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Influence of Lynestrenol on the Rat’s Ovary Implanted
Into the Spleen
Swmmary. With Lynestrenol treatment reduced growth of rat ovary implanted
into the spleen is obtained. The implanted ovaries in hypophysectomized rats can be
stimulated by gonadotropines. This stimulation can be influenced by additional
treatment with lynestrenol.

Zusammenfassung. Das Wachstum und das histologische Bild der in die Milz
implantierten Ovarfragmente wurde in 50tdgiger Versuchsdauer bei kastrierten Rat-
ten untersucht. Mit Lynestrenolgabe erreichte man durch die Unterdriickung der
endogenen Gonadotropin-Produktion ein erheblich verringertes Wachstum der Im-
plantate. Bei hypophysektomierten Tieren konnte mit PMS und HCG-Stimulation
ein Wachstum mit massiver Luteinisierung erreicht werden. Die zusitzliche Lyne-
strenolbehandlung verminderte das Wachstum der Implantate. Histologisch lieen
sich jedoch keine Differenzen zwischen den nur mit exogenen Gonadotropinen
stimulierten Ovarien und den Ovarien, bei welchen die Tiere gleichzeitig Lyne-
strenol erhielten, ermitteln. Auf Grund dieser Untersuchungen erscheint zumindest
eine gewisse direkte Einwirkung von Lynestrenol auf die Ovarien wahrscheinlich.

Das Versuchsmodell eines in der Milz des kastrierten Tieres implan-
tierten Ovars wurde zur Beantwortung zahlreicher Fragen der Tumorent-
stehung in dem Milzovar, der normalen hormonalen Cyclusregulation und
auch zur Klirung des Wirkungsmechnismus der hormonalen Ovulations-
hemmung angewendet [14, 23, 27]. Haller [14] entwickelte den Milz-
ovar-Planimetertest und empfahl ihn unter anderem auch zur Unter-
suchung der Wirkung verschiedener Gestagene. Bei dem in die Milz von
kastrierten Tieren implantierten Ovar kommt es zu Verdnderungen, die
das Resultat einer weitgehenden Storung des normalen endogenen hor-
monalen Systems sind. Die vom Ovar produzierten Hormone werden
iiber die V. lienalis und V. portae der Leber zugeleitet und dort weit-
gehend inaktiviert [28]. Auf die fehlende ,,external feedback* antwortet

* Die Untersuchungen wurden durchgefithrt mit einer Forschungsbeihilfe der Ford
Foundation.
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die Hypophyse mit einer erhéhten Gonadotropin-Produktion, die wieder-
um das Ovarialtransplantat stimuliert [9]. Die Ovartransplantate in der
Milz zeigen einen histologisch typischen Stadienverlauf [1—4, 13, 26].
Eine Hypophysektomie fithrt zur Atrophie des Transplantates, die nach
Hypophysenvorderlappen-Implantation oder Gonadotropinzufuhr wieder
reversibel ist [4]. Der Nachweis einer Hormonproduktion des Ovar-
transplantates kann leicht gefihrt werden, wenn mit dem Ovar
bzw. dem Ovarfragment gleichzeitig ein Teil des Uterushornes mit-
implantiert wird. Eine vermehrte Hormonproduktion der Ovarien fithrt
zu einer Hypertrophie des Uterustransplantates. Auch zum Nachweis
der hemmenden Wirkung auf die hypophysére Gonadotropinproduktion
der verschiedenen Hormone wurde die Versuchsanordnung des Milzovars
verwendet [9—12, 16, 17, 20—22]. Uns schien die Versuchsanordnung
des Milzovars geeignet, um der Klirung des Wirkungsmechanismus des
zur oralen Kontrazeption angewendeten Lynestrenols nachzugehen. Hier
wird neben der vielfach nachgewiesenen zentralen Hemmung der Gonado-
tropinausschiittung [5—7, 15, 18, 19, 24, 25] auch eine direkte Wir-
kung auf das Ovar diskutiert [8]. Da eine mogliche direkte Wirkung der
Progestagene auf das Ovar von wesentlicher praktischer Bedeutung ist,
wurde an dem Modell des in die Milz implantierten Ovarfragmentes
versucht, unter verschiedenen Versuchsbedingungen diese Fragestellung
anzugehen. Als Progestagen wurde Lynestrenol (17x-Athinyl-A4-oestren
175-01) verwendet.

