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Einleitung

1. Einleitung

Osteoporose, eine der haufigsten Knochenstoffwechselerkrankungen, ist als eine
systemische Erkrankung definiert, die durch eine reduzierte Knochenmasse sowie einer
Beeintrachtigung der Mikroarchitektur des Knochengewebes charakterisiert ist und in
Folge mit einer erhéhten Knochenbriichigkeit sowie einem gesteigerten Frakturrisiko
einhergeht (Consensus Development Conference, 1993). Seit 1994 ist es durch die US
Food and Drug Administration vorgeschrieben, dass neue Therapieansatze zur
Behandlung der Osteoporose zunachst am Tiermodell der Ratte sowie an einem

ausgereiften GroBtiermodell untersucht werden.

Das klassische Tiermodell fir die Untersuchung des Knochenstoffwechsels stellt die
durch Ovariektomie induzierte Osteopenie beim Kleintier (Maus, Ratte) sowie beim
GroBtier (Affe, Hund, Schaf, Minipig) dar. Die Nachteile der ovariektomierten
Tiermodelle sind, neben der Begrenzung auf weibliche Tiere, zum einen der invasive
Eingriff der Ovariektomie, zum anderen die alleinige Untersuchung der Ostrogenwirkung

auf den Knochenstoffwechsel.

Ein groBer Vorteil des transgenen Tiermodells gegeniber den ovariektomierten
Modellen besteht darin, dass die Auswirkung eines Faktors durch die gezielte
Uberexpression bzw. Ausschaltung eines bestimmten Gens untersucht werden kann. Im
Jahr 2002 gelang es, das Maus-Genom vollstandig zu entschllisseln und somit einen
direkten Vergleich mit dem menschlichen Genom aufzusstellen. Da das Genom von
Mensch und Maus zu etwa 99% Ubereinstimmt, lassen sich wissenschaftliche
Erkenntnisse, die an Mausen gewonnen wurden, relativ gut auf den Menschen

Ubertragen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, im Rahmen zweier Versuche die Wirkung von
Wachstumshormon (Versuch 1) und Insulin-ahnlichen-Bindungsprotein-2 (Versuch 2)
auf die Knochenresorption anhand des transgenen Tiermodells Maus zu untersuchen.

Dabei sollte durch die Analyse der Knochenresorptionsmarker Pyridinolin und

10
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Desoxypyridinolin im Urin die Anderungen des Knochenstoffwechsels auf nichtinvasive
Weise untersucht werden. In Versuch 1 sollte dabei vor allem der Verlauf der
Resorptionsmarker im Urin  wahrend unterschiedlicher Entwicklungsstadien in
Verbindung mit der, an der Anatomischen Anstalt der Ludwig-Maximilians-Universitat
gemessenen, Knochendichte beurteilt werden. In Versuch 2 sollte ausschlieBlich in der
18. Lebenswoche die Auswirkung der Insulin-dhnlichen-Bindungsprotein-2-
Uberexpression auf die Knochenresorption in An- und Abwesenheit einer

Wachstumshormon-Uberexpression untersucht werden.
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2. Literaturiubersicht

2.1 Geschichtlicher Riickblick

In den Anfangen der Erforschung der Hypophyse gab es verschiedenste Denkansatze.
100 Jahre v. Chr. beschrieb Galen von Pergamon als erster das Vorhandensein der
Hypophyse und nahm an, dass ihre Funktion die Filtration eines vom Gehirn
produzierten mukdsen Sekretes sei, das anschlieBend in den Nasophyrynx sezerniert
wird. 1663 hielt Piccolhomini die Hypophyse fiir den wichtigen Verschluss des

Infundibulums, um ein Entweichen des Lebensgeistes zu verhindern (Collip, 1999).

