
r. E. uuQan el al. I I I

Pferdeheilkunde 4 (1988) a (]uli) 177-1,81

Die Reaktionsfähigkeit
der Nebennierenrinde
auf ein a-Melanozyten-
stimulierendes Hormon
bei Termin- und
frühgeborenen Fohlen
F. E. Dudan (DVM)l, T. V. Little (DVM, MSf ,
L. Bell (DVM)'1 und R. B. Hillman (DVM, MSf

I Institut für Tierzucht der Universität Bern
2 New York State Coliege of Veterinary Medicine
Department of Clinical Sciences
Cornell University, Ithaca

Einleitung

Die Veränderungen des Plasma-Cortisols in der Phase
unmittelbar nach der Geburt wie auch die Antwort der
Nebennierenrinde auf exogenes ACTH wurden schon in
verschiedenen Gruppen von neugeborenen Fohlen unter-
sucht (Rossdale et al., 1982; Sihser et al., 1984). Die Gluco-
corticoid-Sekretion schien beim Fohlen wie bei den mei-
sten Spezies bei einer normalen, termingemäßen Geburt
deutlich erhöht (Murphy, 1973; Seron-Ferre et al,, 1978; Bas-
sett und Thorburn, t969; ltulay er al., t973) und in engem
Zusammenhang mit der Uberlebenschance des Neugebore-
nen zu stehen (Silaer et al., 1984; Rossdale et al., 1983).
Bei ausgetragenen Vollblut- und Ponyfohlen kommt es zu
einer Erhöhung des Plasma-Cortisols 1 bis 30 Min. p.p.,
während bei Frühgeburten in den 2 Stunden nach der
Geburt keine signifikanten Cortisol-schwankungen auftre-
rcn (Silver et al., 1984). Zusätzlich tritt bei Frühgeburtfoh-
len als Hauptmerkmal eine erniedrigte Gesamtleukozyten-
zahl ( (4x 1,06/l) auf sowie ein verringertes Verhältnis
Neutrophile : Lymphozyten (N : L) (.t. < 1.2: t), das
sich im Laufe des ersten Tages nicht erhöht, im Gegensatz
zu den Fohlen mit normaler Nebennierenfunktion (leffcott
et al., 1982). Dieses Neutrophile-Lymphozyten-Verhältnis,
das den Cortisol-Anstieg im Blut widerspiegelt, hat sich als
brauchbarer Parameter erwiesen, um den Entwicklungs-
stand festzustellen sowie Überlebenschancen einzuschät-
zen und Fortschritt oder Erfolg einer unterstützenden The-
rapie zu verfolgen (Rossdale et al., 1982; Rossdale et al.,
te84).
Es gibt auch einen deutlichen Unterschied in der Empfäng-
lichkeit der Nebennierenrinde auf adrenocorticotropes
Hormon ACTH bei Termin- und Frühgeburten. \Wird

kurzwirkendes ACTH als Einzelinjektion verabreicht,
steigt bei allen Terminfohlen das Plasma-Cortisol an (bis
auf 300 o/o des Grundwertes!), während bei der Gruppe der

Zusammenfassung

Bei Neugeborenen der Spezies Mensch, Schaf und Kaninchen wurde
eine Glucocorticoid-Antwort auf ein a-Melanozyten-stimulierendes
Hormon (a-MSH) beobachtet. Man nimmt an, daß dort a-MSH um
den Geburtstermin der trope Faktor der fötalen Nebenniere ist. Mit
unserer Studie wollten wir feststellen, ob a-MSH auch beim Fohlen
post partum adrenocorticotrope Funktion hat und ob Frühgebur-
ten, die nicht auf ACTH ansprechen, auf diesen Faktor möglicher-
weise besser reagieren.
4 termingemäß, spontan geborene Fohlen (Gruppe I), 4 terminge-
mäß, aber durch eingeleitete Geburt geborene Tiere (Gruppe II) und
4 Frühgeburten (Gruppe III) wurden mit 180 pg a-MSH i.v. behan-
dek. Zusätzlich erhielten 2 Fohlen der Gruppe I45 pg und 540 pg