Methodik

Weibliche, etwa 100 g schwere Wistar-Ratten (AF-HAN) wurden kastriert und
ein Teil des entnommenen Ovars (etwa 10—12 mg) in die Milz implantiert. Eine
Gruppe der Tiere wurde auf parapharingealem Wege hypophysektomiert. Bei dem
grofBten Teil der hypophysektomierten Tiere wurde die fehlende Gonadotropin-
Stimulation durch die exogene Zufuhr von Gonadotropinen ersetzt und so ein
Wachstum der Ovarialimplantate erreicht. Den Tieren dieser Gruppe wurden, zwei
Tage nach der Hypophysektomie beginnend, 16mal innerhalb von 50 Tagen je
50 IE Anteron® (PMS) und Primogonyl® (HCG) subcutan injiziert. Die Tiere mit
intakter Hypophyse wurden in 3 Gruppen aufgeteilt. Die erste Gruppe diente als
Kontrollgruppe, diezweite Gruppe erhielt 2,0 mg, die dritte Gruppe4,0mg Liynestrenol
tiglich in Form einer Suspension per os durch eine diimne Sonde. Die hypo-
physektomierten und mit PMS und HCG stimulierten Ratten wurden in gleiche
Untergruppen aufgeteilt. Die Tiere, welche kein Lynestrenol erhielten, bekamen
durch die Sonde die gleiche Menge Fliissigkeit (Wasser), wie sie zum Ansetzen der
Suspension verwendet wurde. Nach 50 Tagen wurden die Tiere getdtet. Die Milz
mit dem Implantat, der Uterus, die Nebenniere und ggf. die Hypophyse wurden
entnommen. Das Implantat konnte aus der Milz exakt herausprépariert werden.
Es wurde wie die anderen Organe im frischen Zustand gewogen und fiir histo-
logische Untersuchungen aufgearbeitet.

Die Tiere, bei denen die Hypophysektomie nicht vollstindig gelungen war,
wurden bei der Auswertung nicht beriicksichtigt. Adhésionen zwischen der Milz
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und Bauchdecke konnten wir bei keinem der Tiere beobachten. Die folgende
Tabelle gibt einen Uberblick der Versuchsanordnung:

Gruppe Tierzahl Hypophys- PMS 4 HCG- Lynestrenol-
() ektomie Stimulation behandlung
keine
1. 26 keine keine 2,0 mg /dle “““
10 mgfdic
keine keine
I, 52 hypophys- 800 IE Gesamidosis  keine
ektomiert 2.0 mgfdio
10 mg/dic
Versuchsergebnisse

Bei der Praparation waren die Transplantate unter der Milzkapsel
je nach Gewicht als groflere oder kleinere gelbliche Vorwdlbungen zu
sehen oder nur als heller Fleck zu erkennen {Abb. 1). Die erste Milz
zeigt die typische Gréfle des Ovarimplantates bei unbehandelten Tieren
mit intakter Hypophyse. Die Implantate der zweiten Gruppe sind deut-
lich kleiner. Die Tiere dieser Gruppe erhielten tdglich 2 mg Liynestrenol.
Bei der dritten Gruppe ist das Implantat in der Milz kaum zu er-
kennen. Das Bild ist typisch fiir Tiere nach einer Hypophysektomie und
fiir Tiere mit intakter Hypophyse, die taglich 4 mg Lynestrenol erhielten.
Das Wachstum der beiden letzten Implantate wurde mit exogenen
Gonadotropinen erreicht. Makroskopisch konnte hier bei der Aufarbeitung
kein Unterschied zwischen den Tiergruppen ohne oder mit Liynestrenol-
Behandlung gefunden werden. Die vierte Milz zeigt eine typische Im-
plantatgroBe bei hypophysektomierten Tieren nach PMS- und HCG-
Stimulation, in der fitnften sieht man ein Implantat nach zusédtzlicher Be-
handlung mit 2 mg Lynestrenol taglich.

