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1. Einleitung

1.1. Die neuroendokrine Regulation des Menstruationszyklus durch
GnRH

Beim Ablauf des Menstruationszyklus nehmen die Gonadotropine Luteinisierendes
Hormon (LH) und Follikelstimulierendes Hormon (FSH) eine Hauptfunktion ein. Sie
werden in den Gonadotropin- bildenden Zellen des Hypophysenvorderlappens (Ade-
nohypophyse) gebildet. Diese Zellen reprasentieren nur ca. 10 % des Hypo-
physengewebes, ein Teil der Zellen synthetisiert nur LH (18%), ein Teil nur FSH (22%),
die tbrigen 60 % bilden beide Verbindungen (Shacham et al., 2001). Diese Hormone
sind in ihrer Wirkung untrennbar miteinander verbunden, in dieser Einleitung wird jedoch
themenorientiert Uberwiegend auf das LH eingegangen werden.

LH und FSH bestehen aus je zwei glykosierten Polypeptiduntereinheiten: Die o- Form
ist bei beiden Hormonen identisch und findet sich auch beim TSH und B-HCG (92
Aminoséauren). Die B-Untereinheit ist spezifisch fur das jeweilige Hormon (beim LH 121,
beim FSH 117 Aminosauren umfassend (Pierce et al., 1971; Gharib et al., 1990).

Die Sekretion des FSH aus der Hypophyse erfolgt -gesteuert durch GnRH- pulsatil. In
der ersten Zyklushalfte bestimmt das FSH die Follikelreifung. Der dominante Follikel, der
sogenannte Tertiarfollikel, sezerniert groBere Mengen an Ostradiol. Dadurch wird ein
steiler Anstieg der LH- Konzentration bewirkt, wodurch wiederum die Ovulation
ausgeldst wird. Nach Ansteigen der FSH- Konzentration kurz vor der Zyklusmitte fallt
Diese postovulatorisch ab.

Das Luteinisierende Hormon stimuliert in der Theka interna des Ovar die
Steroidbiosynthese. Bei der Frau spielt es im Endstadium der Follikelreifung eine Rolle
und bewirkt wahrend der Zyklusmitte in der Wand des reifen Follikels die zur Ovulation
fuhrenden Veranderungen. Nach dem Eisprung stimuliert das LH die Bildung des
sogenannten Corpus luteum aus den Resten des eréffneten Primarfollikels. Dadurch
wird die 2. Halfte des Zyklus, die Lutealphase eingeleitet. In dieser finden sich die
Steroidhormone Ostradiol und Progesteron in hoher Konzentration (zur Ubersicht: Wildt
und Leyendecker, 1981; Genazzani et al., 1997; Hillier, 2002).
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Obwohl zwischen Hypothalamus und Adenohypophyse keinerlei Nervenverbindungen
bestehen, regulieren bestimmte hypothalamische Kerngebiete Funktionen der
Adenohypophyse. Die Steuerung der Gonadotropin- Sekretion und -Synthese erfolgt
Uber das vornehmlich in den Neuronen der Eminentia mediana des Hypothalamus
vorkommende Dekapeptid Gonadotropin- Releasing- Hormon (GnRH oder LH- RH). Die
Synthese des GnRH erfolgt im Nucleus arcuatus des Hypothalamus (Barry,1979;
Silverman et al., 1982; Wolfe et al., 2002). Zwei oder mehr Varianten des GnRH sind in
den meisten Wirbeltierarten zu finden, insgesamt sind bis jetzt 14 molekulare Formen
beschrieben (Sealfon et al., 1997; Millar et al., 2001). Es gelang, die GnRH- Sequenzen
mehrerer Spezies zu klonen, wie die der Ratte (Eidne et al., 1992) und des Menschen
(Chi et al., 1993).

Es darf als gesichert angesehen werden, dass Impulse aus hbéheren Zentren des
Zentralnervensystems unter der Beteiligung einer Fillle von Neurotransmittern des
noradrenergen, cholinergen und dopaminergen Systems sowie Peptiden mit
Opiatwirkung die Abgabe von GnRH steuern. Die Details der entsprechenden Vorgange
sind aber noch nicht ausreichend geklart (Naor,1990; zur Ubersicht: Tandon und
Chintala, 2001).

Den Steroiden kommt hier eine besondere Bedeutung zu, da sie direkt und indirekt die
GnRH- Sekretion steuern. Nahere Informationen werden im Abschnitt 1.3.1. vorgestellt.
GnRH wird pulsatil sezerniert, wobei der entsprechende Pulsgenerator im Nucleus
arcuatus des mediobasalen Hypothalamus lokalisiert ist (Lincoln 1985). Entsprechend
verlauft auch die Gonadotropinsekretion pulsatil. Die Effektivitat der pulsatilen GnRH-
Sekretion auf die Hypophyse ist konzentrationsabhangig, insofern fihren Ver-
anderungen Uber ein bestimmtes MaB zum Sistieren der Gonadotropin- Sekretion (Zur
Ubersicht: Knobil, 1990; Levine, 1997; Tandon und Chintala, 2001, Moenter et al, 2003).
Dieses intermittierende Sekretionsverhalten ist essentiell flir eine normale
geschlechtliche Entwicklung und Gametogenese. Sowohl die Unterbrechung der GnRH-
Pulse als auch die Langzeit- Anwendung von GnRH- Agonisten flihren zur Suppression
von Gonadotropinen, Ostrogen und Progesteron (Fallest et al., 1995). Die neuralen
Impulse werden durch Transport des GnRH Uber das portale GefaBsystem zur
Hypophyse Ubermittelt (Page,1983).



1.2. GnRH-Rezeptoren und Signaltransduktionsmechanismen

Ende der 70er Jahre wurden erstmals spezielle Rezeptoren fur GnRH im Hypo-
physengewebe nachgewiesen, genauer in den Membranen der gonadotropin- bildenden
Zellen (Hopkins und Gregory, 1977; zur Ubersicht: Conn et al., 1981; Clayton und Catt,
1981; McArdle et al., 2002). Ausser in der Hypophyse wurde die Existenz von GnRH-
Rezeptoren auch in mehreren anderen Organen wie verschiedenen ZNS- Anteilen,
Plazenta und den Gonaden nachgewiesen (zur Ubersicht: Stojilkovic et al., 1994).

Die DNA- Sequenz- Identifizierung der GnRH- Rezeptoren gelang zuerst bei der Maus
(Windle et al., 1990), dann bei weiteren Arten wie Ratte, (Eidne et al., 1992, Kaiser et
al., 1992) und Mensch (Kakar et al., 1992).

GnRH- Rezeptoren gehéren zur Gruppe der Rhodopsin- ahnlichen, G- Protein
gekoppelten Rezeptoren. Alle Rezeptoren dieser Gruppe bestehen aus sieben
transmembrandsen (teils intra-, teils extrazellular gelegenen) Helixbereichen einer
einzigen Polypeptidkette. Uber die definitive dreidimensionale Struktur der GnRH-
Rezeptoren besteht noch keine Klarheit (Probst et al., 1992; Sealfon et al., 1997;
Shacham et al., 2001). Bisher wurden zwei Formen von GnRH- Rezeptoren erkannt:
GnRHR | kommt nur bei Saugetieren vor und unterscheidet sich vom Typ Il durch das
Fehlen des sog. C(arboxyl) -terminalen Schwanzes und das Vorliegen einer relativ
kurzen intrazellularen Sequenz (“third loop®). Diese Unterschiede werden als urséchlich
fir die im Gegensatz zum Typ |l vorhandene Resistenz gegen die
Reagibilitatsminderung (“Desensitisation”) durch kontinuierliche GnRH- Einwirkung
angesehen (Reviews: Kraus et al., 2001; McArdle et al., 2002; Kakar et al., 2002).

Die spezifische mRNA fir GnRH-Rezeptoren in kultivierten Rattenhypophysenzellen
wird durch die Steroide (s. u.), durch Kalzium (Haisenleder et al., 1997) und durch
GnRH selbst zeit- und konzentrationabhangig gesteuert (Kaiser et al., 1997; Cheon et
al., 1999; Lin et al, 1999).

Das an den Rezeptor gekoppelte G-Protein moduliert durch Reaktionen mit Guanosin-
Triphosphat (GTP) die GnRH-Wirkung. Die G(TP)- Proteine stellen heterotrimere
Proteine dar, die aus einer a-Untereinheit (Ga) und einem aus B- und y-Untereinheit

zusammengesetzten Dimer (GBy) bestehen. Bei der Aktivierung Iést sich Go vom Dimer
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und wandelt sich zur aktiven GTP- gebundenen Form. Diese wie auch das verbliebene
Dimer beeinflussen die Wirkung weiterer Effektoren (Kraus et al., 2001). Es lassen sich
mehrere G-Protein-Subtypen anhand der Sensitivitdt ihrer o-Untereinheit auf
Substanzen wie Choleratoxin (CTX) oder Pertussistoxin (PTX) unterscheiden (Hawes et
al., 1993). Ein weiteres G-Protein (Gg/11) ist unabhangig von PTX und CTX und dirfte
die bedeutendste Rolle bei der GnRH- (und TRH-) Rezeptorregulation spielen. Dieses
wirkt stets Gber Aktivierung der Membran- assoziierten Phospholipase C, die Bedeutung
dieser Verbindung wird unten dargestellt (Perrin et al.,1989; Stojilkovic et al., 1994;
Kraus et al., 2001; Hsieh und Martin, 1992).

An der Signalleitung beteiligten Substanzen wie Kalzium und Diacylglycerol werden in

1.4. vorgestellt

1.3. Modulation der Gonadotropinsekretion durch ovarielle Steroide

1.3.1. Einleitung mit Vorstellung der Steroide

Das zweite wichtige Kontrollorgan der Gonadotropinsekretion ist das Ovar. Uber die dort
produzierten Sexualsteroide Ostradiol und Progesteron wird die LH/ FSH- Ausschiittung
moduliert. Von den mehr als 20 verschiedenen, natiirlich vorkommenden Ostrogenen ist
das 17-B-Ostradiol am stéarksten biologisch wirksam (Emons et al., 1984). Die
Ostrogene werden zum gréBten Teil in den Granulosa- und Thekazellen des Ovars
produziert. Die Ostrogene sind insbesondere in der ersten Halfte des Zyklus von
essentieller Bedeutung.

Die Produktion von Progesteron erfolgt Gberwiegend im ovariellen Gelbkérper und in der
Plazenta. Die Halbwertszeit im Plasma betrdgt nur wenige Minuten. Progesteron
bestimmt die Besonderheiten der zweiten Zyklusphase (Lutealphase).

Die fettldslichen Sexualhormone kénnen im Sinne einer passiven Diffusion die
Lipidplasmamembran der Zellen frei durchqueren. Im Zellinneren binden sie an ihre
spezifischen Rezeptoren. Nach weiteren Schritten erfolgt die Anlagerung an die DNA.
Der Steroid-Rezeptor- Komplex wirkt hier als Transkriptionsfaktor. Uber die so
gebildeten spezifischen mRNAs findet nach deren Wanderung zu den Ribosomen die
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Translation statt. Ziel ist die Proteinbiosynthese der jeweils bendtigten Hormone.
Ostrogen und Progesteron beeinflussen die Gonadotropin- Sekretion {iber verschiedene
Wege: Auf der Hypothalamus- Ebene Uben sie Uber Rezeptoren an den GnRH-
Neuronen selbst, mehr noch Uber opioiderge, dopaminerge und adrenerge Neurone,
einen modulatorischen EinfluB auf die GnRH- Sekretion aus (Herbison, 1998; Chappell
und Levine, 2000; Richter et al., 2001).

Die zweite, fur diese Arbeit wichtigere Wirkebene der Steroide hinsichtlich der LH -

Sekretion sind die Gonadotropin- bildenden Hypophysenzellen.

1.3.2. Regulierung der LH-Sekretion und -Synthese durch die Steroide

Die ovariellen Steroide wirken Uber Feed- back- Mechanismen auf der Ebene des
Hypothalamus und der der Hypophyse modulierend auf die Gonadotropin- Sekretion
und Synthese. Beim Rhesusaffen mit chirurgischer Unterbrechung der Hypothalamus-
Hypophysenachse und intakter ovarieller Funktion konnte durch konstant stindlich
applizierte GnRH- Pulse ein normaler ovulatorischer Zyklus aufrechterhalten werden
(Santoro et al., 1986). Bei Patientinnen mit hypothalamischer Amenorrhoe konnte durch
pulsatile GnRH-Injektionen der Zyklus wiederhergestellt werden (Knobil, 1980).

Die Steroide Ostrogen und Progesteron wirken abhangig von Konzentration und
Wirkdauer hemmend oder steigernd auf die LH- Sekretion. In der Konzentration von 107
mol / | und einer Wirkzeit von ca. 30 Min. bis zu mehreren Stunden hemmt Ostrogen die
GnRH- induzierte LH- Sekretion (Kurzzeiteffekt). Nach 15 Std. beginnt der stimulierende
Langzeiteffekt, nachgewiesen bis zu einer Dauer von 50 Std. Die Verwendung von
unphysiologisch hohen Dosen von Ostrogen bedingt einen deutlich geringeren positiven
oder sogar hemmenden Effekt. Dem entgegengesetzt wirkt Progesteron- bei
Vorbehandlung der Zellen mit Ostrogen- bei kurzer Einwirkdauer steigernd und bei
langer hemmend (Emons et al, 1986).

