Naloxon aufgehoben werden (Concannon und Temple 1988), aber die
Hindin kehrt nach dem Absetzen der Welpen nicht ins zyklische Geschehen zuriick,
wie dies z.B. bei Schweinen fiir tber 70% der pluriparen Tiere innerhalb von 7 Tagen
der Fall ist (Karlberg 1980). Zudem tritt dieser Andstrus auch bei nicht laktierenden Tie-
ren auf.

Aus diesem Grund kann man davon ausgehen, dal beim Haushund nur im geringen
MaRe exogene Faktoren flr Eintreten und Beendigung des Andstrus verantwortlich sind,
so dal? es sich um ein wahrscheinlich bevorzugt endogen kontrolliertes Geschehen han-
delt. Die hormonelle Situation bei der Hiindin beim Ubergang vom Didstrus in den An-
ostrus ist dadurch gekennzeichnet, dal} bei auf unterem didstrischem Niveau verlau-
fenden Estradiol-173 Konzentrationen die bis zum Ende des Didstrus angestiegene Ver-
flgbarkeit von LH pl6tzlich nicht mehr gegeben ist (Hoffmann et al. 1996, Riesenbeck
1997). Da Progesteron in dieser Phase auf <lng/ml Plasma abgefallen ist, kann nicht
mehr von einer negativ riickkoppelnden Wirkung von Progesteron ausgegangen werden.
Ob dieser Vorgang mit einer erhohten Sensibilisierung des Hypothalamus-Hypo-
physensystems auf die negativ riickkoppelnde Wirkung von Estradiol-173 zusammen-
hangt, wurde bisher nicht untersucht. Auch inwieweit den in dieser Phase erhdhten
Prolaktinkonzentrationen eine Rolle zukommt, bedarf weiterer Untersuchungen. So ist
die durchschnittliche Prolaktinausschiittung wahrend des Ubergangs vom Didstrus zum
Anostrus und wahrend des friihen Andstrus erhéht gegentiber dem des spaten Andstrus
(Jeffcoate 1993).

Sicher ist jedoch, dal} beim Hund Faktoren, die die Prolaktinsekretion regulieren, eine
Rolle spielen. Ein Dopaminagonist kann den Anéstrus beenden und normale, fertile
Zyklen auslosen (Haaften van 1989, Verstegen et al. 1993, Onclin et al. 1995, Jeukenne.
1997). Allerdings spielt der Zeitpunkt der Behandlung eine Rolle, da die Ansprechbar-
keit auf den Dopaminagonisten mit dem Fortschreiten des Andstrus zunimmt. In diesem
Zusammenhang wurde beobachtet, da Dopamin in Dosierungen, welche die Prolaktin-

sekretion reduzieren, die LH-Sekretion kurzfristig erhdéhen kénnen. Nachdem die FSH-
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Sekretion unveréndert bleibt schlossen daraus Onclin et al. (1995), dal? andere Verénde-
rungen als nur die Reduzierung von Prolaktin und die Erhohung von LH flr die
follikulare Antwort des Hundes auf die Behandlung mit Dopaminagonisten verantwort-
lich sein mussen. Des weiteren zeigte sich, daB die alleinige Unterdriickung der Prolak-
tinwerte nicht einen vorzeitigen Ostrus ausldsen kann. Die Auslésung des Ostrus wird in
erster Linie durch Dopaminagonisten vermittelt; andere dopaminerge Wirkungen kon-
nen fir die follikularen Antworten verantwortlich sein, die zur Ovulation fiihren.

Da bei der Hiindin unter physiologischen Bedingungen keine offensichtlichen Verande-
rungen der Prolaktinwerte wahrend des spaten Andstrus und dem Ubergang in den
Prodstrus beobachtet wurden, konnte die den Ostrus auslésende Rolle der absinkenden

Prolaktinkonzentrationen in Frage gestellt werden (Okkens et al. 1997).

Jeffcoate (1993) stellte fest, dal3 sich die LH-Sekretion als Antwort auf die Gabe von
GnRH im Laufe des Andstrus nicht dndert. Van Haaften (1994) hingegen berichtet, dal3
die Empfindlichkeit der Hypophyse auf GnRH im friihen Andstrus geringer ist als im
spaten, wobei eine starke Dosisabhangigkeit zu finden war. Die Ovarien reagieren auf
die LH-Sekretion, gemessen an der Estradiol-178 Ausschuttung, entsprechend. GnRH-
Gaben fuhren bei andstrischen Hundinnen zu einem raschen Estradiol-178 Anstieg im
Serum, ohne die Progesteronsekretion zu beeinflussen, wogegen FSH-Gaben zu stei-
genden Estradiol-178- und Progesterongehalten im Serum fihren (Vanderlip et al.
1987). Auch beim Hund ist es méglich, mit pulsatilen GnRH-Gaben (Cain et al. 1988,
Concannon et al. 1997) oder LH-Administration (England und Allen 1991, Verstegen et
al. 1997) einen fertilen Ostrus im Zeitraum des Andstrus auszulosen, obwohl sich die
durch hCG oder PMSG (pregnant mare serum Gonadotropin) induzierten Ostrusperio-
den von spontanen Zyklen durch den signifikant spateren Zeitpunkt der Kornifikation
des Vaginalepithels, die generell héheren Konzentration von Ostrogenen im Plasma und
niedrigeren Progersteronkonzentrationen unterscheiden (England und Allen 1991). Die
physiologische Sekretion von LH scheint wéahrend des spaten Andstrus zu steigen, sie ist
auch wahrend des Anostrus pulsatil (Olson et al. 1982a, Jeffcoate 1993, Hoffmann et al.
1996).

Beim Hund konnte im peripheren Blut wéhrend des frihen und mittleren Andstrus
Estradiol-17f3 nicht oder nur in Spuren nachgewiesen werden. Erst einen Monat vor Be-

ginn des Pro0strus ist ein Anstieg festzustellen, der - abgesehen von einem Einbruch vor
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den ersten Anzeichen des Prodstrus - bis vor den praovulatorischen LH-Peak anhélt (Ol-
son et al. 1982a, Jeffcoate 1993, Hoffmann et al. 1996). Gleichzeitig steigt im Verlauf
des Anostrus die Expression der mRNA des Ostrogenrezeptors im mediobasalen Hypo-
thalamus, um danach wieder abzusinken. Diese Expression ist im Andéstrus und Pro-
ostrus positiv korreliert mit den LH-Plasmakonzentrationen. Tani et al. (1997) schlossen
daraus, daR die Expression der mRNA des Ostrogenrezeptors im Hypothalamus im

Verlauf des Andstrus steigt und wahrscheinlich von Estradiol hochreguliert wird.

Die Progesteronkonzentrationen im Ovargewebe bleiben tiber den Beginn des Andstrus
auf erhohten Werten und erreichen erst um den 150 Tag Basalniveau. Die Rolle von
noch residualem Progesteron in den Ovarien der andstrischen Hundin ist unklar (Verste-
gen et al. 1996).
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3. Material und Methoden

3.1.  Vorversuche zur Festlegung des Behandlungsschemas mit Estradiol-173

Ziel der Vorversuche war es, durch Behandlung mit Estradiol-173 eine Verlaufs-
kurve im peripheren Plasma zu induzieren, die zumindest anndhernd der Freisetzung

von Estradiol-17f im Prodstrus entspricht.

3.1.1. Tiermaterial

Verwendet wurden drei Hunde in Privatbesitz verschiedener Rassen sowie vier in-

stitutseigene Beaglehundinnen. Es handelte sich dabei um folgende Tiere:

- Sophie: Eine siebeneinhalb Jahre alte Deutsche Schéferhund-Mischlings-Hundin, die

im Alter von einem Jahr kastriert worden war,

- Boogi: eine siebenjahrige Soft Coated Wheaton Terrier Mischlings Hundin, deren

Kastrationszeitpunkt nicht bekannt war,

- Nadie: eine einjahrige Coton de Tuléar Hundin, die sich zu Versuchsbeginn am Ende

des Didstrus befand,
- Asta: eine zweijahrige Beaglehiindin im Andstrus,

- Sally: eine zweijahrige Beaglehlndin, bei der der Versuch am Tag 48 post ovulatio-

nem begann,

- Pebbels: eine einjahrige Beaglehundin, bei der zu Versuchsbeginn die Progesteronkon-

zentrationen im peripheren Plasma seit einer Woche kleiner 10 ng/ml lagen,

- Jeanie: eine einjahrige Beaglehiindin, bei der die Progesteronkonzentration im periphe-

ren Plasma bei Versuchsbeginn seit einer Woche unter 1 ng/ml lag.

3.1.2. Durchfuhrung der Vorversuche

Vorversuch a)
Zu einer ersten Orientierung wurden 4 Hiindinnen (Sophie, Boogi, Nadie und Asta) am

Tag Null um 8°° Uhr unmittelbar nach der ersten Blutentnahme mit einer Injektion von
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4 ug Estradiol-173/kg KGW behandelt (Estradiol-178 lag in der Konzentration von
40ug/ml Olivendl vor). Die weiteren Blutentnahmen erfolgten um 10°°, 12°°, 14°°,
18°°, 24°° und danach alle acht Stunden, bis zu erwarten war, dal die Ausgangswerte

wieder erreicht waren.

Vorversuch b)
Da das in Vorversuch a) gemessene Estradiol-17(3-Profil nicht dem prodstrischen Estra-
diol-17B-Profil entsprach (zu kurze Bioverfiigbarkeit bei zu hohen Spitzenwerten, siehe
Abb. 5 Seite 64), wurde ein weiterer Versuch an zwei Beaglehlindinnen unter Verwen-

dung des Handelspraparates Menformon K® (40 pg Estradiolbenzoat/ml = 28,9 ug
Estradiol-17(3/ml) durchgefihrt.

Aufbauend auf den Erfahrungen von Hoffmann und Gerres (1988) wurde folgendes Be-

handlungsschema gewabhlt:

Tag O: 2,5 ug Estradiolbenzoat/kg KGW um 8°°
Tag 1: 5,0 pg Estradiolbenzoat/kg KGW um 8°°
Tag 2: 5,0 pg Estradiolbenzoat/kg KGW um 8°°

Jeder Behandlung ging eine Blutentnahme voraus, die brigen Entnahmen wurden wie
folgt durchgefuhrt: beginnend um 8°° des ersten Tages in 6 stundigen Intervallen bis
zum folgenden Tag um 8°°; ab diesem Zeitpunkt in 8 stundigen Intervallen bis zum

Ablauf von insgesamt 168 Stunden.

3.2. Hauptversuche
3.2.1. Tiermaterial

Zur Verfugung standen funf Hiindinnen der Rasse Beagle.
Die dreijéhrige Hindin Sally, die am 23.6.1993 geworfen hatte, wurde nach der folgen-
den Laufigkeit am 21.3.1994 in den Versuch aufgenommen. Die vier ca. 1 Jahr alten
Hindinnen Billi, Pebbels, Lena und Jeani wurden nach den ersten Laufigkeiten am
6.4.1994; 8.4.1994 ; 6.4.1994 bzw. am 11.3.1994 in den Versuch aufgenommen. Die
Haltung erfolgte in Gruppen in Zwingern mit Betonboden und Sagespaneinstreu. Die
Futterung erfolgte mit einem Gemisch aus kommerziellem Trocken- und Dosenfutter.

Die Zyklusphasen (Angstrus, Prodstrus, Ostrus und Didstrus) wurden visuell durch Be-
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obachtung der Labien und des Sekretes im Bereich der Rima Vulvae und mittels Mes-

sung von Progesteron im Blutplasma bestimmit.

3.2.2. Durchfihrung der Untersuchungen zur LH-Freisetzung

Ziel der Versuche war es zu tberpriifen, inwieweit durch die Behandlung mit Estra-
diol-17p in der Mitte des Di6strus und zu unterschiedlichen Zeitpunkten des Andstrus
ein positiv-ruckkoppelnder Effekt auf die LH-Freisetzung induziert werden kann. Dazu
war es notwendig, parallel zum Beginn der Behandlung mit Estradiol-17(3 Blutproben
zur Bestimmung von LH (ber einen definierten Zeitraum zu gewinnen. Dieser wurde in
Anlehnung an die Gegebenheiten im Prodstrus und Ostrus (Dauer der Estradiol-17(3
Freisetzung 3-9 Tage; Dauer der nachfolgenden LH-Freisetzung 1-3 Tage) auf 7 Tage
festgelegt und als Versuchsphase bzw. Kontrollphase (siehe Kap. 3.2.2.2) bezeichnet.

Zur Abdeckung der Periode des Anostrus wurden Versuchs- bzw. Kontrollphasen in
5-wdchigen Abstéanden eingeplant. Dabei wurde unterstellt, da durch die gewahlten
Abstande keine direkten Wirkungen der vorausgehenden Behandlung mit Estradiol-173
mehr gegeben waren. Der Versuchsplan sah weiter vor, nach einer ersten Laufigkeit mit
den Versuchsphasen A (Anostrus) zu beginnen. Nach einer weiteren Laufigkeit sollte im
folgenden Did6strus die Versuchsphase D (Didstrus) durchgefiihrt werden. Der folgende

Anostrus mit nachfolgendem Di6strus sollte den Kontrollphasen vorbehalten bleiben.

Retrospektiv zeigte sich jedoch, dal? unmittelbar im AnschluB an die letzte Versuchs-
phase des A (Andstrus) die ersten beiden in den Versuch aufgenommenen Hindinnen
Sally und Jeani laufig wurden. Der Versuchsplan wurde daher dahingehend erweitert,
dal bei Anzeichen von L&ufigkeit wahrend einer Versuchs- oder Kontrollphase A bei
den weiter in den Versuch aufzunehmenden Tieren der fir die Blutentnahmen vorgese-
hene Zeitraum erweitert wurde. Im Hinblick auf das obige Postulat, daR jede Versuchs-
und Kontrollphase fir sich steht, schien es gerechtfertigt, bei Liicken wéhrend des ersten
Durchganges (Versuchsphasen A) diese im darauffolgenden Reproduktionszyklus, hier
definiert als die Zeitspanne zwischen zwei Andstren, durch Einschieben des entspre-
chenden Versuches zu schliellen. Dies hatte zwangsweise zur Folge, dal’ bei den ersten

beiden in den Versuch aufgenommenen Hiindinnen die letzten Kontrollphasen in einem
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dritten Reproduktionszyklus abgedeckt werden muBten. Eine chronologische Ubersicht

zur Versuchsdurchfuhrung findet sich in Tabelle 1.

Tabelle 1: Chronologie der erhaltenen Versuchs- und Kontrollphasen

Reproduktionszyklus Kas-

tra-

Hindin 1 2 3 tion
Jeani  |vap [ Va2 (-LY) Vp |Ka1 |Va2-L Kb K-L | Vka
Sally Vaz [Vas(-L?)  |Vb [Var |Kaz [KL Kp |Ka1 VKka
Billi |Va1 |Vaz | KL Vb |Ka1 |Ka2 |Vaz-L Kb VKa
Lena Va1 [Vaz [VasL Vp [Kar |Kaz |Kas [KL Kb VKa
Pebbels| Va1 | Va2 | Va3 [VasL [VDp |Ka1 [Kaz [Kas [Kas |K-L{Kp Vka

Legende: Va1.4: Versuchsphase Andstrus; Vp: Versuchsphase Didstrus;
Kaz1-4: Kontrollphase Andstrus; Kp: Kontrollphase Didstrus;
Va-L: Versuchsphase mit sich unmittelbar anschlieRender Laufigkeit;

K-L: Laufigkeit Kontrollphase; Vka: Versuchsphase Kastration

Y Versuch nach den vorgesehenen 168h beendet; Beginn der prodstrischen
Blutung am Tag 7, es wurde die Versuchsphase im 2" Reproduktionszyklus
ausgewertet

2) Versuch nach den vorgesehen 168h beendet; Beginn der prodstrischen
Blutung am Tag 6. Die Laufigkeit wurde nicht mit ausgewertet (siehe Kapitel
4.1.1.2)

Ausgewertet wurden bei den 5 Hiindinnen die in Tabelle 4 (Seite 57) angegebenen

Versuchs- bzw. Kontrollphasen

3.2.2.1. Versuchsphasen

Versuch Andstrus: Die erste Versuchsphase (Va1) begann eine Woche nachdem Pro-

gesteron auf Werte kleiner 1 ng/ml Plasma abgefallen war. Es schlossen sich weitere

Versuchsphasen in 5 woéchigen Intervallen an. Die letzte Versuchsphase war die Phase
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Va-L, bei der unmittelbar nach der Behandlung eine L&ufigkeit auftrat. Abweichend von
den Angaben in Kap. 3.2.2.5 erfolgten hier die Blutentnahmen in 8 stiindigen Abstén-
den, bis die parallel gemessenen Progesteronkonzentrationen Werte von > 3 ng/ml Plas-
ma erreicht hatten. Dabei wurde unterstellt, daR damit die préovulatorische LH-Aus-

schittung erfalst wurde.

