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Einleitung und Aufgabenstellung

1. Einleitung und Aufgabenstellung

Gegenwartig gilt der Einsatz von Tiermodellen - im Besonderen auch von hdheren
Wirbeltieren - in der biomedizinischen Forschung immer noch als unentbehrlich,
wenngleich nicht nur aus ethischen und tierschutzrechtlichen Grinden kontinuierlich
an der Entwicklung von Ersatzmethoden, wie z.B. dem Einsatz von Zellkulturen,
gearbeitet wird, um den Umfang der Tierversuche auf einem moglichst niedrigen
Niveau zu halten.

In der Humanmedizin ist vor der EinflUhrung neuer Therapeutika die Erprobung an
Modelltieren verbindlich vorgeschrieben. Die FDA (Food and Drug Administration)
fordert beispielsweise, dass Mittel zur Pravention oder Therapie der Osteoporose
sowohl an einem ,small“ als auch an einem ,large animal model“ gepruft werden.
Bislang basiert das Osteoporosemodell auf dem operativen Eingriff der Ovariektomie,
die zu einer Unterbindung der Sexualhormonproduktion fuhrt. Dadurch kommt es zu
Veranderungen im Knochenstoffwechsel, die eine Reduktion der Knochenmasse
nach sich ziehen. Zum einen stellt jedoch eine Ovariektomie durch den invasiven
Eingriff eine enorme Belastung (Narkose, Operation, Nachbehandlung und Stress)
des Tieres dar. Zum anderen stellt die Ovariektomie im Rahmen der
Versuchsdurchfuhrung eine Methode dar, die fur eine Arbeitsgruppe gerade bei
Untersuchungen am sogenannten ,large animal model® sowohl mit erheblichem
finanziellen als auch hohem personellen Aufwand verbunden ist. Insofern ist es nicht
nur aus ethischen Grinden winschenswert, dass bei solchen Untersuchungen, die
immer noch zwingend an Tiermodellen durchgefuhrt werden mdussen, invasive
Eingriffe auf ein Minimum reduziert werden.

Ziel dieser Studie ist es daher, erstmalig zu prufen, ob es bei Minipigs (,large animal
model) mdglich ist, durch eine nichtinvasive Behandlung die
Sexualhormonproduktion in dem Mal} zu unterdriicken, dass es zu Veranderungen
im Knochenstoffwechsel kommt, die den Veranderungen bei der Erkrankung
Osteoporose bzw. den Effekten bei Osteoporosemodellen auf Basis einer
Ovariektomie entsprechen. Dies wirde bedeuten, dass in der Osteoporoseforschung
erstmals ein nichtinvasives und einfach durchzufihrendes ,large animal model* zur
Verfugung steht. Um diesen Ansatz zu Uberprufen, soll in der vorliegenden Studie die
Maglichkeit, den Knochenstoffwechsel durch Immunisierung gegen GnRH zu
beeinflussen, an zehn Dresdner Minipigs untersucht werden, wobei vier Schweine

die intakte Kontrollgruppe und sechs Tiere die Versuchsgruppe bilden sollen.
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Dabei soll die Versuchsgruppe in regelmafligen Abstanden mit einem Impfstoff
gegen GnRH behandelt werden, was durch Neutralisierung von GnRH die FSH-
Ausschuttung und dadurch die Follikelreifung unterbinden soll. Man kann diesen
Versuchsansatz im Analogieschluss zu einer Ovariektomie / Orchiektomie
(Kastration) als ,Immunkastration bezeichnen.

Um die moglichen Auswirkungen auf den Knochenstoffwechsel und die Sexual-
hormonproduktion zu Uberprufen, sollen in regelmaligen Abstédanden Uber den
gesamten Versuchsablauf die Knochenstoffwechselmarker Osteocalcin und

Crosslaps, sowie das Sexualhormon Ostradiol im Serum bestimmt werden.
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2. Literatur

2.1 Hormonhaushalt und sein Einfluss auf den Knochen

2.1.1. Aufbau von Hormonen

Hormone sind korpereigene chemische Substanzen, deren Hauptaufgabe die
Informationstbermittlung ist. Sie dienen der Regelung von Organfunktionen und
Stoffwechselvorgangen, z.B. der Erndhrung, dem  Wachstum, den
Fortpflanzungsmechanismen, sowie der psychischen und physischen Entwicklung
und Reifung, aber auch der Homoostase.

Man unterscheidet zwischen endokrinen und parakrinen Hormonen. Als endokrine
Hormone werden solche bezeichnet, die in endokrinen Drisen (Hypophyse,
Schilddruse, Nebenschilddriuse, Nebenniere, Ovar, Hoden, Pankreasinseln) oder in
diffus lokalisierten endokrinen Zellen (in den C-Zellen der Schilddrise, im
Herzvorhof, in der Leber, in der Niere, im Gastrointestinaltrakt) produziert werden
und deren Verteilung im Korper Uber den Kreislauf erfolgt. Parakrine Hormone sind
Hormone, die von diffus verteilten Zellen sezerniert werden und nicht Gber den
Kreislauf verteilt werden, sondern auf benachbarte Zellen wirken. lhr Ziel- oder
Erfolgsorgan stellt entweder eine untergeordnete Drise oder ein nicht-endokrines
Gewebe dar.

In den meisten Fallen erfolgt die Hormonabgabe durch einen nervalen Reiz im ZNS.
Als nerval-hormonelle Schaltstelle dient in erster Linie der Hypothalamus, welcher
das neuronale Signal in eine Hormonausschuttung umsetzt. Die Abgabe erfolgt
entweder aus dem Hypothalamus selbst und dem damit verbundenen
Hypophysenhinterlappen (HHL) oder aus dem Hypophysenvorderlappen (HVL).
Ubergeordnete Hormone steuern die Hormonfreisetzung aus dem HVL, indem sie
diese entweder hemmen oder fordern. Bei einem Grofteil der HVL-Hormone handelt
es sich um glandotrope Hormone. Dies sind Hormone, die die Hormonproduktion
nachgelagerter endokriner Drusen stimulieren.

Es gibt aber auch endokrine Hormone, welche von der Hypothalamus-Hypophysen-
Achse unabhangig sind. Zu diesen zahlen Calcitonin, Calcitriol, Pankreashormone
und Parathormon sowie Aldosteron, Angiotensin, Erythropoetin und Magen-Darm-

Hormone.
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2.1.2 Steuerung und Regelkreislaufe

Da die gesamte Regulation eines Hormons einem Regelkreislauf unterliegt, sind
weder der Zeitpunkt noch die Sekretionsmenge des Hormons willkurlich gesteuert.
Ein solcher Regelkreis besteht aus drei Instanzen: Einem Meldeelement, einem
Sollwertgeber und einem Stellglied. Bei den Regelkreislaufen unterscheidet man
zwischen einer negativen und einer positiven Ruckkopplung.

Eine negative Ruckkopplung liegt dann vor, wenn z.B. die Blutkonzentration eines
Hormons steigt, bis sie den Grenzwert Uberschreitet, wodurch Uber eine
Ruckkopplungsschleife (feedback loop) die weitere Sekretion des betroffenen
Hormons inhibiert wird.

Ein typisches Beispiel fur einen solchen Regelkreis ist die Hypothalamus-
Hypophysen-Ovar-Achse. Die Freisetzung hypophysarer Gonadotropine fordert die
Synthese von Sexualhormonen, deren erhdhte Konzentration zu einer Reduktion der
hypothalamischen Releasing-Hormone fuhrt.

Von einer positiven Ruckkopplung spricht man, wenn der Signalempfanger (das
Meldeelement) das ursprungliche Signal verstarkt. Die Bluthormonkonzentration wird
erhdht, wodurch die eigene Synthese oder die eines anderen Hormons angeregt
wird. Ein klassisches Beispiel hierfiir ist die Ausschiittung von Ostrogenen, die zur
Sekretion von LH fuhrt.

2.1.3 Einzelne Hormone und ihre Wirkung auf den Knochen

2.1.3.1 Parathormon

Parathormon hat auf den Knochenstoffwechsel eine doppelte Wirkung. Abhangig von
der Dosis und Therapiedauer kann es entweder eine katabole oder eine anabole
Wirkung entfalten.

Niedrige, intermittierende Gaben flihren zu einem anabolen Effekt (Hock & Gera,
1992). Durch Interaktion zwischen Parathormon und Rezeptoren auf den
Osteoblasten kommt es zur Sezernierung von Cytokinen, die zu einer Aktivierung
und Proliferation der Osteoblasten fuhren (Trachsler, 2003).

Kontinuierliche Gaben bewirken in hohen Dosen eine katabole Wirkung des
Parathormons (Hock & Gera, 1992).
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Durch Stimulierung des Osteoprotegrin-Liganden kommt es zur Differenzierung und
Aktivierung von Osteoklasten, die fir die Knochenresorption verantwortlich sind
(Hofbauer & Khosla 1999).

Seit 2002 wird Parathormon in der Osteoporosetherapie eingesetzt, da nachweislich
bei Frauen mit  postmenopausaler  Osteoporose und bestehenden
Wirbelkorperverformungen die Rate der Neufrakturen durch intermittierende Gaben
des rekombinanten humanen Parathormonfragments gesenkt werden konnte (Neer
et al., 2001).

2.1.3.2 Calcitonin

Calcitonin, ein aus 32- Aminosauren bestehendes Peptid, wird in den
parafollikularen- oder C-Zellen der Schilddriise synthetisiert, die Ca®*-Sensoren
besitzen.

Der Ca-Spiegel dient im Blut als Regulator: Bei einer Hypercalcamie wird die
Plasmakonzentration von Calcitonin erhdoht, wahrend bei einem niedrigen
Calciumspiegel die Calcitonin-Sekretion inhibiert wird.

Calcitonin, das im Blut proteingebunden transportiert wird (Trachsler, 2003), gilt als
ein wirksamer Inhibitor der Osteoklastenaktivitat und damit der Knochenresorption.
Dies konnte durch eine Therapie mit Calcitonin anhand eines leicht erniedrigten
Serumspiegel des Calciums und einer Reduktion der Knochenresorptionsparameter

wie den Collagen-Crosslinks bewiesen werden (Abbiati et al., 1994).

2.1.3.3 Calcitriol

An der Bildung des aktiven Vitamin D-Steroidhormons, 1,25-Dihydroxyvitamin D3,
sind mehrere Organe beteiligt.

Vitamin D3, das entweder mit der Nahrung aufgenommen oder in der Haut
synthetisiert wird, erfahrt im Blut eine Kopplung an das Vitamin D-Bindungsprotein
und wird zur Leber transportiert, wo es zu 25(OH)D3 (Calcidiol) hydroxyliert und in
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der Niere Uber die 1a-Hydroxylase zum eigentlich wirksamen Hormon 1,25 (OH), D3
(Calcitriol) umgewandelt wird (Lips, 2006).

Diese Synthese von 1,25(0OH),D3 wird Uber den sinkenden Calcium- und
Phosphatspiegel, sowie durch Wachstums- und Sexualhormone reguliert. Um zu
verhindern, dass der Calciumgehalt im Serum auf unphysiologisch hohe
Konzentrationen ansteigt, wird sowohl die Bildung von Parathormon als auch die 1a-
Hydroxylase in der Niere durch Calcitriol inhibiert (Zierold et al., 2003). Uber einen
negativen Feedback-Mechanismus wird seine eigene Synthese reguliert (Trachsler,
2003).

Die Interaktion zwischen 1,25(OH);Ds; und Osteoblasten fuhrt zu deren
Differenzierung, sowie zur Bildung von Alkalischer Phosphatase und Kollagen
(Trachsler, 2003). Daraus resultiert neues Knochengewebe und es kommt zum

Calciumeinbau in die Knochen (Hofbauer, 1999).

2.1.3.4 Somatotropin

Das Wachstumshormon (GH) gilt zusammen mit dem Insulin-like Growth Factor 1
(IGF-1) als Hauptregulator des Langenwachstums bis zum Eintritt in die Pubertat
(Siebler et al., 2001).

FUr das Langenwachstum des Knochens bis zu seiner endgultigen Grofe ist in erster
Linie das Wachstumshormon zustandig. Das Langenwachstum resultiert aus der
Proliferation der Chondrozyten und der spateren enchondralen Ossifikation der
epiphysalen Wachstumsfuge (Nilsson et al., 1994).

GH hat keine groReren systemischen Effekte. Durch lokale, von den Osteoblasten
ausgehende Produktion, ist es in der Lage, das Knochenwachstum direkt zu

beeinflussen (Baker et al., 1992).

Um den Effekt des Wachstumshormons auf den gesunden menschlichen Knochen
zu untersuchen, wurde eine Testgruppe von gesunden Menschen mit einer normalen
hGH-Sekretion einer hGH-Behandlung unterzogen. Die Veranderungen des

Knochenstoffwechsels wurden anhand von Knochenresorptions- und -
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formationsmarkern gemessen. Es konnte im Verlauf des Versuches sowohl eine
anabole wie auch eine katabole Wirkung des Somatostatins nachgewiesen werden.
Im Vergleich Uberwog jedoch der anabole gegenuber dem katabolen Effekt (Ohlsson
et al., 1998).

2.1.3.5 Trijodthyronin (T3)

Dieses Hormon, das in den Epithelzellen der Schilddrisenfollikel gebildet wird, ist an
der Regulierung des Stoffwechsels beteiligt.

Die T3-Synthese wird Uber TRH (thyreotropin releasing hormone) aus dem
Hypothalamus gesteuert. Gleichzeitig nimmt TRH Einfluss auf die Hypophyse, die
nach Interaktion von TRH und Rezeptoren auf Zellen des Hypophysenvorderlappens
das TSH (thyreoid stimulating hormone) abgibt. Dieses wiederum veranlasst die
Schilddrise zur T3- Synthese.

In der Hypophyse wird sowohl die Bildung als auch die Freisetzung des
Wachstumshormons durch Trijodthyronin angeregt (Trachsler, 2003). Zusammen mit
hGH und IGF-1 ist T3 fur die physiologische Osteogenese notwendig (Evdokimov &
Karas, 2001).

T3 hat einen signifikanten Einfluss auf die Knochendichte. Eine Thyreoidektomie
fuhrt zu einer erheblichen Reduzierung der Knochendichte (Mirzaei et al., 1999).
Innerhalb der epiphysalen Wachstumsfuge ist T3 ein wichtiger Regulator der
enchondralen Ossifikation. Es wurde beobachtet, dass Chondrozyten die T3-
Rezeptoren TR a1, TR a2 und TR B1 exprimieren (Robson et al., 2000). Sowonhl
Osteoblasten als auch Osteoklasten exprimieren Rezeptoren far
Schilddrusenhormone, was sie zu direkten Zielzellen von T3 macht. Es wurde ferner
nachgewiesen, dass T3 sowohl die Proliferation der Osteoblasten als auch die
Alkalische Phosphataseaktivitat erhoht (Pepene et al., 2003). Bei Osteoblasten mit
einem Mangel an Thyreoidhormonen wurde durch Gaben von T3 die Abgabe der
Gesamt- wie auch der membrangebundenen Alkalischen Phosphataseaktivitat
signifikant erhéht, wahrend die I6sliche Fraktion der Alkalischen Phosphataseaktivitat
unbeeintrachtigt blieb. Dies lasst darauf schliel3en, dass T3 durch die Regulation der
membrangebundenen Alkalischen Phosphataseaktivitat eine wichtige Rolle bei der

Skelettentwicklung und bei der Calcifikation spielt (Banovac & Koren, 2000).
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Darlber hinaus uUbt T3 innerhalb der enchondralen Wachstumsfuge einen Einfluss
auf das Wachstum und die Differenzierung der Chondrozyten aus (Robson et al.,
2000).

Haufig erfolgen die Effekte des Schilddrisenhormons auf die Knochenzellen nicht als
isolierter Vorgang, sondern im Zusammenspiel mit anderen Hormonen und lokalen
Wachstumsfaktoren, wie z.B. hGH. In hohen Konzentrationen fuhrt T3 zu einer
Stimulation der GH-Rezeptor-mRNA (Pepene et al., 2003) und zu einer Anregung
der Wachstumshormon-Synthese (Samuels et al., 1979). Bezuglich der
Zellproliferation der Osteoblasten-Zelllinie liegt ein synergistischer Effekt von hGH
und T3 vor (Pepene et al., 2003).

T3 Ubernimmt beim Knochenstoffwechsel eine weitere Funktion, indem es die
Expression von Osteocalcin-Genen innerhalb der Osteoblasten-Zelllinie reguliert.
Unter dem Einfluss von Trijodthyronin wird nicht nur der Gehalt der Osteocalcin-
MRNA gesteigert, sondern auch deren biologische Halbwertszeit (Gouveia et al.,
2001).

2.1.4 Sexualhormone

Wahrend bis zum Eintritt der Pubertdt hauptsachlich Somatotropin, IGF-1,
Trijodthyronin und Glucocorticoide fur eine physiologische Skelettentwicklung
zustandig sind, wird die Wachstumsregulation nach der Pubertat von den
Geschlechtshormonen Gbernommen.

Sexualhormone, die sich von Cholesterin ableiten, werden als Steroidhormone
bezeichnet. Diese unterscheiden sich bei Mann und Frau. Wahrend beim Mann in
den Leydig-Zellen der Hoden Testosteron gebildet wird, bildet die Frau Ostradiol in
den Thekazellen der Follikel. Ein geringer Teil der Ostrogene wird extraovariell in der
Placenta, in der Nebenniere, sowie in der Leber und im Muskel- und Fettgewebe
synthetisiert.

Beide sind fur den Knochenstoffwechsel von gro3er Bedeutung, ein kontinuierlicher
Aufbau der Knochendichte ist beim Fehlen von Ostrogenen bei der Frau bzw. beim
Mann ohne Androgene nicht moglich.

Sexualsteroide (Ostrogene, Androgene, Gestagene) nehmen innerhalb des

Knochenumsatzes eine zentrale Rolle ein. Ihre Wirkung ist von der Anwesenheit der

8
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entsprechenden Rezeptoren (ER, Ostrogenrezeptor; AR, Androgenrezeptor) auf
Osteoblasten, Osteoklasten und Osteozyten abhangig. Sie haben einen
modulierenden Effekt auf knochenprotektive Faktoren. Ihre Wirkung ist proportional
zur Wirkstoffkonzentration (Notelovitz, 2002).

2.1.4.1 Ostrogene

Ostrogene, vor allem Ostradiol das das wichtigste Hormon dieser Gruppe ist, gelten
als die wichtigsten Sexualsteroide fur den Erhalt der skelettalen Homdostase, was
seit Jahren durch die Hormonersatztherapie und der daraus resultierenden

Reduktion postmenopausaler Osteoporose bewiesen wird.

Die biologische Rolle der Ostrogene innerhalb des Knochenstoffwechsels.