Ostradiol entfaltet seine Wirkung in der Hypophysenzelle nach Bindung an den
klassischen Ostrogen- Rezeptor (ER, spater als ERo bezeichnet). ERa besteht aus 5
Regionen, u.a. einer DNS- bindenden- Region (DBD= DNA-binding-domain) und einer
Hormon-  bindenden Region (HBD=  Hormone-binding-domain). Bei den

Aktivierungsvorgangen am Rezeptor spielt das sogenannte “estrogen response
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element” ERE eine Rolle (Katzenellenbogen et al., 1996). In der Hypophyse der Ratte
wurden unvollstdndige ER- Produkte (truncated estrogen receptor products, TERP)
entdeckt, deren Funktion noch nicht bekannt ist (Friend et al., 1997). Spater wurde als
ein weiterer Ostrogenrezeptor ERP identifiziert, auch in der Rattenhypophyse (Kuiper et
al., 1997; Mitchner et al., 1998). Nach der Identifizierung der Ostrogenrezeptoren an der
Hypophysenmembran der Ratte (Bression et al., 1986) beschéftigten sich verschiedene
Arbeitsgruppen mit der Regulierung dieser Rezeptoren. Uber die Wirkung der Steroide
auf die Dichte der ER und Progesteronrezeptoren besteht kein Konsens. Ostrogen (E)-
Behandlung erhéht die mRNA der Ostrogen-Rezeptoren ("ER”) um das 2-3-fache.
Progesteron, zusatzlich oder alleine angewendet, bleibt ohne Auswirkung auf die mRNA
der ER (Friend et al.,1997). Ostradiol-Behandlung hat keine Auswirkung auf die Zahl
von ERa und ERp, vermehrt aber die TERP um den Faktor 5-8 (Mitchner et al., 1998).
Die Progesteroneffekte sind abhangig von der Mitwirkung von Ostrogen, da die
Synthese der Progesteronrezeptoren von diesem induziert wird (Krey und Kamel II,
1990). Die Bildung der mRNA der Progesteronrezeptoren wird durch einen bestimmten
Ostrogenlevel induziert, bei einer zu hohen Konzentration jedoch sinkt der Spiegel der
mRNA. Die Progesteron-Rezeptoren selbst sind ohne Ostrogenvorbehandlung nicht
nachweisbar (Turgeon et al., 1999). Es gelang auch der Nachweis der mRNA fir die
beiden Isoformen A und B der Progesteron-Rezeptoren in der Rattenhypophyse. Beide
liessen sich durch die Zugabe von Ostradiol vermehren (Szabo et al., 2000). Die mRNA
der hypophysaren Progesteronrezeptoren wird durch Progesteronapplikation reduziert,
die mRNA der Ostrogen-Rezeptoren jedoch weder durch Gabe von Ostrogen noch
Progesteron beeinfluBt (Bethea et al., 1996).

Ostrogen scheint auch direkt auf die mRNA der o- und B-Untereinheit des LH zu wirken
(Shupnik ,1996).

1.3.3. Regulierung der GnRH-Rezeptoren durch Steroide

Die Details der Wirkung der Steroide auf die Gonadotropinsekretion sind noch nicht
geklart. Die Langzeiteffekte werden Uber den klassischen genomischen Rezeptor-
mechanismus, also an RNA- und Proteinsynthese gekoppelt, vermittelt. Erste
entsprechende Veranderungen sind nach 40- 60 Min. nachgewiesen worden

(Katzenellenbogen et al., 1979). Bei Kurzzeitbehandlung mit Ostrogen sind die geno-
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mischen Mechanismen wahrscheinlich nicht beteiligt.

Die Kurzzeiteffekte wurden in Perifusionsversuchen mit GnRH- stimulierten Rat-
tenhypophysenzellen ermittelt: Schon nach 36 Min. Ostrogen- Behandlung ist eine
verringerte LH- Sekretion festzustellen (Frawley und Neill, 1984; Emons et al., 1986).

Es gibt deutliche Hinweise, dass die Ostrogen- Kurzzeiteffekte tiber eine Steuerung der
GnRH- Rezeptordichte geregelt werden: Inkubation mit 10° M E, Ostrogen vermindert
die Rezeptorenzahl bereits nach 30 Min. Zeitgleich ist auch der negative E- Effekt
nachweisbar (Emons et al.,1988). Auch die Kurzzeit- Progesteroneffekte zeigen
Einflisse auf die GnRH- Rezeptordichte: Die Progesterongabe Uber 4 Std. fihrt bei E-
vorbehandelten Hypophysenzellen zu einer deutlichen Steigerung der LH- Ausschittung
bei gleichzeitigem Ansteigen der GnRH- Rezeptordichte. Unter 48-, 72- und 96-
stiindiger Ostrogen- Vorbehandlung wurde eine steigende Zunahme der GnRH-
Rezeptoren an der Hypophyse beobachtet (Menon et al., 1985). Die Progesteron-
Langzeitwirkung, einhergehend mit einer Abschwachung der GnRH- induzierten LH -
Antwort gegentber der E- Vergleichsgruppe, zeigte hier keinen EinfluB auf die
Rezeptordichte (Emons et al.,1992). Die mRNA der GnRH-Rezeptoren wird analog zur
Veranderung der Rezeptordichte durch E und P beeinfluBt: Ostrogen alleine angewandt
steigert mMBNA und Rezeptorzahl, zusatzliches Progesteron reduziert diese Wirkung
(Turzillo et al.,1998; Sakurai et al., 1997).

Aus den oben aufgeflihrten Ergebnissen ergibt sich eine entscheidende Bedeutung flr

die ovariellen Steroide bei der Regulation der Gonadotropinsekretion.

1.4. Der Mechanismus der GnRH-stimulierten LH-Sekretion

Der Ablauf der Agonist- stimulierten Gonadotropinsekretion ist komplex und noch nicht
vollstandig geklart. Eine groBe Menge unterschiedlicher Verbindungen wirkt hier
antagonistisch, synergistisch oder isoliert in verschiedenen, teilweise redundanten
Systemen mit. Die Abhangigkeiten voneinander zu klaren, ist erst ansatzweise
gelungen. Der besseren Ubersicht wegen folgt zuerst eine kurze Vorstellung des
derzeitigen Modells in stark vereinfachter, auf die hier relevante Thematik beschrankter
Form. Aus didaktischen Grinden wird eine Aufteilung ohne Berlcksichtigung der

angenommenen zeitlichen Reihenfolge der entsprechenden Reaktionen gewahlt und die
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in dieser Arbeit besonders bedeutsame Proteinkinase C herausgelést besprochen:

1.4.1. Rezeptor- G-Protein- Phospholipase C- Inositolphosphat- Interaktionen
Nach Bindung des GnRH an seinen Rezeptor erfolgt Gber Vermittlung des
membranstandigen Gy und/ oder Gi4- Proteins (Perrin et al., 1989; Hsieh und Martin,
1992; Shah und Milligan, 1994) die Aktivierung der Phospholipase CB (PLCB) innerhalb
von 5- 30 Sek. Die PLC hydrolysiert dann Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat (PIP2)
(Naor et al., 1981,1986; Hsieh und Martin, 1992). Unter Einschaltung der Phospholipase
D resultiert daraus die Bildung der zwei aktiven second messenger Inositol-1,4,5-
triphosphat (IP3) und ,frihem® Diacylglycerol, (DAG). Diese initieren Uber eine Erhéhung
des zytosolischen Kalziumspiegels und der Translokation und Aktivierung der
Proteinkinase C die Gonadotropinsekretion und -Synthese. In zahlreichen weiteren
Reaktionschritten werden die Inositolphosphate bis zum Inositol abgebaut. Dieses dient
dann wieder als Ausgangsmaterial flr die Synthese des PIP>

(Nishizuka,1992; Stojilkovic et al.,1994; Stojilkovic und Catt 1995; Ortmann und Dietrich,
1999). Die in dieser Arbeit im Mittelpunkt stehende Beteiligung der Steroide an der
Steuerung der Gonadotropinsekretion bzw. -Synthese wird in 1.3.2./3. gesondert

vorgestellt.

1.4.2. Beteiligung von Kalzium an der LH- Sekretion

Schon seit langerer Zeit ist die Bedeutung des Kalziums bei der Steuerung der LH-
Sekretion bekannt. Die Erhéhung des intrazellularen Kalziumspiegels mittels lonophoren
fihrt ohne GnRH- Stimulation zur Gonadotropin- Freisetzung (Conn et al., 1979).

Spater wurde eine Zunahme der zytosolischen Kalziumkonzentration in der
Hypophysenzelle nach GnRH- Stimulierung nachgewiesen (Clapper und Conn, 1985).
Aus der Reaktion des IP3 mit seinen intrazellularen Rezeptoren resultiert eine Erhéhung
des zytosolischen Kalziumspiegels durch Mobilisierung aus intrazellularen Speichern
wie dem endoplasmatischen Reticulum (Stojilkovic und Catt 1992; Li et al., 1997).
Dieses flihrt zu einem in Sekunden entstehenden Gipfel der Ca?*-Konzentration, der
sofort wieder abfallt und in eine Plateauphase Ubergeht. Letztere ist abhdngig vom
Einstrom extrazellularen Kalziums durch Ca?*-Kanéle in der Plasmamembran.

Es handelt sich um sogenannte VSCC (“voltage sensitive Ca?*-channels®, synonym mit
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VGCC, “voltage gated calcium channels’), bei denen man zwischen dem
spannungsgesteuerten, schnell reagierendem (“transient”) T -Typ und einem verzégert
wirkendem, Dihydropyridin- sensitivem L-Typ unterscheidet. (Izumi et al., 1990; Stutzin
et al., 1989).

Die Steuerung der VSCC wird vom zytosolischen Kalziumspiegel selbst, der
Proteinkinase C und eben von der Spannung Gbernommen (Stojilkovic und Catt, 1992).
Der Einstrom durch die Plasmamembran scheint hauptsachlich dem Aufflllen der
zelleigenen Kalzium- Speicher zu dienen (Tse und Hille, 1993). Auch die Mitochondrien
sind moglicherweise als Speicher von Bedeutung, insbesondere zur Aufnahme schnell
einstromenden Kalziums (Hehl et al., 1996). Desweiteren gibt es Hinweise auf
sogenannte Kalzisomen, Kalziumspeichernden Vesikeln. Ob diese auch durch
lonenpumpen und /oder durch IP3; kontrolliert werden, ist noch unbekannt (Kukuljan et
al., 1997). Die oben aufgeflihrten Reaktionen nach Rezeptor-Aktivierung scheinen bei
einem Ca®" Spiegel zu beginnen, der einer ruhenden Zelle entspricht. Der Ca** Spiegel
wird also nicht schon bei der Bindung des Agonisten an den Rezeptor erhéht, sondern
durch Wirkung des neu gebildeten IP; (Berridge,1984; Guillemette et al., 1987; Berridge
und Irvine, 1990, Stojilkovic und Catt, 1995). Die beiden Phasen der Kalzium-
Spiegelveranderung verlaufen parallel zur LH- Sekretion, da auch bei dieser nach
Stimulierung eine rasche hdhere Freisetzung (Gipfel) und eine folgende schwéachere
Leistung zu beobachten ist (Tasaka et al.,1988; McArdle et al., 1996). Wenn die GnRH-
Einwirkung auf die gonadotropen Hypophysenzellen zu schwach ist, kommt es nicht zur
typischen 2-phasigen Erhdéhung intrazellularen Kalziums. Stattdessen wird bei
subphysiologischer GnRH-Dosis eine unterschwellige, vorlbergehende Kon-
zentrationssteigerung des Kalziums beobachtet. Bei physiologischer GnRH- Dosis
folgen oszillierende Kalziumspiegelveranderungen niedriger Héhe (lida et al., 1991;
Ortmann et al., 1992b; Tomic et al., 1994).

1.4.3. Die Proteinkinase C

Die Proteinkinase C (PKC) wurde 1977 entdeckt (Inoue et al.) und 1979 als
Phospholipid- abhangig und -aktiviert erkannt (Takai et al. 1979). Sie ist in fast allen
Geweben vorhanden, wobei verschiedene Isoforme drei Untergruppen bilden:
Konventionelle PKC (kPKC:a, Bl, Bll und y), neue PKC (nPKC:9, €, m, u und 6) und
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atypische PKC (aPKC: ¢, A und t; Nishizuka 1992). Die kPKC sind bei ihrer Aktivierung
von Kalzium und DAG abhangig, die nPKC wird durch DAG und Phosphatidylserin (PS)
aktiviert und ist kalziumunabhangig und die aPKC bendtigt weder Kalzium noch DAG
und wird durch PS und Polyphosphinositide wie PIP, aktiviert. Es handelt sich um eine
Polypeptidkette, Molekulargewicht 77 kD. Diese besteht aus zwei funktionell
verschiedenen Anteilen, welche durch Ca®*-abhdngige Thiol- Proteasen getrennt
werden konnen: Ein hydrophober Anteil zur Bindung an die Membranen und ein
hydrophiler Teil, an dem die katalytischen Reaktionen ablaufen (Nishizuka, 1984). lhre
wichtige Rolle bei der Freisetzung der Gonadotropine postulierten z.B. Hirota et al.
(1985). Hierbei scheinen die PKCa und B sowie PKCS und -¢ beteiligt zu sein (Naor et
al., 1998; Harris, 1997). Es wurde ein férdernder EinfluB der PKC auf die Zahl der
GnRH- Rezeptoren in den gonadotropen Zellen vorgeschlagen (Naor et al., 1987). Eine
Modulierung der GnRH- Rezeptorendichte durch die PKC schien aber daraus nicht
sicher ableitbar (Braden,1991; zum Uberblick: Conn et al.,1995). Ein Schritt der
EinfluBnahme ist méglicherweise die Mitsteuerung der GnRH-Rezeptor- Gene (White et
al, 1999; Lin und Conn, 1999). Bei Verwendung von Retinal, einer Substanz, die die
PKC- Aktivitat aufzuheben vermag, wurde eine stark verminderte LH- Sekretion bei
Stimulation mit GnRH beobachtet. In von PKC- befreiten Zellen wurden alle Effekte der
stimulierenden Phorbolester auf den Ca?*-Einstrom und die LH- Sekretion aufgehoben.
Die Wirkung von GnRH auf die Gonadotropinsekretion wurde abgeschwacht (Stojilkovic
et al, 1991). Diese Ergebnisse deuten auf eine partielle Abhangigkeit der GnRH-
stimulierten LH- Sekretion von PKC hin. Andererseits wurde bei Verwendung von
verschiedenen GnRH- Antagonisten jedoch zumeist keine Wirkung auf die
Phorbolester- induzierte LH-Sekretion festgestellt (Saito et al., 1994).