Versuch Didstrus: Der Beginn der Versuchsphase (Vp) wurde auf den 50. Tage nach

Beginn der prodstrischen Blutung festgelegt.

3.2.2.2. Kontrollphasen

Die Kontrollphasen (Ka, Kp) waren zeitpunktidentisch mit den Versuchsphasen, nur
dal’ in diesen Phasen anstatt des mit Olivendl verdiinnten Arzneimittels ausschlieBlich

das Vehikel (Olivendl) verabreicht wurde.

In keinem Fall traten hier die Laufigkeiten im Anschluf® an die Vehikelbehandlung
auf, so dal} sich jeweils eigene Blutentnahmephasen fur die Laufigkeiten (K-L) ergaben.
Der erste Tag der Blutentnahme war der sichtbare Beginn der prodstrischen Blutung.
Die Blutentnahmen erfolgten auch hier in 8-stiindigen Abstanden bis zum unterstellten

Ende des praovulatorischen LH-Peaks (s.0.).
3.2.2.3. Versuchsphase Kastration

Alle Hindinnen wurden nach AbschluR der Versuchs- und Kontrollphasen kastriert.
Die Versuchsphase Kastration wurde zwischen 6 bis maximal 8 Wochen nach Kastra-
tion gelegt. Die Blutentnahmen begannen hier 48 Stunden vor der ersten Injektion mit
Estradiolbenzoat und erfolgten in 8 stlindigen Intervallen. Der eigentliche Versuch wur-
de wie unter Kap 3.2.2.4 und 3.2.2.5 beschrieben durchgefiihrt.

3.2.2.4. Behandlung mit Estradiol-17p und Vehikel

Estradiol-173 wurde in Form des Arzneimittels Menformon K® (Firma Vemie Vete-

rindar Chemie GmbH) herangezogen.
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Dieses enthélt 200 pg Estradiolbenzoat/ml £ 144,7 ug Estradiol-173/ml. Zur préaziseren
Dosierung wurde eine Verdinnung 1mit Olivendl hergestellt, so dal? eine Endkonzentra-
tion von 40 pg Estradiolbenzoat/ml £ 28,9 ug Estradiol-173/ml vorlag. Unter Beriick-
sichtigung der im Vorversuch 2 gewonnen Ergebnisse (siehe Kap. 5.1) wurden in den
Versuchsphasen fiir die Estradiolbenzoatapplikation folgende Zeitpunkte und Dosierun-

gen gewahit.

Tag 1: 8°° Uhr 1,0 ug Estradiolbenzoat/kg KGW sc

20°° Uhr 1,5 pg Estradiolbenzoat/kg KGW sc
Tag 2: 8°° Uhr 5,0 ug Estradiolbenzoat/kg KGW sc
Tag 3: 8°° Uhr 5,0 ug Estradiolbenzoat/kg KGW sc

In den Kontrollphasen erfolgten zu den gleichen Zeitpunkten die Behandlungen mit
dem Vehikel.

3.2.2.5. Blutentnahmen und Konservierung der Plasmaproben

Die Blutentnahmen bei den Versuchs- und Kontrollphasen erfolgten beginnend um
8°° des ersten Tages der jeweiligen Versuchs- und Kontrollphase in 6-stindigen Inter-
vallen bis zum Tag 2 um 8°° und ab diesem Zeitpunkt in 8-stiindigen Intervallen bis
zum Ablauf von insgesamt 168 Stunden. Sofern Behandlungen und Blutentnahmen auf
den gleichen Zeitpunkt fielen, erfolgte die Blutentnahme immer vor der Behandlung!

Wahrend der Laufigkeiten erfolgten die Blutentnahmen in 8-stiindigen Intervallen.

Das Blut wurde durch abwechselnde Punktion der Vv saphenae oder den Vv cephali-
kae antebrachii mit sterilen Kanilen (Sterican 0,9 x 40 mm) gewonnen, in mit NH4 -
Heparin - praparierten Probenréhrchen (Fa. Sarstedt) aufgefangen und bis zur Zentrifu-
gation (15 Minuten bei 1500g) im Kuhlschrank bei + 4°C aufbewahrt. Das Plasma wur-
de mittels Pasteurpipetten abgehebert und bis zur weiteren Untersuchung in Polypropy-

lenrohrchen (Fa. Sarstedt) bei -20 °C tiefgefroren aufbewahrt.
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3.2.3. Kontrolluntersuchungen

3.2.3.1. Bestimmung der Progesteronkonzentration im Plasma

Zur Bestimmung des Beginns des Andstrus und der lutealen Funktion im Didstrus
wurde bei den Hiindinnen nachdem sie in den Versuch genommen worden waren - bei
allen Tieren geschah dies in Zyklusstadium des Di6strus -, zwei bis drei mal wdchent-
lich zwischen 8°° und 10°° Uhr Blut gewonnen und die Progesteronkonzentration im
Plasma bestimmt. Die Blutentnahmen endeten nach Beendigung der letzten Kontroll-
phase.

Wahrend der L&ufigkeiten und wahrend der Kontroll- und Versuchsphasen im Didstrus

wurde in den taglichen 8°° Uhr Proben Progesteron bestimmt.

3.2.3.2. Bestimmung des elektrischen Widerstandes in der Vaginalschleimhaut

Wahrend der Behandlungsphasen und den L&ufigkeiten wurde taglich zwischen 8°°
und 9°° Uhr der elektrische Widerstand des Vaginalsekretes (Impedanzmessung) mit
einem Detektor fur Hlndinnen (Fa. Draminiski, Olsztyn, Polen) gemessen. Die MeR-
sonde besteht aus einem 10 cm langen Hartplastikrohr mit einem Durchmesser von
0,5 cm, an dessen Ende sich zwei 0,4 cm breite Elektroden im Abstand von 0,5 cm be-
finden. Die Anzeige des gemessenen Wertes erfolgt digital. Der Melbereich liegt
zwischen 0 - 199 Ohm.

Die MeRsonde wurde so weit wie moglich in den cranialen Vaginalbereich vorge-
schoben, mehrfach gedreht um eine vollstandige Benetzung mit Vaginalschleim zu
gewabhrleisten, danach wurde die Messung mittels Knopfdruck und Ablesen des Wider-

standswertes vorgenommen.
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3.3.  Hormonanalytik
3.3.1. Bestimmung der Steroidhormone

Zur Bestimmung der Hormone Progesteron und Estradiol-173 kamen etablierte ra-

dioimmunologische MelRverfahren zur Anwendung.
3.3.1.1. Bestimmung von Progesteron

Die Bestimmung erfolgte in Anlehnung an das von Hoffmann et al. (1973) beschrie-

benen Verfahren, wobei es sich um einen Gleichgewichtstest handelte.

3.3.1.1.1. Testdurchfihrung

Extraktion:

Alle Proben wurden im Doppelansatz bestimmt. Je nach Zyklusstand der Hiindin wur-
den 0,025 ml (Ende Ostrus bis Anfang Di6strus), 0,05 ml (Mitte Di6strus bis spater
Didstrus) oder 0,1 ml (Andstrus bis Mitte Ostrus) Plasma der zu messenden Proben zur
Probenaufbereitung in ein 16 ml Extraktionsréhrchen pipettiert und 2 mal jeweils Gber
15 min mit 2 ml Hexan im Rotationsmischer extrahiert. Nach jeder Extraktion wurden
die Réhrchen zur Phasentrennung 1 min bei 1950g zentrifugiert, die wassrige Phase im
Trockeneis—Alkoholbad tber 30 sec bei -50 bis -60 °C eingefroren und anschliel’end der
Uberstand in Einweg-Reaktionsgefile dekantiert. Das Losungsmittel wurde im Vortex-
Evaporator abgedampft (ca. 10 min bei 45 °C) und die Proben anschlieBend in 0,1 ml
BSA-Phosphatpuffer riickgelost.

Durchfiihrung des RIA:
Die Durchfiihrung erfolgte unter Ansatz der Ublichen Referenzwerte [Gesamtaktivitat
(TOT), nichtspezifische Bindung (NSB)].
Die Eichkurve, angesetzt in BSA-Phosphatpuffer, deckte den Bereich von 0,025-1,5 ng
pro Ansatz (0,1ml) ab. Als Tracer wurde 44,8 pg *H-Pogesteron £ 24000 dpm, aufge-
nommen in 0,1 ml BSA-Phosphatpuffer, zugegeben. Nach Hinzufiigen der
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Antiserumverdunnung (0,4 ml) wurden die Proben ,,en bloc* geschdittelt, dann zunéchst
im Warmeschuttelbad tiber 20 min bei 37°C und anschlielend fir mindestens 1 Stunde
im Eiswasserbad bei 4°C inkubiert. Die Trennung von freiem und gebundenem Pro-
gesteron erfolgte durch Adsorption an Holzkohle. Dazu wurde den Proben 0,2 ml eisge-
kihlte 0,5%-ige Holzkohlesuspension zugegeben, diese dann Gber 10 min bei 4 °C
stehen gelassen und anschlielend tber 15 min bei 2220 g und 4°C zentrifugiert. Zur
Messung der antikdrpergebundenen Radioaktivitdt im Flissikeitsscintillationszéhler
wurden 0,6 ml des Uberstandes mit einem Diluter-Dispenser dekantiert und unter Nach-
spulen mit 3 ml Scintillationsflissigkeit in Scintillationskiivetten Uberfuhrt. Die Aus-
wertung der MeRergebnisse erfolgte im On-line Verfahren mit dem von der Fa. Beck-

man bereitgestellten Programm (Linearisierung nach Logit/Log-Transformation).

3.3.1.1.2. Zuverlassigkeit

Bei der Uberpriifung der Zuverléssigkeit ergab sich ein Intraassayvariationskoeffi-
zient zwischen 8,8% und 9,6 % (n=15). Der Interassayvariationskoeffizient lag bei 8,9%
(n=31).

3.3.1.2. Bestimmung von Estradiol-17f3

Die Bestimmung erfolgte in Anlehnung an den von Hoffmann et al. (1992) beschrie-

benen Sequenztest.

3.3.1.2.1. Testdurchfihrung

Extraktion:
Alle Proben wurden im Doppelansatz bestimmt. Es wurden 0,25 ml der zu messenden
Proben in 16 ml Extraktionsrohrchen pipettiert und 2 mal mit 2,5 ml Toluol tber 15 min
im Rotationsmischer extrahiert. Die weitere VVorgehensweise entsprach der Extraktion

von Progesteron.

Durchfiihrung des RIA:
Zur Definition der nichtspezifische Bindung (NSB) wurde dem 0-Wert der Standard-
kurve ein 312-facher UberschuR von Estradiol-17 (10 ng) zugesetzt.
Die Eichkurve, angesetzt in BSA-Phosphatpuffer, deckte den Bereich von 0,5-32 pg pro
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Ansatz (0,1 ml) ab. Nach Zugabe der Antiserumverdinnung (0,4 ml) erfolgte die erste
Inkubation iiber Nacht bei 4°C. Zur Fortfithrung des Tests wurde 32 pg *H-markiertes
Estradiol-173 (0,1 ml) 2 24000 dpm in BSA-Phosphatpuffer zugegeben und die Proben
uber weitere 45 min bei 4°C inkubiert.

Die Trennung von freiem und gebundenen Estradiol-17f erfolgte durch Adsorption an
Holzkohle. Dazu wurde den Proben 0,2 ml eisgekihlte 0,5%-ige Holzkohlesuspension
zugegeben, diese dann ber 30 min bei 4 °C stehen gelassen und anschlieBend tber
15 min bei 2220 g und 4°C zentrifugiert. Zur Messung antikorpergebundener Radioakti-
vitat im FlUssikeitsscintillationszahler wurden 0,6 ml des Uberstandes mit einem
Diluter-Dispenser dekantiert und unter Nachspilen mit 3 ml Scintillationsflussigkeit in
Scintillationskivetten Uberfuhrt. Die Auswertung der MeRergebnisse erfolgte im On-
line Verfahren mit dem von der Fa. Beckman bereitgestellten Programm (Linearisierung

nach Logit/Log-Transformation).

3.3.1.2.2. Zuverlassigkeit

Bei der Uberpriifung der Zuverlassigkeit ergab sich fiir den MeRpunkt 5 pg/0,25 ml
ein Intraassayvariationskoeffizient von 7,68 % und flr den MeRpunkt 15 pg/0,25ml ein
Intraassayvariationskoeffizient von 6,51 % . Die Interassayvariationskoeffizienten lagen
bei 18,16 % (5 pg/0,1ml) und 17,06 % (15 pg/0,1ml).

3.3.1.3. Spezielle Reagenzien und Gerate zur Bestimmung von Progesteron und
Estradiol-17(3

Standardsubstanzen

Progesteron: 4-Pregnen-3,20-dion (Fa. Serva)
Stammldsung: 10 mg in 10 ml Methanol reinst

alle weiteren Verdinnungen erfolgten in BSA-Phosphatpuffer

Estradiol-17f3: 1,3,5(10)-Estratriene-3-173-diol (Serva).
Stammldsung: 10 mg in 10 ml Methanol reinst

alle weiteren Verdunnungen erfolgten in BSA-Phosphatpuffer
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3H-markiertes Hormon

Progesteron: 1,2,6,7-*H-4-Pregnen-3,20-dion [1,2,6,7-*H(N)]:

Spezifische Aktivitat: 82 Ci/mmol = 2,97 TBg/mmol (Fa. Amersham
Buchler GmbH Braunschweig);

Aufnahme von 250 uCi in 10 ml Methanol. Als radioaktiver Tracer wurden
im RIA ca. 7200 cpm = 24000 dpm = 44,8 pg bzw. 142,4 fmol/ 0,1ml BSA-
Phosphatpuffer eingesetzt.

Estradiol-17: 1,3,5,(10)-Estratien-3,17p-diol,[2,4,6,7-3H(N)]

Antiseren
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Spezifische Aktivitat: 94, Ci/mmol = 3,5 TBg/mmol (Fa. Amersham
Buchler GmbH, Braunschweig).
Aufnahme von 250 pCi in 10 ml Methanol. Als radioaktiver Tracer wur-
den im RIA ca. 7200 cpm = 24000 dpm = 32 pg bzw. 117,4 fmol/ 0,1ml
BSA-Phosphatpuffer eingesetzt.

wonnen nach wiederholter Immunisierung von Kaninchen mit 11a-OH-
Progesteron-Hemisuccinat-BSA (Fa. Paesel), wurde in einer Verdinnung
von 1:50000, d.h. einer Endverdinnung von 1:75000, eingesetzt. Die As-
soziationskonstante Ka lag bei 4,42 x 10° I/Mol. Die Spezifitat des Anti-
serums ergibt sich aus den in Tabelle 2 wiedergegebenen Kreuzreaktionen

mit anderen Steroiden.
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Tabelle 2: Radioimmunotest zur Bestimmung von Progesteron:

Kreuzreaktionen unterschiedlicher Steroide mit dem Antiserum Gi-P4-1V

Steroid Kreuzreaktion
Progesteron 100,00 %
Androstendion <0,01%
DHEA <0,01%
Estradiol-17f3 <0,01%
Estron <0,01 %
Cortisol <0,01%
Testosteron 0,37 %
17a-Hyroxypregnenolon <0,01 %
17a-Hydroxyprogesteron 0,49 %
Pregnenolon 0,69%

gewonnen nach wiederholter Immunisierung von Kaninchen mit
1,3,5(10)Estratrien-3,17(3-diol 6-0-carboxy-methyloxim-BSA (Fa. Pae-
sel), wurde in einer Verdinnung von 1:17000, d.h. einer Endverdin-
nung von 1:25500, eingesetzt. Die Assoziationskonstante Ka lag bei
11,19 x 10° I/Mol.