Im Vergleich zu den Hormonen Testosteron und Progesteron gilt der
Ostrogenspiegel als bedeutender Indikator fir Knochenmasse und -resorption bei
frihen postmenopausalen Frauen sowie alteren Frauen und Mannern (Greendale et
al., 1997).

Eine reduzierte  Ostrogenkonzentration kann sowohl den  schnellen
postmenopausalen Knochenverlust (Typ [-Osteoporose) als auch den langsameren
altersbezogenen Knochenverlust (Typ Il-Osteoporose) induzieren (Riggs et al.,
1998). Dies beruht darauf, dass das Skelett in Form von Zyklen einem standigen
Umbauprozess unterliegt, der durch Osteoblasten und Osteoklasten gesteuert wird.
Hierbei modulieren Ostrogene den Umbauprozess, indem sie die Anzahl seiner
Zyklen verlangsamen und vor Knochenschwund schiutzen (Manolagas et al., 2002).
Diese Senkung der Zyklusraten resultiert aus einer gleichzeitigen Suppression der
Osteoblasten- und Osteoklastengenese der Zellvorlaufer (Syed & Khosla, 2005).

Die meisten Studien zeigten in einem OVX-Osteopeniemodell (siehe Punkt 2.1.5.1)
nach Ostrogensubstitution einen reduzierten Knochenturnover, der sowohl die
Resorption als auch die Formation betrifft, wobei die Resorption starker betroffen ist
(Turner et al., 1994).

Die Wirksamkeit einer Ostrogensubstitution bei bestehendem Ostrogenmangel wurde
in zahlreichen Tierversuchen untersucht. So fanden beispielsweise Zhou et al. (2001)

heraus, dass Ostrogen-Gaben bei ovariektomierten Ratten nicht nur vor

9
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Knochenverlust schitzen, sondern sogar zu einer gesteigerten Knochenbildung
fuhren. Bei Frauen konnte als Ergebnis einer Langzeittherapie festgestellt werden,
dass die Substitution von Ostrogenen sowohl den Knochenabbau als auch die
Frakturinzidenz auf das Niveau der Pramenopause senkt (Delmas, 1997).

Zu den physiologischen Wirkungen der Ostrogene gehéren auch eine Modulation der
PTH-Wirkung, eine erhdhte Calcitoninfreisetzung und eine gesteigerte intestinale
Calciumabsorption (Riggs & Spelsberg, 1996). So beobachtete Qu et al. (1998) bei
ovariektomierten Mausen, dass die Anwesenheit von Ostradiol (E,) bei OVX-Tieren

sowohl den Ca-Gehalt wie auch die Bildung von Knochenknoétchen ansteigen liel3.

Ostrogene und deren Effekte auf die Osteoblasten und Osteoklasten

Da Osteoblasten ERa exprimieren, gelten sie als direkte Zielzellen der Ostrogene
(Dominique, 2004). Ebenso wurden Osteoklasten als direkte Zielzellen der
Ostrogene identifiziert. Doch Ostrogene nehmen nicht nur Einfluss auf die
Osteoblasten und Osteoklasten, sondern auch auf deren Vorlauferzellen (Syed &
Khosla, 2005). Zusatzlich konnte eine Interaktion der Zellen beobachtet werden,
denn Osteoblasten sind Uber die Steuerung der Cytokine in der Lage, die
Osteoblastenformation zu beeinflussen (Spelsberg et al., 1999). Folglich besteht die
Moglichkeit des bidirektional ablaufenden ,Cross-talks® sowohl zwischen den
Osteoblasten und Osteoklasten als auch zwischen deren Vorlauferzellen, was sich
auf die Synthese und Entwicklung der Osteoklasten nachteilig auswirken kénnte.
Dadurch kénnen Ostrogene einen direkten wie auch indirekten Effekt auf
Knochenzellen ausuben und somit verschiedene Prozesse innerhalb des
Knochenstoffwechsels steuern. So stimuliert E; sequenziell die Differenzierung der
Osteoblasten (Qu et al., 1998), wie auch die Osteoklastengenese, was sich positiv

auf die Aufrechterhaltung der lokalen Knochenzellaktivitat auswirkt (Zallone, 2006).

Ostrogengesteuerte Regulation der Cytokinsynthese in Osteoblasten

Weitere knochenprotektive Wirkungen der Ostrogene werden (iber eine lokale
Senkung der Sekretion von Osteoklasten-stimulierenden Mediatoren und Forderung
der Sekretion Osteoklasten-hemmender Mediatoren vermittelt (Riggs & Spelsberg,
1996). Zu diesen Mediatoren gehoren z.B. die knochenresorptiven Cytokine, deren
Regulation zu den besterforschten Mechanismen der Ostrogenwirkung auf den

Knochen zahlt. Ostrogene regulieren die Expression von IL1 und IL6, den
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Schlisselmediatoren des Knochenverlustes (Zallone, 2006). IL6, ein Aktivator
unreifer Osteoklasten, wird von Ostrogenen durch Unterdriickung des IL6-Promotors
gehemmt (Stein & Yang, 1995). Ebenso inhibieren Ostrogene die Synthese des
Macrophage-Colony-Stimulating-Factors (M-CSF), der als unabdingbarer Faktor der
Osteoklastenformation gilt (Spelsberg et al., 1999).

Der Ostrogenrezeptor

Auf allen Knochenzellen befinden sich Rezeptoren fiir Ostrogene (Notelovitz, 2002).
Die Ostrogenwirkungen werden (ber zwei verschiedene nukledre Rezeptoren
vermittelt, die Ostrogen-Rezeptoren (ER) a und B, die durch Ostrogene aktiviert
werden kénnen. Ostrogene als lipophile Substanzen gelangen mittels Diffusion durch
die Zellmembran zum Rezeptor. Vom Rezeptorkomplex, aus mehreren
Untereinheiten bestehend, dissoziieren sie durch die Bindung des Hormons das
sogenannte ,Heat-Shock“-Protein ab. Der aktivierte Rezeptor weist eine doppelte
Spezifitat auf. Wahrend sich auf der einen Molekulseite in Nahe des C-Terminus eine
Hormonbindungsstelle befindet, ist in Nahe des N-Terminus eine DNA-
Bindungsstelle  lokalisiert. Die = DNA-Bindungsstelle ist innerhalb  des
Proteinkomplexes abgedeckt, wohingegen die Hormonbindungsstelle frei zuganglich
ist. An diese bindet ein Ostrogenmolekil und bewirkt eine Konformationsanderung,
die eine Dissoziation des Komplexes einleitet. Infolgedessen wird die DNA-
Bindungsstelle freigelegt, und es kommt zur Erkennung, Bindung und Transkription
des jeweiligen Gens.

Die beiden Rezeptoren a und B sind fur unterschiedliche Wirkungen verantwortlich.
Da Osteoblasten ERa exprimieren, geht man davon aus, dass diese die direkten
Zielzellen von Ostrogenen sind (Dominique, 2004).

Die Aktivierung des ERa dient zum Erhalt der volumetrischen Dichte des Knochens
wie auch der mechanischen Starke des kortikalen Knochens (Moverare et al., 2006).
Dariiber hinaus dient der ERa nicht nur der Vermittlung von Ostrogeneffekten,
sondern indirekt auch der von Androgenen. Androgene werden Uber die Aromatase
zu Ostrogen umgewandelt und kénnen somit Einfluss auf den a-Rezeptor nehmen
(Adachi & Takayanagi, 2006). Durch Aktivierung des ERa unter Beteiligung von
Androgenen kommt es zum Erhalt des Trabekularknochens (Moverare et al., 2006).
Im Gegensatz dazu Ubt der ERB-Rezeptor eine wachstumslimitierende Wirkung auf

den Knochen aus (Lindberg et al., 2005). Untersuchungen mit Rattenosteoblasten
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ergaben, dass die Konzentrationen der Ostrogenrezeptoren vom Typ ,a“ in der Zeit
der Matrixreifung erhéht, wahrend sie innerhalb der Mineralisierung erniedrigt waren.
Im Vergleich dazu waren die Ostrogen-Rezeptoren vom Typ ,B“ (iber die gesamte
Osteoblastendifferenzierung hinweg konstant. Dies legt die Vermutung nahe, dass
sich die Aktivitaten der Ostrogene in erster Linie wahrend der Matrixreifung auf die

Osteoblasten erstrecken (Wiren et al., 2002).

2.1.4.2 Androgene

Unter Androgenen versteht man einen Sammelbegriff fir alle mannlichen
Sexualhormone, die fur die Ausbildung und Entwicklung sekundarer mannlicher
Geschlechtsmerkmale verantwortlich sind. Das wichtigste Androgen stellt
Testosteron dar.

Testosteron wird in den Leydig—Zellen produziert. Der Grofteil des Testosterons liegt
in gebundener Form (an das sexual hormone binding globuline gebunden) vor,
lediglich 2% liegen frei vor. Die tagliche Testosteronbildung betragt ungefahr 7 mg
(Kudlacek et al., 2000).

Testosteron hat allgemein betrachtet eine anabole Wirkung auf den Organismus, so
auch beim Knochen (Michael et al., 2005).

Androgene schutzen vor Knochenschwund, indem sie die Knochenumbaurate
verlangsamen. Durch Abschwachung der Synthese von Osteoblasten und
Osteoklasten wird die Anzahl der Umbauzyklen vermindert. Diese Effekte werden
Uber proapoptotische Wirkung auf Osteoklasten und antiapoptotische Effekte auf

Osteoblasten und Osteozyten vermittelt (Manolagas et al., 2002).

Die Wirkungen der Androgene werden Uber einen speziellen Androgenrezeptor
vermittelt, dessen Vorkommen auf allen Knochenzellen das Knochengewebe als
potentielles Zielgewebe der Androgene erkennen lasst (Hofbauer & Khosla, 1999;
Notelovitz, 2002).

So fuhrt eine Aktivierung des Androgenrezeptors zum Erhalt der Trabekularknochen,
indem die Anzahl der Trabekel bewahrt wird (Moverare et al., 2006), doch nicht nur

zum Erhalt der Trabekularknochen, sondern auch zu deren Entwicklung und der
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Bildung der Kortikalknochen. Ebenso ist die Expansion periostaler Knochen nur im

Beisein eines aktivierten Androgen-Rezeptors moglich (Venken et al., 2006).

Da Androgene teilweise zu Ostrogenen aromatisiert werden, kénnen sie manche
Wirkungen auch Uber ERa vermitteln (Vanderschueren et al., 2004). So wird z.B.
vermutet, dass die Androgenwirkung auf das radiale Knochenwachstum, welches zu
einer Erhohung des Knochenwachstums fuhrt, sowohl via AR als auch uber ERa
vermittelt wird (Lindberg et al., 2005).

Haufig lasst sich eine androgenvermittelte Wirkung nicht nur einem Rezeptor
zuschreiben, sondern ist vom Zusammenspiel mehrerer Faktoren, z.B. der Erhdhung
der Osteoblastenaktivitat und gleichzeitiger Hemmung der Osteoklasten abhangig
(Wiren, 2005).

Die Reduktion der pro-resorptiven Cytokine ist ein weiterer Weg, der zur Hemmung

der Knochenresorption durch Androgene fuhrt (Syed & Khosla, 2005).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich Androgene positiv auf die BMC (bone
mineral content) und BMD (bone mineral density) auswirken (Prakasam et al., 1999).
So fuhrt Androgen z.B. sowohl bei heranwachsenden Frauen wie auch bei
erwachsenen pramenopausalen Frauen zu einer Anhebung der BMD (Notelovitz,
2002).

Es spielt ebenfalls eine wichtige Rolle fur die kortikale als auch spongidse
Knochenmasse sowie fur deren Aufrechterhaltung und Wachstum (Adachi et
Takayanagi, 2006).

2.1.5 BeeinfluBung der Sexualhormonproduktion in der Veterinarmedizin

Sowohl in der Heimtier- als auch in der Nutztierhaltung findet die Unterdriickung der
Sexualhormonproduktion Anwendung. In der Nutztierhaltung kann sie eingesetzt
werden, um die durch Sexualhormone erzeugten geruchlichen und geschmacklichen
Veranderungen des Fleisches (wie z.B. bei Eberfleisch) zu verhindern.

Ein weiteres Anwendungsgebiet fur die Unterdrickung von Sexualhormonen liegt im

Bereich der Forschung. So dienen z.B. die Ovariohysterektomie als Modell der
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Osteoporoseforschung und die Orchiektomie als Modell des Hypogonadismus. Im

Folgenden werden nur flr diese Arbeit relevante Beispiele angefuhrt.

2.1.5.1 Ovariektomie im Tiermodell

In der Veterinarmedizin findet eine Ovariektomie hauptsachlich im Kleintiersektor
Anwendung. Ein weiteres Indikationsgebiet findet sich in Form von Tiermodellen im

Bereich der medizinischen Forschung.

Ein Absinken der Ostrogenkonzentration infolge der Menopause spielt bei der
Entstehung der postmenopausalen Osteoporose eine bedeutende Rolle. Allerdings
existiert mit Ausnahme weniger Primaten keine Tierart, bei der es
physiologischerweise zu einer Menopause kommt. Somit bleibt in der Forschung
oftmals nur die Moéglichkeit der mittels Ovariektomie induzierten Menopause. Folglich
ist kein Tiermodell in der Lage, dem Verlust der ovariellen Funktion der Frau ganzlich
zu entsprechen. Wahrend die Menopause und der damit verbundene
Ostrogenverlust bei der Frau ein kontinuierlicher und sukzessiver Prozel ist, bewirkt
eine Ovariektomie einen abrupten Abfall des Ostrogenspiegels mit einem
entsprechend hdoheren Knochenturnover.

Die FDA (Food and Drug Administration, 1994) hat Richtlinien fur Studien
veroffentlicht, die zur Erprobung von Medikamenten zur Prophylaxe und Behandlung
von Osteoporose dienen. Diese schreiben vor, dass praklinische Studien zuerst an
einem ,small animal model® und anschlieBend an einem ,large animal model*
untersucht werden mussen. Es existieren verschiedene Tiermodelle, die jedoch

samtlich mit spezifischen Vor- und Nachteilen behaftet sind.

Das Minipig als OVX-Modell

Auf Grund seiner Korpergrof3e und seinem adulten Korpergewicht von bis zu 60kg
stellt das Minipig ein Tiermodell dar, das grol3 genug ist, um ausreichende Mengen
von Blut und Urin zu Untersuchungszwecken gewinnen zu koénnen. Aulierdem
besteht die Mdglichkeit, wiederholte Knochenbiopsien durchzufihren. Im Vergleich
zum Hausschwein ist es einfacher in seiner Handhabung und bendtigt weniger Platz.

Allerdings mussen mogliche Aggressionen bertcksichtigt werden.
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Mit Ausnahme von Primaten besitzt das Schwein einige spezifische Vorteile
gegenuber anderen Tiermodellen. Das Schwein ist dem Menschen bezuglich seines
Knochenstoffwechsels wie auch der allgemeinen Anatomie und Physiologie sehr
ahnlich. Zudem weisen Schweine einen polyostrischen polysaisonalen Zyklus mit
einer Zykluslange von 18 bis 21 Tagen auf, was fast dem der Frau entspricht (Bustad
& McClellan, 1966). Allerdings hat das Schwein im Vergleich zum Menschen eine
hohere Knochenmasse sowie einen dichteren trabekularen Knochen (Mosekilde et
al., 1987). Das ovariektomierte Schwein gilt als ein von der FDA anerkanntes ,large
animal model“. Hinzukommt, dass das Schwein eine Besonderheit innerhalb des
Sexualzyklus aufweist. Im Vergleich zu anderen Tierarten erreicht die Sau am 18.
Zyklustag ihren Maximalwert der Ostrogenkonzentration, das heifst vor der Ovulation,
wahrend alle anderen Tierarten ihren Maximalwert wahrend der Ovulation erreichen
(siehe Abb.1).

In der Abbidung 1 ist der Verlauf der Ostrogenkonzentration wahrend des

Sexualzyklus verschiedener Tierarten vergleichend dargestellt.
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Abbildung 1: Verlauf der Ostrogenkonzentrationen (pg/ml) wahrend des Sexualzyklus
von Rind, Schwein, Schaf und Pferd
(Bildquelle: Prof. Waehner ,Endokrinologie der Fortpflanzung®).

Rhesusaffen als OVX-Modell

Der groRte Vorteil des Primaten ist in der groRen Ahnlichkeit des Organsystems mit
dem des Menschen zu sehen. Ebenso weisen der monatliche Zyklus wie auch das
Hormonmuster weiblicher Makaken teilweise groRe Ubereinstimmungen mit denen
des Menschen auf (Hodgen et al., 1977).

Mann et al. (1990) konnten durch die Gabe von Gonadotropin-Releasing-Hormonen
einen dem der postmenopausalen Frau vergleichbaren Abfall der Knochendichte
erzeugen.

Bei Studien zum postmenopausalen Knochenverlust muly berlcksichtigt werden,
dass Makaken erst im Alter von neun Jahren die ,peak bone mass® erreichen. Da
altere Tiere sowohl teurer in der Beschaffung als auch schwieriger im Umgang sind,
werden meistens jungere Tiere in den Studien eingesetzt (Jerome et al., 1993).
Aulerdem mussen im Umgang mit Primaten das Risiko der Zoonose wie auch die
ethischen Aspekte Berlcksichtigung finden.

Ovariektomierte Rhesusaffen wurden von der FDA als ein ,large animal model*

anerkannt.

Der Hund als OVX-Modell

Der Hund ist meist einfacher im Umgang und kostengunstiger als der Rhesusaffe.
Der kortikale Knochen des Hundes besitzt Haversche Blutgefalle und ist hinsichtlich
des Knochenremodelings im trabekularen und kortikalen Knochen dem Menschen
ahnlich (Boyce et al., 1990).

Der Zyklus des Hundes ist saisonal monodstrisch und zweimal jahrlich. Dadurch ist
der Ostrogenspiegel lber einen relativ langen Zeitraum sehr niedrig. Auf Grund
dessen kann nicht ausgeschlossen werden, dass der Ostrogenspiegel des Hundes
bezuglich des Knochenmetabolismus eine eher untergeordnete Rolle spielt. So
existieren in der Tiermedizin auch keine Berichte Uber Spontanfrakturen, obwohl ein

Groliteil weiblicher Hunde ovari- bzw. ovariohysterektomiert ist.
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Ein Nachteil des Tiermodells Hund sind die schwer zu beschaffende Anzahl vor allem
alterer Hunde sowie die héheren Anforderungen an Pflege und Unterbringung.
Auch hier spielt der ethische Aspekt eine groRe Rolle, da der Hund flr viele

Menschen als treues Familienmitglied gilt.