Normalerweise liegt die PKC in Uberwiegend geldster Form im Zytosol vor. Bei
Aktivierung findet eine Umverteilung zu einer membranstandigen Form statt, wodurch
das Enzym in die transmembrandsen Signale und in die Regulation des Zellzyklus
einbezogen wird. Die Aktivierung erfolgt durch Bindung des DAG an das Enzym,
wodurch ein schneller Anstieg seiner Affinitdt zu Ca®* und Phospholipiden beobachtet
wurde (Hirota et al., 1985; Naor et al., 1985; Huckle und Conn 1987). Mdéglicherweise
hat die Phospholipase D eine Bedeutung bei der Erhaltung der DAG- Produktion und
damit Aktivierung der PKC (Nishizuka 1992; Stojilkovic und Catt, 1995). Der direkten
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und sofortigen Steigerung der PKC- Aktivitdt nach GnRH- Stimulation folgt unmittelbar
vor der LH- Sekretion eine Abnahme der Aktivitat (Andrews et al., 1990).

Die mRNA der PKC in den Gonadotropin- bildenden Hypophysenzellen 1&8t sich in vitro
durch GnRH und Phorbolester stimulieren (Harris et al., 1997; Shraga-Levine et al.,
1996). Es ergeben sich Hinweise auf eine Steigerung der LH-B-mRNA durch die
Phorbolester PMA bzw. TPA bei kontinuierlicher Anwendung (Andrews et al.,1988;
Haisenleder et al., 1995; Vasilyev et al., 2001).

1.4.4. Weitere Transmitter

Neben den obengenannten Verbindungen sind noch zahlreiche weitere Transmitter an
der Gonadotropinsekretion beteiligt: Wichtig bei diesem Reaktionsablauf der LH-
Sekretion ist  Arachidonsaure (AA), eine aus der Inositolphosphat- Kaskade
hervorgehende Fettsdure: In vitro lasst sich durch Stimulation mit AA oder ihrem
Lipoxygenase- Metaboliten eine Verdoppelung der LH-Sekretion gegeniber der
Basalrate erzielen. Andererseits sinkt bei Verwendung eines Lipoxygenasehemmers die
GnRH-stimulierte Gonadotropin-Ausschittung um etwa die Halfte (Chang et al., 1986,
1987; Naor et al., 1995). Der Reaktionsweg der AA ist unabhangig von extrazellularem
Kalzium (Naor und Catt, 1981).

Desweiteren wird Uber die Mitwirkung der mitogen- aktivierten Proteinkinasen (MAPK)
an der Gonadotropin- Sekretion und -Synthese diskutiert. Diese wird von einigen Protein
G-gekoppelten Rezeptoren aktiviert und reagiert mdglicherweise durch Beteiligung der
Proteinkinase C (Sundaresan et al., 1996; zum Uberblick: Kraus et al., 2001).

Viele weitere Verbindungen kénnten bei der Steuerung der LH/ FSH-Freisetzung von
Bedeutung sein: In zahlreichen Studien wurde nahezu jeder vorstellbare Transmitter als
irgendwie beteiligt an der Gonadotropinsekretion ermittelt (Levine, 1997; Naor, 1990;
Stojilkovic und Catt, 1992,1995; Stojilkovic et al., 1994).
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1.5. Problemstellung

In dieser Arbeit sollen die Einfliisse der Steroide Ostradiol und Progesteron auf die
GnRH- und Proteinkinase C- stimulierte LH- Sekretion und -Synthese in kultivierten
Rattenhypophysenzellen ermittelt werden, da nach den beschriebenen Studien die
Mechanismen der LH-Sekretion und -Synthese in Hypophysenzellen noch nicht
eindeutig aufgeklart wurden.

Ferner wird in weiteren Experimenten die Abhangigkeit dieser Triggermechanismen von

extrazellularem Kalzium untersucht werden.

1.5.1. Einfliisse der Steroide Ostradiol und Progesteron auf die LH-Sekretion bei
direkter PKC- Stimulierung

Seit langerer Zeit ist bekannt, dass durch synthetisches DAG die PKC direkt stimuliert
werden kann, ohne gleichzeitig den PIP>- Abbau einzuleiten (Kaibuchi et al.,1983). Die
als Tumor- Promoter bekannten Phorbolester sind aufgrund einer strukturellen
Ahnlichkeit mit DAG ebenfalls in der Lage, die PKC direkt zu stimulieren. Dafir sind nur
sehr geringe Konzentrationen erforderlich (Castagna et al., 1982). Auch in der
gonadotropen Zelle sind diese Substanzen wirksam, z.B. stimuliert Tetra- Decanoyl-
Phorbol- Acetat (TPA) wie GnRH sowohl die LH- Sekretion (Naor und Catt, 1981) als
auch die Translokation der PKC von einer zytosolischen in eine membranstéandige Form
(Albert et al., 1985).

Zwar kénnen Phorbolester und membranstandige Diacylglycerole die Proteinkinase C
aktivieren und damit eine LH- Sekretion aus Hypophysenzellen stimulieren, doch wird
die Bedeutung dieses Enzyms flur die GnRH- induzierte Gonadotropinfreisetzung
kontrovers diskutiert (zur Ubersicht: Naor, 1990). Es gibt sogar Verdffentlichungen,
wonach die Anwesenheit der Proteinkinase C flr eine Agonist- induzierte
Gonadotropinsekretion nicht erforderlich sei (Beggs und Miller, 1989; Johnson et al.,
1988; McArdle et al., 1987; Conn et al, 1995).

Die Modulation der GnRH- stimulierten LH- Sekretion ist allgemein anerkannt.

Zum Zeitpunkt des Beginns unserer Versuche lagen jedoch erst wenige Arbeiten vor,
die sich mit den Effekten der Steroide auf die PKC- Reaktionswege bei der LH-
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Sekretion befassten. Bei keiner dieser Arbeiten war die entsprechende Vorbehandlung
mit Ostradiol und Progesteron erfolgt.

Daher wird dieser Arbeit untersucht, inwieweit die ovariellen Steroide Ostradiol und
Progesteron die Proteinkinase C-vermittelte LH- Sekretion in Kkultivierten Rat-
tenhypophysenzellen beeinflussen. Zur Stimulierung der Proteinkinase C wurde der
Phorbolester TPA benutzt. Die verschiedenen Effekte der Steroide, die bei der
Modulierung GnRH-stimulierter Kulturen von Rattenhypophysen bereits ermittelt worden
sind, sind maoglicherweise auch bei der direkten Stimulation der PKC wirksam. Zum

Vergleich werden alle Versuche auch parallel mit GnRH als Stimulans durchgefihrt.

1.5.2. Untersuchung der LH- Neusynthese bei direkter PKC- Stimulierung
steroidvorbehandelter Hypophysenzellen

GnRH stimuliert neben der Sekretion der Gonadotropine auch deren Synthese und
Speicherung (Liu und Jackson,1985; Andrews et al., 1988). Nicht geklart ist, inwieweit
die Proteinkinase C daran beteiligt ist. Es gibt Hinweise auf eine durch PKC induzierte
Neusynthese von LH (Liu und Jackson, 1987; Stojilkovic et al., 1988a). Demnach kommt
es sowohl bei Stimulation mit GnRH als auch bei direkter Aktivierung der Proteinkinase
C mit Phorbolestern zu einer Steigerung des Gesamt- LH (intrazellular verbliebenes und
sezerniertes Hormon).

Daher wird in dieser Arbeit untersucht werden, ob bei direkter Stimulation der PKC mit
oder ohne Steroidbehandlung der Hypophysenzellen eine Neusynthese von LH

nachweisbar ist.

1.5.3. Abhangigkeit der Proteinkinase C- vermittelten LH- Sekretion aus steroid-
vorbehandelten Hypophysenzellen von extrazellularem Kalzium

Die Bedeutung der Ca®*- Kanile fiir die gonadotrope Signaliibertragung wurde bei
Versuchen mit Ca®*- Kanal- Blockern nachgewiesen. Bei Einsatz dieser sinkt die GnRH-
stimulierte LH- Sekretion betrachtlich (Marian und Conn, 1979). Es lasst sich sogar
durch Stoffe, die den intrazelluliren Ca?*-Spiegel zu steigern imstande sind, eine LH-
Sekretion wie bei Stimulation mit GnRH erreichen (Conn et al.1979). Vorraussetzung
hierfUr ist wie auch bei der physiologischen Stimulation durch GnRH das Vorliegen eines

ausreichenden extrazelluldren Kalzium- Spiegels. Bei kalziumfreiem Medium sinkt die
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basale LH- Sekretion um ca. 50%, die GnRH- stimulierte um ca. 70 % (Conn et al.,
1979). Das Ausmaf der Abhangigkeit der PKC vom extrazellularem Kalzium- Spiegel
bei der LH- Sekretion wurde ebenfalls untersucht: Bei der kalziumfreien Stimulierung der
LH- Sekretion mit dem Phorbolester TPA wurde die LH- Antwort um ca. 30 % gesenkt
(Stojilkovic et al.,, 1988b). Mit Phorbolestern gelang auch eine Steigerung der
intrazellularen Kalziumkonzentration (Albert et al., 1985).

In dieser Arbeit wird in einer Versuchsreihe Ca®*-freies Medium verwendet, um das
AusmaB der vorbeschriebenen Ca®**-Abhangigkeit der PKC zu untersuchen. Von
besonderem Interesse ist hierbei die Frage, inwieweit die steroidalen Effekte durch das
fehlende extrazellulare Kalzium beeintrachtigt werden.

Als Versuchsanordnung aller Teilschritte wurden statische Zellkulturen von Hypophysen
weiblicher Ratten in unterschiedlichen Zyklusstadien verwendet. In diesem System sind
hypothalamische oder ovarielle Einflisse ausgeschlossen. Die zu erwartende Varianz

ist in einem Pool aus Zellen geringer als bei Verwendung individueller Hypophysen.
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2. Material und Methoden

2.1. Hormone
Ostradiol (E2, Reinheit > 99,9%, Sigma/ Deisenhofen) wurde in Ethanol bei +4 C° in

einer Stammldsung von 10”M gelagert. Die Endkonzentration lag in allen Versuchen bei

10°M. Progesteron (P, Reinheit > 99,9 % , Sigma, Deisenhofen) wurde wie E, gelagert,

die Stammldésung betrug 10_4M, die Endkonzentration in allen Versuchen 107 M.
Gonadotropin- Releasing- Hormone (GnRH) und 12-0-tetradecanoylphorbol-13-acetat
(TPA, beides Sigma/ Deisenhofen) wurden in PBS (Phosphate Buffered Saline,
Biochrom/ Berlin) gelést und bei 20 °C gelagert.

2.2. Zellpraparation und Zellkultur
Die Hypophysen fiir die Praparation von primaren Monolayer Zellkulturen (2x10° vitale

Zellen pro Kultur) wurden von reifen weiblichen Wistar Ratten (200-220 g , Winkelmann /
Borchen-Kirchborchen) gewonnen. Die Tiere befanden sich in verschiedenen
Zyklusstadien. Die genaue Beschreibung der Praparation siehe bei Hyde et al.,1982,
und Emons et al., 1984. Zusammengefasst ergibt sich folgender Ablauf: Nach Tétung

der Ratten mittels CO2 wurden die Hypophysen entnommen und in vorgewarmtes

Medium A gegeben. (Praparationsmedium: Medium 199 (mit Hanks” Salzen und L-
Glutamin, ohne NaHCO3, Biochrom/ Berlin) mit 3 g/ | BSA (Bovine Serum Albumin,

Bering, Marburg), 25 mM HEPES (Hydroxyethylpiperazinethansulfonsaure), 100 U/
Penicillin und 100 mg/l Streptomycinsulfat (alles Biochrom/ Berlin).

Zuerst wurden die Hypophysen in Stiicke von ca. 0,5 mm Kantenlange zerschnitten und
anschliessend zweimal in Medium A gewaschen.

Nun wurden 5 g/l Trypsin (Sigma/ Deisenhofen T-8253) in Medium A hinzugegeben und
bei leichtem Schutteln bei 37° C fir 15 min inkubiert. Es folgte eine 1-minltige Inku-
bation mit zuséatzlicher Desoxyribonuclease in Medium A (0,2 mg/l, Sigma/Deisenhofen
D-0870). Dann wurde der Uberstand dekantiert und Medium A mit 1g/| Soybean Trypsin-
Inhibitor (Sigma/Deisenhofen T-9003) zugefligt. Nach weiteren 5 min Inkubation und
Dekantieren wurde das Gewebe mit in PBS 1 gelésten 2 mM EDTA (Ethylendiamin-
tetraessigsaure) fir 5 min, danach 1 mM EDTA-PBS1 fir 15 min. inkubiert. (PBS1: PBS
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ohne Ca** und Mg?* (Biochrom/Berlin) mit BSA, Penicillin und Streptomycin (P / S) wie
Medium A).

Danach wurden die Sticke dreimal mit PBS1 gewaschen und durch 5-maliges
Dispergieren mit einer Pasteur- Pipette dissoziiert. Nach Filtration durch eine mit PBS1
begossene Nylongaze (Porengrésse 100 mym) wurden die Zellen durch Zentrifugation
(250 x g) gesammelt und mit 10 ml PBS1 und 40 ml Medium B resuspendiert.

(Medium B: Inkubatiosmedium: Medium 199 mit 1,4 g/I Natriumbicarbonat, 100 ml/I
Pferdeserum (Biochrom/Berlin), vorbehandelt mit 20 g/l Aktivkohle (Norit A., Serva,
Heidelberg) und 2 g/l Dextran T 70 (Pharmacia/ Uppsala, Schweden) sowie Penicillin
und Streptomycin wie Medium A. Zur Ermittlung der Ausbeute wurden Aliquote der
Zellsuspension mit einem gleichen Volumen Trypanblau (5 g/l in physiologischer
Kochsalzl6sung, Biochrom/ Berlin) versetzt.