Wie Tabelle 3 zeigt, lag eine hohe Spezifitat fur Estradiol-17(3 vor.
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Tabelle 3: Radioimmunotest zur Bestimmung von Estradiol-1703:
Kreuzreaktion unterschiedlicher Steroide mit dem Antiserum Gi- E2[3-Pool

Kaninchen |

Steroid Kreuzreaktion
Androstendion <0,01%
DHEA <0,01%
Estron 1,30 %
Estriol 0,68 %
Cortisol <0,01%
Testosteron <0,01 %
17a-Dihydrotestosteron <0,01 %
Progesteron <0,01%

3.3.1.4. Herstellung der Pufferlésungen

Phosphatpuffer
KH,PO,  (Fluka) 5372 g
Na,HPO, (Merk) 16,712 ¢
NaNs3 (Merk) 0,650 g
Aqua dest. ad 2000,0 ml

BSA-Phosphatpuffer
Bovines Serumalbumin (Sigma) 10 g
Phosphatpuffer ad 1000,0 mi
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3.3.1.5. Herstellung der Kohlesuspension

Norit A 250 ¢
Dextran 60 025 ¢
Agua dest ad 500,0 ml

3.3.1.6. Materialien und Geréate

- Einweg Reaktionsgefalie 5 ml; 75«11,5 mm (Fa. Sarstedt, NUmbrecht)

- Varifuge K (Fa. Heraeus, Osterode i.H.)

- Extraktionsglaser; 16 ml Gewindeglaser mit Schraubverschlissen (Fa. Zinsser Analy-
tik GmbH, Frankfurt)

- Schraubverschliisse mit Aluminiumfolie (Fa. Zinsser Analytik, Frankfurt)

- Scintillationskivetten; 6 ml Zinsser Minis 2000 (Fa. Zinsser Analytik GmbH, Frank-
furt)

- Vortex-Evaporator (Fa. Haake-Buchler Mef3technik GmbH, Karlsruhe)

- Rotationsmischer und Vortex-Mischer (Fa. Heidolph-Elekro GmbH, Kelkheim)

- Dispenser-Diluter (Fa. Hamilton, Darmstadt)

- Scintillationsflussigkeit: aqua safe 300 plus (Fa. Zinsser Analytik, Frankfurt)

- Flussigkeitsscintillationszéhler LS 5000 TD mit On-line Auswertungsprogramm

(Fa. Beckman, Minchen)

3.3.2. Radioimmunologische Bestimmung von Luteinisierendem Hormon (LH)

Die Bestimmungen wurden in Zusammenarbeit Prof. Dr. D. Schams, Institut fir Phy-
siologie im Forschungszentrum fir Milch und Lebensmittel - Technische Universitat
Minchen, Freising - Weihenstephan durchgefiihrt. Es handelte sich dabei um einen spe-
ziell fiir canines LH modifizierten heterologen RIA, der urspriinglich zur Bestimmung

von bovinem LH entwickelt worden war.

Als Standard wurde canines LH eingesetzt, der erste Antikdrper war gegen canines
LH gerichtet, als Tracer diente **°I markiertes bovines LH. Der Test wurde als Se-

guenztest angesetzt.

51



Material und Methoden

3.3.2.1. Markierung von bovinem LH mit *?°|

Bovines LH wurde mittels einer modifizierten Chloramin-T-Methode nach Hunter
und Greenwood (1962) und Greenwood et al. (1963) markiert. Bei diesem Verfahren
wird das als Natriumjodid vorliegende Isotop mittels Chloramin-T oxidiert. Das ent-

standene freie I wird in die Tyrosinreste des LH eingebaut. Die Reaktion wird mittels

Natriumdisulfit zur Reduktion von Chloramin-T gestoppt.

3.3.2.1.1. Vorbereitung zur Markierung

Séule: Eine 2 ml Sdule wurde auf 1 cm mit Anionenaustauscher Harz, 50-100 mesh,
chlorierte Form (Fa. Bio Rad) gefiillt und bis zur Verwendung kihl und dunkel aufbe-
wabhrt.

Kurz vor dem eigentlichen Markierungsvorgang wurde die S&ule der Reihe nach mit
-1ml 0,5 M Phosphatpuffer pH= 7,5
-3ml 0,05 M Phosphatpuffer pH= 7,5
-1ml 1% BSA-Puffer pH= 75
-3ml 0,05 M Phosphatpuffer pH= 7,5

vorgespilt.

Eppendorf-Reaktionsgefdle und Pasteurpipetten: Das Eppendorf-Reaktionsgefal
(s.S. 54) und die Pasteurpipetten (s.S. 54) wurden mit Serva Silicon Lésung gespllt, so
dal? eine vollstandige Benetzung gewahrleistet war. AnschlieRend wurden die siliconi-

sierten Teile im Trockenschrank bei 40°C iber Nacht getrocknet.

3.3.2.1.2. Durchfiihrung der Markierung mit **|

In ein siliconisiertes Eppendorfgefal wurden zu 10 pg bovinem LH, aufgenommen in
10 pl Phosphatpuffer, 25 pl (:7,4*106 Bq) **°l in Form von Natriumjodid pipettiert. An-
schlieRend wurde die Reaktion durch Zugabe von 10 pl Chloramin-T gestartet und das
Reaktionsgefal 20 sec geschttelt, wonach 100 pl Natriumdisulfit und 200 pl KI zum
Abstoppen der Reaktion zugegeben wurden. Mit einer Pasteurpipette wurde zunéchst
das Reaktionsgemisch und dann die zum Nachspiilen des Eppendorf-Reaktionsgefales

verwendeten 0,2ml 0,5 M Phosphatpuffer auf die vorbereitete Sdule aufgetragen.
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AnschlieBend wurden 2 ml Elutionspuffer auf die Saule aufgetragen. Das Eluat wurde in
einem 20 ml Probengefal aus Glas aufgefangen und anschliefend in Aliquoten zu
500 pl bei - 20°C eingefroren.

3.3.2.2. Testdurchfihrung

Der Test erstreckte sich Giber 5 oder 6 Tage, wobei sich die zeitliche Variation aus der
zwischen 48 und 72 Stunden liegenden Dauer der Tracerinkubation ergab; diese

Schwankungen blieben ohne Auswirkungen auf das Testergebnis.

Alle Proben wurden im Doppelansatz bestimmt, die Eichkurve umfalite 8 Konzen-
trationen von 0,05 bis 2,0 ng canines LH/ml 0,05 M Phosphatpuffer.
Zu Beginn, in der Mitte und am Ende des Tests wurden biologische Kontrollen mit be-

kannt hohem und bekannt niedrigem Wert eingefigt.
Durchfiihrung des RIA:
Der Test wurde in 3,5 ml Einweg-Reagenzrohrchen angesetzt.

erste Inkubation: Die Punkte der Standardkurve wurden fir jeden Test neu in
100 pl 0,05 M Phosphatpuffer angesetzt. Es erfolgte eine Volu-
menauffillung auf 200 pl mit Albumin-Phosphatpuffer. 0,2 ml
Proben- bzw. Kontrollplasma wurden mit einem Dispenser einpi-
pettiert. Erster Antikorper - Verdinnung und Kaninchen-Null-
Serum in Albumin-Phosphatpuffer (s.S. 55) und in Albumin-
Phosphatpuffer verdinntes LH freies Rinderplasma (s.S. 55) wur-
den im Verhdltnis 1:1:2 vermengt und 0,2 ml dieses Gemisches/
Probe wurden zugegeben.
Die Ansatze wurde uber 24 h bei + 4° C inkubiert.

zweite Inkubation:  Zu allen Ansétzen wurden 0,1 ml Tracerldsung zugegeben. Die
Aktivitat betrug 10000 cpm/Ansatz.
Der Test wurde weitere 48 bis 72 Stunden bei + 4°C inkubiert.

dritte Inkubation: 0,1 ml der 2. Antikérperverdiinnung wurde

zu allen Ansatzen aulRer der TOT (Totale: Pro Ansatz eingesetzte
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125
I

Menge an ) zugegeben.

Der Test wurde nochmals Uiber 24 h bei + 4°C inkubiert.

Testende: Zu jedem Ansatz (auBer der TOT) wurden 2 ml 0,05 M Phosphat-
puffer pipettiert, unmittelbar anschlieBend wurden die Réhrchen
bei 1200 g zentrifugiert, folgend dekantiert und im Gammazéhler

gemessen.
3.3.2.3. Auswertung

Die Auswertung erfolgte im On-line Verfahren (iber das dem Counter angeschlossene
Programm der Firma Berthold. Unter Beachtung der Totalaktivitat, der NSB-korrigier-
ten Werte sowie der relativen Bindung erfolgt die Darstellung der Standardkurve fur die
Konzentration (x-Achse) logarithmisch, die prozentuale Bindung linear. Nach der Hoch-

rechnung der Ergebnisse erfolgte die Ausgabe der MeRergebnisse in ng/ml Plasma.
3.3.2.4. Qualitatskriterien des Tests

Die durchschnittlich erreichte Verdrangung bei 2 ng LH/ml Puffer lag bei 90 %. Alle
Proben mit Werten tber 2 ng LH/ml wurden verdiinnt und nochmals bestimmt. Der
Intraassayvariationskoeffizient lag bei einer Konzentration von 0,83 ng LH/ml Plasma
bei 5,9% und bei 1,72 ng LH/ml Plasma bei 3,5 %. Der Interassayvariationskoeffizient
betrug bei 0,12 ng LH/ml Plasma 9,1 %, bei 0,36 ng LH/ml Plasma 9,2 %, bei 0,458 ng
LH/ml Plasma 6,0 % und bei 2,423 ng LH/ml Plasma 2,8 %. Die Wiederfindung betrug
bei 0,5 ng LH/ml Plasma 95,6 % (n=20) und bei 1,5 ng LH/ml Plasma 91,5 % (n=20).

3.3.2.5. Substanzen und Materialien zur Markierung

- 1] als Natriumjodid in NaOH-L6sung, pH 7-11 (Fa. Amersham)
- Chloramin-T, p.a. (Fa. Sigma):

10 mg Chloramin-T in 10 ml 0,05 M PO, -Puffer
- Natriumdisulfit, p.a. (Fa. Merk):

10 mg Natriumdisulfit in 10 ml 0,05 M PO, -Puffer
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- Kaliumjodid, p.a. (Fa. Merk):
10 mg Kaliumjodid in 1 ml 0,05 M PO, -Puffer
— Sdule:
2 ml Filtration Column (Fa. J.T. Baker)
— Anionenaustauscher:
Analytical Grade Anion exchange Resin 50-100 mesh chloride Form (Fa. Bio-Rad)
- Silicon solution, p.a. (Fa. Serva)
- Pasteurpipetten 150 mm (Fa. Brand)
- Eppendorf-Reaktionsgefal 1,5 ml (Fa. Eppendorf, Hamburg)

3.3.2.6. Standardsubstanzen, Antisera und unspezifische Zusatze

- Canines LH: Verwendet wurde flr diesen Test gereinigtes canines LH (AFP 5216 B)
Verdunnt in Albumin-Phosphat-Puffer.

- Bovines LH fiur die Markierung: Verwendet wurde gereinigtes bovines LH (DSA
19.7.94).
Fur die Herstellung der Tracerlésung wurde das markierte Hormon in Albumin-

Phosphatpuffer verdiinnt

- 1. Antikorper: Fir diesen Test wurde ein aus dem Kaninchen gewonnenes spezifisch
gegen canines LH gerichtetes Antiserum verwendet (AFP 8311 890). Die Endverdun-
nung lag bei 1:240 000.

- 2. Antikorper: Der verwendete 2. Antikdrper war ein vom Schaf gewonnener Antikor-
per gegen Kaninchen 1gG (Karl 23.2.95). Er wurde in der Endverdinnung von 1:60

eingesetzt. Die Verdiinnung erfolgte in Albumin-Phosphatpuffer.

- Kaninchen-Null-Serum: Das Serum nicht immunisierter Kaninchen (Bezeichnung:

10/95) wurde in einer Endverdiinnung von 1:1200 eingesetzt.

- LH-freies Rinderplasma: Das Plasma (Bezeichnung: RP-Kaligo vom 20.2.89) wurde in

einer Endverdiinnung von 1: 30 eingesetzt
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3.3.2.7. Puffer

Phosphatpuffer 0,5 M pH=7.5

NapHPQO,4 X 2H,0 74,48 g
KH,PO, 11,17 ¢g
NaCl 11,69 g
Aqgua dest ad 1000,00 ml auf pH = 7,5 einstellen

Albumin-Phosphat-Puffer 0,05 M pH=7.5

BSA 1,00 g
Titriplex Il 3,609

Phosphatpuffer 0,5 M pH=7,5 200,00 ml
Aqgua dest ad 2000,00 ml

Auswertepuffer 0,05 M pH=7,5
Phosphatpuffer 0,5 M pH=7,5 100,00 ml
Aqgua dest ad 1000,00 ml

Elutionspuffer:
BSA 1,009
Auswertepuffer 0,05 M pH=7,5 ad 100,00 ml

3.3.2.8. Materialien und Geréte

- RIA-R6hrchen: Einweg-Reagenzréhrchen, 3,5 ml, 55x22 mm (Fa. Sarstedt, Nim-
brecht)

- Dispenser: Hamilton Micro Lab 1000

- Zentrifuge: Sigma 4-K-1

- Gamma-Counter: Berthold LKB-Wallac 1277 Gammamaster, Automatic Gamma

Counter
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4, Auswertung

Grundlage der vergleichenden Auswertung waren die bei den einzelnen Hindinnen

erhaltenen Versuchs- und Kontrollphasen wie in Tabelle 4 dargestellt.

Tabelle 4: Bei den einzelnen Hindinnen erhaltene Versuchs- und Kontrollphasen (siehe
auch Tabelle 1 Seite 41)

Name | Versuchsphasen Kontrollphasen Kas-
tration
Jeani  |Vpg Va-Ll |Vp |Ka1 K-L |Kp |Vka
Sally |Va; |[Vas Va-l? (Vb [Kar |Kaz K-L |Kp | Vka
Billi Var | Va2 Val |Vp |Kai |Kaz K-L |Kp |Vka
Lena  |Va; |Var Val |Vp |Kar [Kaz |Kas K-L |Kp | Vka
Pebbels |Va; (Va2 |Vas |VaL (Vb |Kar |Kaz |Kaz [Kas |K-L |Kp |Vika

Legende: siehe Tabelle 1 Seite 41

Aufgrund des unterschiedlichen Stichprobenvolumens wurde die statistische Aus-
wertung mit dem Statistikprogrammpaket BMDP/Dynamic, Release 7.0 (Dixon 1993)
durchgefihrt.

Zur Anwendung kam die ein- oder zweifaktorielle Varianzanalyse. Dabei konnten man-
gels ausreichenden Stichprobenumfangs im spaten Andstrus nicht alle Phasen
berucksichtigt werden.

Des weiteren wurde eine Trendanalyse (Steigungsberechnung) fiir den Hormonverlauf
in den Versuchsphasen Ka, Va und Vi, mittels Einstichproben t-Test durchgeftihrt. Das
Programmpaket Microsoft Excel 97 SR-1 wurde fur die Auswertung der Versuchspha-
sen mit einheitlichem Stichprobenvolumen eingesetzt. Welches Programm mit welcher

statistischen Auswertung verwendet wurde, ist im jeweiligen Kapitel angegeben.

Bei rechtschiefer Verteilung positiver quantitativer Merkmale wurde eine logarithmi-

sche Transformation der Daten durchgefiihrt und die Datenbeschreibung mit Hilfe von

geometrischen Mittelwerten (xq) und Streufaktoren (SF), dargestellt in der Form ig*SFﬂ,
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vorgenommen.

Die grafischen Abbildungen wurden auf einem Personal Computer mit dem Pro-

gramm Microsoft Excel 97 SR-1 erstellt.

4.1. Hormone

4.1.1. Luteinisierendes Hormon (LH)

4.1.1.1. Parameter zur Charakterisierung der LH-Freisetzung

Fur jede Blutentnahmeperiode (Versuchsphase, Kontrollphase, Versuchsphase Kast-
ration) wurden folgende Parameter erfalt:
a) Maximalwerte der LH-Freisetzung (in ng/ml)

b) AUC: Die AUC wurde nach folgender Formel berechnet: Zeitintervall x Y (Oh
Wert/168h Wert). Die AUC gilt als MaR fiir die Ausschittung eines Hormons ber
einen Zeitraum (in ng/ml*h).

c) Basalwerte: Die Basalwerte wurden wie bei Hoffmann und Schneider (1993) be-
schrieben errechnet. Aus den Werten einer Blutentnahmeperiode wurde der
arithmetische Mittelwert errechnet sowie die Standardabweichung; alle Werte die tber
dem Mittelwert plus doppelter Standardabweichung lagen, wurden aus der weiteren
Berechnung ausgeschlossen. Dieser Vorgang wurde solange wiederholt, bis alle
Werte innerhalb des Bereiches von x + 2 SD lagen (in ng/ml).

d) Anzahl der Peaks: Als Hinweis fiir einen Peak wurden Werte gréRer x + 2SD gewer-
tet. Anders als bei Hoffmann und Schneider (1993) beschrieben, kdnnen diese im
Hinblick auf die Halbwertszeit von ca. 15 min fur LH beim Hund (Schneider 1993)
und das vorgegebene Blutentnahmeintervall von 6-8 Stunden jedoch nicht mit der
Amplitudenhthe gleichgesetzt werden.

e) Auftreten des ersten Peaks nach Behandlungsbeginn (in Stunden).