a-MSH und 2 Tiere der Gruppe II sowie 1 Frühgeburt 1,5 mg
a-MSH (Gruppe IV). 2 Fohlen jeder Gruppe erhielten nur Trägerlö-
sung (Kontrollgruppe V).
Die steroidogene Antwort auf die a-MSH-Behandlung wurde an
Hand der Cortisol-Sekretion gemessen. In keiner Gruppe traten in
den 2 Stunden nach der Behandlung signifikante Veränderungen der
Cortisol-Sekretion auf (P < 0.05). Die biologische Aktivität der
a-MSH-Lösung wurde mit einem biologischen Test untersucht und
bestätigt.

Adrenocortical responsiveness to a a-melanocyte-stimulating
hormone in the term and preterm newborn foal

A glucocorticoid response to a-melanocyte-stimulating hormone
(a-MSH) has been observed in the neonates of several species includ-
ing human, sheep and rabbit. It has been suggested in these species
that a-MSH is the tropic facotir of the adrenal gland in the fetus-
near term. The aim of our study was to test if a-MSH could act as an
adreonocorticotropic factor during the neonatal period in the foal
and to determine if premature foals which are not responsive to
ACTH would be more responsive to this factor.
Four spontaneously born foals at term (Group I), 4 foals induced to
deliver at term (Group II) and 4 premature foals (Group III) were
treated with 180 mg of a-MSH iv. Group foals were also treated
with +5 p and 540 p of a-MSH and 2 termin and 1 preterm foal re-
ceived 1.5 mg of a-MSH (Group IV). Two foals of each group re-
ceived only the vehicle solution (Group V - control). The steroid-
genic response to a-MSH treatment was measured in terms of coti-
sol secretion. There were no statistically significant changes in corti-
sol secretion within the next 2 hours after any of the a-MSH treat-
ment in any one of the groups (P < 0.05). The biological activity of
the a-MSH solution has been tested and confirmed, using a bioassay.

Frühgeburten in der gleichen Testperiode (2 Stunden)
keine Reaktion sichtbar isr (Rossdale et al., 1982; Siloer er
al., 1984). \(eil sowohl bei der Termin- wie auch bei der
Frühgeburt unmittelbar p. p. hohe ACTH-Spiegel vorhan-
den sind, ist offenbar beim Frühgeburtfohlen die Unfähig-
keit der Nebennierenrinde, Cortisol zu sezernieren, nicht
durch das Fehlen von stimulierendem Hormon, sondern
durch fehlende Ansprechbarkeit bedingt (Siloer et al.,
1984). In verschiedenen Spezies - Mensch (Murphy, 1973),
Menschenaffe (Seron-Ferre et al., 1978), Schaf (Bassett und
Thorburn, t969) und Kaninchen (fuIwlay et al., t973) -
wurde bewiesen, daß die fötale Nebennierenrindenfunk-
tion in der fortgeschrittenen Trächtigkeit anscheinend als
Antwort auf pituitäre Sekretion ansteigt. Obschon Neuge-
borene dieser Arten auf ACTH mit einem Plasma-Corti-
sol-Anstieg reagieren, gibt es im fötalen Leben bei Schaf
(Rose et al., t979),Affe (Seron-Ferre et al., 1978),Ratte (Ross,