Im letzten Arbeitsgang wurden die Zellen mit Medium B auf 2 x 10° lebende Zellen pro
ml  Medium verdinnt, je 1 ml davon auf die Schélchen der Kulturplatten
(Costar/Cambridge, USA) aufgetragen und bei 37°C in einer wassergesattigten

Atmosphédre aus Luft und 5% CO» inkubiert. Um das Anwachsen der Zellen zu

ermoglichen, wurde mit den Versuchen frilhestens 40 Std. nach Praparationsende

begonnen.

2.3. Ablauf der Experimente

2.3.1. Effekte von Ostrogen und Progesteron auf die TPA- oder GnRH- induzierte
LH-Sekretion kultivierter Rattenhypophysenzellen

Wir arbeiteten mit 8 Konzentrationen GnRH und 4 des Phorbolesters TPA in jeweils vier
Vorbehandlungsarten (1x Vehikel, 3x mit Steroid) mit je 3 Kulturen. Wir benétigten
insgesamt also 144 Einzelergebnisse, diese gewannen wir durch Verwendung von 12
Kulturplatten mit je 12 Schélchen.

Vorbereitung:

Zuerst wurden die Steroide Ostradiol (E) und Progesteron (P) in vorgewarmtem Medium

B auf 10_9 bzw. 10_7M verdinnt. Dabei wurde eine Lésung nur mit E, eine mit beiden

Steroiden sowie eine Kontrolle mit der Tréagersubstanz Ethanol (Vehikel, V) angesetzt.
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Erster Mediumwechsel, Stunde O :

Nach Anwachsen der Zellen wurde das bisherige Nahrmedium vorsichtig abgezogen
und verworfen. Nun wurden die Kulturen mit den drei mdglichen Medien belegt: 3 V-
Platten, 6 E- und 3 E+P- Platten.

Zweiter Mediumwechsel, Stunde 24:

Wechsel wie oben

Dritter Mediumwechsel, Stunde 44:

Das Medium der V- und EP- Platten wurde wie bisher gewechselt. Drei der E- Platten
erhielten wiederum E. Die drei Ubrigen E- Platten wurden jetzt mit E+P belegt.

Vierter Mediumwechsel, Stunde 45:

Identischer Vorgang wie bei drittem Wechsel, zuséatzlich erfolgte die Stimulation mit 8
Konzentrationen GnRH (es wurden 8x4x3 = 96 Schalchen bendtigt) und TPA mit
entsprechend 4 Konzentrationen bzw. 48 Schalchen.

Die Kulturplatten wurden fiir weitere 3 Std inkubiert, dann wurden die Uberstande
abgezogen und der weiteren Auswertung zugefiihrt. Es ergaben sich somit die Gruppen:
V 48 Std., E 48 Std., E48 Std.+P 48 Std. E 48 Std. + P 4 Std.

Im folgenden werden diese Gruppen mit V, E, EP und P4 benannt.

I I [[====] v [ |
EP RO
W////////////%W////////////%% P4 TPA bzw. GnRH

0 24 44 45 48 Stunden
Schematische Darstellung der in den meisten Experimenten benutzten Basis-Versuchsanordnung.

Mediumwechsel nach 0, 24, 44 und 45 Stunden. Zugabe von GnRH oder TPA nach 45 Std.
Vorinkubation.
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2.3.2. Wirkung von Steroiden und / oder Agonisten auf das Gesamt- LH

2.3.2.1. Effekte von Ostrogen und Progesteron auf die LH- Gesamtmenge.

2 Platten wurden analog zu obigem Verfahren, 1.-3. Mediumwechsel, behandelt, es fehlt
die Stimulation mit TPA / GnRH.

Nach 48 Std. wurden die abgezogenen Medien gesammelt und bei —20° C gelagert.
Dann wird der LH- Gehalt mittels RIA bestimmt, um die Sekretionsleistung zu messen.
Zur Gewinnung des intrazellular verbliebenen LH wurden die nun trockenen Zellen wie
folgt lysiert: In jedes Schalchen wurde 1 ml straight PBS 0,3% mit 0,1% Triton gegeben
und die Kulturplatten dann bei —70° C tiefgefroren. Sie wurden wieder aufgetaut, dann
nochmals eingefroren und abgetaut. Die Proben wurden nun abgezogen. In die
Schalchen wurde nun je 1 ml PBS gegeben und restlichen Zellen mit einem speziellen
Gummispatel vom Plattenboden entfernt. Diese Zelldsung wurde auf die
entsprechenden Proben aus dem ersten Lyseschritt gegeben und die R&hrchen
zentrifugiert. Zuletzt wurde der Uberstand direkt in neue Réhrchen gegeben.

SchlieBlich wurde der LH- Gehalt mittels RIA bestimmt (intrazellularer Wert).

2.3.2.2. Effekte von Ostrogen und Progesteron auf die LH- Gesamtmenge bei
Stimulation mit GnRH oder TPA

Aufbau wie 2.3.2.1., jedoch mit Stimulation durch GnRH 10 und 10°® M sowie TPA

10 M in den letzten 3 Std. Die Auswertung ist identisch mit der in 2.3.2.1.

2.3.2.3. Effekte der GnRH- oder TPA- Stimulation Uber verlangerten Zeitraum auf
die LH- Gesamtmenge

2 Platten wurden mit je GnRH 10° M und 10° M sowie TPA 10® und 107 M stimuliert.
Die vier Medienwechsel wurden zu den Zeiten wie in den vorherigen Versuchen, aber
ohne Steroidbehandlung durchgefiihrt. Neben der 3 Std.- Stimulation mit GnRH bzw.
TPA wurde hier auch eine Platte 6 Std. und Eine 9 Std. lang inkubiert. Eine 4. Platte trug
die Kontrollmedien der Stimulationslésung: Fir GnRH 0,01 % PBS mit 0,1% BSA, fir
TPA 0,01 % Dimethylsulfoxid. Nach Erreichen des Stimulationsendes wurden die
Medien abgezogen und und die Zellen wie oben beschrieben lysiert. AnschlieBend

erfolgte wiederum die Bestimmung der LH- Anteile.
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2.3.3. Effekte von Ostrogen und Progesteron auf GnRH-/TPA- induzierte LH-
Sekretion in kalziumfreiem Medium

In  Vorversuchen ohne steroidale Vorbehandlung wurden 4 Platten mit 8
Konzentrationen (0, 10™"-10°M) GnRH und 2,5 Platten mit 5 Konzentrationen (0, 10™°
-10”"M) TPA belegt. Die Inkubationabldufe entsprechen der Anleitung in 2.3.1. — ohne
steroidale Vorbehandlung. Die Halfte der Schalchen wurde hier mit kalziumfreiem
Inkubationsmedium befllt (bei 250 ml: 2,74 g spezielles Medium 199 ohne Ca? 0,35
Natriumbikarbonat, 2 g NaCl, 0,25 g/l BSA, 0,25 g P/S. Es wurde eine
Osmolalitdtsmessung durchgefiihrt).

In der eigentlichen Versuchsanordnung wurden GnRH 10 und10®M und TPA 10® und
10”M in gleicher Weise wie bei 2.3.1. zur Stimulation steroidvorbehandelter Zellen

genutzt. Bei der Halfte der Platten wurde hier Ca?* -freies Medium 199 benutzt.

2.4. Auswertung der Experimente

2.4.1. LH-Bestimmung

Material:

Tracer: RAT- LH-1-7 (NIDDK, s. u.), markiert mit J125 (Hoechst, Marburg).

Rabbit- Serum (Gibco, Karlsruhe)

LH- Antiserum (NIDDK)

Antikdrper II: Gamma-B-Precipitating Antiserum, Anti- Rabbit Serum (Donkey,
Wellcome, Burgwedel)

Polyethylenglycol 6000 (PEG, Merck- Schuchardt, Hohenbrunn).

Ablauf:

Die LH- Konzentration der Proben wurde radioimmunologisch bestimmt. Dazu wurde die
Standardpréparation RP-2 (AFP 56660) der National Pituitary Agency (Baltimore , MD,

USA) benutzt, modifiziert nach einer Anleitung von Solano et al. (1979).
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2.4.2. Statistische Methoden

Die Absolutwerte flir extra- bzw. intrazellulares LH wurden jeweils in Prozent der LH-
Werte aus nicht steroidal behandelten Proben (,Vehikel“ = 100 %) umgerechnet. Jeder
Versuch wurde mindestens zweimal reproduziert. Aus jedem Experiment ergaben sich
durch die Dreifachbestimmung drei Werte, insgesamt gingen also mindestens neun
Werte pro Behandlung in die Statistik ein. Nach Prifung der Varianz- Homogenitat unter
Nutzung des Bartlett- Testes wurde die Varianzanalyse (ANOVA) durchgefiihrt. Aus
diesen Relativ- Daten wurden Mittelwert und SEM berechnet. Mit dem Newman- Keuls-
Test bzw. dem Nemenyi- Test wurden die drei Gruppen E48 Std., E48 Std. + P48 Std.
und E48 Std. +P4 Std. gegentiber Vehikel und untereinander auf statistische Signifikanz
Uberprift.

Bei nicht homogenen Varianzen wurden die Daten mit dem Kruskal- Wallis- Test
hinsichtlich statistisch signifikanter Unterschiede analysiert.
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3. Ergebnisse
3.1 Effekte von Ostrogen und Progesteron auf die GnRH- bzw. TPA-

stimulierte LH- Sekretion

Mit Ostradiol vorbehandelte Rattenhypophysenzellen zeigten bei Stimulation mit GnRH
wie TPA eine gegenuber der Vergleichsgruppe V (ohne Steroid) gesteigerte LH -
Sekretion. Hierbei besteht eine Abhangigkeit von der Konzentration des Stimulans:
GnRH entfaltet seine groBte Wirkung bei 107 M und TPA bei 108 M.

Die gleichzeitige Vorbehandlung der Zellen mit Ostradiol und Progesteron fiihrt zu
unterschiedlichen Ergebnissen: Wahrend bei der nachfolgenden GnRH- Stimulation bei
allen verwandten Konzentrationen eine gegentber der Vergleichsgruppe
abgeschwéchte LH- Sekretion resultiert, ist dieser negative Effekt bei Verwendung von
TPA als Sekretionférderer nicht zu sehen.

In den hdheren Dosierungen ist sogar eine weitere Steigerung der LH- Sekretion
gegeniiber der Ostrogen- Gruppe zu erkennen.

Die kurzzeitige Progesteron-Anwendung Ostrogen- vorbehandelter Zellen bewirkte nach
Stimulation mit GnRH oder TPA eine maximale Steigerung der LH- Ausschittung

gegeniiber der Ostrogen- Gruppe.

0 Abb.1: Effekte von Ostradiol-(E) und Progesteron-(P)
Behandlung auf die GnRH-Stimulation von
30 Rattenhypophysenzellen. Die Zellkulturen WL'J.rden 48 Std.
mit Vehikel (V, 0,2% Ethanol), oder 1nM Ostradiol (E),
oder mit 1 nM Estradiol und 100 nM Progesteron (EP)
" oder 48 Std. mit 1 nM Ostradiol und 4 Std. mit 100 nM

Progesteron (P4) vorbehandelt. Wahrend der letzten 3
Std. der Inkubation wurden die Kulturen mit steigenden

LH [ngfml]

Konzentrationen von GnRH stimuliert. Es werden hier die
10+ reprasentativen Daten eines von drei Experimenten

gezeigt. V gegenuber E signifikant und E gegenuber P4

signifikant. Die statistische Untersuchung erfolgte mit den

R

T T T T T T Daten von drei unabhangigen Untersuchungen.
10" 101 10°® 10° 107 10°
GnRH [M]

Erratum: EP zwischen V und E
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Abb.2: Effekte von Ostradiol-(E) und Progesteron-(P)
Behandlung auf die TPA-Stimulation von
Rattenhypophysenzellen. Die Zellkulturen wurden 48 Std.
mit Vehikel (V, 0,2% Ethanol), oder 1nM Ostradiol (E),
oder mit 1 nM Ostradiol und 100 nM Progesteron (EP)
oder 48 Std. mit 1 nM Ostradiol und 4 Std. mit 100 nM
Progesteron (P4) vorbehandelt. Wahrend der letzten 3
Std. der Inkubation wurden die Kulturen mit steigenden
Konzentrationen von TPA stimuliert. Es werden hier die
reprasentativen Daten eines von drei Experimenten
gezeigt. V gegenuber E signifikant und E gegenuber P4
signifikant. Die statistische Untersuchung erfolgte mit den
Daten von drei unabhangigen Untersuchungen.

Erratum: Bei max. Dos. Von Unten nach
oben: V,E,EP,P4

3.2. Untersuchungen zur Neusynthese von LH

3.2.1. Effekte von Ostradiol und Progesteron auf die LH- Neusynthese

Die Behandlung von Rattenhypophysenzellen mit Ostradiol (iber 48 Std. alleine oder mit

zusatzlichem Progesteron Ober 48 Std. oder 4 Std. veranderte nicht die LH-

Gesamtmenge (extrazellular entsprechend der Sekretion und intrazellular verbliebener

Rest). Die alleinige Ostrogen- Behandlung flihrte zu einer Sekretionssteigerung im

Vergleich zur Vehikel- Gruppe. Dieses wurde durch Kurzzeit- Progesteron- Behandlung

noch gesteigert. Die gleichzeitige Behandlung mit beiden Steroiden schwéachte das LH-

Sekretionsergebnis gegentiber alleiniger Ostrogen- Anwendung ab.
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LHi LHs LH total

\Y 33+-5* 6+-2 40+-6
E 29+-4 11+-2 39+-7
EP 32+-3 9+-3 40+-4
P4 26+-4 15+-2"* 41+-4

Tabelle 1: Effekte von Ostradiol und Progesteron auf die LH-Sekretion und mégliche Neusynthese von Rattenhypophysenzellen.
Diese wurden fiir 48 Std. mit Vehikel (V: 0,2% Ethanol), 1nM Ostradiol (E), 1 nM Ostradiol + 100nM Progesteron (P) oder fiir 48 Std.
mit Ostradiol und 4 Std. mit Progesteron inkubiert. Danach wurde im Kulturmedium und nach Zell-Lyse der extra- bzw. intrazellulére
LH- Anteil bestimmt.

e  LH Werte sind in [ng/ml] angegeben. ** Zeigt P < 0,05 gegeniiber E 48 .