Die Ratte als OVX-Modell

Die Ratte gilt als einziges von der FDA anerkanntes ,small animal model®. Die
ovariektomierte Ratte ist das am haufigsten verwendete OVX-Tiermodell (Jeroen et
al., 1996). Es existieren zwei unterschiedliche Modelle, das ,mature rat model“ und
das ,aged rat model“. Beim ,mature rat model“ sind die Tiere drei Monate, beim
»-aged rat model” zwolf Monate alt.

Da die Erkrankung Osteoporose im fortgeschrittenen Alter eintritt, sollte auch im
Tiermodell ein abgeschlossenes Knochenwachstum vorliegen. Da allerdings ein
Ostrogendefizit durch alters- oder krankheitsbedingten Knochenverlust (berlagert
werden kann, sollte die Ovariektomie nicht allzu spat erfolgen (Birner, 1995).

Ein Nachteil des Rattenmodells ist die geringe Korpergrofe und das entsprechend
kleine Blutvolumen. Hinzu kommt, dass Langzeitstudien auf Grund der kurzen
Lebenserwartung (drei bis vier Jahre) nicht mdglich sind. Ebenso muss der kurze
polydstrische Zyklus (alle vier bis finf Tage) bertcksichtigt werden.

Im Gegensatz dazu sind folgende Aspekte von Vorteil: Ratten sind in groferen
Mengen zu beschaffen und kostengunstig. Des Weiteren ist ihre Unterbringung,
Pflege und Futterung mit vergleichsweise geringem Aufwand verbunden. Da die
Ratte seit Jahrzehnten als Versuchstier dient, ist eine Vielzahl von
Untersuchungsergebnissen wie z.B. Uber die Phosphor- und Calciumspiegel sowie

Uber die Knochenmarker vorhanden (Rodgers et al., 1993; Newman et al., 1995).
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2.1.5.2 Orchiektomie

Im Bereich der Heimtiere besteht fur eine Orchiektomie ein weites
veterinarmedizinisches Indikationsspektrum, wie z.B. auf Grund von Hodentumoren
oder Prostatavergrofierungen. Bei Kleintieren wie Kaninchen, Meerschweinchen und
Ratten (und auch bei Hund und Katze) dient die Orchiektomie hauptsachlich der
Verhinderung unerwunschten Nachwuchses.

Bei der Haltung landwirtschaftlicher Nutztiere hat die Orchiektomie eine ganz andere
Bedeutung. Dort wird sie zur Verhinderung der durch Sexualhormone erzeugten
geruchlichen und geschmacklichen Veranderungen des Fleisches (wie z.B. bei
Eberfleisch) verwendet oder zur Verbesserung der Schlachtleistung, insbesondere
bei Schwein und Rind. Andererseits stellt die Orchiektomie im Rahmen der
Versuchsdurchfihrung eine Methode zur Erstellung des Hypogonadismusmodells

dar.

2.1.5.2.1 Tiermodell

Die mannliche orchiektomierte Ratte wird haufig als Tiermodell bei Studien zur
Erforschung des Hypogonadismus eingesetzt. Die bei der mannlichen Ratte durch
Androgenverlust induzierten Effekte scheinen denen der Manner sehr ahnlich zu
sein. Somit stellt das Tiermodell der mannlichen Ratte ein geeignetes Modell zur
Erforschung neuer Behandlungs- und Praventionsmethoden der Osteoporose beim
Mann dar.

So konnte Erben (2001) nachweisen, dass eine Orchiektomie von mannlichen Ratten
zu einem deutlichen und anhaltenden erhdhten Knochenturnover sowie einem
Verlust des spongidsen und des kortikalen Knochens fuhrt. Ferner kann mit Hilfe des
Tiermodells der méannlichen Ratte die Regulation von Androgenen und Ostrogenen
im mannlichen Skelett sowie innerhalb des Immunsystems untersucht werden.

Borst & Conover (2006) fuhrten mit verschiedenen Rattenstammen Untersuchungen
bezlglich kataboler Effekte in Folge einer Orchiektomie durch und belegten damit die
Eignung von mannlichen Ratten, insbesondere des Stamms ,Fischer 344% zur

Untersuchung der durch Hypogonadismus hervorgerufenen Effekte.
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2.1.5.2.2 Nutztierproduktion

Die Orchiektomie wird im Bereich der Nutztierproduktion, vor allem beim Schwein,
zur Verhinderung der durch Sexualhormone verursachten geschmacklichen und
geruchlichen Veranderungen des Fleisches eingesetzt.

Ohne Orchiektomie entsteht bei dem vom Schwein gewonnenen Fleisch der
unerwunschte Ebergeruch. Zusammen mit Skatol gilt Androstenon in Bezug auf den
Ebergeruch als hauptverantwortlich. Es handelt sich dabei um ein Androgen, dessen
Produktion in den Leydig-Zellen stattfindet. Im Gegensatz zum Testosteron wirkt es
nicht hormonell, sondern als Pheromon. Es liegt als lipophiles Molekul im Fettgewebe
vor und kumuliert dort.

Je alter ein unkastrierter Eber wird, desto mehr Androstenon lagert sich im
Fettgewebe ein, was den charakteristischen Geschmack und Geruch des Fleisches
erzeugt. Deswegen sind der Geruch und der Geschmack bei geschlachteten
Zuchtebern im Vergleich zu jungen Mastebern wesentlich starker ausgepragt.

Eine Alternative zur chirurgischen Unterdrickung der Sexualhormonproduktion,
mittels Orchiektomie, stellt die immunologische Unterdrickung der Sexualhormon-

Produktion mit Hilfe der GnRH-Immunisierung dar.

2.1.5.3 Immunologische Unterdrickung der Sexualhormonproduktion
(,lImmunkastration®)

Zur Unterdruckung des oben erwahnten Ebergeruchs kann neben der Kastration
auch eine immunologische Unterdrickung der Sexualhormonproduktion angewendet
werden. Diese Methode wird zurzeit vor allem in Australien, Neuseeland, Mexiko und
Brasilien eingesetzt. 2007 wurde diese Methode auch in der Schweiz zugelassen.
Der Vorteil dieser Anwendung liegt darin, dass die Tiere erst kurz (4 bis 6 Wochen)
vor der Schlachtung behandelt werden und die nicht kastrierten Tiere somit wahrend
der Mastperiode hohere Tageszunahmen bei geringerer Fetteinlagerung erzielen
konnen (Oliver et al., 2003).

Somit stellt diese Methode eine Alternative zu einer chirurgischen Kastration dar. Sie
wird mit Hilfe von GnRH-Vakzinen durchgefihrt. Das einzige auf dem Markt
kommerziell erhaltliche Praparat ist hierbei Improvac® (Pfizer Animal Health,

Australia), andere Vakzinen befinden sich derzeit in GroRRbritannien und den USA in
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der klinischen Erprobungsphase. Durch die Applikation dieser GnRH-Vakzine kommt
es zu einer Stimulierung des Immunsystems, welche die Bildung natrlicher
Antikorper hervorruft, die das vom Hypothalamus produzierten, endogene GnRF
neutralisieren.

Da GnRH fur die Ausschittung des Follikelstimulierenden Hormons (FSH) und des
Luteinisierenden Hormons (LH) verantwortlich ist (das in hohen Pulsationen zu einer
LH-Ausschuttung fuhrt und in niedrigen Pulsationen eine FSH-Ausschuttung bewirkt),
kommt es zu einer Inhibition des Luteinisierenden Hormons (LH), wie auch des
Follikelstimulierenden Hormons (FSH) (Crane, 2006). Daher entspricht diese
Methode hinsichtlich ihrer Wirkung einer chirurgischen Kastration und kann als
.immunkastration® bezeichnet werden.

Improvac® ist eine Injektionslosung die sich aus einem inkompletten, synthetischen
Analogon des Gonadotropin-Releasing-Hormons (GnRH), einem Tragerprotein sowie
einem wassrigen Adjuvanssystem zusammensetzt. Das GnRH-Analogon (Hapten),
konjugiert mit dem Carrierprotein, fungiert als Antigen.

Um eine Wirkung zu erzielen, mussen zwei Applikationen des Impfstoffes erfolgen.
Diese sollten im Abstand von ungefahr vier bis funf Wochen verabreicht werden. Die
erste Injektion hat keinen Einfluss auf den Hormonhaushalt. Sie dient zunachst zur
Ausbildung von Gedachtniszellen, wodurch das Immunsystem sensibilisiert wird
(Schwyter, 2007). Erst die Booster-Impfung regt das Immunsystem zur Produktion
von Antikérpern an; es kommt im Anschluss zur Ausbildung eines spezifischen
GnRH-Antikorpertiters, der zu einer Neutralisierung des natlrlichen GnRH flihren
soll.

Allerdings ist die Wirkung von Improvac® transient, da der Effekt von der jeweiligen
Hohe des Antikorpertiters abhangig ist (Crane, 2006).

Bei den immunologisch kastrierten Ebern konnten geringere Konzentrationen an
Testosteron, Estronsulfat, Androstenon, Skatol und Indol gegeniber intakten Ebern
gemessen werden. Folglich kommt es zu einer weniger ausgepragten geruchlichen
und geschmacklichen Veranderung des Fleisches, welches einem orchiektomierten
Schwein entspricht.

Zudem nahm der Anteil an Magerfleisch im Vergleich zu intakten Ebern ab.
(Zamaratskaia et al., 2007a).

Ferner wirkt sich eine Behandlung mit Improvac® auch auf die Geschlechtsorgane

aus, so dass die Bulbourethraldriise klrzer als bei intakten Tieren und das Gewicht

20



Literatur

der Hoden im Vergleich zu unkastrierten Ebern niedriger ist (Zamaratskaia et al.,
2007b).

Histologisch lasst sich auf Grund der Improvac®-Behandlung eine Atrophie der
Leydig—Zellen, der Hoden und der Bulbourethraldruse erkennen (Hilbe et al., 2006).
Im Nebenhoden sind nur wenige oder sogar keine Spermatozoen auffindbar (Hilbe et
al., 2006). Eine Immunisierung mit Improvac® hat nicht nur physische, sondern auch
psychische Auswirkungen. So konnte bei mannlichen Schweinen eine Reduktion des
aggressiven Verhaltens nachgewiesen werden (Zamaratskaia et al., 2007a).

Die Effekte von Improvac® wurden auch bei Stuten untersucht. Die Ergebnisse
zeigten eine Beeinflussung aller gemessenen Parameter (Plasma—Progesteron,
Ostrusverhalten und Ovarienaktivitat). Dabei kam es zu einer Reduktion aller
Parameter, aufer 17-B-Ostradiol, das durch die Behandlung mit Improvac®
unbeeinflusst blieb (Imboden et al., 2006).

Bisher liegen keinerlei Untersuchungen mit Improvac® bei weiblichen Schweinen

Vor.

2.2 Imbalancen des Hormonhaushaltes

2.2.1 Hypothyreose

Die Ursachen einer Hypothyreose liegen entweder in einer zu geringe Produktion von
Schilddrisenhormonen oder in einer mangelnde Ansprechbarkeit der Korperzellen,
z.B. durch eine zu geringe Wirkung der Schilddrisenhormone auf die Zielzellen. Als
primare Hypothyreose bezeichnet man eine Unterfunktion der Schilddrise, die durch
eine direkte Erkrankung der Thyreoidea zustande gekommen ist. Sie ist durch eine
Reduzierung an freiem Thyroxin (fT4) und einer Erhéhung von TSH gekennzeichnet.
Wesentlich seltener liegt eine fehlende Stimulation der Thyreoida durch eine
Funktionsstérung der Hypophyse zu Grunde, bei der fT4 und TSH unter dem
Normwert liegen und die als sekundare Hypothyreose bezeichnet wird (Schindler,
2003). Eine Reduzierung von TSH und fT4 kann auch im Rahmen einer
Hypothalamusstérung vorkommen und stellt die tertidare Form der Hypothyreose dar.
Des Weiteren lasst sich zwischen angeborener und erworbener Hypothyreose
unterscheiden. Eine angeborene Hypothyreose liegt vor, wenn die Schilddrise gar

nicht ausgebildet wurde oder zu klein ist.
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Ursachen einer erworbenen Unterfunktion der Schilddrise sind Entziindungen,
Schilddrisenkrebs und dessen Therapie wie auch in seltenen Fallen Jodmangel.

Des Weiteren konnen sowohl fur eine Hypothyreose als auch fur eine subklinische
Hypothyreose die Faktoren Autoimmunthyreoditis, Radiojodtherapie, Operation,
Medikamente, Thyreostatika, Jodexzesse, Interferone oder Lithium ursachlich sein.
Mit zunehmendem Alter steigt zudem die Pravalenz. So betragt diese generell bei
Frauen 4% bis 10 %, wahrend sie bei alteren Frauen zwischen 7% bis 26 % liegt
(Schindler, 2003).

2.2.2 Hyperthyreose

Eine Hyperthyreose ist durch eine erhohte Schilddrisenfunktion gekennzeichnet, die
sich in einer vermehrten Produktion von Schilddrisenhormonen aufert.

Mdgliche Ursachen koénnen eine Immunthyreoditis, Neoplasien oder TSH-
produzierende Tumore sein. Mit dem steigenden Alter nimmt die Pravalenz der

Hyperthyreose zu.

Sowohl fir ein normales Knochenwachstum als auch fir eine normale
Knochenstruktur sind Schilddriisenhormone wie L-Thyroxin unabdingbar. Eine
Erhohung wirkt sich jedoch negativ auf den Knochen aus. Bei gleichzeitig
erniedrigten TSH-Werten, wie es vor allem bei TSH-supprimierenden
Schilddrisenhormonsubstitutionen der Fall ist, wird der unglnstige Effekt weiter
verstarkt und es kann zu Knochendichteverlusten kommen (Schindler, 2003).

Des Weiteren wird durch eine Hyperthyreose der Stoffwechsel vermehrt angeregt
und es kommt zu einem erhdhten Grundumsatz. Einerseits wird hierdurch zwar die
Knochenformation gesteigert, andererseits erfahrt auch die Knochenresorption einen
Anstieg. Da diese gegenuber der Knochenbildung Uberwiegt, resultiert bilanziell ein

Knochenmasseverlust (Grisar & Pietschmann, 2000).
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2.2.3 Postmenopausale Osteoporose

Eine Osteoporose ist zum einen durch den Verlust an Knochenmasse, zum anderen
durch die charakteristisch veranderte Mikroarchitektur (Johnston & Slemenda, 1995)
und der damit einhergehenden Erhéhung des Frakturrisikos gekennzeichnet (Holzer
et al., 2007). Definitionsgemal liegt eine Osteoporose laut den Richtlinien der WHO
(1994) dann vor, wenn die Abweichung der Knochendichte (BMD) mehr als die 2,5-
fache Standardabweichung (SD) im Vergleich zum Mittelwert gesunder Probanden

gleichen Geschlechts betragt.

Die postmenopausale Osteoporose gehort zu den Typ |-Osteoporosen und wird
somit zu den primaren Osteoporosen gezahlt.

Momentane Schatzungen der Pravalenz postmenopausaler Osteoporose bei Frauen
uber 50 Jahren liegen bei rund 30 % (Hadji, 2003).

Der Ostrogenmangel spielt trotz multifaktorieller Pathogenese der postmenopausalen
Osteoporose eine entscheidende Rolle.

Das Knochengewebe unterliegt in Form von Remodelingzyklen lebenslang einem
steten Auf- und Abbau. Jahrlich werden etwa 4% bis 10 % der Knochenmasse des
gesamten Korpers erneuert (Hadji, 2003).

Durch den Eintritt in die Menopause kommt es zu einem Mangel an Ostrogenen, der
die Frequenz des Remodelingzyklusses erhoht (Hadji, 2003). Die Folge ist die
Verschiebung des  Gleichgewichtes  zwischen  Knochenresorption  und
Knochenformation zu Gunsten der Knochenresorption. Dabei Uberwiegt die
Osteoklastenaktivitat gegenuber der Osteoblastentatigkeit (Holzer et al., 2007). Diese
gesteigerte Osteoklastenaktivitat resultiert auch aus der Interleukin-6 geforderten
Osteoklastogenese, die normalerweise durch 17-B-Ostradiol unterdriickt wird. Durch
den Ostrogenverlust entfallt ebenfalls die Suppression auf das resorptive Interleukin-
6 und somit resultiert eine Interleukin-6-stimulierte Osteoklastogenese (Jilka et al.,
1992).

Des Weiteren fiihren Ostrogene in vitro zu einer Apoptose der Osteoklasten, indem
sie die Osteoblasten zur Bildung von TGF [ anregen. Dadurch induziert eine
reduzierte Ostrogenkonzentration das Absinken des TGF B-Spiegels und vermindert

somit die stimulierte Apoptose der Osteoklasten (Hughes et al., 1996).
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Bei der Entwicklung einer Osteoporose ist anscheinend auch eine genetische
Komponente beteiligt. Es wurde eine Korrelation zwischen einer sehr geringen
Knochenmasse und dem damit einhergehenden gesteigerten Frakturrisiko sowie
einem intronischen Polymorphismus des TGF-Gens gefunden.

Ahnlich verhdlt es sich mit dem Osteocalcin-Gen, das ebenfalls mit der
Knochendichte assoziiert wird.

AuRerdem ist das Kollagen—Typ—1—-Gen von Interesse, bei dem Mutationen in der
proteinkodierenden Region schwere Formen des osteoporotischen Phanotyps in
Form der Osteogenesis imperfecta hervorrufen. Es muss allerdings darauf
hingewiesen werden, dass die Untersuchungen der genetischen Grundlagen der
Osteoporose noch nicht vollstandig aufgeklart sind (Jap et al., 2001).

Ein weiteres Argument dafur, dass genetische Aspekte bei der Entstehung der
Osteoporose eine Rolle spielen, liefern epidemiologische Untersuchungen, aus
denen hervorgeht, dass das Risiko fir osteoporotische Frakturen bei
postmenopausalen kaukasischen (weif3en) Frauen hoher ist als bei asiatischen und

schwarzen Frauen (DVO-Leitlinie ,Osteoporose bei postmenopausalen Frauen®).

Roéntgenologisch stellt sich die Osteoporose in Form einer steigenden Anzahl von
Resorptionslakunen im Bereich der Knochenoberflache dar. Darauf folgen eine
Ausdunnung der Knochenbalkchen und spater das vollstandige Verschwinden der
Querverbindungen. Dies fuhrt haufig zu Einbrichen der Endplatte oder zu
Wirbelkdrperfrakturen (Hadji, 2003).

Der proximale Femur, der distale Radius sowie die Wirbelsaule gelten als primare

Lokalisationen fur solche osteoporosebedingten Frakturen (Jap et al, 2001).