4.1.1.2. Auswertung der Versuchs- und Kontrollphasen

Fur alle Versuchs- und Kontrollphasen wurden die oben angegebenen Parameter

a bis e ermittelt.
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Die statistische Auswertung erfolgte mittels zweifacher Varianzanalyse (s.0.) Uber die
Faktoren Zeit (globaler Zeiteffekt im Mittel Gber beide Gruppen) und Behandlung (mit
oder ohne Behandlung). In diese Analyse wurden die Versuchs- und Kontrollphasen D,
Al und A2 einbezogen. Des weiteren wurde fur die Versuchsphasen im Andstrus (V a1,

Va2, Vaz und Va-L) die Trendanalyse durchgefunhrt.

Bei den Versuchsphasen mit sich unmittelbar anschlieRender Laufigkeit wurde unbe-
schadet der langeren Blutentnahmeperiode fiir diese Auswertung zundchst nur der

reguldre Zeitraum von 168 Stunden einbezogen (siehe Kap. 3.2.2.5).

4.1.1.3. Auswertung der Laufigkeiten wahrend der oder unmittelbar im Anschlul3

an die Versuchsphasen und spontan aufgetretener Laufigkeiten

Es wurde die Zeitspannen vom Beginn des Prodstrus bis zum Beginn der Duldung
bzw. bis zum Beginn des Progesteron-Anstiegs erfalt und miteinander verglichen.
Zur Charakterisierung des praovulatorischen LH-Gipfels wurden folgende MeRgréRen
erfafit:
a) Zeitspanne Beginn Laufigkeit — Beginn LH-Gipfel
b) Dauer LH-Gipfel, definiert als der Zeitraum, in dem die dem Peak zugeordneten LH-
Werte Uber der errechneten basalen LH-Ausschittung liegen
c) AUC des LH-Gipfels.

Der statistische Vergleich erfolgte mittels gepaartem t-Test (Excel)

Die Estradiol-173-Sekretion, gemessen an der AUC, wurde flir den Zeitraum vom
Beginn des Prodstrus bis zum Beginn der Duldung bzw. bis zum Beginn des Progeste-
ron-Anstiegs bestimmt. Der statistische Vergleich erfolgte mittels gepaartem t-Test
(Excel).

Aus Griinden der Vergleichbarkeit wurde flr die weitere Auswertung der Zeitpunkt
der maximal gemessenen LH-Konzentration als Zeitpunkt (Stunde) 0 gesetzt. Die unter
Kap. 4.1.1.1 angegebenen Parameter b) AUC und c) Basalwert wurden fiir den Zeitraum

von —112 bis +56 Stunden ermittelt und mittels gepaartem t-Test verglichen (Excel).
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Der Zeitraum vom Maximum des LH-Peaks bis zur Ovulation (Progesteron >5 ng/ml
im peripheren Plasma) wurde ebenfalls erfal3t; der Gruppenvergleich erfolgte mittels ge-

paartem t-Test (Excel).
4.1.1.4. Kastration

Die Auswertung des Verlaufs der LH-Konzentrationsanderungen im Plasma erfolgte
zum einen mittels 1-facher Varianzanalyse mit MeRwiederhohlung im Faktor Zeit der
gemessenen LH-Konzentrationen (BMDP).

Als Parameter zur Charakterisierung der LH-Freisetzung wurden des weiteren die Ma-
ximalwerte, die AUC sowie die Basalwerte herangezogen (siehe Kap. 4.1.1.1) und im
gepaarten t-Test verglichen (Excel). Entsprechend des Verlaufs von LH wurde der Be-
obachtungszeitraum fir die weitere Auswertung in vier 48-Stundenintervalle unterteilt:
a) -48 — 0 Stunden;

b) 0-48 Stunden;

c) 48 -96 Stunden;

d) 96 - 144 Stunden.

4.1.2. Estradiol-171

4.1.2.1. Definition der Verlaufskurve nach einmaliger Injektion von Estradiol-173

(Vorversuche)

Die Estradiol-173 Verlaufskurve wurde durch die Erfassung von tpyay und Cmax cha-

rakterisiert. Weiterhin wurde der Zeitraum erfalit, an dem das Ausgangsnhiveau wieder

erreicht war.

4.1.2.2. Definition der Verlaufskurve nach mehrmaliger Injektion von Estradiol-

benzoat (Hauptversuche)

Die zu den einzelnen Melzeitpunkten erhaltenen Werte wurden fir die Va1-Vas SO-
wie, getrennt davon, fiir die Vka gemittelt (xg « Sfﬂ), des weiteren wurden die Estra-

diol-17p Werte eines entsprechenden Zeitraums der L&ufigkeiten der Kontrollphase ge-
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+1

mittelt (xg » Sf). Zum Vergleich des Kurvenverlaufes wurde eine Korrelationsbe-

rechnung zwischen den ermittelten Kurven durchgefiihrt (Excel). Es wurden die AUC,
die erreichten Maximalwerte und bei den Versuchsphasen der Zeitpunkt des Erreichens
der Maximalwerte und die Riickkehr auf Basalniveau nach der letzten Injektion berech-

net und mittels gepaartem t-Test (Excel) verglichen.

4.1.2.3. Definition der Estradiol-17B-Sekretion wahrend der Kontrollphasen

Zur Quantifizierung der Estradiol-173-Sekretion wahrend der Kontrollphasen
(Ka1 - Kasg und Kp) wurden die AUC, die Basalkonzentrationen, die Maximalwerte so-

wie die Anzahl der Peaks bestimmt (siehe Kap. 4.1.1.1). Die statistische Analyse er-
folgte in Form einer einfachen Varianzanalyse tber den Faktor Zeit (BMDP).
Des weiteren wurde fur die Werte im Anostrus eine Trendanalyse (Steigungsberech-

nung) durchgefihrt (siehe Kap. 1).

4.1.3. Progesteron

Aus dem Verlauf der Progesteronkonzentrationen im peripheren Plasma wurden folgen-

de Daten abgeleitet

a) Lange des Diostrus (Ende der sexuellen Akzeptanz bis Progesteron<lng/ml) nach
Va-L und K-L in Tagen (der Vergleich zwischen den Didstren erfolgte mittels ge-

paartem t-Test).

b) Lange des Andstrus (ab Progesteron<lng/ml bis Beginn prodstrische Blutung) der
Versuchs- und Kontrollphasen (der Vergleich zwischen den Andstren erfolgte mittels

gepaartem t-Test).

c) Der Zeitpunkt des Ubergangs vom Prodstrus in den Ostrus (Progesteronanstieg von

<1mg/ml auf >1ng/ml mit nachfolgend steigender Tendenz).

d) Der ungeféahre Ovulationszeitpunkt (Tag 0: Progesteron>5 ng/ml).

Als Mal} flr die Progesteronsekretion im Didstrus nach vorangegangener Laufigkeit
in der Versuchs- (Va-L) bzw. Kontrollphase (K-L) wurde die AUC vom Tag 0 (Tag der

Ovulation) bis zum Tag 34 nach der Ovulation bestimmt, an dem bei einigen Hindinnen
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der Beginn der Versuchs- bzw. Kontrollphase lag. Die erhaltenen Werte wurden

mittels gepaartem t-Test verglichen.

Die in den Versuchs- und Kontrollphasen des Didstrus fur die jeweiligen Zeitpunkte
ermittelten Progesteronkonzentrationen wurden mittels gepaartem t-Test verglichen.
Des weiteren wurde die AUC fur den Zeitraum 0 bis 192 Stunden nach der ersten Injek-

tion bestimmt und mittels gepaartem t-Test verglichen.

4.2.  Vaginaler Widerstand

Fur die Versuchsphasen(Vai1-Vas, Vp und Vg, wurde fur die einzelnen Mel3-

punkte der geometrische Mittelwert mit Streufaktor (xg « Sf +1) errechnet und eine
mittlere Verlaufskurve dargestellt. Zur Quantifizierung des vaginalen Widerstandes
wahrend der Versuchsphasen wurden die AUC und die Maximalwerte bestimmt (siehe
Kap. 4.1.1.1). Die statistische Analyse erfolgte in Form einer einfachen Varianzanalyse
mit MeRwiederhohlung im Faktor Zeit (BMDP).

Des weiteren wurden die Parameter AUC und Maximalwerte in den ersten 168 Stunden

der Laufigkeiten VA-L und K-L bestimmt und mittels gepaartem t-Test verglichen.
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5. Ergebnisse

5.1. Vorversuche: Induzierte Estradiolverlaufskurve

Die im Rahmen von Vorversuch a) nach einer einzelnen Injektion mit Estradiol-173

(4pg/kg KGW) entstandene mittlere Verlaufskurve im peripheren Plasma ist in Abb. 4
dargestellt. Die Maximalwerte(Cmax) lagen im Mittel bei 295,8 + 89,1 pg/ml Plasma und

wurden nach 3,2 + 1,1 Stunden (tmax) erreicht, nach 24 + 5,66 Stunden waren die Ba-

salwerte wieder erreicht.

Estradiol-173 (pg/ml Plasma)

-24 0 24 48 72
Stunden

Abb. 4.: Estradiol-17p Verlauf im Plasma nach Injektion von 4 pg Estradiol-17(3/kg
KGW (Xg+SF*; n=7) (0 = Zeitpunkt der Behandlung)

Die in Vorversuch b) bei 2 Hunden erhaltene Verlaufskurve zeigt Abb. 5. Anders als
bei Vorversuch a) entspricht die in Vorversuch b erhaltene Kurve in etwa der Estra-
diol-17B-Freisetzung im Prodstrus. Fur den Hauptversuch wurde daher dieses Dosie-

rungsschema weitgehend beibehalten (s. Seite 43, Kapitel 3.2.2.4).
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f

Behandlung mit Estradiolbenzoat
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Abb. 5: Verlauf der Estradiol-173 Konzentrationen im Plasma nach Injektion von
Estradiolbenzoat

5.2. Hauptversuche
5.2.1. Induzierte Estradiolverlaufskurve

Fur die wahrend der Versuchsphasen A erhaltenen Verlaufskurven wurde eine mittlere
Verlaufskurve (ig) errechnet. Getrennt davon wurde die mittlere Verlaufskurve (ig) fur
die Versuchsphasen Kastration errechnet. Dies erfolgte, um auf mogliche Uberlagerun-
gen durch endogenes Estradiol-17(3 schlieBen zu kdnnen. Das Ergebnis ist in Abb. 6
wiedergegeben, in der auch die fiir die spontanen Laufigkeiten (K-L) ermittelte mittlere
Verlaufskurve eines vergleichbaren Abschnitts der prodstrischen Estradiol-17(3-Freiset-

zung dargestellt ist.
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100 —e&— Kastration
= Anostrus
g % —a— aufigkeit
@ 601
I~
-
S 40z
=
= 207
4 . /\o/‘ | | | —~f<e\—l><v p—t—t—n
0 24 48 72 96 120 144

Stunden nach Behandlungsbeginn

Abb. 6: Verlaufskurve von Estradiol-17B (xo) fur die Versuchsphasen (Andstrus, nach
der Kastration und wéhrend der Laufigkeit)

Wie Abb. 6 zeigt, resultierte aus der Behandlung mit Estradiolbenzoat eine dem
proostrischen Estradiolverlauf vergleichbare Estradiol-17p3-Freisetzung. Der Korrelations-
koeffizient der Verlaufskurven lag bei 0,93 zwischen ,,Andstrus* und ,,Kastration“ und
0,79 zwischen , Laufigkeit* und ,,Andstrus” bzw. , Kastration“. Uber einen Zeitraum
von 119,2 + 8,8 Stunden ergaben sich behandlungsbedingt Gipfelwerte nach 32,6 + 2,1
und 57,6 £ 4,5 Stunden, wobei die jeweiligen Maximalwerte bei 83,38 = 29,78 pg/ml
bzw. 80,47 £ 19,24 pg/ml Plasma lagen. Die erreichten Maximalwerte der Laufigkeiten

lagen in dem entsprechenden Zeitraum bei 95,63 + 23,55 pg/ml.
5.2.2. Uberblick Versuchs- und Kontrollphasen

Aufgrund variierender Anostruslangen zwischen den Tieren (siehe Tabelle 17, Seite 95)
ergab sich fur jede Hundin eine unterschiedliche Anzahl an Versuchs- und Kontrollpha-
sen. Der chronologische Ablauf des Versuches und die Positionierung der einzelnen
Versuchs- und Kontrollphasen ist in Tabelle 1 Seite 41 wiedergegeben. Die fir die Ver-

suchsauswertung getroffenen Zuordnungen zeigt Tabelle 4 (siehe Seite 57).
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5.2.3. Ergebnisse der Untersuchungen zur Freisetzung von LH

5.2.3.1. Verlauf von Luteinisierendem Hormon in den Versuchs- und Kontroll-

phasen

Der Verlauf der LH-Konzentrationen wahrend der Versuchsphasen Va und Vp sowie

wéhrend der Kontrollphasen K, und Kp ist in den Abb. 7 bis Abb. 11 dargestellt.

Plasma)

Luteinisierendes Hormon (ng/ml

25T
2,0 T
15+
1,0 +

0,5 -i\Qo

0,0 t } } t t t t |

24 0 24 48 72 96 120 144 168 24 48 72 96 120 144 168

25+
Vao-L

2,0 +
15+
1,0 +
0,5 <
0,0 } } } } } } } } y

24 0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240

Stunden

Abb. 7 Hindin Jeani: Verlauf der LH-Konzentrationen im Plasma wahrend der
Versuchsphasen Va1, und Vp sowie der Kontrollphasen K und Kp
(0 = Zeitpunkt der ersten Behandlung mit Estradiolbenzoat bzw. Vehikel)
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Abb. 8 Hundin Sally: Verlauf der LH-Konzentrationen im Plasma wéhrend der

Versuchsphasen V1.3 und Vp sowie der Kontrollphasen Kaq., und Kp

(0 = Zeitpunkt der ersten Behandlung mit Estradiolbenzoat bzw. Vehikel)
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Abb. 9 Hindin Billi: Verlauf der LH-Konzentrationen im Plasma wéahrend der

Versuchsphasen Va;.3 und Vp sowie der Kontrollphasen Ka;.» und Kp

(0 = Zeitpunkt der ersten Behandlung mit Estradiolbenzoat bzw. Vehikel)
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Abb. 10 Hindin Lena: Verlauf der LH-Konzentrationen im Plasma wahrend der
Versuchsphasen Vi3 und Vp sowie der Kontrollphasen Ka;.3 und Kp

(0 = Zeitpunkt der ersten Behandlung mit Estradiolbenzoat bzw. Vehikel)
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Abb. 11 Hiindin Pebbels: Verlauf der LH-Konzentrationen im Plasma wéhrend der
Versuchsphasen V1.4 und Vp sowie der Kontrollphasen Kay.4 und Kp
(0 = Zeitpunkt der ersten Behandlung mit Estradiolbenzoat bzw. Vehikel)
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Die Ergebnisse der Berechnung der Parameter zur Charakterisierung der LH-Freiset-
zung (siehe Kapitel 4.1.1.1 und 4.1.1.2) sind in Tabelle 5 und Tabelle 6 wiedergegeben
und graphisch in Abb. 12 dargestellt.
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Tabelle 5: Parameter zur Charakterisierung der LH-Freisetzung wahrend der Versuchs-
phasen bei den 5 in den Versuch aufgenommenen Hindinnen: Maximalwerte,
AUC, Basalwerte, Anzahl der Peaks, erster Peak nach Behandlungsbeginn