3.2.2. Effekte von Ostradiol und Progesteron auf die LH- Neusynthese bei Stimu-
lierung der Zellkulturen mit GnRH oder TPA

Hier wurden steroidvorbehandelte Rattenhypophysenzellen mit GnRH bzw TPA
stimuliert und die LH- Sekretionsleistung sowie das intrazellular verbliebene LH
bestimmt. Die modulierenden Effekte der Steroide auf die Stimulation entsprachen
unseren obigen Ergebnissen: Ostrogen- Vorbehandlung und mehr noch die zusatzliche
Kurzzeit- Progesteron-Anwendung steigerten die LH-Sekretion bei GnRH- Stimulation.
Die kombinierte Langzeit- Behandlung mit Ostradiol und Progesteron schwécht die
Sekretion jedoch gegeniiber alleiniger Ostrogenanwendung ab. Bei der Stimulation mit
TPA ist der negative Effekt bei der Progesteron- Langzeit-Vorbehandlung nicht zu
erkennen. Der gemessene intrazellulare LH- Anteil war jedoch in allen Untersuchungen
in dem MaBe kleiner, wie die Sekretion zugenommen hatte. Es ergab sich somit kein

Anhalt fir eine LH- Neusynthese.
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Abb.3 Effekte von Ostradiol (E) und Progesteron (P) auf die Gesamt-menge (intrazellular und sezerniertes LH) bei GnRH —
stimulierten Rattenhypophysenzellen. Die Steroidbehandlung entspricht der Beschreibung der Abb.1. In den letzten 3 Std. der
Behandlung wurden die Zellen mit GnRH (1nM, 1pM) stimuliert. Die Werte fir Gesamt- LH (extrazellulér/ sezerniert- weil3-, und intra-
zellulér verbliebenes LH- grau) wurden in % ausgedriickt. BerechnungsgréBe ist die Vehikel- Gruppe mit 100%. Absolute Werte fir
das Gesamt- LH der Vehikel- Gruppen: 35+-2 fir GnRH 1nM, 40+4 ng/ml fir GnRH 1 uM. Die Ergebnisse wurden aus 4

unabhangigen Versuchen gewonnen.

100 A

LH ( % der Kontrolle)
[6)]
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I

\ E EP P4 \ E EP P4
1nM TPA 10 nM

Abb.4 Effekte von Ostradiol (E) und Progesteron (P) auf die Gesamtmenge (intrazellular und sezerniertes LH) bei GnRH- bzw
TPA- stimulierten Rattenhypophysenzellen. Die Steroidbehandlung entspricht der Beschreibung der Abb. 1. In den letzten 3 Std.
der Behandlung wurden die Zellen mit TPA (1 nM, 10nM stimuliert.Die Werte fir Gesamt-LH (extrazellular/ sezerniert- weiB3-, und
intrazellular verbliebenes LH- grau-) wurden in % ausgedriickt. BerechnungsgréBe ist die Vehikel- Gruppe mit 100%. Absolute
Werte fir das Gesamt- LH der Vehikel- Gruppen: 36+-2 und 36+-2 fiir TPA 1 bzw 10 nM.

3.2.3. Effekte von GnRH oder TPA auf die LH- Neusynthese bei Stimulation lGiber

einen verlangerten Zeitraum

Nach GnRH- bzw TPA- Stimulation Gber 3, 6 oder 9 Std. von Rattenhypophysenzellen

(nicht Steroid- behandelt) ergab sich kein Anhalt einer Neusynthese des Hormons: Die
Gesamtmenge an LH Uberschritt bei stimulierten Kulturen nicht die der unstimulierten
Zellen. Es zeigte sich eine deutliche Sekretionssteigerung des LH gegenlber der
Basalrate (Vehikel). Diese nimmt bei langerer Stimulationsdauer noch zu. Im gleichen

MaBe sank aber der intrazellulare Anteil des Gonadotropins.
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Abb. 5, 6, 7 : Wirkung von GnRH-
nd TPA- Stimulation von

Rattenhypophysenzellen ohne

c

steroidale Vorbehandlung auf die
Gesamtmenge von LH (sezernierter
und intrazellularer Anteil). Die Zellen
wurden mit 1nM und 1pM GnRH
sowie 1 nM und 10 nM TPA {ber 3, 6
und 9 Std. stimuliert. Die LH-
Gesamtmenge wird in  ihrem
sezernierten Anteil (wei) und im
intrazellular ~ verbliebenen  (grau)
dargestellt. Letzterer wurde durch
Lysierung der Zellen nach
Stimulationsende bestimmt.

Die Daten werden in % von der
Gesamt-LH- Menge der Vehikel-
Gruppe  (0,2%  Ethanol, kein
Stimulans) dargestellt. Zwischen den
Gesamt- LH- Werten der
verschiedenen Behandlungen
wurden keine statistisch signifikanten
Unterschiede festgestellt. Das
Gesamt- LH in der V-Gruppe ergab
far die 3, 6 und 9 Std.- Inkubation
73+-8, 70+-8 und 67+-8 ng/ml.



3.3. Effekte von Ostradiol und Progesteron auf die LH- Sekretion
GnRH- oder TPA- stimulierter Zellkulturen in kalziumfreiem Medium

Hier zeigt sich die deutliche Abhangigkeit der GnRH- Wirkung auf die LH- Sekretion vom
extrazelluldren Kalzium: Die Sekretionsleistungen fallen im Vergleich zur

Versuchsgruppe mit herkdmmlichem Medium 199 um ca. 80 % ab.

4] —s— GnRH Abb.8 Abhéngigkeit der GnRH-/ TPA- induzierten LH-

—a— GnRH kalziumfrei Sekretion von extrazellularem Kalzium: Stimulierung von

—o— TPA
—e— TPA kalziumfrei

kultivierten Rattenhypophysenzellen in kalziumhaltigem und
kalziumfreiem Medium (ber 3 Std. Aus einem von zwei

i ahnlich ausgefallenen Experimenten wurde jeweils der
- Mittelwert der Dreifachbestimmung dargestellt.
5
= 20 -
I
il
104

il

T T T T
10" 10 10°  10* 107 10°
(M]

Die modulierenden Wirkungen der Steroide auf die LH- Sekretion bei GhnRH- Stimulation
von Rattenhypophysenzellen sind auch bei Verwendung kalziumfreien Nahrmediums
klar erkennbar: Eine Steigerung durch Ostradiol (iber 48 Std. (signifikant gegeniiber der
Vehikel- Gruppe mit 0,2 % Ethanol), eine Abschwéchung gegeniiber alleiniger Ostradiol-
Behandlung bei gleichzeitiger Progesteron- Anwendung und maximale LH-Sekretion bei
Ostradiol tiber 48 Std. und zusatzlichem Progesteron iiber 4 Std.

Bei den TPA- stimulierten Kulturen ist der Unterschied der LH- Sekretion zwischen
kalziumhaltigem und -freiem Medium weniger gravierend: In letzterem wird bei der
Vehikel- Gruppe um ca. 25- 30 % weniger LH freigesetzt. Unter steroidaler
Vorbehandlung ist im Vergleich keine signifikante Abschwéchung, sondern teilweise

sogar eine Steigerung der LH- Sekretion zu erkennen.
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Abb.9, 10,: Effekte von Ostradiol (E) und Progesteron (P) auf die LH- Sekretion GnRH- stimulierter Rattenhypophysenzellen in
kalziumhaltigem und -freiem Nahrmedium. Die steroidale Vorbehandlung entspricht der Beschreibung zu Abb.1. Wahrend der letzten
3 Std. der Behandlung erfolgte die Stimulation mit 1 nM GnRH -oberes Bild- und 1 pM GnRH- unteres Bild in regularem (gekdrnt)
oder kalziumfreien (grau) Medium. Die Daten werden als % von Vehikel (V, 0,2 % Ethanol in kalziumhaltigem Medium= 100 %)
dargestellt, jeweils fir die beiden GnRH- Konzentrationen. Der absolute LH- Wert (ng/ml), stellvertretend fiir je ” 100%” ist 27+-4 flr
1 nM GnRH und 41+-6 fir 10 nM. E zeigt Signifikanz gegeniiber V, P4 gegeniber E.
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Abb.11, 12: Effekte von Ostradiol( E) und Progesteron ( P) auf die LH- Sekretion TPA- stimulierter Rattenhypophysenzellen in
kalziumhaltigem und -freiem Nahrmedium. Die steroidale Vorbehandlung entspricht der Beschreibung zu Abb.1. Wahrend der letzten
3 Std. der Behandlung erfolgte die Stimulation mit 1 nM TPA -oberes Bild- und 10 nM TPA- unteres Bild in regularem (gekérnt) oder
kalziumfreien (grau) Medium. Die Daten werden als % von Vehikel (V, 0,2 % Ethanol in kalziumhaltigem Medium= 100 %)
dargestellt, jeweils fir die beiden TPA- Konzentrationen. Der absolute LH- Wert ( ng RP-2/ ml), stellvertretend fiir je "100%” ist 27+-4
fir 1 nM GnRH und 31+-4 fir 10 nM. E zeigt Signifikanz gegeniiber V, P4 gegeniber E.
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4. Diskussion

Die Details der Steuerung von Synthese und Sekretion der Gonadotropine LH und FSH
sind noch nicht vollkommen verstanden. Die derzeitige Modellvorstellung sei noch
einmal in Kirze vorgestellt:

Das im Hypothalamus gebildete Dekapeptid GnRH wird pulsatil sezerniert und Uber das
portale GefaBsystem zum Hypophysenvorderlappen transportiert (Moenter et al., 2003).
GnRH wirkt auf spezielle GnRH- Rezeptoren an der Hypophyse, diese gehéren zur
Gruppe der G-Protein- gekoppelten, 7-fach- transmembrandsen Rezeptoren (Stojilkovic
et al.,1994; Stojilkovic und Catt, 1995). Diese in die Plasmamembran der
Hypophysenzellen integrierten G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) sind in die
Weiterleitung einer Fille von Signalen aus dem extrazelluldaren Raum in das
intrazellulare Milieu involviert. Diese Signale widerum werden durch durch die
R(egulator)- G(-Protein)- S(ignaling)- Proteine beeinflusst (Neill et al., 2001).

Nach Binden des GnRH an seinen spezifischen Rezeptor wird das Gq- und/ oder Gy1-
Protein stimuliert (Shah und Milligan,1994), dieses aktiviert die Phospholipase C,
wahrscheinlich die B-Form (Naor 1990). Dadurch wird die Inositolphosphat-Kaskade in
Gang gesetzt, in diesem Zusammenhang entstehen die aktiven second messenger
Inositol-1,4,5, Triphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG). Dieses aktiviert eine Fille von
Proteinkinase C- Formen, die in diesem Zusammenhang Wichtigsten werden als PKCa.
und -B, sowie PKCS und -e bezeichnet (Harris et al., 1997; Naor et al., 1998). Die
Proteinkinase C (PKC) ist einer der wichtigsten second messenger bei der
Gonadotropinsekretion. Bei der GnRH- induzierten LH- Sekretion spielt auBerdem das
Ansteigen des intrazellularen Kalzium- Spiegels eine bedeutende Rolle. Es lasst sich ein
vom extrazellularen Kalziumspiegel unabhangiger schneller Konzentrationsanstieg
(Peak) bei Mobilisierung aus intrazellularen Speichern von einer langerdauerden
Plateauphase unterscheiden. Letztere wird durch den Einstrom extrazellularen Kalziums
durch die Spannungs- gesteuerten Kalzium-Kanale aufrecht erhalten (Merelli et al.,
1992; Stutzin et al., 1989, Stojilkovic and Catt, 1995). Bei den komplexen Vorgangen
wirken nach aktueller Modellvorstellung weitere Effektoren mit. Genannt seien die
mitogen- aktivierten Proteinkinasen (MAPK), deren einzelne Kaskaden, insbesondere

die sogenannte extrazellular-regulierte Kinase (ERK) von der PKC abhangig sein dlrfte
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(Shacham et al., 2001), und die Arachidonsaure (Kraus et al., 2001; McArdle et al.,
2002; Kakar et al., 2002; Neill et al., 2001). Die Gesamtheit obengenannter Vorgange,
aber in unterschiedlichem AusmaB auch die Aktivierung einzelner Anteile, fihren zur
Gonadotropin- Sekretion bzw. -Synthese.

Die Steroide Ostradiol und Progesteron steuern auf hypothalamischer (Zanisi und
Messi, 1991) wie hypophysarer Ebene die GnRH- induzierte Gonadotropinsekretion. An
der Hypophyse nehmen sie EinfluB auf Synthese und Dichte des GnRH-Rezeptors
(Emons et al., 1992, Turzillo et al.,, 1998) sowie auf dessen Sensibilitdt gegeniber
GnRH, dem sogenannten “priming“ (Waring und Turgeon, 1992). Ausserdem wirken sie
Uber Einflussnahme auf Reaktionen nach Rezeptoraktivierung durch GnRH, z.B. Gber
Modulierung der PKC. Ostradiol, nicht aber Progesteron scheint bei der GnRH-
stimulierten LH- Sekretion einen positiven EinfluB auf die Inositolphosphatakkumulation
zu haben (Ortmann et al., 1995).

Die Beteiligung der Proteinkinase C an der Gonadotropinsekretion wurde in zahlreichen
Arbeiten belegt. Die ndheren Umstande sind jedoch noch nicht voll verstanden.