2.2.4 Osteoporose beim Mann

Das klinische Bild der Osteoporose des Mannes gleicht dem der Frau. Es handelt
sich um einen systemisch verminderten Mineralgehalt des Knochens, der mit einer
gesteigerten Frakturinzidenz einhergeht (Kudlacek & Willvonseder, 2003). Es wird
zwischen einer metabolischen und einer idiopathischen Osteoporose, aber auch

zwischen einer primaren und einer sekundaren Form unterschieden.
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Im Gegensatz zur Frau, bei der man den Ausléser der postmenopausalen
Osteoporose auf einen Mangel an Ostrogenen zurlckfihren kann, ist beim Mann
keine eindeutige Usache bekannt.

Als Grundlage der Osteoporose wird das ADAM (androgen deficiency syndrome of
the aging male) - ein Syndrom mit Serumtestosteronverlust — diskutiert, was aber
noch nicht als bewiesen gilt (Kudlacek et al., 2000).

Legrand et al. (2007) hingegen vertreten die Ansicht, dass die Hauptursache fur die
Osteoporose beim Mann meist sekundar ist. Zu den Risikofaktoren zahlen Alter,
Alkoholabusus, Kortikosteroidbehandlungen, Hypogonadismus und chronische
Erkrankungen.

Unabhangig von diesen terminologischen Kategorisierungen gilt es als bewiesen,
dass die Androgenproduktion beim Mann mit zunehmenden Alter abnimmt, jedoch
kommt es hier zu keinem prompten Sistieren, wie es von der Menopause bekannt ist
(Kudlacek & Willvonseder, 2003). Der allmahlich absinkende Testosteronspiegel
weist eine Korrelation zu einem gesteigerten Frakturrisiko von Knochen auf. So
konnte eine Reduktion der Serumtestosteronkonzentration bei 20 % der Manner mit
Wirbelkorperfrakturen belegt werden. Bei Mannern, die eine Schenkelhalsfraktur
erlitten hatten, waren sogar 50 % von der reduzierten Serumtestosteronkonzentration
betroffen (Kudlacek & Willvonseder, 2003).

Stepan et al. (1989) untersuchten gesunde, per Gerichtsbeschluss kastrierte Manner
und konnten bei diesen einen enormen Knochendichteverlust im Bereich der
Wirbelsaule feststellen. Ebenso konnte der positive Effekt von Androgensubstitution
auf die Dichte der Wirbelknochen belegt werden (Kudlacek et al., 2000). Wahrend
0,3 % bis 1,2 % Reduzierung der Knochenmasse jahrlich als physiologisch
angesehen wird, betrug der Knochenmasseverlust bei diesen Mannern jahrlich 7 %
(Kudlacek & Willvonseder, 2003).

Bei der idiopathischen Osteoporose konnten beziglich des Gesamt—
Testosteronspiegels keine Unterschiede zur gesunden Vergleichsgruppe festgestellt
werden, wohl aber hinsichtlich des sex hormone binding globuline (SHBG-) Spiegels.
Mit dem enorm erhdhten SHBG-Spiegel ging ein erniedrigter Free-Androgen—Index
einher. Ebenso waren der Ostrogenspiegel und der Knochenresorptionsparameter
verandert. Wahrend Ersterer vermindert war, war Letzterer erheblich gestiegen, so

dass zwischen beiden Werten eine negative Korrelation vorlag. Auf Grund dieser
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Daten liegt die Annahme nahe, dass die geringere Bioverflgbarkeit des Testosterons
durch den gesteigerten SHBG-Spiegel bedingt ist und somit weniger Testosteron fur
die Umwandlung zum Ostradiol bereitsteht. Dies wiederum erklart den verminderten
Ostradiolspiegel, dem ein Anstieg der Osteoklasten bzw. der Knochenresorption
folgt, da die hemmende Wirkung des Ostradiols auf die Osteoklasten entfallt
(Pietschmann, 2004).

Obwohl, wie oben beschrieben, das klinische Bild der Osteoporose bei Mann und
Frau vergleichbar ist, kbnnen folgende Unterschiede festgehalten werden:

Ein wesentlicher Unterschied besteht im Zeitpunkt, zu dem die Osteoporose auftritt,
und der Pravalenz. Wahrend bei Mannern vor Erreichen des 45. Lebensjahres
haufiger Frakturen anzutreffen sind, treten sie bei Frauen in héherem Alter vermehrt
in Erscheinung. Insgesamt entsprechen die Osteoporosefalle der Manner nur
ungefahr einem Drittel der Inzidenz bei Frauen (Kudlacek & Willvonseder, 2003).
Sowohl die hohere maximale Knochendichte des Mannes, als auch der im
Gegensatz zur Frau vergleichsweise geringere Knochenmineralgehaltverlust wird als
Ursache fur die niedrigere Frakturinzidenz bei Mannern angesehen (Kudlacek &
Willvonseder, 2003).

Doch auch die Knochenqualitat spielt neben der Knochenmasse hinsichtlich der
Knochenfragilitdt eine entscheidende Rolle. Dabei sei auf die Geometrie des
Knochens hingewiesen, welche ein weiterer bestimmender Faktor der
Knochenqualitat ist. Im Vergleich zur Frau besitzen die Wirbelkdrper des Mannes
einen groleren Querschnitt. Dadurch bedingt kommt es allgemein zu weniger

Einbrichen innerhalb des Wirbels (Pietschmann et al., 2004).

2.2.5 Hypogonadismus

Fir Hypogonadismus liegt bisher noch keine allgemeingultige Definition vor
(Zitzmann & Nieschlag, 2001), es existiert jedoch ein Schwellenwert, dessen
Unterschreitung als hypogonadal bezeichnet wird. Bei diesem Schwellenwert handelt
es sich um die Testosteronkonzentration, die bei < 12 nmol/l liegen muss, um von

einem Hypogonadismus sprechen zu konnen (Kratzik et al., 2005).
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Der Altershypogonadismus wird als ein biochemisches Syndrom im fortgeschrittenen
Alter bezeichnet, was unabhangig von einer verminderten genomischen Aktivitat fir

Androgene gekennzeichnet ist (Kratzik et al., 2005).

Man unterscheidet zwischen 2zwei Formen des Hypogonadismus, dem
Altershypogonadismus und dem, der unabhangig vom Alter auftritt. In jeder
Altersstufe kann sich der mannliche Hypogonadismus manifestieren (Jockenhovel F.,
2005).

Die Auspragung der klinischen Manifestation unterscheidet sich zwischen dem
Altershypogonadismus und dem, der schon in jungen Jahren in Erscheinung tritt. Nur
beim Hypogonadismus, der in jungen Jahren eintritt, lasst sich der signifikante
somatische Charakter erkennen, der bei alteren Patienten haufig nicht auszumachen
ist. So bleibt z.B. eine stark verkleinerte Prostata, die in Folge eines
Hypogonadismus nur bei jungen Mannern zu finden ist, bei alteren Mannern aus
(Zitzmann & Nieschlag, 2005).

Mit  fortschreitendem  Alter kann beim Mann eine Abnahme der
Testosteronbiosynthese beobachtet werden, allerdings variiert diese sehr in Bezug
auf den Zeitpunkt des Beginns sowie in ihrer Dynamik und im Ausmal} (Kratzik et al.,
2005). Der Eintritt des Hypogonadismus im Alter ist nicht zwingend, denn circa 60%
der Uber 80-Jahrigen haben einen eugonadalen Testosterongehalt (Zitzmann &
Nieschlag, 2001). Momentan wird angenommen, dass mit dem Eintritt oder dem
Uberschreiten der fiinften Lebensdekade ungefdhr ein Drittel aller Manner ein
partielles Androgendefizit aufweisen (Lunglmayr, 2005).

Mdgliche Ursachen, die bei der Entstehung des Altershypogonadismus eine Rolle
spielen konnen, sind folgende: Abweichungen im Bereich der Hypothalamus-
Hypophysen-Testis-Achse und des Gesundheitszustandes, wie chronische
Erkrankungen, z.B. Leberschaden, Depressionen, Diabetes oder Neuropathien, die
eine Reduktion des Testosterongehalts um 10 % bis 15 % im Vergleich zu gesunden
Mannern bewirken kdonnen. Eine Absenkung von circa 25 % des ursprunglichen
Testosteronwertes kann auf Adipositas zurtickzufihren sein. Eine akute Erkrankung,
wie z.B. Myokardinfarkt, Operationen oder Infektionen, kann sich in einem bis zu

70 % niedrigeren Testosterongehalt manifestieren (Lunglmayr, 2005).
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Doch auch andere extragonadale Faktoren, wie bestimmte Arzneimittel, kdnnen eine
Beteiligung bei der Entstehung des Hypogonadismus haben (Kratzik et al., 2005). So
sind z.B. H2-Blocker oder Spironolacton in der Lage, Androgenrezeptoren zu
blockieren, was sowohl zu einer Beeinflussung der Androgenaktivitat als auch —
sekretion fluhren kann, wahrend unterschiedliche Sedativa den hepatischen
Steroidmetabolismus steigern und Opiate die LH-Pulsatilitat verandern kdénnen
(Zitzmann & Nieschlag, 2001).

Infolgedessen konnen vaskulare Schaden innerhalb des Hodens auftreten, die zu
einer Zirkulationsstorung der Leydig-Zellen und zu deren Reduktion flhren
(Lunglmayr, 2005).

In der Massachussetts-Male-Aging-Study (MMAS) wurde mit fortschreitendem Alter
eine Testosteronabnahme gezeigt; diese betrug jahrlich 1,6 % des
Gesamttestosterons und 2 % bis 3 % beim freien Testosteron. Im Gegensatz dazu
konnte beim sexualhormonbindenden Globulin (SHBG) und beim Luteinisierenden
Hormon ein Anstieg verzeichnet werden. Die gesteigerte Synthese des
sexualhormonbindenden Globulins flihrt zu einer vermehrten Bindung des
Testosterons im Plasma und somit zu einer Abnahme der bioverfugbaren
Testosteronfraktion. Dadurch erklart sich die Reduktion des freien Testosterons
(Kratzik et al, 2005). Dieser Vorgang wird durch eine abnehmende Freisetzung des
Insulin-like growth factor-1 (IGF-1) und der Wachstumshormone, die fur die
Inhibierung der SHBG-Produktion in den Hepatozyten verantwortlich sind, eingeleitet
(Zitzmann & Nieschlag, 2001).

2.3 Hormoneinsatz

2.3.1 Nutzen - Risiko

Der Einsatz von Hormonen zu therapeutischen Zwecken erfolgt entweder in
physiologischen oder supraphysiologischen Konzentrationen, wobei vor allem der
Einsatz in hohen Dosierungen auch nicht frei von Risiken ist.

Bei der Hormonsubstitutionstherapie der Osteoporose handelt es sich um
kombinierte Estrogen-Gestagen—Praparate (HRT), es existieren aber auch

Estrogenmonotherapien (ERT).
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Sie werden in erster Linie bei klimakterischen und urogenitalen Beschwerden
eingesetzt sowie teilweise zur Primarpravention der Osteoporose.

Auch im Bereich der Empfangnisverhutung spielen Hormone eine grof3e Rolle. Hier
werden sie in supraphysiologischen Konzentrationen zur Unterbrechnung des
Regelkreises eingesetzt.

(Zu den folgenden Kapiteln siehe Ubersichtsarbeit von Rabe et al., 2006)

2.3.2 Osteoporose

Die primar-praventive Wirkung von ERT/HRT bei Osteoporose konnte in zahlreichen
Studien belegt werden. So wurden unter Einsatz von ERT/HRT sowohl eine
Zunahme der Knochendichte wie auch eine reduzierte Frakturinzidenzrate um 30 bis
40 % nachgewiesen.

Allerdings gilt der Einsatz von Hormonen schon lange nicht mehr als erstes Mittel der
Wahl in Bezug auf die Therapieempfehlungen bei Osteporose, da eindeutig ein
gesteigertes Risiko von Brustkrebs, Thrombose wie auch von Herzinfarkt und
Schlaganfall ~ nachgewiesen  werden konnte.  Somit  gilt laut der
Arzneimittelkommission der deutschen Arzteschaft die Verwendung von

Hormonpraparaten bei der Behandlung von Osteoporose als Ausnahmefall.

Heutzutage gelten Antiosteoporotika wie Bisphosphonate (Alendronat, Risedronat),
Ostrogenrezeptor-Modulatoren (z.B. Raloxifen), Calcium und Vitamin D3 auf Grund
ihrer Wirksamkeit und ihrer Nebenwirkungsprofile als Mittel der ersten Wahl. Jedoch
sind auch diese noch nicht optimiert, da sie teilweise Hitzewallungen,
O0sophagogastrale Irritationen, Magen-Darm-Beschwerden sowie ungenlgende

Compliance hervorrufen konnen. Zusatzlich bleibt das Thromboserisiko bestehen.
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2.3.3 Mammarkarzinome

In Bezug auf ein erhodhtes Risiko eines Mammarkarzinoms unter Einfluss einer
kombinierten HRT wurde eine grof’e Anzahl von Studien durchgefuhrt, die allerdings
sehr unterschiedliche Ergebnisse aufweisen.

Bisher existieren keine Beweise dafur, dass HRT oder ERT ursachlich fur
Mammarkarzinome sind. Steroiden wird in Bezug auf Brustkrebs eher die Rolle des
Induktors als die des Promoters zugewiesen (Rabe et al., 2006).

Es konnte gezeigt werden, dass sich die Inzidenz unter HRT erhohte, jedoch nach
mehr als 5 Jahren nach Beendigung der HRT wieder verminderte.

Das bestatigt die These der Stimulation von praexistenten Karzinomen, da sonst bei
einem proliferativen Effekt das Risiko auch noch Jahre nach Beendigung der HRT
fortbestehen musste (Luzuy, 2005).

Im Gegensatz dazu belegt die Studie der Women’'s Health Initiative (WHI) bei
Einsatz einer  Hormonersatztherapie eine  erhohte  Brustkrebshaufigkeit
(Arzneimittelkommission der deutschen Arzteschaft, 2003).

Zum Abschluss ist zu bemerken, dass auch das Risiko der Krebsentstehung unter
HRT in Relation gesetzt werden muss. Eine in Lancet verotffentlichte Metaanalyse
(Luzuy, 2005) ergab bei Langzeitanwendung einer HRT eine
Brustkrebsrisikoerh6hung von 0,5 %. Die Nurses Health Study zeigte, dass mit jedem
Uber das vierzigste Lebensjahr hinausgehende Jahr, in dem die Frau in die
Menopause eintritt, ein Anstieg des Brustkrebsrisikos von 2,8 % verbunden ist
(Luzuy, 2005).

2.3.4 Kolorektale Karzinome

Kolorektale Karzinome gewinnen immer mehr an Bedeutung, da ihre Haufigkeit
innerhalb der letzten Jahre enorm zugenommen hat. Mittlerweile stellen sie nach
dem Mammakarzinom die zweithaufigste Karzinomform bei Frauen dar.

Unter HRT-Anwendung konnte eine Risikoreduzierung von 30 % fir das Auftreten
von kolorektalen Karzinomen beobachtet werden.

Bei einer Behandlung mit einem Estrogen-Monoarm hat sich eine Alterskorrelation

bezlglich des Risikos abgezeichnet: Aus bisher noch ungeklarten Griinden kam es
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bei Frauen von uUber 70 Jahren zu einem signifikanten Risikoanstieg, wahrend bei
Frauen im Alter von unter 60 Jahren eine ca. 40 %ige Risikominderung beobachtet
wurde.

Insofern kann der HRT/ERT im Einzelfall eine bemerkenswerte praventive Wirkung
zugesprochen werden, wobei die Mechanismen der Risikominderung zurzeit noch
ungeklart sind (Rabe et al., 2006).

2.3.5 Endometriumkarzinome

Das Risiko fur eine Entstehung des Endometriumkarzinoms ist sehr unterschiedlich,
je nachdem ob HRT oder ERT zur Anwendung kommt.

Bei einer ERT besteht eine immense Steigerung des Risikos fur ein Endometrium-
karzinom. Bei einer sequentiellen HRT ist ebenfalls ein erhdhtes Risiko fur die
Bildung eines estrogenabhangigen Endometriumkarzinoms nicht auszuschlieen. Im
Gegensatz dazu kann mit einer steten kombinierten HRT das Risiko reduziert werden
(Rabe et al., 2006).

2.3.6 Kardiovaskulare Erkrankungen

Koronare Herzerkrankungen stellen auch fur Frauen die haufigste Morbiditats- und
Mortalitatsursache dar. Auf Grund dessen sollte ihnen die starkste Gewichtung bei
jeglicher Therapiestellung zuteil werden (Windler et al., 2004).

Fur das Infarktrisiko konnte sowohl unter alleinigem Estrogeneinsatz wie auch bei
Kombinationen mit Gestagenen eine Reduzierung von 50 % beobachtet werden.
Sowohl einer HRT wie auch einer ERT kann eine kardiologische Primarpravention
zugeschrieben werden. Zu beachten sei allerdings, dass der Therapiebeginn in den
ersten vier Jahren nach Menopauseneintritt und moglichst vor Erreichen des 60.
Lebensjahres durchgefuhrt werden sollte, um eine Risikoreduzierung eines
Herzinfarktes zu erzielen (Rabe et al., 2006).

Langzeiteinnahmen von Hormonen koénnen eine Hypertonie induzieren. Der
Auspragungsgrad variiert von einer Blutdruckerhéhung bei 2 % bis 5 % bis hin zur

klinisch relevanten Hypertonie.
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Ebenso kommt es laut einer Studie der Women’'s Health Initiative unter
Langzeitanwendung von Hormonen zu einem eindeutig gesteigerten Risiko
kardiovaskularer Erkrankungen (Arzneimittelkommission der deutschen Arzteschaft,
2003).

2.3.7 Thromboserisiken

Bei der Anwendung von HRT/ERT besteht allgemein das Risiko einer Thrombose.
Dies ist bei oraler Applikation um das Vierfache erhdoht und bei Frauen mit
kombinierter Faktor-V- und Faktor-1I-Mutation sogar um den Faktor 25 gesteigert. In
Anbetracht dessen sollte bei Patienten mit einem sehr hohen Thromboserisiko auf
eine HRT/ERT-Therapie verzichtet werden, da diese in einem solchen Fall als
Kontraindikation anzusehen ist. Das Thromboserisiko lasst sich durch transdermale
Anwendung von Estrogen zwar verringern, jedoch nicht ganzlich vermeiden (Rabe et
al., 2006).

2.3.8 Hirninsulte

In Bezug auf Hirninsulte stellt eine HRT wie auch eine ERT ein gesteigertes Risiko
dar. Diese Risikosteigerung kann laut einer WHI-Studie (Woman’s Health Initiative)
40 % betragen, jedoch betrifft dies nur Insulte thromboembolischer Natur, nicht
jedoch die intrazerebralen oder subarachnoidalen Blutungen. Fur ischamische
Insulte fand die Nurses Health Study ebenfalls ein gesteigertes Insultrisiko heraus,
allerdings nicht bei niedriger Dosierung (0,3 mg konjugierte Estrogene).