Parameter Hindin Phase
Va1 Va2 Va3 Va-L Vp
Jeani 0,616 1,925 0,923
_ Sally 0,503 0,400 0,701 0,633
Maximalwerte oo 0,455 0,795 0,506 0,509
(ng/ml) - T ena 0,467 0,474 1,085 0,936
Pebbels 0,466 0,712 0,865 1,490 0,753
Xq 0,498 0,572 0,865 1,020 0,732
= 1,133 1,386 1,723 1,296
Jeani 57,90 83,72 58,85
AUC Sally 39,87 27,43 54,12 48,09
(ngotnl Lo ) Billi 41,89 65,25 52,31 37,90
Lena 39,86 41,03 72,45 53,80
Pebbels | 29,86 41,20 72,22 94,46 35,62
Xq 40,945 41,703 72,22 69,504 45,981
SE*! 1,265 1,425 1,299 1,244
Jeani 0,284 0,461 0,303
Sally 0,181 0,116 0,293 0,273
B?,?Z'/Vrﬁite Billi 0,181 0,344 0,288 0,183
Lena 0,180 0,271 0,372 0,232
Pebbels 0,100 0,132 0,343 0,509 0,136
Xq 0,176 0,194 0,343 0,375 0,217
= 1,449 1,704 1,295 1,381
Jeani 8 1 3
Sally 6 8 2 1
Peak Anzahl Billi 7 2 3 6
Lena 6 4 2 5
Pebbels 7 9 5 2 7
Xq 6,8 4,9 5,0 19 3,6
SE*! 1,1 2,0 1,5 2,2
Jeani 48 88 80
e 3l 64 48 96 72
redl il 48 104 72 80
(Zeitpunktin h) o2 72 80 104 72
Pebbels | 48 48 64 104 48
Xq 55,138 66,169 64 91,967 69,250
= 1,215 1,471 1,166 1,236
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Tabelle 6: Parameter zur Charakterisierung der LH-Freisetzung wahrend der Kontroll-
phasen bei den 5 in den Versuch aufgenommenen Hiindinnen: Maximalwerte,
AUC, Basalwerte, Anzahl der Peaks, erster Peak nach Behandlungsbeginn

Parameter Hindin Phase
Ka1 Ka2 Kas Kas Kb
Jeani 0,502 1,127
_ Sally 0,978 1,260 1,279
Max'm/a"’l"e”e Billi 0,361 1,094 0,924
(ng/mh) - ena 0,769 1,133 1,976 1,852
Pebbels 0,641 0,419 2,119 2,012 0,825
Xq 0,614 0,899 2,046 2,012 1,153
sF* 1,469 1,670 1,051 1,370
Jeani 43,42 76,56
AUC Sally 51,55 56,63 118,3
(gl ) Billi 29,66 57,03 88,61
Lena 40,43 61,61 98,73 117,7
Pebbels | 20,46 42,37 89,52 93,32 72,90
Xq 35,309 53,884 94,010 93,32 92,813
sFt 1,440 1,179 1,072 1,260
Jeani 0,235 0,364
Sally 0,268 0,230 0,714
Basalwerte 7, 0,162 0,175 0,532
(ng/ml)
Lena 0,175 0,201 0,307 0,281
Pebbels 0,062 0,204 0,263 0,410 0,424
Xq 0,162 0,202 0,284 0,410 0,440
sF* 1,776 1,118 1,116 1,429
Jeani 6 4
Sally 3 3 0
Peak Anzahl Billi 2 10 0
Lena 6 8 10 14
Pebbels 6 6 8 5 0
Xq 4,193 6,160 8,944 5 1,476
SF! 1,667 1,688 1,171 4,696
Jeani 6 80
L e
(Zeitpunkt in h)
Lena 18 12 6 18
Pebbels 6 6 6 12
Xq 10,447 7,135 6,000 12 37,047
sF*t 2,195 1,414 1,000 2,871
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Abb. 12: Graphische Darstellung der Maximalwerte, AUC, Basalwerte, Peak Anzahl und
erster Peak nach Behandlungsbeginn (ig*SFﬂ) der Versuchs und Kontrollphasen;
— Daten in zweifache Varianzanalyse einbezogen; - - Daten in Trendanalyse einbezogen;
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Bei der Anwendung der in Kap. 4.1.1.2 beschriebenen statistischen Verfahren erga-
ben sich folgende Ergebnisse:

Maximalwerte: In der zweifaktoriellen Varianzanalyse zeigte sich ein hochsignifikanter

(p<0,001) Behandlungs- und Zeiteffekt, das heif3t es wurden héhere Maximalwerte
in den Kontrollphasen als in den Versuchsphasen und im Mittel héhere Maximal-
konzentrationen im Didstrus als im Andstrus A1 und A2 gemessen.

Die Trendanalyse zeigte ein signifikantes (p<0,05) Ansteigen der Maximalwerte im
Verlauf des Andstrus der Versuchs- und Kontrollphase.

AUC: In der zweifaktoriellen Varianzanalyse zeigte sich ein hochsignifikanter Behand-
lungseffekt, der - wie aus Abb. 12 ersichtlich - nur in den Phasen A2 und D erkenn-
bar war. Bei gleichzeitiger Berucksichtigung der Versuchs- und Kontrollphasen (D,
Al und A2) ist weiterhin ein hochsignifikanter (p<0,001) Zeiteffekt festzustellen.
Zwischen dem Faktor Behandlung und Zyklusphase ergaben sich hochsignifikante
Wechselwirkungen, das heif3t - wie auch aus Abb. 12 ersichtlich ist - war der Be-
handlungseffekt im Didstrus starker als im Andstrus (Al, A2). Demnach ergibt sich
der errechnete Zeiteffekt vor allem aus den Werten der Kontrollphase.

Die Trendanalyse zeigte eine signifikant (p<0,05) steigende Sekretion (gemessen an
der AUC) im Verlauf des Anostrus der Versuchs- und Kontrollphase.

Basalwerte: In der zweifaktoriellen Varianzanalyse zeigte sich ein hochsignifikanter
(p<0,001) Zeiteffekt. Ein Behandlungseffekt konnte statistisch nicht abgesichert
werden, obwohl der Unterschied der Basalkonzentrationen im Didstrus zwischen
Versuchs- und Kontrollphase mit p<0,02 signifikant ist. Auch bei der Analyse der
Basalwerte zeigte sich eine schwach signifikante Wechselwirkungen zwischen Be-
handlungen und Zyklusphase, das heif3t - wie aus Abb. 12 ersichtlich ist - daR der
Behandlungseffekt im Didstrus starker war als im Anostrus (Al, A2). Demnach er-
gibt sich auch bei den Basalwerten der Zeiteffekt vor allem aus den hohen Werten
der Kontrollphase.

Die Trendanalyse zeigte ein signifikantes Ansteigen der basalen LH-Sekretion im
Verlauf des Andstrus der Versuchsphase.

Peak Anzahl: In der zweifaktoriellen Varianzanalyse zeigte sich ein signifikanter
(p<0,05) Zeiteffekt, das heil’t, die mittlere Anzahl der Peaks sinkt im Didstrus im
Vergleich zum Andostrus. Es liel sich kein Behandlungseffekt nachweisen. In der

Versuchsphase zeigt die Trendanalyse eine signifikante Abnahme der Anzahl der
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Peaks im Verlauf des Andstrus.

erster Peak nach Behandlungsbeginn: In der zweifaktoriellen Varianzanalyse zeigte sich

76

ein hochsignifikanter (p<0,001) Behandlungs- und Zeiteffekt. Weiterhin ergaben
sich signifikante Wechselwirkungen zwischen den Behandlungen und den Zyklus-
phasen. Das bedeutet, dafl in den Versuchsphasen der erste LH-Peak nach der
Behandlung spater auftrat als in den Kontrollphasen, sowie dal} im Didstrus die er-
sten Peaks im Mittel spater auftraten als im Andstrus.

Die Trendanalyse zeigt, dal’ in der Versuchsphase gegen Ende des Andstrus die er-

sten Peaks nach Behandlungsbeginn signifikant spater auftreten als zu Beginn.
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5.2.3.2. Verlauf von Luteinisierendem Hormon vor und nach der Behandlung bei

kastrierten Hindinnen

Die Verlaufskurven von Luteinisierendem Hormon der finf Versuchstiere sind in

Abb. 13 dargestellt, eine mittlere Verlaufskurve zeigt Abb. 14.

Jeani

-48 0 48 96 144 -48 0 48 96 144

-48 0 48 96 144 -48 0 48 96 144

Luteinisierendes Hormon (ng/ml Plasma)

4T Pebbels
3 4
2 4

4
1 4
0 T } y T T f ' i ,

-48 0 48 96 144

Stunden

Abb. 13: Verlauf des Luteinisierenden Hormons nach der Kastration vor und nach
Behandlung mit Estradiolbenzoat
(0 = Zeitpunkt der ersten Behandlung mit Estradiolbenzoat)
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Abb. 14: Mittlerer Verlauf (ig*SFﬂ) von Luteinisierendem Hormon nach Kastration
vor und nach der Behandlung mit Estradiolbenzoat

(0 = Zeitpunkt der ersten Behandlung mit Estradiolbenzoat)

Bei der einfaktoriellen Varianzanalyse der Einzelwerte Uber den Faktor Zeit zeigt
sich ein hochsignifikanter (p<0,001) Einflu? durch die Behandlung auf die LH-Sekre-

tion.

In Tabelle 7 sind die Werte fur die Parameter Maximalwert, AUC und Basalwert
(siehe Kap. 4.1.1.4) nach Unterteilung des erfaliten Zeitraumes in vier 48-Stunden-
abschnitten, in Tabelle 8 die p-Werte der statistischen Auswertung mittels gepaartem
t-Test angegeben. Abb. 15 gibt die Ergebnisse aus Tabelle 7 in graphischer Form wie-

der.
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Tabelle 7: Charakterisierung der LH Freisetzung wéhrend der Versuchsphase nach der
Kastration und Behandlung mit Estradiolbenzoat: Maximalwert, AUC und

Basalwert
48- Hundin "
IS;;?SSH Parameter Jeani | Sally | Billi | Lena Ez?s Xg"(5F)
Maximalwerte (ng/ml)| 2,963 | 1,068 | 1,548 | 1,863 | 1,505 | 1,689*(1,452)
] 43_0 AUC (ngsml*=h)  [89,664 |34,640 |65,708 (71,004 |64,092 | 62,170%(1,423)
Basalwert (ng/ml) 1,944 | 0,734 | 1,393 | 1,435| 1,320 | 1,304*(1,426)
Maximalwerte (ng/ml)| 0,880 | 1,029 | 0,465 | 1,320 | 0,348 | 0,720*(1,751)
0_28 AUC (ng=mlIt«h)  |38,693 38,105 |22,862 49,862 |13,022 | 29,379*(1,709)
Basalwert (ng/ml) 0,521 | 0,551 | 0,316 | 0,674 | 0,173 | 0,403*(1,730)
Maximalwerte (ng/ml)| 0,715 | 1,136 | 0,476 | 1,700 | 0,482 | 0,795*(1,741)
48‘_’96 AUC (ngsml*=h)  |24,396 (31,272 17,084 (38,896 |13,100 | 23,145%(1,555)
Basalwert (ng/ml) 0,460 | 0,712 | 0,359 | 0,860 | 0,274 | 0,488%(1,605)
Maximalwerte (ng/ml)| 2,733 | 1,148 | 0,283 | 2,050 | 0,399 | 0,938*(2,705)
96_‘1 44 AUC (ng«ml ™ «h) 71,772 |43,656 |11,828 79,148 | 8,864 | 30.409%(2,784)
Basalwert (ng/ml) 1,666 | 0,884 | 0,240 | 1,614 | 0,176 | 0,631*(2,889)
O Maximalwerte (ng/ml) @ AUC (ng/ml « h) OBasalwert (ng/ml)
160 — 5
<120 [ — 4
S 80 I - <
o[l s e ;
N s s [
-48-0 0-48 48-96 96-144

Stunden vor und nach Behandlungsbeginn

Abb. 15: Mittlerer Verlauf (xq«Sf il) der Parameter AUC, Maximalwert und Basalwert
zur Charakterisierung der LH-Freisetzung nach Kastration und Behandlung mit

Estradiolbenzoat
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Tabelle 8: Versuchsphase Kastration: Maximalwert, AUC, Basalwert; Gruppenvergleich

mittels gepaartem t-Test; Angabe von p-Werten

t-Test a/b alc a/d b/c b/d c/d

Maximalwert 0,019*| 0,035*| 0,100 { 0,175 | 0,187 0,314
AUC 0,031*| 0,012*| 0,101 | 0,017* 0,447 | 0,201
Basalwert 0,009*| 0,016*| 0,103 0,057 0,082 | 0,237

* Unterschied gesichert

Tabelle 8 zeigt, dal sich in den 48 Stunden nach Behandlungsbeginn signifikant
niedrigere Werte fir alle Parameter ergaben, verglichen mit den Werten vor der Be-
handlung. Dieser Status blieb bis 96 Stunden nach Behandlungsbeginn bestehen, wobei
die AUC im Vergleich zu den ersten 48 Stunden nach Behandlungsbeginn nochmals
signifikant (p<0,05) abfiel. Aufgrund der grof3en Streuung der Werte sind fiir den Zeit-
raum 96 bis 144 Stunden im Vergleich zu den tbrigen Intervallen keine Unterschiede

mehr zu errechnen.
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5.2.4. Ergebnisse der Untersuchungen zum Verlauf der Estradiol-17f3-

Konzentrationen in den Kontrollphasen

Der Verlauf von Estradiol-17 wahrend der Kontrollphasen ist in den Abb. 16 bis
Abb. 20 dargestellt
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Abb. 16 Hindin Jeani: Verlauf der Estradiol-17p3-Konzentrationen im Plasma wahrend

der Kontrollphasen K, und Kp

(0 = Zeitpunkt der ersten Behandlung mit dem Vehikel)
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Abb. 17 Hlndin Sally: Verlauf der Estradiol-173-Konzentrationen im Plasma wahrend
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Abb. 18 Hiindin Billi: Verlauf der Estradiol-17p3-Konzentrationen im Plasma wahrend
der Kontrollphasen Kaz., und Kp
(0 = Zeitpunkt der ersten Behandlung mit dem Vehikel)
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Abb. 19 Hindin Lena: Verlauf der Estradiol-17p3-Konzentrationen im Plasma wahrend
der Kontrollphasen Ka;.3 und Kp
(0 = Zeitpunkt der ersten Behandlung mit dem Vehikel)
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Abb. 20 Hiindin Pebbels: Verlauf der Estradiol-17(3-Konzentrationen im Plasma
wéhrend der Kontrollphasen Kai-4 und Kp
(0 = Zeitpunkt der ersten Behandlung mit dem Vehikel)
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Die fir die in Kapitel 4.1.2.3 angegebenen Parametern erhaltenen Werte sind in

Tabelle 9 zusammengefalt und graphisch in Abb. 21 wiedergegeben.

Tabelle 9: Parameter zur Charakterisierung der Estradiol-17[3 Freisetzung wéhrend der
Kontrollphasen: Maximalwert, AUC, Basalwert und Anzahl der Peaks

Parameter  HUndin Phase
Kb Ka1 Ka2 Kas Kag
Jeani 33,88 12,6
Maximalwerte Sgll'y 23,2 8,92 17,48
(pg/m) Billi 17,64 15,68 22,96
Lena 21,6 10,12 15,24 17,92
Pebbels 13,56 5,36 7,88 7,88 23,64
Xq 20,976 9,91 14,81 11,88 23,64
= 1,40 1,50 1,57 1,78
Jeani 3340,6 1053,9
AUC Sally 1953,6 893,3 1318,4
(pg*ml™*h) Billi 1886,8 1369,3 1763,7
Lena 1781,1 633,7 862,4 1648,2
Pebbels| 1517,3 166,2 712,7 665,2 1369
Xq 2015,7 670,7 10934 1047 1369
S 1,3 2,2 1,5 1,8
Jeani 19,72 6,38
Basalwerte Sgl[y 10,38 4,58 7,19
(pg/ml) Billi 11,06 7,56 9,05
Lena 10,3 3,00 3,99 10,96
Pebbels 8,73 0,00 4,02 3,88 7,48
Xq 11,53 3,67 5,68 6,52 7,48
= 1,37 2,24 1,51 2,08
Jeani 0 0
Peak Anzahl Sgll_y 3 4 1
/168 h Billi 0 2 3
Lena 1 3 3 0
Pebbels 1 11 1 1 1
Xq 0,94 2,66 1,73 0,71 1,00
gE*! 2,08 3,08 1,89 1,63
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- VersuchsphaseuD EAL A2 mA3 A4
40
30 T -
20 +
10 -
0 -+
Maximalwerte AUC (pg/mI*h*100)  Basalwerte (pg/ml) Peak Anzahl
(pg/ml) /168 h

Abb. 21: Mittlerer Verlauf (ig*Sfﬂ) der Parameter Maximalwert, Basalwert, Peak
Anzahl und AUC der Estradiol-173-Freisetzung wahrend der Kontrollphasen

Nach Anwendung der in Kap.4.1.2.3 beschriebenen statistischen Verfahren ergaben
sich fur die erhobenen Parameter folgende Ergebnisse:

Maximalwerte: In der einfaktoriellen Varianzanalyse zeigte sich ein hochsignifikanter

Zeiteffekt, das hei3t - wie aus Abb. 21 ersichtlich — es werden im Mittel hohere
Maximalkonzentrationen im Didstrus als im Andstrus (Al und A2) gemessen.