Der Zusammenhang zwischen Hypophyse und Wachstum wurde deutlich, als man
erkannte, dass Patienten mit Riesenwuchs Hypophysentumore aufweisen. 1864
berichtet Verga von einer Patientin mit typischen Symptomen, wie Hypertrophie der
Hande, FliBe und des Gesichtes. Im weiteren Krankheitsverlauf entwickelte sie
Arrhytmien und Arthropathien. Nach ihrem Tod stellte er bei der Obduktion eine starke
VergroBerung der Hypophyse fest (Verga 1864). 1886 beschrieb Pierre Marie eine
Erkrankung der Hypophyse, die mit Organomegalie und Veranderungen an den Akren
einhergeht, wobei er unsicher war, ob die VergréBerung der Hypophyse die Ursache
oder eine Folge der Akromegalie war (Marie, 1886). Massalongo und Benda waren 1892
und 1900 die ersten, welche die Verdnderungen der Hypophyse als Ursache fir ein

Entstehen der Akromegalie erklarten (Lane und Law, 2001).

Mit der Durchfiihrung der ersten Hypophysektomie gelang 1886 Sir Victor Horsley ein
groBer Schritt in der Erforschung der Hypophyse. Da die Versuchstiere diese Operation
nicht Gberlebten, galt die Hypophyse als lebensnotwendiges Organ (Bied! et al., 1897).
Mit verbesserten chirurgischen Methoden und einer besseren medizinischen Versorgung
fuhrte Aschner 1909 die ersten erfolgreichen Hypophysektomien bei Hunden durch. Er
beobachtete daraufhin nicht nur einen Wachstumsstillstand, sondern auch eine massive
Fetteinlagerung im Koérper dieser Tiere (Aschner, 1912). Cushing erreichte 1909 einen
groBen Erfolg in der Erforschung und der Therapie der Akromegalie, indem er eine
12
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partielle Hypophysektomie durchflihrte und anschlieBend eine schnelle Besserung der

Symptome beobachten konnte (Cushing, 1909).

Anfang der zwanziger Jahre zlichteten Evans und Long Riesenratten, indem sie
normalwlichsigen Ratten Extrakt aus Rinderhypophysen injizierten (Evans und Long
1921). In den flnfziger Jahren konnte man eine Speziesspezifitat des
Wachstumshormons nachweisen, als man bei der Injektion von Extrakten aus
Fischhypophysen bei Fischen, jedoch nicht bei Ratten, eine Wachstumssteigerung
feststellen konnte (Wilhelmi, 1959). Praparate aus Schweine- und Rinderhypophysen
waren bei Affen unwirksam, Extrakte aus Affenhypophysen dagegen erreichten eine
Wachstumssteigerung. Hypophysenextrakte hoherer Sdugetiere wirken bei niederen
Saugetieren, jedoch nicht umgekehrt. 1951 gelang es erstmals Wachstumshormon aus
den Hypophysen verstorbener Menschen zu isolieren, um es anschlieBend erfolgreich
bei zwergwichsigen Kindern zur Wachstumssteigerung einzusetzen, bis dies 1985
weltweit aufgrund der hohen Infektionsgefahr verboten wurde (Raben und
Westermeyer, 1951). Seit Dezember 1985 wird Wachstumshormon gentechnologisch

hergestellt.

2.2 Struktur und Wirkungsweise des Wachstumshormons

2.2.1 Struktur

Das Wachstumshormon (growth hormone: GH), auch Somatotropin genannt, ist ein
Peptidhormon, das in den somatotropen Zellen des Hypophysenvorderlappens
synthetisiert und von dort ins Blut sezerniert wird. Es existieren zwei aktive Formen des
Wachstumshormons, die sich in der Anzahl der Aminosauren und im Molekulargewicht
unterscheiden. Die mit einem Anteil von ungefahr 90% vorherrschende Variante
besteht aus 191 Aminosduren und besitzt ein Molekulargewicht von 22 kDa, wahrend
die zweite Form mit 176 Aminosauren ein Molekulargewicht von 20 kDa hat (Goodman
et al., 1991). Die Struktur beider Formen weist zwei Disulfidbriicken auf (Abbildung 1),

13
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durch die die Aminosaurenkette des Hormons in zwei Schleifen gelegt ist (Li und
Graf,1974).

s o
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Abbildung 1: Die Aminosdurenkette des Wachstumshormons

