-3 Zusamaxrenfassung

Die Gonadatropine liegen aufgrund vop 1 hioden in der Kohlenhyd ktur in des Hy-
pophyse und im Serum als Molekifamilie, bestehend aus sog. Isoformen, vor. Die Isoformen
unterscheiden sich in ihrer Plasmahalbwertszeit und der Bioaktivitst.

In dieser Arbeit wurden die Isoformenvarteilung von LH und FSH und der EmfluB von GnRH
beim Hengst untersucht.

Hierfur wurden bei fiinf Zuchthengsten vor und nach Stimulation mit einem niedrig dosierten
GnRH-Analogon Blutprobea von 1000 mi entnommen. Aufierdem wurdea Proben von zwei
zwei- und drejjghrigen Junghengsten und einem einseitig kastrierten Kryptorchiden gewonnen
Die Gonadotropine wurden sus den Sera mittels Affinitatschromatographie isoliert. Der gegen
equine Gonadotropine gerichtete Fiingerantikorper der Affinititschromatographie wurde durch
Ammonjumsulfatfitiung aus Hybridomiiberstinden aufgereinigt und nach einer Dialyse mit 1M
Phosphatpufier effektv an das Chromatographie-Gel gekoppeit

Die nach deri Affinatsch graphie in wek Schritten aufgereini Gomadotropine
wurden in Jsoelektrischen Fokussierungen aufgetreant, und die Konzentrationen der verschie-
denen LE- und FSH-Isoformen in homologen Radio ys b

Die finf Zuchthengste zeigten fiir LH relativ einheitliche Isoformenmuster mit immunologi-

scher Aktiviutt tber cinen pH-Bereich von 4.0-9,0 Die Isoformen mit einem IP um 5.0 hatten

durchgehend den hochsten Anteil an der Gesamthormonmenge Bei pH 6,3 war ein Einschaitt

des Hormongehaltes auffallend.

Infolge der Stimulation mit dem GoRH-Anslogon Buserctin wurde ¢in signifikanter Anstieg

des Anteils des weniger sauren bzw. basischen LH-Isoformen nachgewiesen (p < 0,001).

Die FSH-Muster der Zuchthengste wiesen eine groBere Varianz auf. Die in ihrem AusmaB

deutlichen individuellen Schwankungen uanterliegenden lsoformen-Peaks traten deanoch bei

allen fitnf Tieren an denseiben isoelekdrischen Punkten auf, wobsi dic Peaks bei pH 4,4 und 5,1

durchgehend selr deuntict bildet waren. L logische Aktivitit war ber den gesam-

ten pH-Bereich von 3,3-9,3 vorhanden.

Nach der Stinuidation war ein deutlich hoherer Aated] der basischeren Isoformen von FSH
hzuweisen. Diess Verschisbung war ebenfalls signiikars (p < 0,05).
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Die Isoformenvertsilungen der Jungheugste wichen mehr oder weniger deutlich von denen der
Zuchthengste ab, mit einer Toadenz zu cinern hoh Anteil der basischeren Isof von
LH und FSH. lpwieweit hiorfiir die Altersanterschiede odes Haltungsunterschiede zwischen

dea Hengsten -insbesondese der fehlende oder vorhandene Zuchteinsatz- verantwortlich sind,
ist fragtich.

Die Gonadotropin-Muster des Kryptorchiden wiesen ebenfalls deutliche Unterschiede zu den
adulten Hq auf. Ein Z hang mit dem vorli den Kiyptorchi ist aber, da
es sich hier um eine Einzeluntersuchung handelt, rucht gesichert.

In dieser Arbett wurden somit erste Ergebaisse iiber die Isofc von LH und FSH im

Serum des Hengstes in verschiedenen Alterskiassen und bei Kryptorchismus gewonnen wesr-
den Es wurde nachgewiesen, dafl die Applikation eines GnRH-Analogons neben einer quanti-
tativen Zunahme such eine qualitative Versnderung der Serumgonadotropine des Hengstes in
Form einer Zunahme des Anteils der weniger sauren und basischea Isoformen hervorruft
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Gonadotropins occur in the pituitary giand and in serum as families of similar molecular forms
frequently termed “isoforms”, mainly due to differences in carbobydrate structure.

The present work examined the microbeterogeneity of eLH and eFSH and the influence of
GnRH on the isoform-profile in the serum of stallions.

Biood samples of 1000 ml were collected from five breeding staltions before and afler admini-
stration of & low-dose GnRH-agonist and from four younges stailions, two- and tiree years of
age, and a senti castrated cryptorchid horse without GnRH-challenge.

The gooadotrppins were isolated from serum by affinity chre graphy using an antibody
directed agamm the a-subunit of equine gonadotropins. The amibody had been extracted and
purified from hybridoma supernatant by ammoniumsulfate-precipitation and dialysis and was
coupled to the chromatography gel using 1M phosphatbuffer

After affinity chromatography and further cleaning steps the gonadotropins were seperated by
gel 1soelectric focusing. The gel was cut, the gel pieces were eluted and the contents of LH and
FSH were determined in homologous radioi assaYS

The five breeding stallions showed quite sirilar isoform-profiles for LH with immunological
activity occurring in the range of pH 4,0-9,0. The highest amount of hormone in all five stalh-
ons was found in the isoform with an IP of 5,0. Low hormope levels were detected at around
pH 63

After stimulation with the GnRH-agonist Buserelin a significant increase in the relativ amounts
of less acidic and basic isoforms was observed (p < 0,001).

The FSH profiles of the breeding stallions were more variable Nevertheless the FSH-isoform
peaks, which showed iadividual differences in magnitude, occurred at the same Ips in the five
stzllions. Msjor peaks were found st pH 4,4 and 5,1, The immusological activity of FSH was
detected over a pH-range from 3,3-9,3. After stimulation with GnRH s significamly grester
proportion of basic FSH soforms were present in serum
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In the non breeding stallions there was a tendency for a higher proportion of the basic isoforms
of LH and FSH compared to the breeding animals. Wether these differences are due to the age
of the animals or by other faciors related to fertility requires further investigation.

The gonadotropin profiles of the cryptorchid animal also differed from the patterns of the
breeding stallions. The significance of these differences remaios to be seen.

In this study the preliminary data on the isoform profiles of LH and FSH in the serum of stalli-
ons of different ages and cryptorchism were presented It could be showr, that the administra-
tion of ¢ GnRH agonist resulted in a higher proportion of the less acidic and basic isoforms of
cLH and eFSH.