Die Trendanalyse zeigt ein signifikantes Ansteigen der Maximalwerte im Verlauf
des Anostrus.

AUC: In der einfaktoriellen Varianzanalyse zeigte sich ein hochsignifikanter Zeiteffekt,
das heildt - wie aus Abb. 21 ersichtlich — es ist eine im Mittel niedrigere Sekretion
uber beide Phasen des Anostrus (Al und A2) im Vergleich zum Didstrus festzu-
stellen.

Die Trendanalyse zeigt eine signifikant steigende Sekretion im Verlauf des An-
ostrus.

Basalwerte: In der einfaktoriellen Varianzanalyse zeigte sich ein signifikanter Zeiteffekt,
das heilit, die basale LH-Sekretion - ist wie aus Abb. 21 ersichtlich — im Andstrus
(Al und A2) niedriger als im Di6strus.

Die Trendanalyse fur den Andstrus verlief negativ.

Peak Anzahl: Hier konnten keine signifikanten Effekte errechnet werden.
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5.2.5. Vergleich der Laufigkeiten der Kontrollphasen mit denen wahrend bzw.

unmittelbar im Anschluf? an eine Versuchsphase

Wahrend der Kontrollphasen wurden 5 regulédr auftretende L&ufigkeiten erfalit und
ausgewertet. Bei den nach einer Versuchsphase aufgetretenen Laufigkeiten konnten nur
die Ergebnisse von vier Hindinnen erfa3t und ausgewertet werden, da bei der als erste
laufig gewordenen Hindin Sally die Blutentnahmen nach Ablauf der reguldren 168

Stunden beendet wurden.

In den Abb. 22 bis Abb. 23 sind die Verlaufe der Konzentrationen der Hormone Pro-
gesteron, Estradiol-173 und Luteinisierendes Hormon fiir die L&ufigkeiten der Kontroll-

phasen (K-L) und nach einer Versuchsphase (Va-L) dargestellt.

Abb. 22: Verlauf der Hormone Estradiol-17[3, Luteinisierendes Hormon und Progesteron
bei den regulér auftretenden L&ufigkeiten (K-L) (0* = Zeitpunkt des Auftre-

tens der proostrischen Blutung)
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Abb. 23: Verlauf der Hormone Estradiol-173, Luteinisierendes Hormon und Progesteron
der letzten Versuchsphase im Andstrus mit sich anschlieRender Laufigkeit
Va-L (0* = Zeitpunkt der ersten Behandlung mit Estradiolbenzoat)
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Tabelle 10 zeigt die Zeitspanne vom Beginn des Prodstrus bis zur Duldung bzw. bis

zum Ansteigen der Progesteronsekretion (Progesteron >1ng/ml Plasma, siehe Kap. 4.1.3).

Tabelle 10: Vergleich Laufigkeit Versuchs- und Kontrollphase: Zeitspanne Beginn Pro-
ostrus bis zur Duldung bzw. bis zum Ansteigen der Progesteronwerte auf
>1ng/ml Plasma

Zeitspanne Phase : Hu.nd.ln X £ (SD)
Jeani | Sally | Billi | Lena |Pebbels

Beginn des K-L |128 |144 |144 (144 (120  |136+(11,31)
Prodstrus bis 2
Duldung (h) Va-L 80 |144 (168 |112 |128 126+(33,19)
Beginn des K-L |152 |144 | 96 |168 [112  |134+(29,61)
Prodstrus bis )
Pa-Anstieg ()  Val [104 |144 |168 |136 |144  |139(23,05)

25 Unterschiede mit p<0,05 gesichert

In der Laufigkeit der Versuchsphase ist die Zeitspanne bis zum Anstieg der Pro-
gesteronsekretion signifikant (p<0,05) langer als die bis zum Beginn der Duldung.

Weiteren Unterschiede ergaben sich nicht.

In Tabelle 11 sind die fir die LH-Sekretion errechneten Werte dargestellt.

Tabelle 11: Vergleich Laufigkeiten der Versuchs- und Kontrollphase: Charakterisierung
der LH-Sekretion vor und wahrend der LH-Peaks

Zeit- Hindin —
spanne Parameter - Phase Jeani | Sally | Billi | Lena |Pebbels x+(SD)
Beginn  pagerinf SCE_|128 80 72 [112 96 97,60+(20,50)
PO - Va-L (80 128 [120 [112  [110,00+(18,20)
Beginn  AUC K-L 44,58 [22,49 | 24,32 37,75 | 32,49 | 32,33+( 8,25)
LH-Gipfel (pg*mI™**h) v/,-L 37,60 37,07| 33,45 | 30,57 | 34,67+( 2,86)
bauerinh KL 188 [80 80 | 48 80 75,0 +(13,90)
Va-L (80 80 | 88 72 80,0 +( 5,70)
LH- AUC K-L 91,65 (83,08 [111,20[123,42 [109,28 [103,72+(14,46) %
Gipfel (pg*ml™*h) \/,-L |48,06 82,42| 98,71 | 50,90 | 70,02+(21,36)"”
Maximal K-L | 224|264 | 446 647| 4149 399+ 1,50)°
werte(ng/ml) Va-L | 1,93 4,03 380 1,78| 2,88+( 1,03)%

D) )9 Unterschied mit p<0,01 (a/b) bzw. 0,05 (c/d) gesichert

Die Berechnungen ergaben einen signifikant (p<0,01) niedrigeren Wert fiir die AUC

des LH-Peaks der Versuchs- im Vergleich zur Kontrollphase, auch die Maximalwerte
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lagen schwach signifikant (p<0,05) niedriger.

In Tabelle 12 wird die Estradiol-17(3-Sekretion wahrend des Prodstrus charakterisiert.

Tabelle 12: Vergleich Laufigkeit Versuchs- und Kontrollphase: Charakterisierung der
Estradiol-17p-Freisetzung wahrend des Prodstrus

Zeit- Para- Hindin

spanne  meter Phase Jeani | Sally | Billi | Lena |Pebbels X*(SD)
) AUC K-L | 5324,7|15844,9 |5947,2 |1 5241,4 |1 6227,2 | 5717,1+( 421,2)
Proostrus Va-L |4002,9 7551,1 | 4244,8 | 3714,0 | 4878,2+(1795,1)

bis zur

Duldung payer | 128 | 144 [ 144 [ 144 [ 120 | 1360x( 1L3)

Va-L 80 144 168 112 128 126,4+( 33,1)

K-L | 74934 | 5844,9 | 38656 | 5865.6 | 6227,2 | 5859,3+(1302,0)
Progstrus AUC 0 eae7 0 7551,1 | 4996,8 | 3714,0 | 5412,2+(1595,0)
Xf];;'g Sapey L[ 152 [ 144 | 06 | 168 | 112 | 1344x( 296)

VAL | 104 | 144 | 168 | 136 | 144 | 139,2+( 23,0)

Fur die erfalsten Parameter waren keine signifikanten Unterschiede zu errechnen.

In Tabelle 13 werden die Parameter zur Charakterisierung der LH-Freisetzung fr
den Zeitraum -112 bis +52 Stunden um das LH-Maximum der Laufigkeiten in der Kon-

troll- und in der Versuchsphase wiedergegeben.

Tabelle 13: Vergleich Laufigkeit Versuchs- und Kontrollphase: Charakterisierung der
LH-Freisetzung fir den Zeitraum -112 bis +52 um das LH-Maximum

Hindin —
Parameter Phase Jeani | Sally Billi Lena |Pebbels x£SD
K-L 121,47 |110,72 |144,47 |168,56 | 140,21 | 137,09£(22,33)°
AUC L[ 93,892 104,6 |121,76 | 74,456] 98,68+(19,81)7
creatmere K-E | 035 | 0296 0.36 | 0239 0349 0,32¢( 005)
Val| 0482 0,268] 0,287 0,224 0.32%( 0.11)

2% Unterschied mit p<0,05 signifikant

Beim Vergleich der Laufigkeiten der Kontrollphase mit denen der Versuchsphase er-

geben sich fir die Versuchsphase signifikant (p<0,05) niedrigere Werte fur die AUC.

Das Auftreten der Ovulation nach dem gemessenen LH-Maximum des praovulatori-

schen LH-Peaks ist in Tabelle 14 dargestellt.
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Tabelle 14: Vergleich Laufigkeit Versuchs- und Kontrollphase: Auftreten der Ovulation
nach dem gemessenen LH-Maximum des préovulatorischen LH-Peaks

Hindin - +1
Parameter Phase Jeani [Sally |[Billi |Lena |Pebbels Xg~(SF™)
Zeitspanne vom Ma- VA-L | 96 56 56 54 163,50+(1,32)
ximum des LH-Peaks
bis zur Ovulation K-L 72 88 |64 0 54 |29,38.(6,67)

Auch der Zeitpunkt der Ovulation (siehe Kapitel 4.1.3) nach Erreichung des préovu-
latorischen LH-Maximums zeigte keinen Unterschied zwischen den L&ufigkeiten der

Versuchs- und Kontrollphase.

Nach der ersten Injektion mit Estradiolbenzoat am Tag 0 waren die ersten Anzeichen

einer proostrischen Blutung im Mittel nach 3,7 £ 1,6 Tagen zu sehen.
5.2.6. Ergebnisse der Kontrolluntersuchungen

Der Vergleich der Progesteronkonzentrationen wahrend des Didstrus zeigt, dal sich
die Progesteronsekretionen (gemessen an der AUC) im Didstrus nach den Laufigkeiten
der Versuchs- und Kontrollphase nicht unterscheiden (p>0,05). Die Ergebnisse sind in

Tabelle 15 dargestellt.

Tabelle 15: Progesteronsekretion (AUC) nach den Laufigkeiten der Versuchs- und
Kontrollphasen (Tag 0 bis 34 nach der Ovulation)

Hiindin —
Parameter Phase Jeani | Sally | Billi |Pebbels| Lena X+(SD)
AUC  nach Va-L|965 808 987 |1157 |934 970+(125)
(ng*ml™*h) nach K-L 929 916 [1173 [1422 | 1110+(239)

Auch auf die Lange des Didstrus hatten die Versuchsphasen Vp (Tag 50 nach Beginn
der prodstrischen Blutung) keinen mef3baren EinfluB. So lag die mittlere Didstrusdauer
bei Zyklen mit Versuchsphase bei 75,75 + 16,0 Tagen (n=4) und bei 62,0 £ 9,8 Tagen
(n=3) bei Zyklen mit Kontrollphase (p>0,05).
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Beim Vergleich der Progesteronwerte der Versuchs- und Kontrollphase im Didstrus
zeigten sich bei 4 von 8 Melzeitpunkten in der Versuchsphase signifikant (p<0,05)
niedrigere Werte als in der Kontrolle, ab der 120. Stunden nach der ersten Injektion ist
dies fur 3 aufeinanderfolgende MeRpunkte der Fall. Der Verlauf der Progesteronwerte

ist in Abb. 24 wiedergegeben.

7_5\25 _ M Versuch OKontrolle

*

-24 0 24 48 72 96 120 144 168 192

Stunden

* Unterschied zwischen Versuchs- und Kontrollphase

Abb. 24: Verlauf von Progesteron im Plasma wahrend der Versuchs- und Kontrollphase

im Diostrus (0 = Zeitpunkt der Behandlung)

In Tabelle 16 sind die Ergebnisse der Berechnung der AUC als Mal} fiir die Pro-
gesteronsekretion flr den Zeitraum 0 bis 192 Stunden der Versuchs- und Kontrollphase

im Dio6strus wiedergegeben.

Tabelle 16: Progesteronsekretion (AUC) wahrend der Versuchs- und Kontrollphasen im
Diostrus (0 bis 192 Stunden nach der ersten Injektion)

Hindin _
Phase I —5cani | sally | Billi | Lena | Pebbels x+(SD)

Versuch | 772,44 |1092,36 | 1067,04 | 1006,80 | 1594,80 |1106,69+(300,72)%

Kontrolle |1002,96 |112536 |1277,28 | 1458,96 | 1641,84 |1301,28+(255,62)"”

9P Unterschiede mit p<0,05 signifikant

Die mittlere AUC der Versuchsphase weist einen signifikant (p<0,04) niedrigeren

Wert auf als die Kontrollphase.
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Die Kontrolluntersuchungen ergaben weiterhin, dal? sich die Lange des Andstrus der
den jeweiligen Laufigkeiten vorausgehenden Versuchs- und Kontrollphasen sich nicht
unterscheidet. Die Ergebnisse, Tage nach Progesteron <1 ng/ml Plasma bis Beginn pro-

ostrische Blutung, sind in Tabelle 17 dargestellt.

Tabelle 17: Lange des Andstrus wahrend der Versuchs- bzw. Kontrollphase

Hund Anostrusléange (Tage)
Versuchsphase Kontrollphase

Jeani 46/44 41

Sally 77 7778

Billi 82 I

Lena 83 103

Pebbels 115 141

Mittelwert 80,2 (80,6) 87,8 (88,0)

Standardabw. 25,2 (24,5) 37,0 (37,0
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5.2.7. Vaginaler Widerstand

Der Verlauf des vaginalen Widerstandes wéhrend der

Vka ist in Abb. 25 dargestellt.
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Abb. 25: Vaginaler Widerstand (Ohm) Geometrischer Mittelwert und Streufaktor der
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Die flr die AUC und Maximalwerte (siehe Kapitel 4.2) der Versuchsphasen erhalte-
nen Werte sind in Tabelle 18 zusammengefal3t und graphisch in Abb. 26 dargestellt.

Tabelle 18: Parameter zur Charakterisierung des vaginalen Widerstandes wéhrend der
Versuchsphasen: Maximalwert und AUC

Hundin —
Parameter Phase Jeani  [Sally |Billi Lena |Pebbels x+(SD)
Va | 42960 | 30360 | 33240 | 41880 | 32640 |36216+( 5777)"
Vo 107040 | 25080 | 22920 | 21480 | 44130+(41966)
ave  Vas 27720 | 27720
Va-L | 62136 | 46080 | 49680 | 29760 | 30480 |43627+(13696)"
Vp | 20520 | 22080 | 20160 | 19080 | 23280 |21024+( 1657)°
Viast | 17280 | 17520 | 16320 | 16920 | 20520 |17712+( 1633)?
Va | 650 | 260 | 220 | 610 | 330 414+(202)°
Vo 830 | 250 | 190 | 150 355+(319)
Maximum Vag 289 260 f
Val | 999 | 470 | 930 | 290 | 390 616+(326)"
A 150 | 140 | 130 | 140 | 160 144+( 11)%
Viat | 110 | 160 | 100 | 110 | 180 | 132+( 36)"

D ) DN DN Ynterschied mit p<0,01 (a/d; b/c; bid; c/d;) bzw. 0,05 (alc; elg; e/h; flg;
f/h) gesichert

1000 Versuchsphase
T DAl ©OA2 @bA3_ HAE @D [HKa
800
600 - '|-
400 - J_
) |
200 - - [W— =
0 - 1

Maximalwerte (Ohm) AUC (Ohm-h-100)

Abb. 26: Mittlerer Verlauf (x«SD) der Parameter Maximalwert und AUC der Vaginal-

spannung wéahrend der Versuchsphasen

Nach Anwendung der in Kap.4.2 beschriebenen statistischen Verfahren ergaben sich

flr die erhobenen Parameter folgende Ergebnisse:
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Maximalwerte: In der einfaktoriellen Varianzanalyse zeigte sich ein hochsignifikanter

Effekt des Zyklusstadiums, das heif3t - wie ausAbb. 26 ersichtlich - werden hohere

Maximalkonzentrationen im Andéstrus als im Didstrus oder nach Kastration ge-

messen.

AUC: In der einfaktoriellen Varianzanalyse zeigte sich ein hochsignifikanter Effekt des
Zyklusstadiums, das heil3t - wie aus Abb. 26 ersichtlich - ist eine h6here AUC im

Anostrus im Vergleich zum Di6strus und nach Kastration festzustellen.