1967) und Kaninchen (Cballis und Torosis, 1977) offenbar
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eine Unempfindlichkeit auf ACTH. Das Nicht-Reagieren
auf ACTH läßt andere pituitäre Hormone als wichtig für
die Regulation der fötalen Nebennierenrinde erscheinen.
Das Vorkommen von ACTH-ähnlichen Peptiden, wie z.B.
a-MSH, in der fötalen menschlichen Hypophyse deutet
darauf hin, daß diese Hormone die Cortisol-Sekretion wäh-
rend des Embryonallebens regulieren könnten.
Trotz gegensätzlicher Resultate (Magyar er a1.,1980; Devas-
kar et al., t980; W'alsh et al., 1979) konnte bei Neugebore-
nen der Spezies Mensch (Bernasconi et al., 1975),Schaf (Lla-
nos et al., 1979) und Kaninchen (Challis und Torosis, 1977)
eine Glucocorticoid-Antwort auf a-MSH beobachtet wer-
den. a-MSH ist ein Tridecapeptid mit den N-terminalen
Aminosäuren L bis 13 der ACTH. Beim Kaninchen spra-
chen die Föten auf a-MSH besser an als auf ACTH; bei den
Neugeborenen war es umgekehrt (Cballis und Torosis,
1977), ähnlich wie beim Schaf (Llanos et al., 1979). Anschei-
nend erwirbt der Fötus am Ende der Trächtigkeit die
Fähigkeit, auf ACTH zu reagieren, was die Reifungspro-
zesse widerspiegelt, die im Fötus auf den Termin hin ablau-
fen. Da beim Schaf (Glickman er al., 1979; Llanos et al.,
1979), Kaninchen (Cballis und Torosis, t977) und Menschen
(Bernasconi et al., 1,975) angenommen wird, daß a-MSH
eine auslösende Funktion in der Nebennierenrinde hat,
war das Ziel dieser Studie herauszufinden, ob a-MSH beim
Fohlen während der Neugeborenenphase als adrenocorti-
cotroper Faktor wirken kann und ob Frühgeburten auf
diesen Faktor besser ansprechen.
Daher wurde die steroidogene Aktivität von a-MSH direkt
(Messung der Cortisol-Sekretion) und indirekt (Berech-
nung des N-L-Verhältnisses) bestimmt. Aufgrund der
Resultate wurde ein biologischer Test für a-MSH durchge-
führt (nach Hogben und Slome, I93t).

Material

Tiere
Im gesamten wurden 12 Vollblut- und 4 Traberfohlen in
diese Studie einbezogen. 8 Fohlen wurden nach einer mitt-
leren Trächtigkeitsdauer (TD t Standardabweichung) von
339 +. 9 Tagen termingemäß geboren (Gruppe I). a Fohlen
kamen in einer durch Oxytozin eingeleiteten Geburt nach
einer Zeit von 337 + 7 Tagen zur 'Sfelt (Gruppe II).
Gruppe III umfaßte 3 Frühgeburten, die bei einer mittleren
TD von 335 + 8 Tagen mit Oxytozin eingeleitet wurden,
und 1 echte Frühgeburt (TD ca. 310 Tage). Mit der Erhe-
bung des klinischen Status während der ersten 2 Stunden
p. p. und 6, 12, 24 und 48 Stunden p. p. wurde der Ent-
wicklungszustand beurteilt, um rückwirkend die Klassifi-
zierung zu bestätigen. Das N-L-Verhältnis 1 und 2 Stunden
p. p. wurde ausgerechnet.
Bei den Frühgeburten wurde nur eine minimale unterstüt-
zende Therapie durchgeführt (Antibiotika, parenterale
Flüssigkeitszufuhr, wenn nötig Ernährung mit Nasen-
schlundsonde).

a-MSH-Experimente
In einer physiologischen Salzlösung, die 0,2 o/o equines
Serumalbumin (ESA) enthielt, wurde synthetisches a-MSH

auf eine Endkonzentration von 0,1 mg und 0,2 mg pro ml
verdünnt. 2,5 mI Portionen dieser Lösung wurden bei
-96 "C bis zum Gebrauch tiefgefroren.