In dieser Arbeit wurden die Einflisse der Steroide auf die LH-Freisetzung und -Syn-
these aus kultivierten Rattenhypophysenzellen nach Stimulation der PKC mittels TPA

untersucht. Vergleichend wurde jeweils eine Zellkulturreihe mit GnRH stimuliert.

4.1. Effekte von Ostradiol und Progesteron auf die GnRH- oder TPA-
stimulierte LH-Sekretion

Wir untersuchten in dieser Arbeit die mdgliche Modulation der Proteinkinase C-
vermittelten LH- Sekretion durch die Steroide Progesteron und Ostradiol.

Bei der GnRH-stimulierten Vergleichsgruppe ergaben sich positive Effekte auf die LH-
Sekretion bei Ostradiol- Behandlung (ber 48 Std. Abhangig von der GnRH-
Konzentration wurde die LH- Sekretion im Verhaltnis zur V-Gruppe um 95- 291 %
gesteigert. Bei der Gruppe mit zusatzlichem Progesteron fir die letzten 4 Std. wurde
eine noch héhere Ausbeute an LH gemessen: 167- 657 % mehr LH als bei der Vehikel-
Behandlung. Bei gleichzeitiger Anwendung von E und P Uber 48 Std. zeigte sich eine
Abschwachung der LH- Sekretion gegenlber der Behandlung mit E alleine (mit V
verglichen: 21-174 % ).
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Wir bestatigten damit die bei friiheren Untersuchungen beobachteten Ergebnisse des
positiven und negativen Ostrogeneffektes (Lagace et al., 1980; Drouin und Labrie 1981;
Emons et al., 1984; Frawley und Neill, 1984; Turgeon und Waring, 1990; Ortmann et al.,
1989a, b,1990; Krey und Kamel lll, 1990).

Bei der Phorbolester- induzierten LH- Sekretion mit der effektivsten Dosierung (TPA
10®M) ermittelten wir bei der Vehikel- Gruppe LH- Ausschiittungen in Hdhe von 60.9 %
gegenlber der Vergleichsgruppe mit der entsprechend hdchsten sekretorischen
Leistung (GnRH 107"M). Nach 48 Std.- E-Vorbehandlung TPA- stimulierter Zellen wurde
in unseren Versuchen analog zur GnRH- Vergleichsgruppe ein deutlicher Anstieg der
LH-Freisetzung gemessen: je nach TPA Konzentration steigerte sich die LH- Antwort
gegentber der TPA- V-Gruppe um 61- 192 %. Bei gleichzeitiger Langzeitbehandlung mit
Ostradiol und Progesteron iiber 48 Std. (EP 48) war in unseren Versuchen bei den TPA-
stimulierten Zellen kein negativer Effekt auf die LH- Sekretion nachweisbar. Wir
ermittelten LH- Werte etwa in Hohe der E-Langzeitbehandlung. Die Differenz zwischen
den LH- Sekretionen ist bei den 4 Konzentrationen mit TPA nicht einheitlich, insgesamt
besteht eine Tendenz der Steigerung (Dieses steht im Gegensatz zum Ergebnis bei der
GnRH-Gruppe). Bei Kombination von E-Langzeit- und P-Kurzzeitbehandlung traten wie
bei der GnRH- Reihe ein positiver Ostrogen- und ein positiver Progesteron- Effekt auf.
Das Ergebnis war eine maximale LH- Ausschiittung von bis zu 318 % (TPA 107'° M)
gegentiber der Vehikel- Gruppe derselben TPA- Konzentration bzw. von 1747 %
gegeniiber GnRH 10”M-Vehikel.

Andere Arbeitsgruppen veroffentlichten zum Teil abweichende Ergebnisse:

Zur TPA- Stimulierung ohne Steroidvorbehandlung liegen uns 2 Arbeiten vor: Stojilkovic
et al. beschrieben (1988a) fur TPA im Mittel 70% der LH- Sekretion der GnRH-
Vergleichsgruppe. 0,1 nM TPA stimulierte 50 % der LH- Menge der Vergleichsgruppe
mit dem GnRH- Superagonisten GnRHa (lzumi et al., 1991). Bei Verwendung der PKC-
Aktivatoren OAG (1-Oleoyl-2-Acetyl-Glycerol) und PMA (Phorbol-12-Myristrat-13 Acetat)
ergaben sich gegentber der GnRH (1nM)-stimulierten LH- Sekretion nur bei PMA (10
M) mit etwa 60% positive Ergebnisse. Die anderen LH- Sekretionen entsprachen der
Basalrate (Liu und Jackson, 1987).

Dieselben Autoren ermittelten bei Stimulierung E-vorbehandelter Zellen (25 Std) mit
dem Proteinkinase C- Aktivator C8 (L-alpha-1,2-Dioctanoyl- Glycerol, 200 uM) eine LH-
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Sekretionsteigerung von 108% gegeniber der Kontrolle (Liu und Jackson,1987). Eine
deutlich starkere Sekretionssteigerung von ca. 1200 % wurde bei E-vorbehandelten und
mittels PDBu (Phorbol-12.13-Dibutyrat) stimulierten Hypophysenzellen (OVX, in vivo-
Ostradiol- Behandlung iber 4 Tage) ermittelt. Bei der Verwendung des PKC- Aktivators
DOG (1,2- Dictanoyl-sn-Glycerol) wurden jedoch nur 15 % erzielt (Thomson et al.,
1993). Bei 1-stlindiger TPA- Stimulation von Rattenhypophysenzellen mit 72-stiindiger
E-Vorbehandlung ergab sich eine ca. 80 -%-Sekretionssteigerung von LH (Drouva et al.,
1990).

Die vorgestellten Ergebnisse zeigen klar die Fahigkeit der Proteinkinase C, ohne
Mitwirkung des GnRH die LH- Sekretion zu stimulieren. Es ist noch nicht bekannt, auf
welchem Wege diese Wirkung erzielt wird. Bei Phorbolester-Stimulierung wurde eine
Steigerung der PKC- Aktivitdt und Translokation des Enzyms vom Zytosol zur
Zellmembran beobachtet (Johnson et al., 1996).

Hier sollen vordergriindig die Einflisse der Steroide auf die PKC diskutiert werden. Die
Ergebnisse der vorliegenden Studie korrelieren mit den durch Ostrogen und
Progesteron verursachten Veranderungen der GnRH- Rezeptorzahl in den
Hypophysengonadotropinzellen. Langzeit- Ostrogen- Inkubation allein oder mit
zusatzlicher Progesteronkurzzeitbehandlung vermehrt die Rezeptoranzahl. Darreichung
von P Uber langere Zeit bleibt ohne Auswirkung auf die Rezeptordichte. Parallel dazu
steigt bzw sinkt die GnRH- induzierte LH- Sekretion (Emons et al.,1988; Emons et
al.,1992). Diese Ergebnisse geben Hinweise darauf, daB die positiven Effekte von E-
Langzeit und zusétzlicher P-Behandlung Uber Steuerung der GnRH- Rezeptoren wirken
kénnten. Da die steroialen Effekte auf die Phorbolester- induzierte LH-Sekretion in
unseren Versuchen jedoch ohne Aktivierung des GnRH- Rezeptors, sondern durch
angenommene direkte Stimulation der Proteinkinase C erfolgten, sind offenbar weitere
Reaktionswege vorhanden.

Drouva et al. (1990) untersuchten die Einfliisse von Ostrogen auf die Proteinkinase C-
Aktivitdt in Rattenhypophysenzellen bei 72-Std.- Behandlung. Sie ermittelten eine
Steigerung gegenliber der Basalaktivitat um den Faktor 6,5. Bei der PKC- Stimulierung
durch DOG (1,2-Dioctanoyl-sn-Glycerol) und PDBu (12,13- Dibutyrat) mit und ohne
Ostradiol- Vorbehandlung ergab sich bei letzterer eine deutliche PKC-
Aktivitatssteigerung und eine gesteigerte PKC- Synthese (Thomson et al., 1993). Audy
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et al. wiesen nach, daB die GnRH- stimulierte LH-Sekretion bei Proteinkinase C-
geleerten Hypophysenzellen ovarektomierter Ratten nur dann signifikant absinkt, wenn
diese mit Ostrogen vorbehandelt worden waren (1990). Diese Ergebnisse lassen
vermuten, dass der Proteinkinase C-abhadngige Reaktionsweg der GnRH-
Signaliibertragung durch Ostrogen moduliert wird. Drouva et al. (1990 ) filhrten in vivo
Versuche mit ovarektomierten Ratten durch, bei denen in einer Gruppe alle ZNS-
Verbindungen zur Hypophyse unterbrochen worden waren. Die Autoren beschreiben
eine direkte Konzentrationssteigerung der Proteinkinase C durch Ostrogenbehandlung,
dabei werden die zytosolische und die membranstandige Form gleichermaBen betroffen.
Die Aktivitat der Proteinkinase C laBt sich in der Behandlungsdauer von frihestens 15
Std. bis maximal 120 Std. durch E beeinflussen. Auch in den Versuchen von Maeda und
Lloyd (1993) wurde durch Ostradiolbehandlung von Rattenhypophysenzellen eine
Steigerung der PKC- Aktivitat und eine mRNA- Zunahme firr verschiedene PKC- Iso-
enzyme nachgewiesen.

Als mdglicher Bestandteil der Steroidreaktionswege zwischen Rezeptor und Zellkern
werden die sogenannten Estrogen-Response-Elements (ERE) diskutiert. Es wurde eine
Mitwirkung der PKC vermutet (Demay et al., 2001 ; Nett et. al, 2002).

Nur eine Arbeit bietet Hinweise auf ein mogliches Zusammenspiel zwischen
Progesteron und der PKC- Aktivitat: mit dem Ansatz, Angiotensin Il in seiner Eigenschaft
als mitwirkendes Agens beim Inositol- Reaktionsweg néher zu untersuchen, wurde die
Modulationsfahigkeit von Ostradiol und Progesteron auf Angiotensin Il und PKC erfasst.
Ostradiol, Progesteron und die Vergleichssubstanz wurden 5 Tage vor
Hypophysengewinnung in vivo appliziert. Der Angiotensin Il- Effekt wurde dann in vitro
untersucht. Es ergab sich eine deutliche Steigerung der IP3- Konzentration unter der
Angiotensin-1-Behandlung in der Ostradiol- Gruppe gegeniiber der Vergleichsgruppe.
Die Langzeitprogesterongabe erbrachte hingegen keine Steigerung der IP3- Aktivitat.
Die Aktivitatsbestimmung der Proteinkinase C zeigte die hdchste Wirkung bei der
Kombination von Ostradiolvorbehandlung und Angiotensin |- Gabe (ca. 75%
Steigerung). Die maximale Aktivitdtsminderung wurde durch alleinige Progesteron-
Gabe hervorgerufen (Lachowicz et al., 2000). Die Verwendung des
Progesteronrezeptor- Antagonisten RU 486 wie auch des PKC- Antagonisten
Staurosporin fUhrte bei Phorbolester -(PMA) stimulierten Hypophysenzellen zu einer
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deutlich abgeschwachten LH-Sekretion bei Ratten mit intakten Ovarien gegentber den
Ergebnissen bei ovarektomierten Tieren (Aguilar et al, 2003). Die Autoren vermuten als
Ursache eine Interaktion von PKC mit Ostradiol- abhangigen Progesteronrezeptoren.
Krey und Kamel berichteten Gber Progesteron- Auswaschversuche. Bei E- und P-
vorbehandelten Zellen wurde das Progesteron 4 Std. vor der Stimulation mit PMA
entfernt. Es trat eine Suppression der LH- Sekretion gegentiber der E-Vergleichsgruppe
auf, diese wiederum zeigte geringere Ergebnisse als die EP- Gruppe (Krey und Karmel
[11,1990). Die Autoren folgern, dass dieses durch eine spezifische Beeinflussung der
Gonadotropin- Sekretion durch Progesteron- Einflisse unter Umgehung der GnRH-
Rezeptoren bedingt sein kdnnte.

Obwohl Kurzzeitprogesteronbehandlung die GnRH- bzw. TPA- induzierte LH- Sekretion
E-vorbehandelter gonadotroper Zellen in der gleichen Art moduliert, verringert
entsprechende Langzeitprogesteronbehandlung zwar die GnRH- stimulierte LH-
Ausschuttung, verandert aber nicht die LH- Antwort auf TPA.

Dieser Unterschied der akuten und chronischen Wirkungen des Progesterons zwischen
GnRH- und (direkt) -PKC- vermittelter Gonadotropinfreisetzung deutet an, dass die zwei
Komponenten der biphasischen Progesteronwirkung verschieden geregelt sein kénnten.
Ahnliche unterschiedliche ~Wirkungen ovarieller Steroide wurden bei der
Arachidonsaure- induzierten LH- Sekretion beobachtet:

Bei der indirekten Stimulierung der Arachidonséure mittels Mellitin (dieses aktiviert die
Phospholipase A, welche ihrerseits die Bildung der Arachidonsadure aus
Membranphospholipiden bewirkt) fiihrte die Langzeit- Ostrogen- Behandlung mit oder
ohne Progesteron Uber langere Zeit zu keinem Effekt, wahrend eine Inkubation der
Zellen mit E oder mit E + P Uber kurze Zeit eine LH- Sekretion wie bei der GnRH-
Vergleichsgruppe erbrachte (Ortmann et al., 1992a).

Ein stimulierender Effekt der Arachidonsdure auf die B-mRNA der PKC von
Hypophysenzellen wurde bei gleichzeitiger GnRH- Anwendung beobachtet (Shraga-
Levine et al., 1996). Die Blockade des AA- Metabolismus hob die LH- Antwort aller
untersuchten Sekretionférderer- auch TPA- auf (Kamel und Kubajek,1988). Eine neuere
Arbeit beschaftigt sich mit der Modulationsfahigkeit der Steroide auf die GnRH-
induzierte AA- Freisetzung. Ostradiol beeinfluBt Diese nicht, wahrend zusétzliches

Progesteron bei Kurzzeitanwendung die AA- Reaktion erhoht. Langzeit-Progesteron-
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Anwendung hingegen schwéacht die AA- Antwort ab (Ortmann et al., 1996). Hinweise
gegen ein mdogliches Zusammenspiel zwischen PKC und der Arachidonsaure
verdffentlichten Chang et al (1987): Bei TPA- Stimulierung mit und ohne gleichzeitiger
Hemmung der Arachidonsdure mittels eines Inhibitors der Diacylglycerol-Lipase ergab
sich keine Anderung der LH-Sekretion, wobei die Arachidonsaure- Blockade bei GnRH-
Stimulation die LH- Antwort aufhob.