Es ist bekannt, dass bestimmte Metalloproteinasen durch oral verabreichte
Estrogene hochreguliert werden und somit vor allem in akuten Situationen wie nach
einem kurzlich erlebten Herzinfarkt, eine Destabilisierung arteriosklerotischer

Plaques herbeifuhren konnen (Rabe et al., 2006).
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2.3.9 Gallenwegserkrankungen

Es konnte nach langerer Anwendung (ungefahr finf Jahre) einer equinen
Estrogentherapie mit MPA kombiniert eine 2 - 3fache Risikosteigerung fur
Gallensteinleiden und / oder Cholezystitis ermittelt werden.

Primar bei alteren Frauen ist auf diese Risikoerhdhung zu achten. Daher kann eine
orale HRT/ERT bei bestehender Cholezystolithiasis als relative Kontraindikation
eingestuft werden. Auf Grund dessen sollte bei einem bestehenden Risiko HRT/ERT

nur transdermal appliziert werden (Rabe et al., 2006).

2.3.10 Testosteronsubstitution bei Hypogonadismus

Die Entscheidung zur Testosteronsubstitution beim Mann hangt davon ab, ob die
Serum-Testosteron-Konzentration reduziert ist oder ob klinisch manifestierte
Symptome eines Androgenmangels vorliegen. Erst wenn eine Kombination dieser
beiden Kriterien vorliegt und eine Kontraindikation auszuschlief3en ist, wird zu einer
Testosterontherapie geraten. Unter einer Testosteronsubstitution kommt es zu einer
Muskelmassezunahme, ebenso zu einer Steigerung der fettfreien Korpermasse
(Jockenhovel & Schubert, 2003). Weitere Effekte sind ein Anstieg der Knochendichte
sowie eine Abnahme der Knochenresorptionsmarker und eine Erhohung der
Serummarker fur Osteoblastentatigkeit (Wang et al., 2003).

Hinsichtlich des Lipidprofils bewirkt sie eine Reduktion des Gesamtcholesterins,
besonders des LDL-Cholesterins, wahrend das HDL-Cholesterin unbeeinflusst bleibt.
Doch all den Vorteilen der Testosteronsubstitution steht der potentiell negative Effekt
auf die Prostata gegenuber. Bisher ist noch nicht geklart, ob Androgengaben zur
Bildung eines Prostatakarzinoms fuhren. Ebenso unklar ist die Entstehung maligner
Zellen durch Testosteronsubstitution; die Gefahr besteht eher in der Férderung der
Progression von schon vorhandenen malignen Zellen, doch auch dies ist bisher nicht
bewiesen.

Fest steht, dass Gaben von Testosteron bei Mannern mit einer verkleinerten Prostata
auf Grund von Hypogonadismus zu einer Stimulierung des Prostatawachstums

fihren.
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Als Kontraindikationen gelten ein vorhandenes Prostatakarzinom sowie eine
Polyglobulie und das Mammarkarzinom des Mannes.

Vorsicht geboten sei bei bestehender benigner Prostatahyperplasie (Jockenhdvel F.
& Schubert M., 2003).

2.4 Knochenstoffwechsel

Bei den hier aufgefuhrten Knochenparametern handelt es sich um die Knochen-
parameter, die beim Schwein reproduzierbar anwendbar waren und gezeigt haben,
dass sie den Knochenstoffwechsel der Minipigs wiederspiegeln (Babel 2007; Reif,
2007).

2.4.1 Knochenformation

Als Parameter der Knochenformation gelten folgende Knochenmarker:
Carboxyterminales Propeptid des Typ 1-Kollagens (PICP), die Gesamt-Alkalische
Phosphatase (ALP), die knochenspezifische Alkalische Phosphatase sowie

Osteonectin und Osteocalcin.

2.4.1.1 Osteocalcin

Osteocalcin ist ein Protein von 46-50 Aminosauren, dessen Bildung Vitamin K-
abhangig und durch Vitamin D stimulierbar ist.

Es wird ausschlieldlich von Osteoblasten synthetisiert und gilt daher als Marker fur
die Osteoblastenfunktion. Seine Biosynthese erfolgt durch proteolytische Abspaltung
aus einem Vorlaufermolekul (Camozzi et al., 2007). Durch eine Peptidase wird aus
dem Pra-Pro-Osteocalcin das Pro-Osteocalcin und dies wird durch anschlieRende
Entfernung des Propeptids und nachfolgender Vitamin K-abhangiger -
Carboxylierung zum bioaktiven Osteocalcin (Fournier et al., 1989; Booth et al., 2003).
Dieses wird auch Knochen-GLA-Protein genannt, da es in seiner Primarstruktur drei

y—Carboxyglutaminsaurereste (GLA) aufweist. Wahrend der Mineralisation der
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Knochenmatrix wird es von Osteoblasten synthetisiert und Uber die drei y-—
Carboxyglutaminsaurereste (GLA) in die Knochenmatrix integriert (Allen, 2003). Da
der Groliteil des Osteocalcins in die Matrix eingebaut wird, erreicht nur ein geringer
Teil den peripheren Kreislauf (Camozzi et al., 2007). Dieser geringe Anteil, der in den
Kreislauf gelangt, unterliegt einer raschen Biodegradation (Fournier et al., 1989).

Folglich messen viele mono- und polyklonale Antikorper neben dem intakten

Osteocalcin auch die Osteocalcinfragmente.

Die physiologische Bedeutung des Osteocalcins ist noch nicht eindeutig
nachgewiesen worden. Wahrend Resch & Bernecker (2004) sie in der Regulation der
Calciumhomoostase und Hemmung der Prazipitation von Calcium und Phosphat
sehen, sind andere Autoren der Ansicht, dass die Rolle des Osteocalcins in der
Regulierung des Blutzuckers liegt.

Osteocalcin weist eine Halbwertszeit von ungefahr vier Minuten auf. Es unterliegt
einer circadianen Rhythmik und wird hauptsachlich Uber die Niere ausgeschieden.
Nicht nur die circadiane Rhythmik, sondern auch andere Faktoren sind in der Lage,
eine Veranderung des Osteocalcinspiegels herbeizufihren. So lassen z.B. die
Menopause, Knochenmetastasen, Morbus Paget, Hyperthyreodismus oder renale
Osteodystrophien den Osteocalcinspiegel ansteigen. Eine orale
Antikoagulanzientherapie mit Vitamin K-Antagonisten, ein Hypothyreodismus oder
eine lange Kortikosteroid - Therapie fuhren dagegen genau zum Gegenteil (Resch &
Bernecker, 2004).

Auf Grund dessen wird Uber Osteocalcin als moglichem Parameter zur Diagnose von

Knochenerkrankungen nachgedacht.

2.4.1.2 Knochenspezifische Alkalische Phosphatase

Bei der Alkalischen Phosohatase (ALP) handelt es sich um ein membranstandiges
Enzym, das aus einer Reihe von Isoenzymen besteht, die in verschiedenen
Geweben wie Knochen, Leber und Darm nachweisbar sind.

Die Isoenzyme werden durch vier Gene kodiert. Auf Grund dessen lassen sich die

Isoenzyme in eine osteoblastenspezifische, hepatospezifische, und eine renale Form
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einteilen. Der Unterschied dieser drei Formen liegt lediglich in der Tertiarstruktur des
Proteins und dem posttranslationalen Glykosylierungsmuster (Moos, 1992).

Das osteoblastare Isoenzym ist ein Glykoprotein, das auf der Zelloberflache von
Osteoblasten vorkommt (Swaminathan, 2001) und auch als knochenspezifische
Alkalische Phosphatase (bALP) bezeichnet wird. Die bALP gilt als hochspezifischer
Marker fir die Osteoblastentatigkeit (Dresner-Pollak et al, 1996). Somit liefert ihre
Bestimmung verlassliche Aussagen bezuglich des Knochenstoffwechsels.
Erkrankungen, wie z.B. die postmenopausale Osteoporose, metastasierende
Tumore, Hyperparathyreoidismus oder Hyperthyreosen bewirken einen Anstieg der
bALP-Serumkonzentration, da sie eine gute Korrelation zur Knochendichte aufweist
(Behnke et al., 1996). So konnte Pedrazzoni et al., 1996 bei Frauen mit Osteoporose
einen signifikant hoheren bALP-Wert messen als bei etwas jungeren

postmenopausalen Frauen.

2.4.2 Knochenresorption

Zu den Markern der Knochenresorption werden Hydroxylysinglycoside, Urincalcium,

Tartratresistente saure Phosphatasen, Hydroxyprolin und Crosslaps gezahit.

2.4.2.1 Crosslaps

Bei den Crosslaps handelt es sich um carboxy-terminale Telopeptide des Kollagens
Typ |, ein niedermolekulares Peptid, das an Pyridinolin gebunden ist.

Streng genommen ist Typ |I-Kollagen in allen Geweben vorhanden, dennoch wird
primar der Abbau des Knochenkollagens anhand der Konzentration des
zirkulierenden carboxyterminalen Telopeptids wiedergegeben (Resch & Bernecker,
2004).

Crosslaps werden durch die Aktivitat von Osteoklasten beim Abbau von
Knochenmasse freigesetzt, indem die ausgereiften Matrixkollagene proteolytisch
gespalten und abgebaut werden. Somit gelangen sie in die Zirkulation und werden

nicht mehr metabolisiert.
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Die Crosslaps kénnen im Blut nachgewiesen werden. Da sie zum Teil aber auch Uber
die Niere ausgeschieden werden, ist ein Nachweis im Harn ebenfalls mdglich
(Vancata, 2002).

In der Osteoporosediagnostik sind Crosslaps fest etabliert. Die Knochenmarker
konnen nicht nur bei der Erstellung eines Osteoporose-Therapieplans helfen,
sondern auch Aussagen uber die Effizienz einer Therapie ermdglichen (Gasser,
2001).

Athletinnen leiden haufig an frihzeitiger Osteoporose; bei entsprechenden
Untersuchungen konnte z.B. ein signifikant héherer Anteil der Knochenabbaumarker
Crosslaps im Vergleich zu entsprechenden Kontrollen festgestellt werden (Herrmann
& Herrmann, 2004).

2.4.2.2 Pyridinolin und Desoxypyridinolin ( Kollagen-Crosslinks)

Als Hauptvertreter gelten Pyridinolin (PYD) und Desoxypyridinolin (DPD), die
Quervernetzungsprodukte der Kollagenketten sind und wahrend der Kollagenreifung
gebildet werden. Diese Quervernetzungsverbindungen kommen primar zwischen den
Aminosauren des helikalen Teils eines Molekuls und den Resten der amino- oder
carboxyterminalen Region eines zweiten Molekuls vor. Sie werden als Telopeptide
bezeichnet und sind fur die grof3e Stabilitat der Kollagene verantwortlich.

Durch den proteolytischen Abbau im Rahmen der Knochenresorption gelangen
Bestandteile des Matrixkollagens in die Blutzirkulation, wo sie nicht mehr
metabolisiert werden und Uber die Niere ausgeschieden werden. Dadurch ist die
Nachweismadglichkeit Uber den Urin gegeben.

Da Desoxypyridinolin hauptsachlich im Knochen nachgewiesen werden konnte,
wahrend Pyrinidolin auch im Knorpelgewebe und Bandern vorkommt, gilt
Desoxypyridinolin als Resorptionsmarker mit der hochsten Knochenspezifitat (Eyre et
al., 1984, Seibel et al., 1992).

Es konnte eine Korrelation zwischen den Kollagen-Crosslinks und der histo-
morphometrischen Auswertung bei an Osteoporose erkrankten Menschen festgestellt

werden. Es besteht eine Korrelation zwischen fortgeschrittenem Alter und der
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Ausscheidung von PYD und DPD. Bei menopausalen Frauen war ein Anstieg um 50-
100 % zu beobachten (Delmas, 1993; Seibel et al., 1993).
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3. Material und Methoden

3.1 Ziel des Versuches

Ziel dieser Studie war es erstmalig zu prifen, ob eine nichtinvasive hormonelle
Behandlung am Minipig, als ,large animal model“, in der Lage ist, hinsichtlich der
Sexualhormonproduktion die gleichen Effekte wie ein ovariektomiertes
Osteoporosemodell hervorzurufen.

Es sollte Uberpruft werden, ob die Unterdrickung der Sexualhormonproduktion zu
ahnlichen Veranderungen im Knochenstoffwechsel fuhrt, wie bei der Erkrankung
Osteoporose.

Dies konnte, bei erfolgreichem Ergebnis, als Grundlage eines nichtinvasiven
Groltiermodells flr Osteoporosestudien dienen.

Der Versuch wurde mit der Genehmigung der Regierung von Oberbayern
(Aktenzeichen: 55.2-1-54-2531-38-06) durchgeflhrt.

3.2 Versuchsdurchfiihrung

Die Versuche wurden mit 10 Dresdner Minipigs durchgefiihrt, deren Alter zu Beginn
des Versuches 31 Monate betrug. Die Dauer des Versuches umfasste 18 Wochen.
Zu Versuchsbeginn wurden die Tiere in zwei Gruppen randomisiert eingeteilt, einer
Kontrollgruppe (n=4) und einer Versuchsgruppe (n=6).

Den Tieren der Versuchsgruppe wurde dreimal subkutan ein Gonadotropin-
Releasing-Hormon (GnRH)-Analogon, mit einem Tragerprotein konjungiert, injiziert.
Als Praparat diente Improvac® (Pfizer Animal Health, Australia). Die Injektionen
erfolgten zu den Zeitpunkten Woche 0, 6 und 14.

Die Versuchsgruppe wird im folgenden Text als immunkastrierte Gruppe bezeichnet.
Die Tiere der Kontrollgruppe hingegen blieben unbehandelt und dienten als intakte
Kontrollgruppe.

Die beiden Gruppen unterschieden sich auch hinsichtlich der Calciumzufuhr. Die
Tiere der immunkastrierten Gruppe erhielten Uber die gesamte Versuchsdauer
hinweg eine Calciumversorgung, die knapp unter der Empfehlung fur Schweine lag,

wahrend die Tiere aus der Kontrollgruppe Cacium-normal versorgt wurden.
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Allen Schweinen wurden in regelmafigen Abstanden (Woche 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14
und 18) Blut entnommen und daraus Serum gewonnen. Im Serum wurde die
Konzentration von 17-B-Ostradiol sowie die Konzentrationen der biochemischen

Parameter des Knochenstoffwechsels Osteocalcin und Crosslaps bestimmt.

In Abb.2 ist der Versuchsaufbau zusammengefasst dargestellt:

Immunisierung "1 12 13
gegen GnRH l

| | | + | | | + | |

| | I | | | | | | | >
Woche 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Abbildung 2: Zeitliche Ubersicht des Versuchsablaufs. 11, 12, 13: Immunisierung
gegen GnRH.

Bestimmung der Knochenmarker: Woche 0, 2, 6, 8, 10, 12, 14, 18

Bestimmung der Ostrogene: Woche 0, 6, 12, 18

3.3 Haltung und Futterung

Die Minipigs wurden in Einzelboxen mit Sichtkontakt zum benachbarten Schwein

gehalten (,Danisches System®). Als Einstreu in den Boxen diente Stroh.

Die Futterung erfolgte zweimal taglich: Eine Ration beinhaltete 275 g pelletiertes
kommerziell hergestelltes Alleinfutter fur Minipigs (Zimmerer - Werk, Landshut) sowie
etwas Heu als zusatzliche Rohfaserquelle.

Bis auf den Calciumgehalt war die Zusammensetzung des Futters fur die Kontroll-
und Versuchsgruppe identisch. Wahrend der Calciumgehalt im Futter der
Kontrollgruppe 1,0 % betrug, lag er bei der Versuchsgruppe bei 0,7 % (siehe Tabelle
1).

Wasser stand den Tieren Uber eine Nippeltranke ad libitum zur Verfligung.
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Tabelle 1: Zusammensetzung des Alleinfutters

Kontrollgruppe Immunkastrierte Gruppe

Rp 16,3 %
Rfe 3,3 %
Rfa 14,2 %

Ra 7,8 %

P 0,7 %

Na 0,2 %

Mg 0,3 %

Ca 1,0 % 0,7 %

Zu Versuchsbegin erhielten die Tiere gegen Parasitenbefall lvomec® (lvermectin,
Merial, Hallbergmoos) subkutan.

Die Klauenpflege wurde regelmaflig mit Hilfe eines Bandschleifers und einer Zange
durchgefuhrt. Die Tiere erhielten zu diesem Zweck eine Allgemeinanasthesie, aus
einer Kombination von Ursotamin (Ketaminhydrochlorid, Firma Serumwerke,
Bernburg AG) und Stresnil (Azaperon, Firma Janssen Pharmaceutica, Beerse;
Belgien).

3.4 Applikation des Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH)-Analogons

(,, mmunkastration®)

Zu den Zeitpunkten Woche 0, 6 und 14 wurde den Tieren der Versuchsgruppe
(immunkastrierte Gruppe) ein Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH)-Analogon,
an ein Tragerprotein gebunden, injiziert (s.c.). Als Praparat diente Improvac® (Pfizer
Animal Health, Australia). Die Dosierung betrug 2ml / Tier, was im Mittel einer Dosis
von 0,05 mg Antigen pro kg Korpergewicht entspricht.

Die Tiere wurden mittels Drahtschlinge fixiert. Die erste und dritte Injektion erfolgten
subkutan in eine aufgezogene Hautfalte hinter dem Ohr, am M. brachiocephalicus.

Die zweite Injektion erfolgte auf der gegenlberliegenden Seite.
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3.5 Serumgewinnung

Um tageszeitliche Schwankungen auszuschliel3en, erfolgte die Blutabnahme immer
zur selben Uhrzeit, ntichtern um 9.00 Uhr. Die Minipigs wurden dabei mit Hilfe einer
Drahtschlinge fixiert. An der Vena jugularis dextra wurde mittels Monovetten
(Monovette®, 9 ml, der Firma Sarstedt, Nurnberg) im Durchschnitt 5 ml Blut pro Tier
entnommen, das unmittelbar zentrifugiert wurde. AnschlieBend wurde das
Uberstehende Serum abpipettiert und in Eppendorf Cups bis zur Analyse bei -80°C
tiefgefroren.

3.6 Bestimmung der Ostradiol — Konzentration

Die Bestimmung der 17-B- Ostradiolkonzentrationen erfolgte mit Hilfe des Estradiol |l
CalSets Il (Elecsys 1010, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim).