Die Ovarimplantate wurden gewogen und die Ergebnisse statistisch
ausgewertet (Abb. 2). Die Lynestrenolbehandlung bewirkte eine signifi-
kante Verminderung des Wachstums der Implantate in beiden Versuchs-
gruppen. Dieser Effekt in der ersten Versuchsgruppe ist als eine Hem-
mung der durch die Kastration bedingten vermebrten Gonadotropin-
produktion anzusehen. Der Unterschied der Implantatgewichte zwischen
den Gruppen mit 2,0 und 4,0 mg Lynestrenolgabe ist signifikant.
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Abb. 1. In der ersten Milz von links ein Ovarimplantat bei kastrierter Ratte ohne

Behandlung. In der zweiten Milz das Ovarimplantat nach Lynestrenolgabe. Die

dritte Milz zeigt die GréSe des Implantates nach Hypophysektomie. In der vierten

Milz sieht man das Ovarimplantat in hypophysektomiertem Tier nach PMS 4 HCG-

Stimulation. In der finften Milz das Ovarimplantat nach PMS + HCG-Stimulation
mit zusitzlicher Lynestrenol-Behandlung

Bei den hypophysektomierten Tieren sank das Ovarimplantatgewicht
auf ~5,0 mg ab. Die Ovarimplantate waren in der Milz kaum auffind-
bar. Mit der Verabfolgung von insgesamt 800 IE PMS 4 HCG konnte
nicht das gleiche Wachstum der Transplantate erreicht werden, wie es
bei den Tieren mit intakter Hypophyse gefunden wurde. Unter Lyne-
strenol-Einflufl kam es zu einem verminderten Wachstum der Implantate.
Der Gewichtsunterschied ist nach dem Student ¢-Test signifikant. Zwi-
schen den Tiergruppen mit 2,0 und 4,0 mg Lynestrenol konnte kein
statistisch gesicherter Unterschied gefunden werden (Abb. 3). Histologisch
waren die Implantate der ersten Versuchsgruppe (nicht hypophysekto-
mierte Tiere) voneinander gut zu unterschieden. Ohne Lynestrenol-
behandlung finden sich innerhalb einer fibrosen Kapsel zahlreiche, durch
schmale Bindegewebssepten getrennte Corpora lueta, bzw. Corpora lutea-
ahnliche Gebilde, die wegen der begrenzten Wachstumsmoglichkeit eine
polygonale Form zeigen (Abb. 4). Im Zentrum dieser Gebilde befand sich
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Abb. 2. Gewichte der Ovarimplantate bei Tieren mit intakter Hypophyse und
Lynestrenol-Behandlung (¥ = Anzahl der Tiere)

Abb. 3. Gewichte der Ovarimplantate bei hypophysektomierten Ratten. (N = An-
zahl der Tiere)

Abb. 4. Ovarimplantat bei kastrierter Ratte mit intakter Hypophyse ohne Behand-
lung (Vergr.: 40fach)
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Abb. 6. Ovarimplantat nach 2,0 mg tégliche Lynestrenol-Gabe bei kastrierter Ratte
mit intakter Hypophyse. (Vergr.: 60fach)
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Abb. 7. Ovarimplantat bei kastrierter und hypophysektomierter Ratte ohne Be-
handlung (Vergr.: 40fach)

meist etwas Bindegewebe, gelegentlich ein kleiner Hohlraum mit kolloid-
artiger Fliissigkeit. Die Zellen waren im groBten Teil luteinisiert. Man
fand in den Implantaten geringe Anzahl von Sekundir- und Tertidr-
Follikeln. In einigen Préparaten wurden cystische Gebilde in GroBe eines
Corpus luteums, ausgefiillt mit kolloidartiger Flissigkeit gesehen.