4.2 Wirkung der Steroide auf das Gesamt-LH

GnRH- Aktivierung seines Rezeptors an der Hypophysenmembran fihrt neben der LH-
Sekretion Uber eine Steigerung der spezifischen LHB- mRNA (und der unspezifischen
LHoa-mRNA) zur Biosynthese des Hormons. Die LHP- Untereinheit liegt in einer
geringeren Konzentration vor als die a-Untereinheit und stellt somit den limitierenden
Faktor bei der LH- Synthese dar (Gharib et al., 1986). Die Proteinkinase C und Kalzium
scheinen an den Reaktionen einen bedeutenden Anteil zu haben (Andrews et. al.,
1988). Die Steroide Ostradiol, Progesteron und auch Testosteron modulieren auf
verschiedenen Wegen auf hypophysarer Ebene die GnRH- induzierte
Gonadotropinsynthese (zum Uberblick: Shupnik, 1996). Zum Zeitpunkt unserer
Versuche bestand kein Konsens hinsichtlich der Bedeutung von GnRH und PKC sowie
der steroidalen Modulation auf die Gonadotropinsynthese (Gharib et al., 1986; Zmeili et
al., 1986).

In dieser Arbeit untersuchten wir in weiteren Experimenten, ob durch die Stimulation
steroidvorbehandelter oder nicht- vorbehandelter Hypophysenzellen mit GnRH oder
TPA die LH- Gesamtsumme vergréBert werde. Die Gesamtsumme setzt sich aus
sezerniertem und intrazellular verbliebenem Anteil zusammen. Eine solche Vermehrung
wirde fir eine Neusynthese sprechen.

Bei der Behandlung mit den Steroiden allein ergab sich in unseren Versuchen eine
geringe Sekretionssteigerung von LH gegenlber der Basalrate, wobei die
Gesamtsumme unverandert blieb.

Die Stimulation steroidvorbehandelter Zellen mit GnRH oder TPA flhrte zu einer dosis-
und zeitabhangigen LH- Sekretion, dabei entsprachen die steroidalen Effekte den in der
ersten Versuchsgruppe ermittelten. Im gleichen MaBe wie die Menge sezernierten LHs
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gegenulber der VergleichsgréBe zunahm, sank der in den Zellen verbliebene Anteil.
Auch Langzeitstimulation bis zu 9 Std. nur mit GnRH oder TPA fiihrten zu keiner
Vermehrung des Gesamt- LH. Wir konnten also weder bei der GnRH- noch der TPA-
Stimulierung  mit und ohne steroidale Vorbehandlung Anzeichen fur die LH-
Neusynthese feststellen.

Die Ergebnisse anderer Autoren zeigen ein kontroverses Bild:

Krey und Kamel stimulierten progesteronvorbehandelte Zellen (< 6 Std und > 12 Std. )
mit GnRH. Es ergab sich keinerlei Anhalt fir eine LH- Neusynthese (Krey et Kamel
1990, I). Bei weiteren Versuchen mit den gleichen Bedingungen und zusatzlicher E-
Vorbehandlung ermittelten sie ebenfalls keine signifikante Veranderung der
Gesamthormonmenge (Krey und Karmel, 1990, Ill). Lagace et al. (1980) flhrten
ebensolche Versuche durch, auch sie stellten keine Neusynthese fest. Hsueh et al.
(1979) testeten die Effekte der Steroide (einzeln oder zusammen), auch mit GnRH-
Stimulation, auf die LH- Gesamtmenge. Sie konnten keine signifikante Veranderung
feststellen. Dagegen ermittelten Stojilkovic et al. eine dosis- und zeitabhangige
Neusynthese im Verhaltnis 1:2 zur Sekretion bei Stimulation mit GnRH oder TPA ohne
steroidale Beteiligung (Stoijilkovic et al.,1988b). In anderen Arbeiten zweier
Forschergruppen (Ramey et al., 1987; Liu und Jackson, 1987) wird ebenfalls von einer
eindeutigen LH- Neusynthese berichtet. Die erste Autorengruppe stimulierte mit GnRH,
die andere mit einem Phorbolester. Beide behandelten die Zellen mit Ostrogen vor und
maBen die LH- Neusynthese Uber die Zunahme der Inkorporation radioaktiv markierter
Bestandteile des LH.

Insbesondere in der jungeren Zeit wurden bei entsprechender Fragestellung nach
Syntheseleistung die LH- Untereinheiten bestimmt. Eine Synthesesteigerung beider LH-
Untereinheiten wurde bei 24- stlndiger Kkontinuierlicher Stimulation mit dem
Phorbolester PMA beobachtet (Haisenleder et al., 1995). Bei der Bestimmung der LH-j-
MRNA- Konzentration nach GnRH- (0,1nM) oder PM- Stimulation (2-20 nM) Uber 24
Std. ermittelten die Autoren eine 6,8- bzw 2-5-fache Steigerung der B-RNA. Die PKC sei
notwendig fur die GnRH- stimulierte LH-B- mRNA- Produktion (Andrews et al., 1988).
Eine jingere Publikation beschreibt ebenfalls die Einbindung der PKC durch GnRH bei
der akuten Induktion der LHB- Gene (unabhangig von Kalzium und MAPK). GnRH sei
bei der Herunterregulierung der LHB- Gene aber von der PKC unabhéngig (Vasilyev et
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al., 2001). In einer anderen Arbeit wurde die Transskriptionszunahme der a-Untereinheit
gemessen: 10 nM GnRH steigerte 20,7- fach, 100 nM TPA 8,7- fach (Holdstock et al.,
1996). GnRH steigerte die a-Gene 157-fach, PMA 62-fach (Colin und Jameson ,1998)
Eine gleichzeitige Steigerung der der mRNA a- und B-Untereinheiten um ca. das 2-
fache durch GnRH bzw. TPA beschrieben Ben-Menahem und Naor (1994). Sie
beobachteten einen biphasischen Effekt des GnRH: ein erster Gipfel der mRNA-
Zunahme wurde nach 30-60 Min. der Behandlung festgestellt, ein zweiter wahrend 12-
24 Std. Salton et al. (1988) demonstrierten hingegen, dass bei GnRH- stimulierter LH-
Freisetzung keine vermehrte LH-B-Transskription stattfinde.

Eine Stimulation mit PMA Uber 6 Std. steigerte die Aktivitat beider LH- Untereinheiten,
starker jedoch die B-Form. Die Steigerung der intrazellularen Kalziumkonzentration sei
hauptverantwortlich fir die Produktion der a-Untereinheit, (Saunders et al.,1998). In
einer weiteren Versuchsgruppe hingegen liessen sich mit PMA/ MAPK nur die Gene der
o- Untereinheit stimulieren, die von LHB nur bei bei funktionierendem Kalzium- Einstrom
(Weck et al.,1998). Die Autoren postulieren eine getrennte Transkriptionsregulation der
LH- Untereinheiten durch unterschiedliche Signalwege des identischen GnRH-
Rezeptors.

Andere Autoren berichten von einer Suppression der mRNA der a-Untereinheit durch
kombinierte Ostradiol/ Progesteronwirkung Uber 32 Std. und 48 Std., sowie einer
entsprechenden Wirkung auf die LH-B- RNA nach 29 Std. Es wird vorgeschlagen, dass
die Progesteroneinflisse auf LH sich hauptsédchlich auf die eigentliche Sekretion,
weniger auf die Synthese konzentriert (Attardi et al., 1997). Kerrigan et al. stellten keine
Erhéhung von LH-B- mRNA nach pulsatiler GnRH- Stimulation mit und ohne Ostradiol
und/oder Progesteron- Vorbehandlung fest (Kerrigan et al, 1993). Ramey et al. (1987)
zeigten, dass Ostrogen die fiir die Biosynthese des Hormons notwendige GnRH-
Konzentration senke.

In den hier vorgestellten Experimenten zeigte sich kein Synergismus zwischen
Ostradiol, Progesteron und GnRH bzw. TPA hinsichtlich der Synthesesteigerung des
LH.

Abweichungen bei den Ergebnissen verschiedener Versuche mit ahnlicher
Fragestellung kénnen u.a. in folgenden Ursachen begriindet sein: Die Ergebnisse der
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Publikationen sind aufgrund der Vielfalt der Variablen (Geschlecht und Art der
Versuchstiere, ggf. Zustand nach Ovarektomie, Zellen aus gemischten Kulturen oder
geklonte oT-3- Linien- hier werden nur a-Untereinheiten produziert- Anwendungsdauer
der Steroide, Konzentrationen etc.) nicht exakt vergleichbar. Ausserdem kénnen Unter-
schiede bei der Herkunft der Versuchstiere und der LH- Antisera, der endokrinen
Situation, der die Hypophysen ausgesetzt sind, oder der Kultur- und
Inkubationsbedingungen und Inkubationszeiten eine Rolle spielen.

Aus den genannten Studien ergibt sich die Hypothese, dass verschiedene Signalwege
nach Stimulation des GnRH- Rezeptors einen Mechanismus zur spezifischen
Transkription von LHo- oder LHB- Genen bereitstellen kénnten. Welche dieser Gene
speziell durch PKC, Kalzium oder weitere Transmitter reguliert werden und wie die
GnRH- Pulse bevorzugt individuelle Signalwege der second messenger in der
Hypophysenzelle aktivieren kénnen, muB weiteren Studien vorbehalten bleiben (Ga-

jewska und Kochmann, 2001).

4.3. Stimulation steroidvorbehandelter Zellen mit GnRH/ TPA in Ca?*-
freiem/ und -haltigem Medium

In frGheren Arbeiten wurde die Abhangigkeit sowohl der GnRH- als auch der
Phorbolester- stimulierten LH- Sekretion von extrazellularem Kalzium postuliert (Conn et
al., 1979).

In unserer Studie untersuchten wir die Einfliisse von Ostrogen und Progesteron auf die
von extrazellularem Kalzium- abhangigen und -unabhangigen Komponenten der GnRH-
und TPA- stimulierten Reaktionswege. Dazu wurde eine Halfte der Versuche mit
kalziumfreiem Medium durchgefiihrt.

Die GnRH- stimulierte LH- Sekretion ohne Steroidvorbehandlung war in Ca®*-freiem
Medium mit 14% gegeniber der Vergleichsgruppe in Ca®*-haltigem Milieu mit 100%
(OrientierungsgrdBe) drastisch verringert. Ahnliche Ergebnisse hatten auch unsere
Vorversuche gezeigt. Auch die Steroid- behandelten Zellen sezernierten im
kalziumfreien Medium nur einen Bruchteil der bei der Vergleichsgruppe gemessenen
Menge LH. Die steroidale Modulation war jedoch in beiden Medien im Verhaltnis zur
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sezernierten LH- Menge vergleichbar. Bei der Langzeit Ostradiol- Behandlung ergaben
sich (GnRH 10° M) 176 bzw. 32 % fir kalziumhaltiges/ - freies Medium.

Die kombinierte Anwendung beider Steroide Uber 48 Std. erbrachte entsprechend 111
und 23 %. Der maximalen LH- Sekretion bei der P-Kurzzeit- Inkubation E-
vorbehandelter Zellen von 231 % stehen 48 % im kalziumfreien Medium gegentber.
Diese Daten zeigen, dass sowohl die von extrazellularem Ca?*-abhangigen als auch
unabhéngigen Reaktionswege der GnRH- Signaltransduktion durch Ostrogen und
Progesteron beeinfluBt werden.

Eine andere Situation ergab sich bei den TPA- stimulierten Zellen:

In der Kontrollgruppe ohne Steroide war die LH- Sekretion in Ca?*-freiem Medium nur 27
(bei 108M) bzw. 30% (bei 107M) geringer als im Ca®**-haltigem Medium. Die E-
behandelten Zellen zeigten jedoch im Ca®*-freien Milieu fast die gleiche -154/ 152 %- bei
107®M TPA oder sogar eine gesteigerte Sekretion mit 168% (ohne Kalzium) gegeniiber
144 % mit Kalzium (bei 10’'M TPA) gegeniiber dem herkdmmlichen Medium.

Auch bei kombinierter steroidaler Langzeitbehandlung waren die Ergebnisse annahrend
identisch (154/159 bei 10°M TPA) oder es lag eine vermehrte LH- Sekretion in
kalziumfreien Medium vor (161: kalziumfrei, 131: mit Kalzium bei 107’M TPA). Fast
gleiche Sekretionsleistungen fanden wir bei der Progesteron- Kurzzeitwirkung E-
vorbehandelter Zellen: Bei Stimulation mit TPA 10°M lag das Ergebnis der LH-
Sekretion aus der kalziumfreien Inkubation mit 211% gering Uber dem aus
kalziumhaltiger Behandlung (206%), bei 10’M TPA entsprechend bei 209 (kalziumfrei)
und 192 % (kalziumhaltig).

Zusammengefasst zeigte sich somit in unseren Versuchen eine vollstandige
Unabhangigkeit der PKC- stimulierten Gonadotropinsekretion steroidvorbehandelter
Zellen vom extrazellularem Kalzium.