Alle Fohlen waren zur Zeit der Behandlung 6 bis 30 Stun-
den alt außer die Spontanfrühgeburt, die wegen ihres kriti-
schen Zustands bei Geburt die erste Injektion bereits 4
Stunden p. p. erhielt. Ein Verweilkatheter (18 G) wurde
kurz nach der Geburt in die Vena jugularis des Fohles ein-
geführt und angenäht, so daß eine wiederholte Blutent-
nahme möglich war. 4 Fohlen von jeder Gruppe (I, il, m)
erhielten 1S0 pg a-MSH i.v. 1 frühgeborenem Fohlen
wurde zweimal im Abstand von 9 Stunden eine Injektion
gegeben.
Um eine Dosiswirkungskurve zu erhalten, wurden 4 Foh-
ien der Gruppe I mit 45 pgresp. 540 tg c-MSH behandelt.
In Beachtung der bereits bekannten Resultate der Studie
erhielten 3 weitere Fohlen ( 1 Frühgeburt der Gruppe III
und 2 Spontangeburten der Gruppe I) eine intravenöse
Dosis von 1,5 mg a-MSH (Gruppe IV). 2 Fohlen jeder
Gruppe erhielten nur 2,5 ml der Trägerlösung (Kontroll-
gruppe V). Wenn möglich, wurde zwischen den Behand-
lungen mindestens 5 Stunden gewarter.

Vorgehen bei Entnahme und Verarbeitung der Blutproben
Heparinisierte Blutproben wurden - 60, - 30, 0 (Injek-
tion!), + 30, + 60, f 90 und + L20 Min. nach der Behand-
lung entnommen. Für hämatologische lJntersuchungen
wurden zur Zeit 0 und + 90 Min . zusätzliche Proben in
EDTA-Röhrchen entnommen. Die Katheter wurden zwi-
schen den Entnahmen mit einer heparinisierren physiologi-
schen Salzlösung durchgespült. AIle Proben wurden unter
Ruhebedingungen entnommen. Nach der Entnahme
wurde jede Heparinblutprobe sofort während 8 Min. bei
3 g zentrifugiert, der Überstand wurde sofort abpipetiert
und bis zur Cortisol-Bestimmung bei - 20 "C gelagert. Die
EDTA-Proben wurden innerhalb von 12 Stunden nach der
Entnahme analysiert und bis dahin gekühlt aufbewahrt.

Biochemiscbe Analyse
Die Cortisol-Konzentration wurde mit einem Radioimmu-
noassay (RIA) für Pferde bestimmt, der von Reimers et al.
(1981) beschrieben und bestätigt worden war. Der Grenz-
q/ert lag bei 6,6 nglml im Plasma, und der Variationskoeffi-
zient innerhalb und zwischen den Tests betrug weniger als
4 resp.7 o/o.

Statistik
Mittelwerte und Standardabweichungen werden überall
angegeben. Der Mittelwert aus 3 Cortisol-Bestimmungen
und das N-L-Verhältnis (jeweils vor der Behandlung gemes-
sen) gelten als Basis (: 100 o/o), und alle folgenden Bestim-
mungen werden in o/o der Basis angegeben. \Wir benutzten
den t-Test und die Yarianzanalvse ANOVA.

J

a-MSH-Biotest
3 lichtadaptierten Fröschen der Gattung Xenopus laevis
(Gewicht 35 bis 45 g) wurden 10 mg a-MSH (: 0,1-ml-
Lösung) gespritzt. Nach der Einführung einer Nadel (23t/z
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Gruppe I
n:4

Gruppe I
n:4

Gruppe l l
o=4

Gruppe l l l
n:4

Gruppe I
n-A

Gruppe lV
n-?