Tabelle 19 enthélt die entsprechenden Angaben fur die L&ufigkeiten der Versuchs (Va-

L)- und Kontrollphasen (K-L). Es lieRen sich keine signifikanten Unterschiede errech-

nen.

Tabelle 19: Parameter zur Charakterisierung des vaginalen Widerstandes wahrend der
Laufigkeiten Va-L und K-L: Maximalwert und AUC

Hindin v
Parameter  Phase 17 Tsally [Billi  |Lena |Pebbels x+(SD)
e KL 64800 [59760142960 | 84504 [143160 | 7903738786
VAL [68760 64800 | 86760 |106080 | 81600+18912
o K-L_| 590 | 410380 | 670 980 | 6064242
VAL | 630 930 | 610 | 940 | 777182
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6. Diskussion

Ziel der Untersuchungen war es, die Bedeutung der negativ und positiv riickkoppeln-
den Mechanismen von Estradiol-17f3 an der endokrinen Steuerung des Andstrus der
Hindin n&her zu definieren. Die Bearbeitung dieser Fragestellung erforderte ein kom-
plexes Versuchsdesign sowie die Anwendung entsprechender Analysenverfahren zur

Erfassung wichtiger, an der endokrinen Regulation beteiligter Regelfaktoren.

6.1.  Versuchsdesign und Methodik

Der Fragestellung sollte durch Verabreichung von Estradiol-17[3 zu definierten Zeit-
punkten des Andstrus und Erfassung der LH-Sekretion nachgegangen werden. Dabei
erfolgte die Orientierung im Hinblick auf die zu verabreichende Estradiol-17(3-Dosis an
der bekannten prodstrischen Estradiolsekretion, so dalR auf Dosisfindungsversuche ver-
zichtet wurden. In Orientierung an Gerres (1991) wurde Estradiol-17f in Form von
Estradiolbenzoat verabreicht, wobei das dafiir zur Verfligung stehende Arzneimittel
Menformon“-K zuvor zur genaueren Dosierbarkeit mit Olivendl verdinnt worden war.
Wie aus Kapitel 5.2.1 Abb. 6 hervorgeht, konnte durch die gewahlte VVorgehensweise
ein weitgehend der endogenen prodstrischen Estradiol-173-Sekretion entsprechendes

Verlaufsmuster erreicht werden.

Um den Zeitraum des Andstrus moglichst vollstandig abzudecken, begannen die Be-
handlungen im Ano6strus nachdem die Progesteronwerte im peripheren Plasma auf
Werte kleiner 1 ng/ml abgefallen waren und weitere 7 Tage zugewartet wurde (siehe
Kapitel 3.2.2). Die Behandlungen wurden in 5-wdchigen Abstdanden bis zum Einsetzen
der nachsten Laufigkeit fortgesetzt. Die Hundinnen dienten dabei als ihre eigene Kon-
trolle, d. h. zu identischen Zeitpunkten erfolgten in einem darauffolgenden
Reproduktionszyklus die Behandlungen mit dem Vehikel, d.h. Olivendl. Das Versuchs-
design sah weiterhin vor, dal3 bei allen Tieren eine weitere Behandlung wahrend des
Diostrus (Versuchs- und Kontrollphase) sowie nach Kastration erfolgte. Dies sollte zu-
néchst der Vergleichbarkeit der im Andstrus erzielten Effekte dienen. Durch die
Einfigung der Versuchs- und Kontrollphase im Didstrus war es weiterhin moglich, den
Effekt der Behandlung auf das Hypothalamus-Hypophysensystem unter gleichzeitigem

EinfluB von Progesteron bei noch relativ hoher Verfugbarkeit von LH (Schneider et al.
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1993) darzustellen. Anhand der Versuche nach Kastration konnte die von ovariellen Ste-
roiden unbeeinflulte Reaktion des Hypothalamus-Hypophysensystems auf die Behand-
lung dargestellt werden. Gleichzeitig war es moglich, tber den zu erwartenden LH-
Anstieg post castrationem und die hier verstarkt auftretende negativ riickkoppelnde
Wirkung von Estradiolbenzoat (Concannon et al. 1979a), auf die Funktionalitit der Hy-
pothalamus-Hypophysenachse der in den Versuch genommenen Hundinnen zu
schlielen. Dieser Effekt zeigte sich bei allen 5 Tieren, so daB aus dieser Hinsicht alle

Daten uneingeschrankt in die statistische Auswertung einbezogen werden konnten.

Die Charakterisierung der LH-Freisetzung erfolgte durch Bestimmung der LH-Kon-
zentrationen in Blutproben, die Uber einen definierter Zeitraum (Kontroll- bzw. Ver-
suchsphase) zu bestimmten Zyklusstadien entnommen wurden. Die Blutentnahme-
intervalle lagen nach der ersten Estradiolbenzoatinjektion wahrend der folgenden 24
Stunden bei 6 Stunden, danach bis zum Ende der Versuchs- bzw. Kontrollphase nach
168 Stunden (7 Tage) bei 8 Stunden. Der Festlegung dieser Zeitspanne lag die Uberle-
gung zugrunde, dal} die festgelegte Versuchsphase in etwa den Zeitraum der
proostrischen Estradiolsekretion mit nachfolgendem praovulatorischem LH-Peak erfalit.
In Hinblick auf die Dauer der Versuchsphase wurde davon ausgegangen, daf trotz der
Blutentnahmeintervalle von 6 bzw. 8 Stunden bei insgesamt 23 Blutentnahmen auf die
Pulsatilitit der LH-Freisetzung geschlossen werden kann.

Im Verlauf der Versuchsdurchfiihrung zeigte sich bereits bei der ersten Hiindin wéhrend
der letzten Versuchsphase im Andstrus (Behandlung mit Estradiolbenzoat) eine Laufig-
keit. Dies fiihrte zu einer Erweiterung der Versuchsplanes, indem abweichend von dem
oben dargelegten Blutentnahmeschema bei den ersten Anzeichen einer L&ufigkeit die
Blutentnahmen in 8 stiindigen Intervallen solange weitergefiihrt wurden, bis die parallel
gemessenen Progesteronkonzentrationen einen Wert von > 3 ng/ml Plasma erreicht hat-
ten, so daB davon ausgegangen werden konnte, dalR die LH-Sekretion zu diesem
Zeitpunkt wieder Basalwerte erreicht hatte. Daraus resultieren die Versuchsphasen Va-L
und K-L (siehe Kapitel 3.1und 5.2.5).

Teilweise war es nicht moglich, die urspriinglich eingeplante Chronologie der Versuchs-
und Kontrollphasen einzuhalten. Aus diesem Grund muBten bei einigen Hundinnen
Versuchs- bzw. Kontrollphasen zyklusverschoben durchgefiihrt werden (siehe Tabelle 1

und Tabelle 4). Fir die weitere Auswertung der Versuche war dies jedoch ohne Bedeu-
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tung, da durch die gewahlten Abstdnde zwischen den Versuchsphasen von 5 Wochen
und die Halbwertszeit von Estradiolbenzoat von 15,9 £ 3,9 Stunden (abgeleitet aus dem
Verlauf in Abb. 6) nicht zu erwarten war, daR eine Uber die eigentliche Versuchsphase

hinausgehende Beeinflussung des Hypothalamus-Hypophysensystem eintritt.

Parallel zu LH wurde in allen Proben der Versuchs- und Kontrollphasen Estra-
diol-17p3 gemessen. Die Bestimmung von Progesteron zur Kontrolle des Zyklusverlau-
fes beschrankte sich auf 2 bis 3 Bestimmungen pro Woche. Wahrend der Laufigkeiten
und der Versuchs- bzw. Kontrollphasen im Didstrus wurde zusatzlich in der taglichen 8
Uhr Probe die Progesteronkonzentration bestimmt. Dies war notwendig, um den

Ovulationszeitpunkt in den L&ufigkeiten zu bestimmen.

Als eine fur die statistische Auswertung problematische Tatsache stellte sich die un-
terschiedliche Andstrusldnge der einzelnen Hundinnen dar. Dies fuhrte dazu, daf
lediglich die Versuchs- und Kontrollphasen Di6strus bzw. Andstrus 1 und 2 der statisti-
schen Auswertung mittels zweifaktorieller VVarianzanalyse unterzogen werden konnten.
Dieser Mangel wurde jedoch durch die Trendanalyse, die alle Andstrusphasen einbezog,
weitgehend kompensiert. In die Trendanalyse konnten allerdings nicht die Werte der
Hindin Jeani einflieen da in diesem Fall nur eine Andstrusphase in der Kontroll- und

Versuchsphase vorhanden war.

Wahrend die Bestimmung von Progesteron und Estradiol-17(3 mit etablierten radio-
immunologischen Messverfahren erfolgte, wobei alle an die Zuverlassigkeit der Metho-
dik gestellten Anspriche erfullt wurden (siehe Kapitel 3.3.1.1.2 und 3.3.1.2.2), multe
flr die Bestimmung von LH auf einen eigens dazu etablierten Radioimmunotest im La-
bor von Prof. Dr. D. Schams, Forschungszentrum Lebensmittel, Weihenstephan,
zuriickgegriffen werden. Es handelte sich um einen heterologen Test, wobei als Stan-
dard canines LH eingesetzt wurde und auch der erste Antikdrper gegen canines LH
gerichtet war; als Tracer diente *?°I markiertes bovines LH. Gemessen am Intra- und In-
terassayvariationskoeffizient sowie an der Wiederfindung von LH konnte die

Zuverlassigkeit des Tests bestatigt werden (siehe Kapitel 3.3.2.4).
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6.2.  Diskussion der Ergebnisse

In Bestatigung friherer Untersuchungen (Hoffmann et al. 1996, Riesenbeck 1997,
Concannon et al. 1980) haben die erhaltenen Ergebnisse - gemessen an den LH-Maxi-
malwerten, der AUC und den LH-Basalwerten - Klar bestétigt, da die Verfligbarkeit
von LH im Blut beim Ubergang vom Didstrus zum Angstrus abnimmt, um dann im
Verlauf des Andstrus wieder allméhlich anzusteigen.

Eher gegenlaufig verhélt sich die Anzahl der erfaten Peaks, die im Ubergang vom
Didstrus zum Angstrus zundchst ansteigt, dann jedoch im Verlauf des Andstrus wieder
abfallt. Dieser Befund ist jedoch trotz der Dauer der Blutentnahmephasen und Anzahl
der entnommenen Proben kritisch zu werten, da Pulse von kurzer Zeitdauer nicht als

solche erkannt werden konnten.

Gemessen an den LH-Maximalwerten sowie der AUC ergaben sich hochsignifikante
Behandlungseffekte (Vergleich Versuchs- und Kontrollphasen Didstrus, Andstrus 1,
Anostrus 2; siehe Tabellen 6 und 7 sowie Abb. 12). Diese Effekte, die sich in einer Er-
niedrigung der durchschnittlichen LH-Maximalwerte und der AUC nach Verabreichung
von Estradiolbenzoat zeigen, sind insbesondere im Didstrus darstellbar. Hier fihrte die
negativ rickkoppelnde Wirkung auf die LH-Freisetzung auch zu einer temporaren Er-
niedrigung der Progesteronsekretion (siehe Abb. 24).

In den Phasen Andstrus 1 und Andstrus 2 ist die negativ riickkoppelnde Wirkung von
Estradiol-173 nicht (AUC, Anostrus 1) oder deutlich schwécher ausgepragt. Wie aus
Abb 12 hervorgeht, zeigt sich bei der Hundin Pebbels, bei der als einziger die Phase
Anostrus 3 vorhanden ist, daR sich der Behandlungseffekt im Verlauf des Andstrus

verstarkt.

Die negativ riickkoppelnde Wirkung von Estradiol-173 wird demnach insbesondere
bei einem relativ hohem Ausgangsniveau der LH-Sekretion deutlich, wie dies im Di-
ostrus und nach Kastration der Fall ist. Bei der bereits abgefallenen Sekretion von LH
im Andstrus erscheint dieser Effekt zwar reduziert, ist aber immer noch eindeutig meR-
bar. Diese negativ riickkoppelnde Wirkung von Estradiol-173 zeigt sich auch noch
eindeutig in der Versuchsphase Andstrus 3, auch wenn aufgrund der Fallzahlen eine

statistische Uberpriifung nicht mehr méglich war.
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Fur die Basalwerte konnte die negativ riickkoppelnde Wirkung von Estradiol-17f3 le-

diglich im Di6strus dargestellten werden.

Einer besonderen Betrachtung bedarf der Parameter "1. Peak nach Behandlungsbe-
ginn". Die LH-Freisetzung ist durch Pulsatilitat gekennzeichnet, die sich auch nicht
wahrend der Periode des Andstrus verliert (Hoffmann et al. 1996, Riesenbeck 1997).
Nach der Behandlung mit Estradiol-173 konnte in allen Versuchsphasen eine signifi-
kante zeitliche Verzogerung des Auftretens des ersten LH-Peaks nach
Behandlungsbeginn festgestellt werden, wobei dieser Effekt im Andéstrus deutlicher

ausgepragt war als im Didstrus (siehe Abb. 12).

Diese Beobachtungen belegen, dal die negativ riickkoppelnde Wirkung von Estra-
diol-17p3 ein wesentlicher Faktor bei der Kontrolle des Andstrus der Hiindin ist und auch

wahrend des Didstrus Einfluf® auf die LH-Sekretion nimmt.

Wie die Untersuchungen wahrend der Kontrollphasen zur Verfiigbarkeit von Estra-
diol-17p im Blut gezeigt haben, konnte insbesondere am Beispiel der AUC und der Ba-
salwerte ein signifikanter Zeiteffekt nachgewiesen werden, d. h. vom Didstrus zum An-
ostrus hin war ein deutlicher Abfall festzustellen, im Verlaufe des Andstrus bestétigte
die Trendanalyse dann einen erneuten Anstieg. Der in diesen Untersuchungen erkenn-
bare allmé&hliche und parallele Anstieg in der Verfiigbarkeit von LH und Estradiol-17(3
im Verlauf des Andstrus zeigt, dafl - unbeschadet der deutlich ausgeprégten negativ-
rickkoppelnden Wirkung von exogen zugefthrtem Estradiol-173 - bei unbeeinflul3ten
Tieren die negativ-riickkoppelnde Wirkung von Estradiol-173 im Sinne einer Desensi-
bilisierung im Verlauf des Andstrus offensichtlich abnimmt, ein VVorgang wie er vor
allem in der Pubertéat vor dem ersten Zyklus (Huffman et al. 1987, Meijs-Roelofs et al.
1983, Dodson et al. 1988) und auch bei der Beendigung des Anostrus beim Schaf be-
obachtet wurde (Goodman und Knobil 1981). Erklarungen werden in der Verminderung
der Ostrogen-Rezeptorkonzentrationen im Hypothalamus-Hypophysensystems gesucht
(Day et al. 1987). Bei der Hundin steigt allerdings im Verlauf des Andstrus die
Expression der mRNA des Ostrogenrezeptors im mediobasalen Hypothalamus und ist
positiv korreliert mit den LH-Plasmakonzentrationen (Tani et al. 1997). Dies muR

allerdings kein Wiederspruch sein, da wie in Kapitel 2.1.6.1.2 dargestellt wurde,
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Estradiol-173 in den verschiedenen Regionen des Hypothalamus-Hypophysensystems
unterschiedliche Wirkungen hat und auch EinfluR auf die die GnRH-Sekretion
hemmenden Neurotransmitter nimmt (Jarry et al. 1991; Jarry et al. 1992).

Ungeklart ist aber weiterhin, welche Mechanismen zur Umstellung von der negativen
auf die positiv-riickkoppelnde Wirkung von Estradiol-173 fihren. Bei allen 5 Hiindin-
nen entwickelte sich unmittelbar an die letzte Versuchsphase im Anéstrus (Va-L) eine
Laufigkeit, d. h. innerhalb von 2-7 Tagen nach der letzten Behandlung mit Estradiolben-
zoat setzte die prodstrische Blutung ein. Fir die LH-Freisetzung wahrend der ersten 168
Stunden der als Vo-L bezeichneten Versuchsphase gilt, wie aus Abb. 12 hervorgeht, daf3
sich der Trend in der Charakteristik der Verfligbarkeit von LH der drei vorausgehenden
Anostrusperioden Al, A2, A3 fortsetzt. Die hier beobachteten Laufigkeiten wiesen ei-
nen weitgehend physiologischen Verlauf auf, unterschieden sich aber von denen der
Kontrollphase durch eine erniedrigte praovulatorische LH-Ausschittung, gemessen an
der AUC und den Maximalwerten (p<0,05). Diese Aussage bestatigte sich auch bei der
Erweiterung des Beobachtungszeitraumes von —112 Stunden bis +52 Stunden, orientiert
am Zeitpunkt der maximalen LH-Freisetzung (siehe Abb. 23 u. 24). Unbeschadet dieser
Unterschiede waren Verlauf und Dauer der Progesteronsekretion im darauffolgenden
Diostrus, wie aus Tabelle 15 hervorgeht, nicht unterschiedlich.