2.2.2 Physiologische Effekte des Wachstumshormons auf den

Stoffwechsel

Das Wachstumshormon kontrolliert eine Vielzahl verschiedener Stoffwechselvorgange
und hat einen direkten Einfluss auf Wachstum und Differenzierung von Zellen. Protein-,
Fett- und Kohlenhydratstoffwechsel werden durch die sowohl anabole als auch katabole
Wirkungsweise des Wachstumshormons beeinflusst. GemaB der sogenannten
Somatomedin-Hypothese (Kapitel 2.3.2.2) werden die Zielzellen nicht ausschlieBlich
direkt durch das Wachstumshormon, sondern auch indirekt durch Insulin-dhnliche-

Wachstumsfaktoren (Somatomedine: IGF-I und IGF-II) beeinflusst. So wird auch die

14
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wohl bekannteste Wirkung des Wachstumshormons, die Steuerung des postnatalen

Kdérperwachstums, tber die Stimulierung der IGF-I-Synthese in der Leber geregelt.

In erster Linie ist das Wachstumshormon ein Hormon mit einer anabolen Wirkung, das
neben dem Knochenwachstum u.a. die Proteinsynthese im Muskel und somit das
Muskelwachstum stimuliert. Die katabole Wirkungsweise betrifft neben dem
Fettstoffwechsel, der mit gesteigerter Lipolyse und damit einhergehender Erhéhung der
freien Fettsauren reagiert, auch den Kohlenhydratstoffwechsel (Tabelle 1). Die Effekte
auf den Glukosestoffwechsel sind abhdangig von der Dauer der Einwirkung. Kurzfristig
bewirkt das Wachstumshormon eine vermehrte Glukoseaufnahme in der Zelle (Insulin-
ahnliche Wirkung), bei lang anhaltender Erh6hung des Hormons dagegen wird die
Aufnahme von Glukose, als auch die Gluconeogenese in der Leber gehemmt (Insulin-
antagonistische Wirkung) und gleichzeitig die Insulin Synthese im Pankreas stimuliert.
Die Folge sind ein erhdhter Glukose- und Insulinspiegel im Blut, so dass es im Laufe
einer Akromegalie oder einer GH-Therapie zu einer Hyperglykamie aufgrund steigender

Insulinresistenz kommen kann (MacGorman et al., 1981; Rosenfeld et al., 1982).

Tabelle 1: Auswirkungen des Wachstumshormons auf den Stoffwechsel

Stoffwechsel Wirkweise Wirkung

Proliferation von Chondrozyten,

Knochenstoffwechsel anabol Osteoblasten und Osteoklasten

gesteigerte Protein-Synthese,
Proteinstoffwechsel anabol erhdhte Aminosaureaufnahme,
verzdgerte Oxidation von Proteinen

gesteigerte Fettverbrennung,
Fettstoffwechsel katabol Freisetzung von Triglyzeriden aus
den Fettzellen

kurzfristig erhéhte Glukose-
aufnahme (insulin-ahnlich),
Kohlenhydratstoffwechsel katabol langfristig Insulin-antagonistische
Wirkung: Erhéhung der Blutglukose-
Konzentration

15
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2.3 Die Regulation des Wachstumshormons

2.3.1 Die Hypothalamus-Hypophysen-Achse

2.3.1.1 Anatomie des Hypothalamus und der Hypophyse

Das Zwischenhirn (Diencephalon) der Saugetiere und des Menschen besteht aus
Hypothalamus, Epithalamus, Thalamus und Metathalamus. Der Hypothalamus bildet
den Boden des Zwischenhirns und geht trichterférmig in den Hypophysenstiel Uber,

welcher die Verbindung zur Hypophyse (Hirnanhangsdriise) darstellt.

Die Hypophyse setzt sich aus Vorderlappen (Adenohypophyse), dem dazugehorigen
Mittellappen und einem Hinterlappen (Neurohypophyse) zusammen. Sie liegt in der
Fossa interpenducularis zwischen dem Chiasma opticum und dem Corpus mamillare
ventral am Diencephalon. Am Hypophysenstiel befindet sich die Neurohypophyse als
neurale Ausstllpung des Hypothalamus. Rostral der Neurohypophyse schlieBt sich die

Adenohypophyse an.