Beim Elecsys 1010 handelt es sich um ein vollautomatisches Multibatch —
Analysengerat auf Basis des elektrochemischen Lumineszenzverfahrens zur
Bestimmung immunologischer Tests.

Die auf Chemolumineszenz basierenden Reaktionen werden elektronisch initiiert und
die jeweilige Lichtemission bestimmt. Damit der Elecsys in der Lage ist, die zu
messenden Serumproben, Standards und Kontrollen zu erfassen, wurden diese in
mit Barcodes versehene Rohrchen uberflhrt.

Bevor die Messungen stattfanden, wurde der Elecsys vor jeder Inbetriebnahme
kalibriert.

Die darauf folgende Messung erfolgte vollautomatisch.
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3.7 Bestimmung des Osteocalcins

Die Bestimmung des Osteocalcins erfolgte mit Hilfe des Metra Osteocalcin
Immunoassays (Metra Osteocalcin EIA, Qudidel Corporation, San Diego, CA, USA),
der zur quantitativen Bestimmung von intaktem (De—novo-) Osteocalcin im Serum
dient.

Beim Metra Osteocalcin EIA handelt es sich um einen kompetitiven Immunoassay.
Dieser Test beruht auf Teststreifen, die mit Osteocalcin beschichtet sind, einem Anti-
Osteocalcin—Antikorper von Mausen sowie einem alkalischen Anti-Maus—IgG—
Phosphatasekonjungat und einem pNPP-(p-Nitrophenyl-Phosphat)-Substrat.

Das zu untersuchende Serum musste in einem Verhaltnis von 1: 10 mit Waschpuffer
verdinnt werden, da die Konzentration des Osteocalcins im Serum zu hoch war und
dadurch auRerhalb des Messbereiches lag.

Alle zu verwendenden Reagenzien sollten vor Testbeginn Raumtemperatur (in einem
Temperaturbereich zwischen 20 und 25 °C) haben.

Der zu verwendende Waschpuffer muss in einem Verhaltnis von 1:10 mit
entionisiertem Wasser angesetzt werden.

Zunachst wurden in die Testreihen der Mikrotiterplatte entweder jeweils 25 pl
Standardlosung, Kontrolle oder Probe pipettiert, gefolgt von je 125 pyl Anti —
Osteocalcin und flr 120 £+ 10 Minuten bei Zimmertemperatur inkubiert. Wahrend-
dessen wurde das Enzymkonjugat vorbereitet, indem alle Flaschchen des
Enzymkonjugates mit 10 ml Waschpuffer befullt wurden.

Nach der Inkubation schloss sich der nachste Waschschritt an, der mit jeweils 200 pl
Waschpuffer manuell durchgeflhrt wurde und insgesamt dreimal erfolgte.
Anschlielend wurden die Testreihen mit je 150 ul Enzymkonjugat beschichtet und flr
60 £+ 5 Minuten inkubiert.

In der Zwischenzeit wurde die Substratidbsung angesetzt (Auflosung einer
Substrattablette in der Substratpufferflasche).

Nach beendeter Inkubation wurden die Mikrotiterwells erneut gewaschen, dreimal mit
jeweils 200 ul Waschpuffer pro Well.

AnschlieRend wurden die Teststreifen mit je 150 ul Substratlésung beschichtet und
fur 35 — 40 Minuten inkubiert.

Dieser Vorgang wurde mit Hilfe der Stopplésung unterbrochen, von der jeweils 50 ul

in die Wells pipettiert wurde.
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Daraufhin folgte innerhalb von 15 Minuten die Messung der Extinktion bei 405 nm.

3.8 Bestimmung der Crosslaps

Die Bestimmung der Crosslaps erfolgte mit Hilfe eines Serum CrossLaps® ELISA
(Nordic Bioscience Diagnostics, Herlev, Danemark). Beim Serum CrossLaps® ELISA
handelt es sich um einen enzymimmunologischen Test, der zur Quantifizierung von
Abbauprodukten C-terminaler Telopeptide des Typ—1 Kollagens Verwendung findet.
Vor Beginn der Testdurchfuhrung wurde der Waschpuffer in einer Verdinnung von
1+ 50 mit destilliertem Wasser angesetzt, die Antikdrperldsung wurde ebenfalls
vorab hergestellt, indem der Peroxidase—konjugierte Antikorper, der biotinylierte
Antikorper und der Inkubationspuffer in einem Volumenverhaltnis von 1: 1: 100
angesetzt wurden.

Des Weiteren wurde darauf geachtet, dass alle Reagenzien wahrend der
Testdurchfiuhrung Raumtemperatur (18 — 22 °C) hatten.

Zu Beginn wurden die Mikrotiterwells mit jeweils 50 pyl Standard (A — F), Kontrolle
oder unbekannter Probe beschickt, anschlielend wurden jeweils 150 pul der
Antikodrperlosung dazu pipettiert. Dieses Gemisch wurde fur 120 £ 5 Minuten bei
Zimmertemperatur inkubiert.

Nach der Inkubation wurde die Mikrotiterplatte finfmal manuell mit jeweils 200 ul
Waschpuffer gewaschen.

Danach wurden jeweils 100 pl der Substratldsung zu den Teststreifen gegeben und
diese dann erneut inkubiert (15 Minuten). Anschliel3end wurden in jedes Well 100 pl
von der Stopplésung pipettiert. Innerhalb der nachsten zwei Stunden erfolgt die

Absorptionsmessung bei 450 nm mit 650 nm als Referenz.
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3.9 Statistische Auswertung

Die Auswertung der Daten wurde mit Hilfe des Mann-Whitney Rank Sum Tests des
Statistikprogramms SigmaStat, Version 3.0, Systat Software Inc., Richmond, CA,
USA, durchgefuhrt.

Es wurde jeweils der arithmetische Mittelwert (MW) zur Zusammenfassung von
Einzelwerten gebildet, sowie die Standardabweichung (SD) als Mal} fur die Streuung

der Einzelwerte berechnet.

Signifikante  Unterschiede (p<0,05) zwischen den Gruppen zu einem

Untersuchungszeitpunkt wurden mit, gekennzeichnet.
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4. Ergebnisse

4.1 Allgemeinbefinden und Gewichtsentwicklung

Das Allgemeinbefinden der Minipigs war Uber den gesamten Versuch hinweg

ungestort und als gut zu bewerten.

Ein Teil der Tiere war zwischenzeitlich von Raudemilben befallen; diese wurden mit

einer Dectomax® (Doramectin, Pfizer) Injektion i.m. (1ml flr 33 kg) behandelt.

Wahrend des gesamten Versuchszeitraums war eine leichte Gewichtszunahme zu
verzeichnen. Bei Versuchsbeginn lag das durchschnittliche Gewicht bei 36,96 kg, in
Woche 18 betrug das Durchschnittsgewicht 38,95 kg.

Aus Tabelle 2 geht die Gewichtsentwicklung beider Gruppen im Verlauf des

Versuches hervor.

Tabelle 2: Mittlere Gewichte (MW * SD) in kg der Minipigs der immunisierten Gruppe

(n=6) und der  Kontroligruppe (n=4) im  Verlauf des Versuches

Kontrollgruppe Immunisierte Gruppe
Woche _ _
(Mittelwert) (Mittelwert)
0 36, 84 + 37,08 £
18 37,91+ 39,98 +
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4.2 17--Ostradiol

Tabelle 3 sind die Konzentrationen an 17-B-Ostradiol im Serum der Einzeltiere in

beiden Gruppen im Verlauf des Versuches zu entnehmen.

Tabelle 3: 17-B-Ostradiolkonzentrationen (in pg/ml) der Einzeltiere der Kontrollgruppe
(n = 4) und der immunisierten Gruppe (n = 6) zu den Untersuchungszeitpunkten
Woche 0, 6, 12 und 18

Kontrollgruppe Immunisierte Gruppe

Woche | Tier 1 Tier2 | Tier3 | Tier4 | Tier5 | Tier 6 Tier 7 Tier8 | Tier9 | Tier10

o# 2749 | 16,47 | 19,26 | 18,97 | 54,73 | 35,08 | 25,62 | 32,43 | 34,38 | 37,01

6# 58,29 | 19,82 | 19,03 | 16,32 | 47,09 | 32,45 | 27,09 | 23,90 | 25,42 | 34,93

12 18,01 | 18,34 | 20,41 | 21,10 | 43,85 | 44,05 | 28,90 | 21,88 | 26,04 | 14,04

18 16,68 | 21,04 | 24,04 8,26 30,71 | 33,75 | 23,69 | 23,61 | 26,90 | 14,25

# : Zeitpunkte der Inmunisierung gegen GnRH mittels Improvac®

Bei den Tieren der Kontrollgruppe ist Uber den Versuchsverlauf bis auf zwei
Ausnahmen eine relativ gleichmaRige Ostradiolkonzentration im Serum zu
beobachten. Die Ausnahmen stellten zum einen Tier Nr. 1 mit einem Anstieg um
Uber 100 % in Woche 6 dar, und zum anderen Tier Nr. 4 mit einem Abfall um ca.
50 % in Woche 18.

In der immunisierten Gruppe ist bei allen Tieren bis auf ein einziges Tier zu einem
Zeitpunkt (Tier Nr. 6, Woche 12) ein kontinuierlicher Abfall der

Ostradiolkonzentrationen tiber den gesamten Versuchszeitraum zu beobachten.

In den Abbildungen 3 und 4 ist dieser Einzeltierverlauf flir die zwei Gruppen

graphisch dargestellt.
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Abbildung 3: Verlauf der 17-B -Ostradiolkonzentrationen (pg/ml) fiir die 4 Tiere der

Kontrollgruppe tber den gesamten Versuchszeitraum (Woche 0-18)
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Abbildung 4: Verlauf der 17-B-Ostradiolkonzentrationen (pg/ml) fiir die 6 Tiere der

Versuchsgruppe uber den gesamten Versuchszeitraum (Woche 0-18)
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Tabelle 4 stellt die mittleren Konzentrationen an 17-B—Ostradiol beider untersuchten

Gruppen zu den jeweiligen Messzeitpunkten dar.

Tabelle 4: Mittlere Konzentrationen der 17-g—Ostradiolwerte (MW % SD) in pg/ml im
Serum der Minipigs der immunisierten Gruppe (n=6) und der Kontrollgruppe (n=4) zu
den Zeitpunkten Woche 0, 6, 12 und 18

Woche Kontrollgruppe Immunisierte Gruppe
O# 20,55 £ 4,79 36,54 + 9,74*
6# 28,37 + 20,01 31,81 £ 8,59
12 19,47 £ 1,52 29,79 + 12,05
18 17,51 + 6,86 25,47 £ 6,8
(p<0,05)

# : Zeitpunkte der Inmunisierung gegen GnRH mittels Improvac®

Zu Beginn der Studie liegt ein signifikanter Unterschied bezlglich der Ostradiolwerte
zwischen den beiden Gruppen vor.

Im weiteren Verlauf kommt es im Gruppenmittelwert fiir Ostradiol in der
Kontrollgruppe zunachst zu einem Anstieg, der dann wieder in den Bereich des
Ausgangswertes abfallt.

In der Gruppe der immunisierten Tiere ist ein kontinuierlicher Abfall zu beobachten,
der nach 18 Wochen in einem Ostradiolwert resultiert, der um 30 % unterhalb des

Ausgangswertes liegt.

Um den Verlauf der Ostradiolkonzentration (iber den gesamten Versuchszeitraum zu
beurteilen, wurden fur beide Gruppen die sog. ,area under the curve® (AUC, Flache
unter der Kurve) berechnet, die sich aus dem Verlauf der Ostradiolkonzentration
ergibt. In Tabelle 5 sind die mittleren Werte fur die Berechnung der Flache unter der

Kurve firr Ostradiol dargestellt.
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Tabelle 5: Flache unter der Kurve (AUC) der 17-B -Ostradiolkonzentrationen im
Serum (MW £ SD) der beiden Gruppen Uber den gesamten Zeitraum der

Untersuchung (18 Wochen).

AUC von 17-B -Ostradiol in pg/ml

Kontrollgruppe 66,9+214

Immunisierte Gruppe 92,6 £24,3

Die AUC-Werte der immunisierten Gruppe liegen dabei um ca. 28 % oberhalb der
Werte der Kontrollgruppe. Dieses Ergebnis ist jedoch statistisch nicht signifikant und
sollte nicht Uberbewertet werden, da es in erster Linie den zu Beginn der
Untersuchung hdéheren Ostradiolwert der Tiere der immunisierten Gruppe

widerspiegelt.
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4.3 Osteocalcin

Tabelle 6 sind die Osteocalcinkonzentrationen im Serum der Einzeltiere in beiden

Gruppen im Verlauf des Versuches zu entnehmen.

Tabelle 6: Osteocalcinkonzentrationen (in ng/ml) der einzelnen Tiere beider Gruppen
in den Wochen 0, 2, 6, 8, 10, 12, 14 und 18

Kontrollgruppe Immunisierte Gruppe

Woche | Tier 1 Tier2 | Tier3 | Tier4 | Tier5 | Tier 6 Tier 7 Tier8 | Tier9 | Tier10

O# | 244,54 | 288,25 | 192,58 | 298,97 | 188,87 | 100,62 | 298,99 | 134,23 | 272,58 | 299,38

2 158,47 | 139,28 | 69,20 | 107,43 | 101,43 | 163,02 | 107,65 | 117,74 | 122,98 | 99,25

6# | 13857 | 118,56 | 43,79 | 126,41 | 43,90 | 113,21 | 73,42 | 83,11 | 59,27 | 69,58

8 122,1 | 105,25 | 47,94 | 121,89 | 45,30 | 73,36 | 37,33 | 79,37 | 115,18 | 112,89

10 59,8 90,20 | 41,51 | 90,96 | 298,13 | 89,16 | 61,08 | 82,78 | 83,59 | 62,24

12 128,7 | 131,46 | 129,36 | 135,85 | 138,24 | 103,01 | 118,84 | 154,19 | 165,9 | 96,71

14 # | 98,33 | 196,7 | 109,22 | 263,92 | 181,84 | 82,56 | 35,12 | 170,66 | 162,47 | 84,06

18 91,36 | 148,64 | 211,63 | 44,96 | 117,33 | 87,00 | 37,04 | 94,32 | 157,08 | 208,66

# . Zeitpunkte der Immunisierung gegen GnRH mittels Improvac®

Trotz  teilweise  erheblicher interindividueller = Schwankungen fiel die
Osteocalcinkonzentration im Serum im Schnitt bei allen Tieren innerhalb des
Versuchszeitraums von 18 Wochen auf durchschnittlich 60 % des Ausgangswertes.
Die einzige Ausnahme bildet ein Tier (Nr. 3) der Kontrollgruppe, dessen
Osteocalcinwert nach 18 Wochen oberhalb des Ausgangswertes lag.

In den Abbildungen 5 und 6 ist dieser Einzeltierverlauf flr die zwei Gruppen

graphisch dargestellt.
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Abbildung 5: Verlauf der Osteocalcinkonzentrationen (ng/ml) flr die 4 Tiere der

Kontrollgruppe tber den gesamten Versuchszeitraum (Woche 0-18)
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Abbildung 6: Verlauf der Osteocalcinkonzentrationen (ng/ml) flr die 6 Tiere der

Versuchsgruppe uber den gesamten Versuchszeitraum (Woche 0-18)
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In Tabelle 7 sind die Mittelwerte von Osteocalcin im Serum bei beiden Gruppen Uber

die gesamte Versuchsdauer wiedergegeben.

Tabelle 7: Mittlere Konzentrationen von Osteocalcin (MW * SD) in ng/ml im Serum der

Minipigs der immunisierten Gruppe (n=6) und der Kontrollgruppe (n=4) im Zeitraum

nach der Injektion des GnRF-Analogons.

e Kontroll — Immunisierte
Gruppe Gruppe
O# 256,08 +48,44 | 177,14 £ 93,79
2 118,59 £ 39,08 | 117,01 £ 19,89
6# 106,83 + 42,83 | 73,75 £ 23,51
8 99,29 + 35,13 77,24 + 32,69
10 70,62 + 24,23 82,59 + 20,42
12 131,34 + 3,23 129,4 £ 27,97
14# 167,29+ 78,29 | 119,45+ 60,15
18 124,12+ 72,07 | 116,9 £ 59,69

# : Zeitpunkte der Inmunisierung gegen GnRH mittels Improvac®

Betrachtet man die mittleren Osteocalcinkonzentrationen in beiden Gruppen, so fallt
auf, dass sich im Mittel ein fast paralleler Verlauf ergibt. Sowohl in der Kontrollgruppe
als auch in der Versuchsgruppe fallen die Werte bis zur 6. Woche ab, um danach
wieder anzusteigen, wobei es in der Kontrollgruppe zu einem starkeren Anstieg als in
der Versuchsgruppe (Woche 14) kommt. Dieser Unterschied ist jedoch zwischen den
zwei Gruppen statistisch nicht signifikant. Trotz des Anstiegs im letzen Drittel des
Untersuchungszeitraums erreichen die mittleren Osteocalcinkonzentrationen nicht

mehr das Niveau des Versuchsbeginns.

Um die Osteocalcinexpression Uber den gesamten Versuchszeitraum zu beurteilen,
wurden fur beide Gruppen die sog. ,area under the curve® (AUC, Flache unter der
Kurve) berechnet, die sich aus dem Verlauf der Osteocalcinkonzentration ergibt. In
Tabelle 8 sind die mittleren Werte fur die Berechnung der Flache unter der Kurve fur

Osteocalcin dargestellt.
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Tabelle 8: Flache unter der Kurve (AUC) der Osteocalcinkonzentrationen im Serum
(MW £ SD) der beiden Gruppen uUber den gesamten Zeitraum der Untersuchung
(18 Wochen).

AUC von Osteocalcin in ng/mi

Kontrollgruppe 884,1 £173,1

Immunisierte Gruppe 764,5 + 146,1

Bei der Betrachtung der Werte fallt auch hier wieder die relativ hohe
Standardabweichung auf, die die starke interindividuelle Streuung innerhalb der
beiden Gruppen widerspiegelt. Die AUC flir Osteocalcin lag in der Kontrollgruppe
15 % oberhalb der Konzentration in der Versuchsgruppe, jedoch ist dieser

Unterschied nicht statistisch signifikant.
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4.4 Crosslaps

Aus Tabelle 9 gehen die Crosslapskonzentrationen der Einzeltiere in beiden

Gruppen im Verlauf des Versuches hervor.