Gruppe V
n:B

Cortisol-Spiegel
- Basis
- a-MSH-Behandlung
( i  v)

Zeit nach der
Behandlung
in Minuten
+30
+60
+90
+ 120

100 o/o

45 pg

82,0 + 8,2
95,3 + 36,3
92,8 x.18,2
86,9 t  24,9

1000/o

1 B0pg

118,8 t  24,9
107,7 + 14,7
93,2 x.23,2
7B,B + 18,6

100 o/o

1 B0pg

92,3 + 19,4
85,7 + 25,8
93,7 + 31,8
78,2 + 12,1

100 o/o

1 B0pg

10Oo/o

540 pg

100 o/o

1,5p9

100 o/o

nur Träger-
lösung

100,6 + 23, '1
88,6 + 43,4
92,6 + 66,4

1 17,1 + 99,1

Cortisol-Sekretion in o/o der Basis (Mittelwert + Standardabweichung)

109,9 + 22,0 '119,2 + .10,5 186,0 + 22,0
117 ,4 + 22,7 125,9 + 4O,4 163,6 + 1 19,8
125,6 + 35,0 93,1 + 29,2 131 ,9 + 51 ,7
134,0 + 41,0 112,2 + 16,6 112,2 + 41,6

Gruppe | :  spontan geborene Termrnfohlen
Gruppe l l  :  termingemäße, aber mit Oxytocin ausgelöste Geburten
Gruppe l l l  :  Frühgeburten
Gruppe lV : 2 Termingeburten und 1 Frühgeburt
Gruppe V : Kontrol lgruppe mit je 2 Fohlen jeder Gruppe

Tab. 1: Veränderungen des Plasma-Cort isol-Spiegels nach verschiedenen Behandlungen mit a-MSH

Gruppe I
n:4

Gruppe I
n-A

Gruppe l l
n-A

Gruppe l l l
n:4

Gruppe I
n:4

Gruppe lV
n-?

Gruppe V
n:B

N-L-Verhältnis
vor Behandlung 10Oo/o
s-MSH-Behandlung
( i  v)  45pg

90 Minuten
nach der
Behandlung

lOOo/o

nur Träger-
lösung

N-L-Verhältnis in 0/o der Basis (Mittelwert + Standardabweichung)

127,1 + 110,8 142,6 + 101,8 113,7 + 24,5 78 t  36,9 76,6 + 36,3 84,2 t  51,0 153,6 + 52.68

1O0o/o

1 BOpg

100 o/o

1 B0pg

100o/o

1 B0pg

100 o/o

540 ug

100 o/o

1,5pg

Gruppe | : spontan geborene Terminfohlen
Gruppe l l  :  termingemäße, aber mit Oxytocin ausgelöste Geburten
Gruppe l l l  :  Frühgeburten
Gruppe lV = 2 Termingeburten und 1 Frühgeburt
Gruppe V = Kontrol lgruppe mit je 2 Fohlen jeder Gruppe

Tab. 2: Veränderungen des Verhältnisses Neutrophi le: Lymhpozyten (N : L) nach verschiedenen Behandlungen mit a-MSH

gauge) durch Haut und Glutäusregion rechts wurde die
Lösung in Richtung des dorsalen Lymphsackes injiziert.
3 andere Frösche erhielten als Kontrolle 0,1 ml der Träger-
lösung. Die Schwimmhäute aller Tiere wurden vor der
Iniektion und 60 Min. danach mit einem konventionellen
Binokular-Sektions-Mikroskop nach Watson (mit Oberbe-
leuchtung) untersucht. Wir arbeiteten mit l4Ofacher Ver-
größerung; der Melanophore Index (MI) wurde nach Hog-
ben und Slome (1931) berechnet. In jeder Froschgruppe
wurde der zuerst ermittelte, durchschnittliche MI als Basis
(100 o/o) angenommen und die Resultate der Messungen
60 Min. nach Injektion in Prozent davon angegeben.