Die hier zugrunde liegenden Mechanismen mussen wahrscheinlich in der stimulieren-
den Wirkung von Estradiol-17[3 auf die Synthese der eigenen und der GnRH-Rezeptoren

im Hypophysenvorderlappen gesehen werden (siehe auch Clarke et al. 1988).

Im Zusammenhang mit diesen Ergebnissen mussen die Befunden zur Veranderung
der Leitféhigkeit der Vaginalschleimhaut gesehen werden. Wie Abb. 25 zeigt, konnten
nach Kastration und im Di6strus keine oder nur schwach mefRbaren Veranderungen der
Leitfahigkeit nachgewiesen werden, im Andstrus aber deutliche. Dieser Effekt der Er-
hohung des elektrischen Widerstandes war am deutlichsten in der Phase Va-L
ausgepragt, wobei zum Zeitpunkt der Beendigung der Messungen das Ausgangsniveau
nicht wieder erreicht war.

Diese Befunde lassen darauf schlielen, da nach Kastration im Vaginalepithel so gut
wie keine Ostrogenrezeptoren vorhanden sind. Anders dagegen muf der Befund im Di-
ostrus interpretiert werden. Hier haben Untersuchungen am Uterus des Hundes gezeigt,

daB in dem Zeitraum von Tag 30 bis 45 nach der Ovulation Ostrogenrezeptoren eindeu-
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tig nachweisbar sind, wenn auch die Konzentration niedriger als im Ostrus und Andstrus
war (Hoffmann und Buttner 1998, Vermeirsch et al. 1999). Auf eine entsprechende Si-
tuation im Vaginalepithel kann geschlossen werden, zumal sich in der Vaginalschleim-
haut der Frau beim Ubergang von der Follikel- in die Lutealphase &hnliche Ver-
anderungen abspielen. Auch waéhrend der Lutealphase der Frau sind deutliche weniger
Ostrogenrezeptoren in der Vaginalschleimhaut zu finden als in der Follikelphase
(Sjoberg et al. 1989). Das ,,Nicht-reagieren* auf die Behandlung mit Estradiolbenzoat
im Di6strus konnte demnach damit erklart werden, dal3 die durch Progesteron ,,down
regulierte” Rezeptorkonzentration (Selcer und Leavitt 1988) noch unterhalb eines kriti-
schen Niveaus liegt, oder aber, dal das noch vorhandene Progesteron die Expression der
ostrogenen Wirkung auf andere Weise hemmt (Leavitt et al. 1987).

Die im Anostrus erhaltenen Werte weisen - analog der Situation bei prépubertéren Tie-
ren (Rangaraj und Gupta 1997, Yamashita et al. 1989) - auf das Vorhandensein einer
reaktiven Grundkonzentration an Rezeptoren hin, wobei der signifikante Anstieg des
elektrischen Widerstandes in der Versuchsphase VA-L auf eine bereits deutlich erhéhte
Rezeptorkonzentration schlieBen 1&B3t. Eine durch die Behandlung mit Estradiolbenzoat
provozierte Stimulierung dieser Rezeptoren, deren erhohtes Vorkommen auch auf
zentralnervGser Ebene zu unterstellen ist (Tani et al. 1997), kdnnte dann Ausgangspunkt
der beobachteten positiven Rickkopplung sein, wobei der préovulatorischen LH-Frei-

setzung zundchst eine erhéhte endogene Synthese von Estradiol-17[3 vorausging.

Der Effekt des Auftretens einer Laufigkeit noch wéhrend oder nach einer Behandlung
mit Estradiol-173 scheint an die terminale Phase des Andstrus gebunden zu sein, da —
wie die Progesteronmessungen ergaben — sich grundsatzlich kein Unterschied in der An-
ostruslange zwischen der Versuchs- und Kontrollphase ergab. Ob es sich nun tatséchlich
um induzierte Laufigkeiten handelte, kann auf Grund dessen nicht gesagt werden, daftr

spricht aber das im Vergleich zur Kontrolle veranderte LH-Sekretionsmuster (s.0.).

Die Auslésung einer fertilen Laufigkeit ist zu jedem Zeitpunkt des Andéstrus mit
Prolaktinantagonisten - z.B. Cabergolin - moglich, wobei sich allerdings mit Annéhe-
rung an das physiologische Ende des Andstrus die dazu notwendige Behandlungsdauer
verkirzt (Verstegen et al. 1999). Diese Beobachtung l&i3t einen Zusammenhang mit den

eigenen Befunden erkennen und weist auf eine Interaktion zwischen Prolaktin und
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Estradiol-17f3 hin. Die Beantwortung dieser Frage fordert jedoch weiterfuhrende Unter-

suchungen.
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7. Zusammenfassung

Die der neuroendokrinen Regulation der Fortpflanzung der Hulndin zugrunde liegen-
den Mechanismen, insbesondere wahrend des Andstrus, sind noch weitgehend
unbekannt. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, Informationen tber die Be-
deutung der negativ und positiv riickkoppelnden Wirkung von Estradiol-17(3 als Faktor

der neuroendokrinen Steuerung des Andstrus zu erhalten.

Die Untersuchungen wurden an 5 geschlechtsgesunden Beagle Hiindinnen im Alter
von 1 - 3 Jahren durchgefihrt. In Anlehnung an die Verhaltnisse wéhrend der L&ufig-
keit wurde Estradiol-173 so verabreicht, dal} eine weitgehend dem prodstrischen
Verlauf der Estradiol-17(3-Konzentrationen entsprechende Kurve erreicht wurde (d.h.
subcutane Verabreichung von 1; 1,5; 5 und 5 mg Estradiolbenzoat/kg KGW zu den
Zeitpunkten 0, 12, 24, 48 Stunden). Die Behandlungen im Andstrus begannen 7 Tage
nachdem die Progesteronkonzentration auf Werte <1 ng/ml Plasma abgefallen war. Sie
wurden in 5-wdchigen Abstanden bis zu Einsetzen der Laufigkeit wiederholt. Ergédnzend
wurde eine weitere Behandlung im Di6strus (Tag 50 nach Beginn der prodstrischen
Blutung) sowie nach Kastration der Hindinnen durchgefiihrt. Nach der ersten Injektion
mit Estradiolbenzoat erfolgten die Blutentnahmen vier Mal in 6-stiindigen und danach
bis zur 168sten Stunde in 8-stindigen Abstanden; diese Zeitabschnitte wurden als

Versuchsphasen bezeichnet. Die Hiindinnen dienten als ihre eigenen Kontrollen, d.h., in

einem anderen Reproduktionszyklus wurde zu identischen Zeitpunkten Vehikel verab-
reicht und Uber den entsprechenden Zeitraum Blutproben entnommen; diese

Zeitabschnitte wurden als Kontrollphasen bezeichnet. Die Lénge der Versuchs- und

Kontrollphasen war entsprechend der Dauer der prodstrischen Estradiol-17(3-Freiset-
zung und des nachfolgenden praovulatorischen LH-Peaks festgelegt worden.

Bei allen mit Estradiol-17(3 behandelten Tieren schlo3 sich unmittelbar an die letzte
Versuchsphase im Anostrus eine Laufigkeit an. In diesen Féllen wurden die Blutproben-
entnahmen bis zum Erreichen einer Progesteronkonzentration von >3 ng/ml Plasma
fortgefiihrt. Im Falle der Kontrollen erstreckten sich die Blutentnahmen bei Hiindinnen
die laufig geworden waren vom 1. Tag der prodstrischen Blutung bis Progesteronkon-

zentrationen >3 ng/ml Plasma gemessen wurden.
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Die Bestimmung von LH, Estradiol-17f und Progesteron erfolgte mittels validierter
radioimmunologischer Verfahren. LH und Estradiol-17(3 wurde in allen Proben der Ver-
suchs- und Kontrollphasen gemessen, Progesteron in den taglichen 8 Uhr-Proben der
Versuchs- und Kontrollphasen im Didstrus und den Laufigkeiten sowie zwei mal wo-
chentlich wahrend des gesamten Versuchszeitraumes zur Darstellung der ovariellen
Aktivitat. In Ergédnzung zu diesen Untersuchungen wurde die elektrische Leitfahigkeit
der Vaginalschleimhaut bestimmt. Zur Charakterisierung der LH-Freisetzung wurden
die Maximalwerte, die Area Under Curve (AUC), die Basalwerte, die Anzahl der Peaks
sowie der erste Peak nach Behandlungsbeginn erfalst. Die Quantifizierung der Estra-
diol-17B-Freisetzung wéhrend der Kontrollphasen erfolgte ebenfalls durch Berechnung
der AUC, der Basalkonzentrationen, der Maximalwerte sowie der Anzahl der Peaks.
Auch fir die Verlaufskurven des elektrischen Widerstandes im Vaginalepithel wurden
die AUC und Maximalwerte errechnet. Die statistische Auswertung erfolgte mittels ein-
und zweifaktorieller VVarianzanalyse, der Trendanalyse und — soweit angebracht — mit-
tels t-Test.

Gemessen an der AUC und den Maximalwerten ergaben sich hochsignifikante Zeit-
und Behandlungseffekte fur die Freisetzung von LH. So flihrte die Behandlung mit
Estradiol-173 im Vergleich zu Kontrolle zu allen Messzeitpunkten des Zyklus zu einer
Erniedrigung der LH-Freisetzung; diese fiel vom Didstrus zum Andstrus ab, um dann
im Verlauf des Anostrus allméhlich wieder anzusteigen, begleitet von einem, in den
Kontrollphasen gemessen, parallelen Anstieg der Verfligbarkeit von Estradiol-17(.
Durch die Behandlung mit Estradiol-173 kam es zu keinen melRbaren Verschiebungen
im Zyklusverlauf. Die im AnschluRR an die letzte Versuchsphase im Andstrus unmittel-
bar auf die Behandlung mit Estradiol-17( auftretenden Ldufigkeiten konnen mit
gewissen Vorbehalten als induziert bezeichnet werden, zumal sich die préaovulatorische
LH-Freisetzung von der der Laufigkeiten der Kontrollphase unterscheidet. Daraus ergibt
sich, daB die negativ riickkoppelnde Wirkung von Estradiol-173 ein wesentlicher und
anhaltender Regelfaktor im Hinblick auf die L&nge des Andstrus ist. Unbeschadet der
offensichtlich stattfindenden Desensibilisierung des Hypothalamus-Hypophysensystems
(paralleler Anstieg der Verfligbarkeit von LH- und Estradiol-17(3 im Blut) im Verlauf
des Andstrus zeigt sich der Wechsel zur positiv riickkoppelnden Wirkung erst unmittel-

bar am Ende des Andstrus.
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Wie die Untersuchungen zur Verénderung des elektrischen Widerstandes in der Va-
ginalschleimhaut nahe legen, scheint die Verfligbarkeit von Ostrogenrezeptoren im
Vaginalepithel eine wesentliche Rolle zu spielen, da im Andstrus — insbesondere in der
unmittelbar der L&ufigkeit vorausgehenden Phase — nicht jedoch nach Kastration bzw.
im Diostrus Verénderungen in der Leitfahigkeit des Vaginalsekretes dargestellt werden

konnten.

Bei allen in den Versuch aufgenommenen Tieren kann eine volle Funktionalitat der
Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden Achse unterstellt werden, da sich nach Kastration
der erwartete Anstieg der LH-Freisetzung und nach Behandlung mit Estradiol-17f3 eine

deutlich negativ rickkoppelnde Wirkung zeigten.
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8. Summary

Investigations on the reestablishment of the positive feedback of estradiol-173 and

the secretion of estradiol-17f during anoestrus of the bitch

The mechanisms involved in the neuroendocrine regulation of the reproduction of
bitches, especially in respect to anoestrus, are still largely unknown. The objective of the
work presented, therefore has been to elaborate information on the relevance of both,
the negative and positive feedback of estradiol-17[3 as factors of neuroendocrine regula-

tion of the anoestrus.

The experiments were carried out using 5 sexually healthy beagle bitches at the age

of 1 - 3 years.

With reference to the situation during heat an application scheme for estradiol-1713
was used resulting in a concentration curve close to that of proestrous estradiol-1713
concentrations. This was achieved by subcutaneous application of 1, 1,5, 5 and 5 mg
estradiol-benzoate/kg b.w., respectively at times 0, 12, 24 and 48 hours. The applica-
tions within the anoestrus started 7 days following the decrease of plasma progesterone
concentrations to levels < 1 ng/ml. They were repeated in 5 weeks intervals unto onset
of heat. Additionally treatments were performed during the dioestrus (day 50 following
onset of proestrous bleeding) and after castration of the bitches. With reference to the
first estradiol-benzoate injection 4 blood samples were taken in 6 hours intervals and
then until the 168. hour in 8 hour intervals. These periods are characterised as experi-
mental phases. The bitches served individually as their own controls: in another
reproduction cycle, only the vehicle was administered using the identical time regime
for dosing and blood sampling. These periods are characterised as control phases. The
duration of the experimental and the control phases had been fixed according to the du-

ration of proestrous estradiol-17[3 release and the following pre-ovulatory LH-peak.

All animals treated with estradiol-17 developed heat immediately after the last ex-
perimental phase during the anoestrus. In these experiments blood sampling was

continued until plasma progesterone levels were >3ng/ml. Blood sampling with bitches
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coming to heat during controls was performed from day 1 of proestrous bleeding until

plasma progesterone levels were found >3 ng/ml.

LH, estradiol-17(3, and progesterone were analysed using validated radioimmunoas-
say methods. LH and estradiol-17[3 concentrations were determined in all samples taken
during the experimental and control phases. Progesterone was analysed for in the daily 8
o'clock samples of the experimental and control phases during the dioestrus and heat,
and additionally two times weekly for the whole duration of the experimental work to
assess ovarial activity. These analyses were complemented by the measurement of the

electric conductivity of the vaginal mucosa.

LH release was characterised by its maximal value, the Area Under Curve (AUC),

the basal levels, the number of peaks, and the time to first peak following treatment.

Estradiol-171 release during the control phases was quantified upon calculation of

the AUC, the basal levels, the maximal levels, and the number of peaks.

To establish the course of the electrical conductivity in the vaginal epithelium, the

AUC and the maximal values were calculated, too.

The statistical evaluation included mono- and bi-factorial analysis of variance, trend

analysis and - when appropriate - the t-test.

The assessment of the AUC and the maximal levels resulted in highly significant
time and treatment effects for the parameter LH release. As compared to the control,
treatment with estradiol-171% resulted at any time of sampling within the cycle in a de-
crease in LH release. It decreased from dioestrus to anoestrus to slowly increase in the
course of the anoestrus, and was paralleled by an increase of estradiol-17R availability
detected in the control phases. The application of estradiol-171 did not lead to a detect-
able shift in the course of the cycle. The heats observed following the last experimental
phase in the anoestrus immediately after estradiol-17[3 treatment may be attributed with
certain reservation to induction, especially since the pre-ovulatory LH release is differ-
ent from that of the “regular” heat. This demonstrates that the negative feedback effect

of estradiol-17R is an important and sustaining regulator for the duration of the anoestrus.
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Irrespective of the obvious desensibilisation of the hypothalamic-hypophysial system
(simultaneous increase of the availability of LH and estradiol-178 in the blood) in the
course of the anoestrus the change to the positive feedback mechanism becomes obvious

only shortly to the end of the anoestrus.

From the experiments on changing of the electrical conductivity in the vaginal mu-
cosa it may be concluded that the availability of estrogen receptors in the vaginal
epithelium plays an important role: during the anoestrus - especially the cycle phase
immediately preceding heat - changes in the conductivity of the vaginal secreta could be

demonstrated, which was not the case after castration and during the dioestrus.

For all animals used in the experiments the complete functionality of the hypotha-
lamic-hypophysial-gonadal-axis may be granted since, after castration the expected
increase of LH release, and following estradiol-17(3 treatment a remarkable negative

feedback occurred both.
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