Bei vergleichbaren Versuchen anderer Arbeitsgruppen mit Ca®*-freiem Medium ergaben
sich uneinheitliche Resultate: die TPA- stimulierte LH- Sekretion wurde dosisabhangig
um ca. 10 -25% der Basalrate gesenkt, der stimulatorische Effekt des GnRH auf die
Gonadotropin- Freisetzung aber vollstandig zum Erliegen gebracht (Naor und Eli, 1985).
Weniger drastisch war der Unterschied zwischen der durch GnRH/ TPA stimulierten LH-
Freisetzung bei Verwendung von kalziumhaltigem zu -freiem Medium in den Versuchen
von Stojilcovic et al.: Fir GnRH ergab sich ein LH-Sekretionsergebnis von ca. 5,2:1 und
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2:1 bei 10 und 107M. Bei 10°M TPA sank die in Ca**-freiem Medium stimulierte LH
Menge um ca. 30 % im Vergleich zum Vergleichsmedium, bei 10 "M TPA um ca. 36 %
(Stojilkovic et al.,1988a). Desweiteren sei noch eine Verdéffentlichung mit gegensatz-
licher Aussage genannt: mit PMA Uber 4 Std. stimulierte Rattenhypophysenzellen (drei
Tage vor der Entnahme waren die Tiere ovarektomiert worden) sezernierten 0 ng LH
(GnRH- Kontrolle: 753), die Kombination aus PMA und dem Kalzium- Kanal- Aktivator
lonomycin hingegen 976 ng. Die Autoren vermuteten, dass extrazellulares Kalzium fir
die Phorbolester- stimulierte LH- Sekretion erforderlich sei (Das et al., 1994).

Unsere Ergebnisse der GnRH- Gruppe entsprechen der Annahme der Abhangigkeit der
GnRH- Wirkung auf die Gonadotropinsekretion von extrazellularem Kalzium, wie sie in
zahlreichen Arbeiten dargestellt wurde (Tasaka et al., 1988; Naor 1990; Stojilkovic et al.,
1995; Zorec,1997). Die GnRH- Stimulierung in effektiver Dosierung fihrt nach Konsens
genannter Arbeitsgruppen zur biphasischen Antwort des zytosolischen Ca®*-Spiegels
mit primarem Peak und folgender Plateauphase. Auch die Gonadotropinsekretion
verlauft biphasisch.

Bei Verwendung kalziumfreien Mediums wird die Peakphase nur geringfligig verkleinert,
die Plateauphase hingegen aufgehoben (Merelli et al., 1994). Die durch die GnRH-
Stimulierung  aktivierte  Inositolkaskade  bedingt auch  bei  Ca®*-freiem
Stimulationsmedium das Mobilisieren von intrazellular gespeichertem Kalzium (aus dem
Endoplasmatischen Retikulum), entsprechend einem kurzzeitigen nachweisbaren Gipfel.
Eine rasche Mobilisierung von LH ist die Folge. Die Aufrechterhaltung eines wirksamen
Kalziumspiegels (Plateauphase) ist mangels Zustrom durch die VGCC jedoch nicht
madglich. Daraus resultiert ein Sistieren der Gonadotropinfreisetzung.

In frheren Arbeiten wurde die Fahigkeit der Phorbolester erkannt, bei Stimulierung von
Rattenhypophysenzellen deren intrazellularen Kalziumspiegel zu heben. Dieses
geschehe Uber die VGCC (L-Typ) und sei von extrazellularem Kalzium abhangig (lzumi
et al., 1990; Stojikovic et al., 1991).

Die Proteinkinase C scheint nach unseren Ergebnissen bei Fehlen extrazellularen
Kalziums jedoch weitgehend auch ohne Zustrom extrazellularen Kalziums stimuliert
werden zu kénnen und auch ihrerseits zu wirken.

Eine mdgliche Erklarung fur diese weitere Funktion kénnte in einer durch die PKC

induzierten Minderung der fir die LH- Sekretion nétigen intrazellularen
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Kalziumkonzentration liegen: Bei Vorbehandlung von kultivierten Hypophysenzellen mit
Phorbolestern wurde eine Sensitivierungssteigerung der GnRH- stimulierten LH-
Sekretion gegendber dem intrazelluldaren Kalziumspiegel beobachtet. Die Autoren
folgern, dass die PKC wichtig fir die kalziumabhangige Agonist- stimulierte LH-
Sekretion sei (Jobin et al., 1995). Es wurde eine gesteigerte Sensitivitat der
Proteinkinase C gegenilber Kalzium als Ursache fir die Beobachtung angesehen, dass
die PKC eine Exozytose bedingt, ohne dass der intrazellulare Kalziumspiegel wesentlich
gestiegen ware (Zhu et al., 2002).

Bei Stimulierung der PKC mit dem Phorbolester PMA und gleichzeitiger Messung der
intrazellularen Kalziumkonzentration bei (mannlichen) Rattenhypophysenzellen in
kalziumhaltigem Medium konnten im Gegensatz zur GnRH- Vergleichsgruppe keine
Steigerungen des Kalziumspiegels beobachtet werden (Tse et al., 1995; Billiard et al.,
1997). Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu den Arbeiten von Izumi et al. (1990)
und Stojilkovic et al. (1991). In diesem Zusammenhang sei zum einen auf die
unterschiedlichen Isoformen der PKC hingewiesen -abhéangig und unabhangig von
extrazellularem Kalzium -(Harris et al., 1997; MacEwan et al. (1999), zum anderen auf
das unterschiedliche Geschlecht der Versuchstiere.

Eine Arbeitsgruppe untersuchte die Zusammenhange zwischen PKC und VGCC auf die
Phospholipase (C, Az und D) -Aktivitat. Die Verwendung von TPA flhrte zur isolierten
Phospholipase D- Aktivierung ohne Abhangigkeit von Kalzium (Poulin et al., 1996). Die
Bedeutung der Phospholipase D bei der Gonadotropin- Sekretion liegt in der Bildung der
spaten Form des Diacylglycerols. Es wird angenommen, dass Dieses ein Kalzium-
unabhéangiges Isoform der PKC (“novel PKC* / nPKC) aktiviert (Shacham et al., 2002;
zur Ubersicht der PLD: Stojilkovic und Catt, 1995).

Die bereits erwahnte mitogen- aktivierte Proteinkinase (MAPK) ist in ihren PKC-
assozierten Reaktionen eher bei den Kalzium- abhangigen Signaltransduktionen von
Bedeutung: Die an der Gonadotropin- Sekretion beteiligte ERK- Kaskade- der MAPK ist
absolut vom Einstrom extrazelluldren Kalziums durch VGC-Kanéle abhangig (Mulvaney
und Robertson, 2000). Nach Auffassung der Autoren ist die PKC fir den
entsprechenden Kalzium- Einstrom durch die VGCC verantwortlich. Eine Mitwirkung

intrazellular gespeicherten Kalziums wurde nicht beobachtet.
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Wir konnten zeigen, dass die Ostradiolbehandlung bei Phorbolester- induzierter PKC-
Stimulation in Ca®*- freiem Medium zu einer Steigerung der LH- Sekretion gegentiber
der Vehikelgruppe fuhrt. Abhangig von der Konzentration des eingesetzten TPAs wurde
teilweise sogar die E- Gruppe mit reguldarem Medium Ubertroffen.

Dieses lieBe den SchluB zu, dass sich durch Steroid- EinfluB die Abhangigkeit der PKC
von extrazellularem Kalzium relativieren bzw. ausschliessen lieB3e.

Es wurde gezeigt, dass Progesteron bei dieser Phase der von extrazellularem Kalzium
unabhangigen LH- Freisetzung modulierend wirkt (Ortmann et al., 1994). Die o.g.
biphasische LH- Sekretion nach GnRH- Stimulation wurde in friiheren Versuchen durch
die Steroide gleichmaBig moduliert. Die Effekte entsprachen denen unserer Arbeit in
4.1. Bei Durchfihrung der Versuche in kalziumfreien Medium war die Plateauphase
nicht mehr nachweisbar. Die Modulation der Spikephase durch die Steroide war nicht
beeintrachtigt (Ortmann et al., 1995).

Bei Versuchen mit ahnlicher steroidaler Vorbehandlung und Agoniststimulierung wurden
die Effekte auf die Kalzium- Aktivitdt gemessen: GnRH allein flhrte je nach
Konzentration entweder zur unterschwelligen, oszillierenden oder biphasischen (Peak
und Plateau) Kalzium- Antwort. Bei 48 Std.- Ostrogen- Vorbehandlung ergab sich kein
prinzipieller Unterschied. Eine zuséatzliche Progesteron- Kurzzeit (3 Std.)- Behandlung
verschob die Kalzium-Reaktion auf die verschiedenen GnRH- Dosierungen von
"unterschwellig” zu “oszillierend” und Letztere zu ’biphasisch”. Die kombinierte
Langzeitanwendung beider Steroide hatte den gegenteiligen Effekt. Die Einflisse
alleiniger Ostrogenvorbehandlung auf PMA- induzierte Kalziumkonzentrationssteigerung
(beider Phasen) waren gering, bei zusatzlicher langzeitiger Progesterongabe nicht
signifikant héher, bei Kurzzeit- Progesteron- Mitinkubation jedoch deutlich gesteigert. Es
wird geschlossen, dass die Modulierung Phorbolester- induzierter Kalzium- Signale
durch Ostrogen unwahrscheinlich sei. Progesteron scheint wie bei der GnRH-
Stimulation auch hier einen EinfluB auf den Kalziumspiegel zu haben (Ortmann et al.,
1992b, 1994). Die genannten Beobachtungen erklaren nicht die gesicherte Modulierung
GnRH/ Phorbolester- stimulierter LH- Sekretion durch Ostradiol. Auch die oben
genannten Ergebnisse bei Verwendung kalziumfreien Mediums liessen auf weitere
Reaktionswege schliessen. Eine andere Arbeitsgruppe verdffentlichte zu dieser
Fragestellung abweichende Ergebnisse: Ostradiol erhdhte in einer Anwendungsdauer
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von 2-24 Std. die zytosolische Kalzium-Konzentration in kultivierten (Schaf-)-
Hypophysenzellen auf bis zu 200 %, reduzierte Diese aber bei weiterer Behandlung bis
36 Std. auf weniger als den Ausgangswert. Es wurde postuliert, dass Ostradiol tiber
Beeinflussung der Kalziumkanéle und damit des intrazellularen Kalzium- Spiegels seine
unterschiedlichen Wirkungen auf die Gonadotropin- Sekretion steuere (Heyward und
Clarke, 1999). In den bereits zitierten Versuchen von Maeda und Lloyd (1993) steigerte
die Vorbehandlung mit Ostradiol auch die Aktivitdt und mRNA von Kalzium-
unabhéngigen PKC- Isoenzymen (8, € und {).

Die schon in 4.1. in die Diskussion eingebrachte Arachidonsdure kénnte auch in diesem
Zusammenhang eine Rolle spielen: Moéglicherweise werden die Progesteron- Einflisse
auf die Kalziumkonzentrationsverdnderungen durch Mitwirkung der Arachidonsaure
vermittelt (Ortmann et al., 1996). Eine aktuellere Arbeit beschaftigt sich mit der direkten
Wirkung- ohne Steroideffekte- der AA auf die Translokation der PKC in die aktive Form.
Wichtig in diesem Zusammenhang erscheint die beobachtete Unabhangigkeit vom
intrazelluldaren Kalziumspiegel (O Flaherty et al., 2002).
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5. Zusammenfassung

Die stimulierenden und inhibierenden Effekte der Steroide Ostradiol und Progesteron
auf die GnRH- induzierte LH- Sekretion sind allgemein anerkannt. Zahireiche Versuche
erbrachten deutliche Hinweise, dass die Proteinkinase C eine wichtige Rolle bei der
Steuerung der Gonadotropinsekretion spiele.

In dieser Studie untersuchten wir, ob Progesteron und Ostradiol auch die Proteinkinase
C- vermittelte LH- Sekretion zu modulieren vermégen. Die PKC stimulierten wir direkt
mit dem Phorbolester TPA. Langzeit- Behandlung (48 Std.) von Rat-
tenhypophysenzellen mit 1 nM Ostradiol steigerte die GnRH- und Phorbolester (TPA)-
stimulierte LH- Sekretion. Dieser positive Effekt wurde durch Zugabe von Progesteron
(iber 4 Std. (100 nM) geférdert. Eine kombinierte Langzeit Ostradiol- und Progesteron-
Behandlung, die einen inhibitorischen Effekt bei der GnRH- Stimulation gegeniber
alleiniger Langzeit- Ostradiol- Anwendung hat, fiihrte bei der TPA- Stimulation zu keiner
erniedrigten LH- Freisetzung. Diese Steroid- Wirkungen traten ohne Veranderung des
Gesamt- LH auf (intrazellulares und sezerniertes LH). Ebenso wenig wurde die Gesamt-
LH- Menge durch die Steroide oder die Stimulatoren allein (bei 3- bis 9-stiindiger
Anwendung) verandert.

Da die GnRH- und TPA- induzierte LH- Sekretion vom Ca?- Einstrom in die
Hypophysenzelle abhangt, untersuchten wir mdgliche Unterschiede auch im Vergleich
Ca?*-freies/ physiologisches Stimulationsmedium. Die Menge sezernierten LHs nahm in
der GnRH- Gruppe bei Ca?*- freiem Medium stérker ab als bei den TPA- stimulierten
Zellen. Es konnte gezeigt werden, dass die Steroide in beiden Medien die GnRH und
TPA- induzierte LH- Sekretion zu beeinflussen vermégen. Wenn TPA in Ca**- freiem
Medium als Stimulus verwandt wurde, waren die durch E und P bedingten Modulationen
im Verhaltnis zur Gesamtsekretion ausgepragter, woraus abgeleitet werden kann, dass
die Ca?- unabhangige Komponente der PKC vermittelten LH- Sekretion fir die
Regulierung der Steroid- Effekte wichtiger sein kénnte.

Zusammenfassend muss vermutet werden, daB Ostradiol und Progesteron ihre
modulatorischen Effekte auf die GnRH- stimulierte LH-Sekretion Gber den EinfluB auf
die Proteinkinase C bewirken. Dieser Effekt tritt unabhangig von LH- Neusynthese und

Ca®*-Einstrom in die Zellen auf
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