Hypothalamus und Hypophyse stehen Uber Pfordadersystem in Verbindung, das sich
aus zwei hintereinander geschalteten Kapillarsystemen zusammensetzt. Uber dieses
System gelangen die im Hypothalamus produzierten Hormone zur Adenohypophyse.
Der Transport zur Neurohypophyse dagegen erfolgt intraaxonal.

Histologisch kann man die Drisenzellen der Adenohypophyse in drei verschiedene
Typen unterscheiden: acidophile, basophile und chromophobe Zellen. Die Synthese der
verschiedenen Hypophysen-Hormone kann zum Teil den einzelnen Zelltypen zugeordnet
werden, wobei das Wachstumshormon hauptsachlich von den acidophilen Zellen

synthetisiert wird.

16
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2.3.1.2 Die Hypothalamus-Hypophysen-Achse

Das Hypothalamus-Hypophysen-System (Abbildung 2) ist ein komplexer Regelkreis von
Hormonen, dem nahezu alle endokrinen Driisen des Korpers untergeordnet sind. Der
Hypothalamus, der als Teil des Zwischenhirns direkt durch das ZNS gesteuert wird,

produziert in den neurosekretorischen Zellen zwei Hormon-Arten.

Es handelt sich dabei zum einen um die beiden Hormone ADH (Antidiuretisches
Hormon) und Oxytozin, die intraaxonal Uber Nervenzellfortsatze direkt zum
Hypophysen-Hinterlappen transportiert, dort gespeichert und bei Bedarf ans Blut
abgegeben werden. Zum anderen werden im Hypothalamus sog. glandotrope
Releasing- (Liberine), bzw. Release-Inhibitin-Hormone (Statine) gebildet, die Gber die

Blutkapillaren des vendsen Pfordadersystems zum Hypophysenvorderlappen gelangen.

Keme
N. supraopticus

grofizellige
N. paraventricularis

Hypothalamus

Zweites £
Kapillar- ~
gystem

Tropine o . Neurohypophyse,
STH HHL

Adenohypophyse,
HVL

Abbildung 2: Das Hypophysen-Hypothalamus-System
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Zu der Gruppe der Liberine (Tabelle 2) zéhlen neben dem Growth-Hormon-Releasing-
Hormon (GRH), das Corticotropin-Releasing-Hormon (CRH), das Gonadotropin-
Releasing-Hormon (GnRH), das Melatonin-stimulierende-Hormon-Releasing-Hormon
(MRH) sowie das Thyreotropin-Releasing-Hormon(TRH). Die Gruppe der Statine
(Tabelle 3) wird gebildet aus dem Growth-Hormon-Inhibiting-Hormon (GHIH) und dem

Prolaktin-Inhibiting-Hormon (Dopamin).

Die Liberine und Statine gelangen Uber Kapillaren des vendsen Pfortadersystems zur
Adenohypophyse. Uber kurze Axone werden sie an das erste Kapillarsystem abgegeben

und gelangen mit dem Blut zum Kapillarsystem des Hypophysen-Vorderlappens.

In der Adenohypophyse binden Liberine und Statine an Oberflachenrezeptoren der
hormonproduzierenden Zellen, die somit angeregt werden, sog. glandotrope Hormone
auszuschitten, welche wiederum die Hormonausschittung der endokrinen Organe
stimulieren und gleichzeitig die weitere Ausschittung von Liberinen und Statinen aus

der Hypophyse hemmen (negatives Feedback).

Tabelle 2: Releasing-Hormone des Hypothalamus und ihre Wirkung auf die Hypophyse

Bezeichnung Synonym |Abkiirzung| Freisetzung aus Hypophyse
Somatotropes
Growth-Hormon- o Hormon (STH),
Releasing-Hormon Somatoliberin GHRH bzw. Somatotropin,
Wachstumshormon
Thyreotropin- Thyreoidea-stimulierendes-
Releaysin —H(I):)rmon Thyreoliberin TRH Hormon (TSH),
g bzw. Thyreotropin
Corticotropin- Adrenocorticotropes
P Corticoliberin CRH Hormon (ACTH), bzw.