Tabelle 9: Crosslapskonzentrationen (in ng/ml) der einzelnen Tiere, aus der
Kontrollgrupppe (n = 4) und der immunisierten Gruppe (n = 6) liiber den gesamten

Versuchzeitraum (Woche 0-18)

Kontrollgruppe Immunisierte Gruppe

Woche | Tier 1 Tier 2 Tier3 | Tier4 Tier5 | Tier 6 Tier 7 Tier8 | Tier9 | Tier10

O# 0,651 | 0,676 | 0,422 | 0425 | 0,243 | 0,885 | 0,442 | 0,685 | 0,458 | 0,328

2 1,461 | 0,674 | 0,829 | 1,214 | 0,616 | 1,493 | 1,509 | 1,110 | 0,585 | 0,423

o6# 1,184 | 1,319 | 0,439 | 0,710 | 0,891 | 0,605 | 0,942 | 0,934 | 0,717 | 0,724

8 1,667 | 1,779 | 0,564 | 1,153 | 0,970 | 0,622 | 0,862 | 0,996 | 0,838 | 0,704

10 1,145 | 1,486 | 0,386 | 0,605 | 1,038 | 0,226 | 0,475 | 1,225 | 0,958 | 0,776

12 0,539 | 0,524 | 0,209 | 0,284 | 0,285 | 0,167 | 0,354 | 0,333 | 0,275 | 0,270

14# 0,622 | 0,542 | 0,289 | 0,344 | 0,426 | 0,306 | 0,419 | 0,489 | 0,607 | 0,377

18 0,380 | 0,481 | 0,148 | 0,143 | 0,177 | 0,234 | 0,374 | 0,226 | 0,288 | 0,306

# : Zeitpunkte der Inmunisierung gegen GnRH mittels Improvac®

Bei allen Tieren der beiden Gruppen kann mit Ausnahme eines Tieres (Tier Nr. 2) in
der Kontrollgruppe in den ersten zwei Wochen des Versuchs ein Anstieg der
Crosslapskonzentration im Serum beobachtet werden. Dieser Anstieg setzt sich bis
zur 8. Woche fort, wobei der Anstieg bei den Tieren der Kontrollgruppe wesentlich
deutlicher zu beobachten ist, als bei den Tieren der Versuchsgruppe. Danach folgt
ein genereller Abfall der Crosslapskonzentrationen, wobei dieser unabhangig von der
Gruppenzugehdrigkeit bei den einzelnen Tieren unterschiedlich stark ausfallt und es
bei manchen Tieren noch in der Woche 14 zu einem leichten Anstieg kommt.

In den Abbildungen 7 und 8 ist dieser Einzeltierverlauf flr die zwei Gruppen

graphisch dargestellt.
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In Tabelle 10 sind die Mittelwerte der Crosslapskonzentrationen beider Gruppen Uber

die gesamte Versuchsdauer wiedergegeben

Tabelle 10: Mittlere Konzentrationen der Crosslaps (MW % SD) in ng/ml im Serum der

Minipigs aus der immunisierten Gruppe (n=6) und der Kontrollgruppe (n=4)

Woche Kontrollgruppe Immunisierten Gruppe

O# 0,54 +0,14 0,51 +0,24

2 1,04 £ 0,36 0,96 + 0,48

6# 0,91+ 0,41 0,80+ 0,14

8 1,29 + 0,56 0,83+0,15

10 0,91+0,5 0,78 + 0,37

12 0,39+0,17 0,28 + 0,07
14# 0,45+0,16 0,44 +0,10

18 0,29+ 0,17 0,27 £ 0,07

# : Zeitpunkte der Inmunisierung gegen GnRH mittels Improvac®

Bei Betrachtung der Mittelwerte der Crosslapskonzentrationen fallt auf, dass sie in
beiden Gruppen einen nahezu vergleichbaren Verlauf Uber den gesamten
Versuchszeitraum zeigen, wobei es in der Kontrollgruppe im Gegensatz zur
Versuchsgruppe zu einem deutlichen Anstieg in der 8. Woche des Versuchs kommt.
Dieser Unterschied ist jedoch zwischen den Gruppen statistisch nicht abzusichern.

Zu Ende des Versuches (Woche 12 bis 18) sind bei beiden Gruppen Schwankungen
mit einem geringen Anstieg der Konzentrationen zu beobachten. Am Ende des
Versuchs liegen die Crosslapskonzentrationen in der Kontrollgruppe und in der
immunisierten Gruppe jeweils ca. 50 % unterhalb der Konzentrationen des

Versuchsbeginns.

Um die Crosslapsexpression Uber den gesamten Versuchszeitraum zu beurteilen,
wurden fur beide Gruppen die sog. area under the curve (AUC, Flache unter der
Kurve) berechnet, die sich aus dem Verlauf der Crosslapskonzentration ergibt. In
Tabelle 11 sind die mittleren Werte flr die Berechnung der Flache unter der Kurve flr

die Crosslaps dargestellt.
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Tabelle 11: Statistische Auswertung der Flache unter der Kurve (AUC) der

Crosslapgehalte im Serum beider Gruppen liber den gesamten Versuchsablauf hinweg

AUC von Crosslaps in ng/ml

Kontrollgruppe 54120

Immunisierte Gruppe 45+0,7

Die AUC-Werte fur die Crosslaps liegen in der Kontrollgruppe ca. 17 % oberhalb der

Werte der Versuchsgruppe, jedoch ist dieser Unterschied nicht statistisch signifikant.
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5. Diskussion

5.1 Ausgewahltes Modell

Ziel dieser Studie war es erstmals zu prifen, ob es mdglich ist, ein nichtinvasives
Grolitier-Osteoporosemodell flir den Knochenstoffwechsel zu etablieren.

Zu diesem Zweck sollte bei Minipigs, als ,large animal model®, durch eine
nichtinvasive Behandlung die Sexualhormonproduktion in dem Male unterdrickt
werden, dass es zu Veranderungen im Knochenstoffwechsel kommt, die den
Veranderungen bei der Erkrankung Osteoporose bzw. den Effekten bei
ovariektomierten Osteoporose-Modellen entsprechen. Bei erfolgreichem Ergebnis
konnte somit die Grundlage fur den Einsatz eines nichtinvasiven Groftier-
Osteoporosemodells geschaffen werden.

Neben ethischen Gilinden, aus denen ein nichtinvasives Tiermodell immer einem
invasiven Ansatz vorzuziehen ist, liegt der Hauptvorteil eines solchen moglichen
Modells im Wegfall des operativen Eingriffs. Dieser stellt nicht nur fir das Tier selbst
eine erhebliche Belastung dar, sondern kann auch mit weiteren nicht zu
vernachlassigenden Komplikationen (z.B. Narkose, Wundheilung) verbunden sein.
Um dieses Ziel zu erreichen, wurden in der vorliegenden Untersuchung die Tiere der
Versuchsgruppe dreimal gegen GnRH immunisiert. Als Praparat wurde dabei
Improvac® (Pfizer, Animal Health, Australia) verwendet. Improvac® wird in Landern
wie Australien normalerweise bei mannlichen Mastschweinen zur Unterdrickung der
LH-Freisetzung — bewirkt durch eine Blockade der GnRH-Synthese - und damit zur
Vermeidung des Geschlechtsgeruchs bei Lebensmitteln tierischen Ursprungs
verwendet.

In dieser Studie wurde Improvac® erstmals bei weiblichen Schweinen mit dem Ziel
einer Unterdrickung der Sexualhormonproduktion eingesetzt, was auf Grund einer
verhinderten FSH-Freisetzung zu einer Unterdrickung der Follikelreifung fuhren
wirde.

Die Immunisierung mit Improvac® induziert bei den mannlichen Mastschweinen eine
Immunreaktion gegen das endogene Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH), das
Uber eine Blockade der LH-Freisetzung die Hodenfunktion wund die
Testosteronsynthese steuert bzw unterdrickt. Als Antigen des Impfstoffes dient ein

synthetisch hergestelltes, verkurztes, unvollstiandiges GnRH-Analogon, das mit
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einem immunogenen Tragerprotein konjugiert ist. Das Konjugat ist ferner mit einem
Adjuvans versetzt, um die Immunogenitat zu steigern.

Die erwlnschten Folgen der Immunisierung bestehen in einer Senkung der
Testosteronsythese durch verminderte GnRH-Aktivitat. Mit dem Testosteronspiegel
sinkt auch die Konzentration von Androstenon und Skatol, den hauptsachlich flr den
Ebergeruch verantwortlichen Komponenten.

Die erste Impfung mit einer Initialdosis Improvac® hat noch keinen Einflul auf die
Hodenfunktion. Erst nach einem gewissen Zeitraum von ungefahr zwei bis drei
Wochen nach der zweiten Injektion kommt es zu einer Unterdrickung der
Hodenfunktion, die auf einer gesteigerten Antikdrperproduktion gegen GnRH beruht
und somit zu einer temporaren immunologischen Kastration fuhrt.

Da der Effekt von Improvac® erst nach der zweiten Impfung eintritt, und diese vier
bis sechs Wochen vor der Schlachtung injiziert wird, kdnnen die immunisierten
mannlichen Schweine in der Mastperiode auf Grund ihrer erhaltenen natirlichen
Stoffwechseleffizienz mit gleicher Geschwindigkeit und Wachstumsrate wie intakte
(unkastrierte) Eber zunehmen. Durch den Einsatz von Improvac® bleibt das spater
gewonnene Fleisch frei von Ebergeruch.

Gleichzeitig zeichnen sich die Schlachtkérper, im Vergleich zu den frihzeitig
chirurgisch  kastrieten  mannlichen  Schweinen, durch einen  hoheren

Magerfleischanteil und weniger Fett aus.

In der vorliegenden Studie sollte Uberpruft werden, ob die Immunisierung gegen
GnRH auch bei weiblichen Minipigs zu einer Unterdrickung der Ovarfunktion flhrt,
mit der Folge eines sogenannten ,high-turnover“-Knochenstoffwechsels, woraus ein
Verlust an Knochenmasse resultiert. Bei Osteoporose kommt es postmenopausal
- bedingt durch Ostrogenmangel - zu einem erhdhten Calcium-Verlust. Hierdurch
nimmt die PTH-Sekretion ab und infolgedessen auch die 1,25 (OH),D3 - Produktion,
was zu einer Abnahme der intestinalen Calciumabsorption und zu einem
ansteigenden Knochenverlust fiihrt. Somit fiihrt der Mangel an Ostrogenen zu einem
Knochenverlust, der durch einen gesteigerten Knochenturnover eingeleitet wird. Der
gestiegenen Knochenresorption wird keine adaquate Knochenformation zur
Kompensation entgegengesetzt (Eriksen et al., 1990), was zu einem Uberwiegen der

Knochenresorption gegenuber der Knochenformation fuhrt.
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Tritt diese Veranderung des Knochenstoffwechsels und der Knochenmasse
innerhalb eines abgrenzbaren Zeitraums und bei mehreren Tieren reproduzierbar
ein, so kann diese Methode als Grundlage zur Weiterentwicklung fur ein mogliches

Osteoporose-Groftiermodell dienen.

In dieser Untersuchung wurde der GnRH-Impfstoff (Improvac®) insgesamt dreimal
appliziert. Die Applikationen erfolgten in einem Abstand von sechs (zwischen erster
und zweiter Injektion) bzw. acht Wochen (zwischen zweiter und dritter Gabe). Bei
mannlichen Tieren wird in der Regel ein Abstand von vier Wochen zwischen der
ersten und zweiten Immunisierung gewahlt (Dunshea et al., 2001). Bei diesem
Versuch wurde das Intervall absichtlich verlangert, da Improvac® bei einem Abstand
von ungefahr 5 — 7 Wochen zwischen den einzelnen Immunisierungen eine bessere
Wirkungsentfaltung, besonders im Hinblick auf den Hormonhaushalt, aufweisen soll

(Banholzer, personliche Mitteilung).

Die Tiere der Kontrollgruppe wurden uber den gesamten Versuch hinweg Calcium-
normal versorgt, wahrend die Calciumversorgung der Versuchsgruppe knapp
unterhalb der Calciumempfehlung fir Schweine lag. Diese geringe Calciumzufuhr
sollte mdgliche Effekte am Knochen verstarken und entspricht auch der Situation der
Menopause, bei der die intestinale Calciumresorption zurickgeht (Heany et al.,
1989). Mosekilde et al. (1993) konnte bei der Untersuchung von Ovariektomie-
induzierten Abnahmen der Knochendichte feststellen, dass die Schweine, die
zusatzlich zur Ovariektomie eine restriktive Calciumfitterung aufwiesen, deutlichere
Strukturveranderungen der Knochen aufwiesen als Calcium-normalversorgte

Schweine.

5.2 Gewichtsentwicklung der Minipigs

Das Gewicht der Minipigs wurde in regelmalligen Abstanden kontrolliert, um
allgemeinen und immunisationsbedingten Gewichtsschwankungen rechtzeitig
entgegenwirken zu konnen.

Im Hinblick auf den Knochenmetabolismus wie auch auf den Hormonhaushalt ist eine

katabole Stoffwechsellage zu vermeiden, da sich Schwankungen des Gewichtes
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nicht nur auf die Knochenparameter, sondern auch auf die Hormonproduktion
auswirken kénnen und infolgedessen die Ergebnisse verfalschen kénnen. So kann
eine reduzierte Korpermasse ein Absinken der Serumdstrogenkonzentration nach
sich ziehen (Ricci et al., 2001). Doch auch Ubergewicht wirkt sich auf die 17-B-
Ostradiolkonzentration aus (Emaus et al., 2008). Ebenso veréndern sich auch
Osteocalcin und Crosslaps in Abhangigkeit zum ,body mass index“ (BMI) (Hotta et
al., 1998).

Futter stand den Tieren nicht ad libitum zur Verfugung, sondern wurde aus den oben
angefuhrten Grinden zwei Mal pro Tag in einer definierten Menge einzeln pro Tier
angeboten. So war sichergestellt, dass es zu keiner unverhaltnismaligen
Futteraufnahme und damit zu einer hohen Gewichtszunahme kommen konnte.

Das Tierkollektiv wies lediglich eine geringfugige Gewichtszunahme auf; wobei
innerhalb der zwei Gruppen keine signifikanten Gewichtsunterschiede festgestellt
werden konnten.

Auf Grund dessen ist davon auszugehen, dass gewichtsbedingte Einflusse auf den

Knochen- oder Hormonhaushalt und deren Parameter auszuschlieen sind.

Des Weiteren lasst sich daraus schlielRen, dass die Immunkastration keinen Einfluss
auf das Gewicht ausubt, da eine gleichmalige Gewichtszunahme der Kontrolltiere
wie auch der immunisierten Tiere zu verzeichnen war. Auch diesbezuglich war kein
Unterschied zwischen den beiden Tiergruppen festzustellen. Dieser Aspekt stellt
einen weiteren Vorteil gegenuber der Ovariektomie dar, da es nach einer
Ovariektomie haufig zu starken Fetteinlagerungen und damit zu ungewollten Effekten

auf den Knochenstoffwechsel kommen kann.

5.3 Hormonhaushalt

Bei diesem Versuch wurde die Bestimmung von 17-B-Ostradiol der Bestimmung von
Gesamtdstrogen vorgezogen, da die physiologische Ostrogenwirkung primar durch
dieses Derivat vermittelt wird (Weber, personliche Mitteilung). Des Weiteren korreliert
bei Frauen ein niedriger 17-B-Ostradiolserumspiegel mit einer erniedrigten

Knochenmasse (Lindsay & Cosman, 1992).
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Die Bestimmung der Ostradiolwerte aus dem Serum erfolgte automatisiert mit Hilfe
des Elecsys 1010 und des Estradiol Il CalSets Il (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim). Sie erfolgte zu den Zeitpunkten Woche 0, 6, 12 und 18 des Versuchs,
also jeweils zu den Immunisierungszeitpunkten sowie 6 Wochen nach der ersten und
8 Wochen nach der zweiten Immunisierung.

Die Anwendbarkeit der Bestimmungsmethode flir das Minipig wurde bereits durch
Babel (2007) gezeigt.

Bei Betrachtung der absoluten Werte fallt auf, dass die Gehalte in der
Versuchsgruppe deutlich oberhalb der Kontrollgruppe liegen. Diese Unterschiede
konnen jedoch zufallig durch unterschiedliche Zyklusstadien bedingt sein. Fir die
Interpretation wurden daher relative Veranderungen herangezogen. Die Mittelwerte

der beiden Gruppen sind in der nachfolgenden Abbildung dargestellt:
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Abbildung 9: Verlauf des 17-B-Ostradiols im Serum in den zwei

Untersuchungsgruppen in % des Ausgangswertes

Die Ostradiolkonzentrationen sanken nach der Immunisierung (,Immunkastration®)
kontinuierlich ab, allerdings war dieser Abfall statistisch nicht signifikant. Dies kann
einerseits auf die geringe Tierzahl (n = 6) in der Gruppe, andererseits auf die
Streuung innerhalb der Gruppe zurlckzufuhren sein. Vergleicht man diese

Ergebnisse mit denen der Kontrollgruppe, so fallt auf, dass es in der Kontrollgruppe
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im Verlauf der Untersuchung zu einem starken Anstieg in der Woche 6 und
anschliessend wieder zu einem Abfall kam. Da die Tiere der Kontrollgruppe keiner
Behandlung unterzogen wurden und circadiane Einflusse durch die Festlegung der
Blutentnahmezeitpunkte auszuschlie®en sind, muss dieser Verlauf des 17--
Ostradiols zyklusbedingt sein. In der Tat ist dieser stark erhdhte Mittelwert auf den
Messwert eines einzigen Tieres zuriuckzufluhren. Bei den drei restlichen Tieren der
Kontrollgruppe war kein vergleichbarer Anstieg zu sehen. Das Tier Nr. 1 mul} sich
daher héchstwahrscheinlich zum Messzeitpunkt kurz vorm Ostrus befunden haben.
Das Vorliegen von zyklischen Schwankungen des Ostrogens wurde auch von Chiu et
al. (1999) belegt. In der behandelten Versuchsgruppe war zu keinem Zeitpunkt ein
solcher Anstieg zu beobachten. Eine Unterdriickung der Ovarfunktion zum Zeitpunkt
der ersten Wiederholungsimmunisierung war noch nicht zu erwarten.

Der langsame und kontinuierliche Abfall der Ostrogenkonzentration konnte darauf
hindeuten, dass die wiederholte Immunisierung gegen GnRH im Rahmen des
gepruften Tiermodells erfolgreich war. Eine endglltige Aussage ist jedoch erst
moglich, wenn in weiteren Untersuchungen eine Unterdrickung des Sexualzyklus
gezeigt werden kann. Da es Uber den Versuchszeitraum zu keinem Anstieg der
Ostrogene kam, kann man davon ausgehen, dass die gewahlten Abstande fiir die
Behandlung nicht zu grol3 gewahlt waren.