Resultate

Frühgeburtsfohlen (Gruppe III) zeigten 60 Min. p. p. ein
mittleres N-L-Verhältnis von O,TI + 0,66 im Gegensatz zv
Terminfohlen (Gruppe I und II), die ein N-L-Verhältnis
von 4,0 + L,9 aufwiesen. 3 der 4 Frühgeburten wurden am
5. Tag aus humanen Gründen euthanasiert. Das 4. Fohlen,
welches Rossdale et al. (1934) wegen der reversiblen Anzei-

chen von Frühgeburt, die mit der vorübergehenden adre-
nocorticoiden Insuffizienz zusammenhängen, als,,Grenz-
fall" oder,,Intermediär"-Fohlen beschrieben hatten, über-
lebte.
In keiner der Gruppen konnten in der 2stündigen Testpe-
riode nach der Injektion signifikante Veränderungen des
N-L-Verhältnisses oder der Cortisol-Sekretion nachgewie-
sen werden (t-Test P > 0.05, ANOVA P > 0.05; siehe
Tab. 1 und 2). Betrachtet man allerdings den biologischen
Test, stellt man dort 60 Min. p.inj. einen signifikanten

Gruppe A Gruppe B
n-? n-?

Ml vor der Behandlung

Ml 60 Minuten nach
der Behandlung

202 + 5o/o.

1000/o

.  Signif ikante Abweichung von Basis und Kontrol le (P<0,05)

Tab.3: Veränderungen des melanophoren Index (Ml) bei Fröschen
der Gattung Xenopus laevis nach Behandlung mit 10 pg a-MSH
(Gruppe A) oder 0,1 ml Trägerlösung (Gruppe B)

100 o/o

109 + 5 o/o
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Anstieg des durchschnittlichen MI bei denjenigen Fröschen
fest, die mit a-MSH behandelt worden waren (bis
202o/o + 5o/o Zunahme P > 0.05), während bei den nur
mit Trägerlösung behandelten Fröschen keine solchen Ver-
änderungen auftraten (Tab. 3).

Diskussion

LJnsere Studie zeigt, daß eine einmalige d-MsH-Verabrei-
chung während der Neonatalphase beim Fohlen, ungeach-
tet der Art der Geburt oder des Entwicklungszustandes des
Neugeborenen, keine erfaßbaren adrenocorticotropen
Virkung hat.
Die d-MsH-Konzentrationen in unseren Experimenten
waren in der gleichen Größenordnung und bis zu 10mal
größer als die AcTH-Konzentration, die beim Terminfoh-
len am Tag der Geburt eine Cortisol-Freisetzlrng bewirkte
(R.ossdale et al., 1982; Silver et al., 1984).
Daß wir in unserer Studie keine Wirkung von a-MSH auf
die Cortisol-Freisetztrng zeigen konnten, hängt eventuell
von der Herkunft und Qualität des Peptids ab. Veil unse-
rer Meinung nach die Ergebnisse wichtige Negativresultate
sind und weil Negativresultate eine positive Kontrolle ver-
langen (: Nachweis der 's7irksamkeit 

des Agens in einem
empfänglichen System), testeten und bestätigten wir die
biologische Wirkung der a-MSH-Lösung im biologischen
Test.
Es gibt viele widersprüchliche Berichte über die Virksam-
keit von a-MSH als Cortisol-Regulator in der fötalen
Nebenniere: Glickman, Carson und Challis, (1979), Magyar
et al. (1980), Branchault er al. (1978), Devaskar et al. (t980),
Mulay und Solomon (1986), Bernasconi er al. (1975), Glick-
nTan et al. (1979), Llanos er al. (1979). Eine mögliche Inter-
pretation des Fehlens der Wirksamkeit von a-MSH in In-
vitro-Studien wäre, daß dieses Hormon nicht direkt auf die
Nebenniere, sondern zuerst auf ein anderes Organ wirkt,
das dann seinerseits eine Reaktion der Nebenniere hervor-
ruft. a-MSH hat in der Tat beim Schaffötus eine Auswir-
kung auf den Aorta-Blutfluß gezeigt (Llanos et al., 1983).
Der Anstieg der Nebennierendurchblutung nach Injektion
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