Releasing-Hormon Corticotropin

Follikelstimulierendes
Gonadotropin- L Hormon (FSH) und

Releasing-Hormon Gonadoliberin GnRH Luteinisierendes

Hormon (LH)

Prolaktin-

) Prolaktoliberin PRH Prolaktin
Releasing-Hormon
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Tabelle 3: Release-Inhibiting-Hormone des Hypothalamus und ihre Wirkung auf die
Hypophyse

hemmt die

Bezeichnung Synonym Abkiirzung Freisetzung von

Somatotropin-Release-

Inhibiting-Hormon Somatostatin GHIH STH
Pro!a!(qn—ReIease— Prolactost_atln PIH Prolaktin
Inhibiting-Hormon Dopamin

2.3.2 Regulation des Wachstumshormons

Die spontane Wachstumshormon-Sekretion durch die Adenohypophyse erfolgt pulsatil
in einem diurnalen Rhythmus. Die Hauptfreisetzung findet mit erhdhter Amplitude
wahrend des Schlafens statt. Die GH-Sekretion ist im Sduglingsalter und der Pubertat
am hochsten (Winer et al., 1990; Parker et al., 1969).

Die Synthese und Sekretion von Wachstumshormon wird hauptsachlich durch zwei im
Hypothalamus gebildete Hormone gesteuert (Abbildung 3), das Growth-Hormon-
Releasing-Hormon (GHRH) und das entsprechend inhibitorisch wirkende Growth-
Hormon-Release-Inhibiting-Hormon (GHRIH, Synonym Somatostatin). Die Produktion
beider hypothalamischer Hormone wird durch verschiedene Faktoren wie Alter,
Geschlecht, Entwicklungstadium, Ernahrungszustand, Stress und lber Neurotransmitter
gesteuert. So bewirken zum Beispiel Hypoglykdmie, Stress und Muskelarbeit einen
Anstieg des Wachstumshormongehaltes im Blut. Ein hoher Blutzuckerspiegel senkt

dagegen die Hormonproduktion.
GHRH und GHRIH erreichen (ber den Blutweg die Hypophyse. Dort stimuliert GHRH

sowohl die Synthese als auch die Freisetzung des Wachstumshormons. Somatostatin

dagegen hemmt nur die Freisetzung, nicht die Synthese (Reichlin, 1983).
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Neuere Untersuchungen ergaben, dass zusatzlich zu GHRH und Somatostatin die
sogenannten Growth-Hormon-Secretagogue-Rezeptoren (GHSR) der Hypophyse und
des Hypothalamus und der dazugehdrige Ligand Ghrelin eine wichtige Rolle in der
Regulation der GH-Ausschittung spielen. Ghrelin wird im Magen bei Nahrungsentzug
vermehrt, bei Nahrungsaufnahme vermindert synthetisiert und sezerniert und bewirkt

eine gesteigerte GH-Sekretion aus der Hypophyse (Camina et al., 2003).
Membranstandige Glykoproteinrezeptoren in den verschiedensten Geweben, wie z.B.

Muskulatur, Fettgewebe, Herz, Leber, Fibroblasten und Osteoblasten ermdglichen es,

dem Wachstumshormon direkten Einfluss auf seine Zielzellen zu nehmen.
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Abbildung 3: Ubersicht iiber die Regulation des Wachstumshormon und seine Wirkung
auf den Organismus.
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2.3.2.1 Wachstumshormon-Bindungsproteine

Wird das Wachstumshormon vom Hypophysenvorderlappen ins Blut abgegeben,
gelangt es entweder frei, oder an ein Bindungsprotein gebunden, zur Zielzelle. Durch
Eingehen dieses Komplexes gelingt es dem Wachstumshormon, seine Halbwertszeit von

20 Minuten in freier Form auf mehrere Stunden zu verlangern.

Man unterscheidet zwei verschiedene Wachstumshormon-Bindungsproteine, wobei das
eine sich durch seine besonders hohe Affinitat zu der vorherrschenden 22 kDa Variante
des Wachstumshormons auszeichnet und in seiner Struktur mit dem extrazelluldren
Anteil des Wachstumshormon-Rezeptors identisch ist. Das andere Bindungsprotein geht
Komplexe mit der seltener vorkommenden 20 kDa Variante des Wachstumshormons ein
(Leung et al., 1987; Bauman et al., 1989).