Zwischen den luteinisierten Zellen findet man hiufig in kleineren
Nestern granulosazell-dhnliche Zellen mit chromatinreichen Kernen
(Abb. 5). Diese Zellen treten gewohnlich in einem spéteren Zeitpunkt
auf [13]. Die Implantate nach 2,0 mg tégliche Lynestrenol-Gabe be-
standen im wesentlichen aus priméren, sekundéren und tertidiren Follikeln
sowie Corpora lutea in geringerer Zahl (Abb. 6). Im Gegensatz zu den
nicht behandelten Tieren waren diese Implantate nur gering stimuliert.
Die Behandlung mit 4,0 mg/die Liynestrenol verursachte eine weitgehende
Zurtickbildung und Degeneration des Implantates, die man sonst als
Folge einer Hypophysektomie beobachten kann (Abb. 7).

Die Zufuhr exogener Gonadotropine verhindert diesen Effekt der
Hypophysektomie. Histologisch konnte man die Implantate nach exo-
gener Gonadotropinstimulation nicht von der oben beschriebenen, durch
endogene Gonadotropinstimulation entstandene Implantate, unterschei-
den (Abb. 8).
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Abb. 8. Ovarimplantat bei kastrierter und hypophysektomierter Ratte nach PMS
+ HCG-Stimulation und zusdtzlicher Lynestrenolbehandlung. (Vergr.: 40fach)

Die Lynestrenolbehandlung verursachte bei diesen Implantaten keine
morphologisch erkennbare Verdnderung. Die Uterusgewichte und das
histologische Bild vom Endometrium entsprachen den einzelnen experi-
mentellen Bedingungen.

Diskussion

Das Wachstum des Ovarimplantates der kastrierten Ratte ist ein
Zeichen der erhohten Gonadotropinproduktion der Hypophyse. Durch
die Verabfolgung von 2,0 mg des Progestagens Liynestrenol téglich konnte
diese Gonadotropinproduktion erheblich, mit tiglicher Gabe von 4,0 mg
fast vollig unterbunden werden. Es ist méglich, die Ovarimplantate bei
hypophysektomierten Tieren mit PMS und HCG zu stimulieren und
ein beachtliches Wachstum der Implantate zu erreichen. Die mit exo-
genen Gonadotropinen in einer Dosierung von insgesamt 800 IE innerhalb
von 50 Tagen stimulierten Implantate erreichen jedoch nicht das Ge-
wicht der Implantate der Tiere mit intakter Hypophyse.

Das durch exogene Gonadotropinzufuhrerreichte Wachstum der Ovar-
implantate kann durch die Gabe von Lynestrenol verringert werden,
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jedoch in weit geringerem Umfange als bei Tieren mit intakter Hypo-
physe. Diese Wirkung kann als eine Hemmung der Stimulierbarkeit der
Implantate durch exogene Gonadotropine aufgefallt werden. Sie miiite
somit als eine direkte Wirkung des Liynestrenols auf das Ovargewebe an-
gesehen werden. Das histologische Bild der Ovarien zeigte bei den hypo-
physektomierten Tieren keinen Unterschied zwischen den Tiergruppen,
die nur mit Gonadotropinen stimuliert waren, und denen, die zusétzlich
auch Lynestrenol erhielten. Die Hypothese der verminderten Stimulier-
barkeit der Ovarimplantate bei hypophysektomierten Tieren unter Lyne-
strenol-Einflull beruht also nur auf dem Gewichtsunterschied der Im-
plantate. Die vorwiegend zentrale Wirkung des Lynestrenols kommt in
den histologischen Bildern der Ovarien bei nichthypophysektomierten
und mit Lynestrenol behandelten Tieren zum Ausdruck.
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