Bei ovariektomierten Tieren wurde ein Abfall der 17-B-Ostradiolkonzentration um
40 % gezeigt. So sanken die Werte von 17-B-Ostradiol bei ovariohysterektomierten
Minipigs innerhalb von zwei Wochen nach der Operation um 38,5 % bzw. 6 Wochen
postoperativ um 40 % (Babel, 2007). In dem hier untersuchten Tiermodell kam es
innerhalb von 6 Wochen nach der zweiten Immunisierung zu einem Abfall der
Ostradiolkonzentration von 18 % und 12 Wochen nach der zweiten Behandlung von
30,3 % (siehe Abb. 10).

Dies spricht daflir, dass die Immunisierung im Vergleich zur Ovariohysterektomie zu

einer verzogerten und unvollstandigen Unterdriickung der Ostrogensynthese flhrt.
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Abbildung 10: Relativer Abfall der 17-B-Ostradiolkonzentrationen im Serum bei
Minipigs nach Ovariektomie (OVX) (Babel, 2007) und nach Immunisierung.

Diese Ergebnisse konnen somit als Hinweis gewertet werden, dass es durch die
sogenannte ,Immunkastration® bei weiblichen Tieren zu einer teilweisen
Unterdriickung der  Sexualhormonproduktion  (17-B-Ostradiol) kommt. Die
beobachteten Effekte sind dabei unterhalb der Effekte einer Ovariektomie
angesiedelt, die ohne langere Verzégerung bereits nach 2 Wochen auftreten. Daher
kann an dieser Stelle spekuliert werden, dass es eventuell innerhalb eines langeren
Versuchszeitraums zu starkeren Effekten auf die 17-B-Ostradiol-Konzentration
kommen wurde.

Zusammenfassend kann jedoch festgehalten werden, dass erstmals gezeigt werden
konnte, dass die Ostrogensynthese beim weiblichen Minipig durch die Immunisierung
gegen GnRH supprimiert werden kann. Ob dadurch auch andere Sexualhormone in
ihrer Bildung beeinflusst werden, kann nicht beurteilt werden.

Diese These wird auch durch eine weiterfihrende Untersuchung unserer
Arbeitsgruppe gestutzt, in der die Ovarien- und Uterusgewichte von Minipigs in einer
Untersuchung mit vergleichbarem Versuchsdesign 30 Wochen nach einer ersten
GnRH-Immunisierung (bzw 24 Wochen nach der zweiten Immunisierung, bzw 16

Wochen nach der dritten Immunisierung) bestimmt wurden. Hierbei zeigte sich, dass
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sowohl die Gewichte der Ovarien als auch der Uteri in der behandelten Gruppe
signifikant unterhalb der Gewichte der nicht behandelten Kontrollgruppe lagen

(Vogelmann, Dissertation in Vorbereitung).

5.4 Knochenstoffwechsel

5.4.1 Knochenmarkerbestimmung

Mit Hilfe der Knochenmarker kénnen die dynamischen Prozesse des
Knochenstoffwechsels beurteilt werden. ldealerweise sollte dafliir ein Resorptions-
wie auch ein Formationsmarker herangezogen werden.

In dieser Studie wurden die Konzentrationen an Osteocalcin im Serum als Parameter
der Knochenformation und an Crosslaps im Serum als Parameter der
Knochenresorption ausgewahlt. Es handelt sich bei beiden Parametern um
hochspezifische Marker des Knochenstoffwechsels (Lian & Friedman, 1978).

Zur Messung der Knochenmarker werden auf Grund ihrer leichten Handhabung und
der schnellen Ergebnisse meistens ELISAs benutzt. Der Grofteil der auf dem Markt
befindlichen Knochenmarker-Assays ist jedoch fir die Humanmedizin bestimmt. Nur
wenige dieser Assays sind fur die Anwendung bei anderen Spezies validiert. Wenn
zwischen dem Parameter des humanspezifischen Assays und dem Parameter der zu
untersuchenden Tierart eine Kreuzreaktivitat besteht, ist der humanspezifische Assay
fur die jeweilige Tierart verwendbar.

Die Bestimmung des Osteocalcingehaltes aus dem Serum der Minipigs wurde mit
dem ELISA ,Metra Osteocalcin Immunoassay“ der Firma Quidel Corporation, San
Diego, USA, durchgefuhrt. Die Bestimmung der Crosslaps-Konzentration erfolgte mit
dem ELISA ,Crosslaps® der Firma Nordic Bioscience Diagnostics, Herlev, Danemark.
Fur beide Assays konnte eine Kreuzreaktivitat zum Schwein nachgewiesen werden
(Allen, 2003).

Die Anwendbarkeit fur Schweine wurde fur beide Parameter bereits durch unsere
Arbeitsgruppe gezeigt (Babel, 2007).

Direkt nach der Serumgewinnung wurde das Serum tiefgefroren und bis zur
Bestimmung bei -80 °C gelagert, um eine Degradation des Osteocalcins zu
vermeiden, da bereits wahrend der Lagerung bei Raumtemperatur 50 % bis 70 % der

Immunoreaktivitat verloren gehen (Blumsohn et al., 1995).
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Somit kann davon ausgegangen werden, dass die ausgewahlten Parameter fur die
Beurteilung des Knochenstoffwechsels beim Schwein geeignet und aussagekraftig

sind.

5.4.2 Verlauf der Knochenmarker

Parameter des Knochenstoffwechsels unterliegen sowohl circadianen als auch
zyklusbedingten Schwankungen. Diese Tatsache kann leicht am Beispiel des
Osteocalcins gezeigt werden.

So konnten Tsutsumi et al. (2004) zeigen, dass Osteocalcin auch bei Minipigs
tageszeitlichen Schwankungen unterliegt. Osteocalcin unterliegt aber nicht nur
circadianen Rhythmen, sondern wird auch durch den Sexualzyklus beeinflusst.
Hotchkiss und Brommage (2000) untersuchten den Menstrualzyklus bei Primaten am
Beispiel der Javaneraffen (Cynomolgen) hinsichtlich eventueller Veranderungen im
Knochenstoffwechsel und konnten signifikante Schwankungen von Osteocalcin
wahrend des Sexualzyklus nachweisen. Die hochsten Osteocalcinwerte wurden
wahrend der Lutealphase erreicht und spiegeln dort die gesteigerte
Osteoblastenaktivitat wider (Nielsen et al., 1990).

Um circadiane Schwankungen innerhalb der Messwerte bei den verwendeten
Parametern auszuschliel3en, erfolgte die Serumgewinnung Uber den gesamten
Versuchszeitraum immer zur gleichen Uhrzeit.

Da es aus versuchstechnischen Grinden nicht moglich war, die Tiere vor
Studienbeginn zu synchronisieren, muss bei der Interpretation der Ergebnisse der
beiden Parameter des Knochenstoffwechsels ein eventueller Einfluss des

Sexualzyklus berucksichtigt werden.

Betrachtet man Osteoporosemodelle, bei denen die Tiere einer Ovariektomie
unterzogen wurden, so kommt es sowohl bei den sogenannten ,small animal models*
als auch bei den sogenannten ,large animal models“ innerhalb weniger Wochen
infolge fehlender Ovarfunktion zu einem ,high-turnover‘-Knochenstoffwechsel.
Wahrend dieses stark erhohten Knochenturnovers konnen sowohl stark erhohte
Konzentrationen fur Parameter sowohl der Knochenformation als auch der

Knochenresorption gemessen werden. So kommt es bei ovariektomierten Ratten
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bereits nach 4 Wochen zu einem signifikant erhdhten Knochenstoffwechsel (Birner,
1995) und bei ovariektomierten Minipigs unter restriktiver Calciumgabe nach 3
Monaten zu einem Anstieg der Knochenresorption (Scholz-Ahrens et al., 1996).
Bezieht man diese Ergebnisse von ovariektomierten Tieren in die Interpretation der
Ergebnisse der vorliegenden Studie ein, so misste man erwarten, dass es bei
erfolgreicher Unterdrickung der Sexualhormonproduktion und erwartetem Effekt auf
den Knochenstoffwechsel innerhalb des Untersuchungszeitraums zu einem
deutlichen Anstieg der Knochenresorption (Anstieg der Crosslaps-Konzentration) und
infolgedessen zu einem deutlichen Anstieg der Knochenformation (Anstieg der
Osteocalcin-Konzentration) kommen sollte. Die Calcium-restriktive Futterung sollte
einen solchen Effekt zusatzlich verstarken. Da die fur den Umbau des Skeletts zur
Verfligung stehende Menge an Calcium in erster Linie aus der oralen Zufuhr und
damit der intestinalen Calciumresorption resultiert, kann eine unzureichende
Calciumzufuhr negative Effekte am Knochen unterstitzen (Sebastian et al., 1994).
Bei Betrachtung der Ergebnisse flr Crosslaps und Osteocalcin kann festgestellt
werden, dass die Konzentrationen beider Parameter sowohl in der Kontrollgruppe als
auch in der immunkastrierten Gruppe einen vergleichbaren Verlauf zeigen (siehe
Abb. 11 und 12).

Der Verlauf beider Marker ist in der Kontrollgruppe - wie bereits dargestellt -
wahrscheinlich zyklusabhangig. Da der Verlauf in der immunkastrierten Gruppe fast
identisch ist, muss auch in dieser Gruppe davon ausgegangen werden, dass es
wahrend des Untersuchungszeitraums von 18 Wochen noch zu keiner
ausreichenden Unterdriickung der Sexualhormone gekommen ist. So nimmt die
Konzentration an 17-B-Ostradiol (iber den Untersuchungszeitraum nur langsam ab.
Somit muss festgehalten werden, dass die durch die Immunkastration erzielten
Effekte im Hormonhaushalt noch keine ausreichenden Wirkungen erzielen kénnen,
die mit einem ,high-turnover‘-Knochenstoffwechsel nach Ovariektomie vergleichbar

sind.
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Abbildung 11: Verlauf der mittleren Crosslaps-Konzentration im Serum (MW + SD) in
ng/ml  Serum in beiden Untersuchungsgruppen Uber den gesamten
Versuchszeitraum von 18 Wochen
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Abbildung 12: Verlauf der mittleren Osteocalcin-Konzentration im Serum (MW + SD)
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in ng/ml Serum in beiden Untersuchungsgruppen Uber den gesamten

Versuchszeitraum von 18 Wochen.

Allerdings ist hinsichtlich der Knochenresorption zu beobachten, dass es bei hoherer
Ostradiolkonzentration bei einem Tier in der Kontrollgruppe zu einem Peak der
Crosslapskonzentration kam (Woche 8). In der immunkastrierten Gruppe lag zu
diesem Zeitpunkt die Ostradiolkonzentration zwar noch innerhalb der erwarteten
Schwankungsbreite, jedoch weit unterhalb des Gehalts in der Kontrollgruppe, und
auch die Crosslapskonzentration im Serum lag in der immunkastrierten Gruppe
deutlich niedriger als in der Kontrollgruppe. Somit kann spekuliert werden, dass
zumindest ein gewisser Zusammenhang zwischen Ostradiolkonzentration und
Knochenresorption besteht, der allerdings zu keinem Zeitpunkt zu einem ,high-
turnover“-Knochenstoffwechsel fuhrt.

Die teilweise sehr hohe interindividuelle Streuung bei beiden untersuchten
Parametern zu den einzelnen Messzeitpunkten durfte darauf zurlckzufihren sein,
dass der Zyklusverlauf der Tiere nicht synchronisiert war, und somit sicherlich

Verschiebungen des Zyklusverlaufs zwischen den einzelnen Tieren bestanden.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass es innerhalb des gewahlten
Untersuchungszeitraums weder durch die calciumrestriktive Futterung noch durch die
GnRH-Immunisierung zu Effekten im Knochenstoffwechsel kam, die mit den Effekten
eines Ovariektomie-Modells zu vergleichen waren. Dies koénnte darauf
zurtckzufihren sein, dass durch die GnRH-Immunisierung keine Effekte am
Knochen zu erzielen sind. Aufgrund der dargestellten Ergebnisse ist es jedoch als
wahrscheinlicher anzusehen, dass es durch die GnRH-Applikation zwar zu einer
Unterdriickung der Ostradiolsynthese kommt, diese innerhalb des gewahliten
Untersuchungszeitraums jedoch nicht das Ausmal} zeigt, um Veranderungen am
Knochenstoffwechsel auszulosen.

Somit kann spekuliert werden, dass die Immunisierung gegen GnRH
(Immunkastration) durchaus eine Maoglichkeit darstellt, bei weiblichen Minipigs die
Ostrogenproduktion zu unterdriicken, jedoch musste fir mogliche Effekte im
Knochenstoffwechsel und damit eventuell auch am Knochen ein langerer

Untersuchungszeitraum gewahlt werden.
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6. Zusammenfassung

Tiermodelle sind trotz der standigen Weiterentwicklung von in vitro Untersuchungs-
verfahren in der medizinischen Forschung gegenwartig noch immer unerlasslich. So
ist z.B. in der Osteoporoseforschung die Prifung von neuen Therapeutika an einem
sogenannte Kleintier- sowie Groltiermodell durch die FDA (Food and Drug
Administration) vorgeschrieben. Die Tiermodelle beruhen dabei auf dem operativen
Eingriff einer Ovariektomie bzw. Ovariohysterektomie. Durch den dadurch erzeugten
Mangel an  Sexualhormonen kommt es zur Beeintrachtigung des
Knochenstoffwechsels, die zu osteoporotischen Veranderungen am Knochen flhrt.
Nicht nur aus ethischen Gesichtspunkten sollte aber versucht werden, den Einsatz
solcher invasiver Eingriffe zu minimieren.

Ziel dieser Arbeit war es daher erstmals, die Machbarkeit eines nichtinvasiven
Grolitier-Osteoporosemodells am Beispiel des weiblichen Minipigs fur den
Knochenstoffwechsel zu prifen.

Die Untersuchung wurde Uber einen Zeitraum von 18 Wochen an zehn weiblichen
Dresdner Minipigs durchgefuhrt, wobei vier Tiere als intakte Kontrollgruppe dienten
und sechs Tiere die Versuchsgruppe darstellten. Die Tiere der Versuchsgruppe
wurden dreimal (in Woche 0, 6 und 14) mit einem Impfstoff gegen GnRH
(Improvac®) immunisiert. Durch diese Behandlung sollte eine immunologische
Suppression von FSH und somit auch der ovarielle Ostrogensythese hervorgerufen
werden (,Immunkastration“). Dadurch sollten vergleichbare Veranderungen im
Knochenstoffwechsel ausgeldst werden, wie sie bei einem invasiven Eingriff der
Ovariektomie bzw. Ovariohysterektomie erfolgen. Um mogliche Auswirkungen auf
den Knochenstoffwechsel zu verstarken, erhielten die Tiere der Versuchsgruppe im
Gegensatz zu den Tieren der Kontrollgruppe eine Calcium-restriktive Futterung.
Anhand von Serumparametern wurde dabei sowohl der Einfluss auf den
Hormonhaushalt als auch auf den Knochenstoffwechsel Uberprift. Als Parameter
wurden 17-B-Ostradiol sowie Crosslaps (Marker der Knochenresorption) und
Osteocalcin (Marker der Knochenformation) in regelmafigen Abstanden bestimmit.
Wahrend des Untersuchungszeitraums fiel die Ostrogenkonzentration in der
Versuchsgruppe kontinuierlich um 30% ab, wahrend sie in der Kontrollgruppe den
naturlichen zyklusbedingten Schwankungen unterlegen war. Dies lasst auf eine

Unterdriickung der Ostrogensynthese durch die GnRH-Immunisierung schlieRRen.
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Sowohl der Verlauf der Crosslaps- als auch der Osteocalcin-Konzentration ergab
keinen Unterschied zwischen dem Knochenstoffwechsel der Tiere in der Versuchs-
bzw. Kontrollgruppe. Somit konnten im Untersuchungszeitraum weder durch die
Immunkastration noch durch die Calcium-restriktive Futterung madgliche Effekte auf
den Knochenstoffwechsel erzielt werden.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Immunisierung gegen GnRH
durchaus eine MOoglichkeit darstellt, bei weiblichen Minipigs die Ovarfunktion auf
einem nichtinvasiven Weg zu unterdriicken. Fiir die Uberpriifung méglicher Effekte
auf den Knochenstoffwechsel musste ein langerer Untersuchungszeitraum gewahlt

werden.
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7. Summary

Anne Frohlke
.Investigations on the bone metabolism in immunocastrated minipigs -

A pilot study for the evaluation of a non-invasive osteoporosis model“

Regardless the continuous ongoing development of in-vitro test models, animal
models are still indispensable in medicinal research. Within the frame of the
osteoporosis research the FDA (Food and Drug Administration) prescribes that new
therapeutic drugs need to be tested in a so-called small animal model and
additionally in a large animal model. The respective animal models are based on
surgical intervention, i.e. ovarectomy or ovariohysterectomy, respectively. The
resulting lack of sexual hormones leads to a lapse of bone metabolism which
produces osteoporotic changes at the bone. However, not only under ethical aspects

all attempts should be made to minimise the use of such invasive interventions.

It was therefore the aim of the present thesis to investigate for the first time the
feasibility of the use of a non-invasive large animal osteoporosis model for the bone
metabolism based on female minipigs. The investigation was carried out over a
period of 18 weeks enrolling 10 female Dresden Minipigs, whereas 4 animals served
as intact control group and 6 animals as test group. The animals of the test group
received at 3 time points (week 0, 6 and 14) a subcutaneous injection of a
Gonadotropine Releasing Factor (GnRF-Analogon) conjugated with a carrier protein.
This treatment aimed to produce an immunological suppression of the production of
sexual hormones (immunocastration), which can produce changes in bone
metabolism comparable to the results of the invasive intervention of ovarectomy or
ovariohysterectomy, respectively. To reinforce potential effects, the animals of the
test group received — in comparison to the animals of the control group — a calcium

restrictive nutrition.

Based on serum parameters the influence on both the hormonal balance and the
bone metabolism has been investigated. The parameters 17 B-estradiol as well as
crosslaps (marker for bone resorption) and osteocalcine (marker for bone formation)
were determined in regular intervals. During the investigational period 17 B-estradiol
continuously decreased in the test group by 30 %, whereas this parameter was only

subject to physiological cycle-related changes in the animals of the control group. It
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could therefore be shown, that the immunocastration has an impact on the balance of
sexual hormones of the animals, which was however - due the only small number of
animals - not statistically significant. The course of concentrations of both crosslaps
and osteocalcine did not reveal differences between the bone metabolism of the
animals in the test group and those of the control group, respectively. Consequently
effects on the bone metabolism could - under the chosen conditions - neither be

produced by the immuno-castration nor by the calcium restrictive nutrition.

In conclusion it can be stated, that the administration of GnRF analogues (immuno-
castration) can be considered a principal option to suppress the production of sexual
hormones in female minipigs by non-invasive methods, however a longer
investigational period should be chosen to investigate potential effects on bone

metabolism and consequently also on the bone.
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