2.3.2.2 Insulin-like-growth-factors

Somatomedin-Hypothese

Salmon und Daughaday waren vor ca. 50 Jahren die ersten, die feststellten, dass das
Wachstumshormon nicht ausschlieBlich auf direktem Wege das Wachstum fordert
(Salmon and Daughaday, 1957). In vivo und in vitro Versuche, in denen sie die
Einlagerung von Sulfat in Knorpelzellen messen konnten, zeigten, dass diese
Einlagerung bei hypophysektomierten Ratten signifikant reduziert war (Murphy et al.,
1956; Daughaday et al., 1972). Injektionen von Hypophysenextrakt bzw. isoliertem
Wachstumshormon bewirkten die Wiederaufnahme von Sulfat in die Knorpelzellen
(Denko und Bergenstal, 1955; Salmon et Daughaday, 1957). Bei einer direkten
Wachstumshormon-Applikation an die Knorpelzellen, wurden nur minimale Effekte
beobachtet. Bei Verwendung von Serum gesunder Ratten konnte die Sulfataufnahme in
die Zelle wieder gemessen werden, nicht jedoch bei der Verwendung von Serum
hypophysektomierter Tiere. Als man letztendlich diesen hypophysektomierten Tieren
bovines Wachstumshormon injizierte und daraufhin wieder positive Effekte an den

Knorpelzellen messen konnte, galt diese Studie als Hinweis dafir, dass die
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wachstumsfordernde Eigenschaft nicht durch das Wachstumshormon selbst, sondern
durch Mediatoren vermittelt werden muss. Da diese Mediatoren die Eigenschaft haben,

die Sulfat-Aufnahme in die Zelle zu stimulieren, nannte man sie ,,sulfation-factors."

1978 wurden die beiden sulfation-factors erstmals isoliert und ihre Struktur identifiziert.
Aufgrund ihrer Fahigkeit wie Insulin, die Glukoseaufnahme in die Zelle zu erhdhen,
nannte man sie ,insulin-like-growth-factors." Neben der Ahnlichkeit in der
Wirkungsweise zeigen die IGFs und Insulin ca. 50% Ubereinstimmungen in ihrer
Struktur (Rinderknecht und Humbel, 1978).

Die Somatomedin-Hypothese steht flr die Abhdngigkeit der wachstumférdernden
Eigenschaft des Wachstumshormons von der Synthese und Freisetzung der IGFs aus

der Leber.

1982 wurde die Somatomedin-Hypothese durch Isaaksson et al. zur ,Erweiterten-
Somatomedin-Hypothese" erganzt, indem sie durch die direkte Injektion von
Wachstumshormon in die Tibia hypophysektomierter Ratten einen signifikanten Anstieg
des Knochenwachstums nachweisen konnten. Da an der kontrolateralen GliedmaBe, die
keine Injektion erhielt, keine Wachstumssteigerung nachgewiesen werden konnte, ging
man davon aus, dass es sich um eine lokale Produktion von IGF handeln musste
(Isaksson et al., 1982). Die Erweiterte-Somatomedin-Hypothese besagt demnach, dass
neben dem systemisch zirkulierenden auch das lokal gebildete IGF eine wichtige Rolle

fur die Vermittlung der Wachstumshormon-Wirkung spielt.

IGF-I und IGF-II

IGF-I und IGF-II sind Polypeptide mit einer Lange von 70 bzw. 67 Aminosauren. IGF-II
ist verantwortlich fir die Embryonalentwicklung, wahrend IGF-I ein wichtiger
Bestandteil in der postnatalen Entwicklung und im Erwachsenenalter ist (DeChiara et
al., 1991). So ergaben Untersuchungen, dass bei einem angeborenen
Wachstumshormon-Mangel die KérpergréBe bei Geburt kaum, bei einem angeborenen
IGF-I-Mangel dagegen stark beeintrachtigt ist (Woods et al., 1996).
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Ubereinstimmende Ergebnisse wurden bei einer Studie mit IGF-I Knockout Mé&usen
erzielt, die bei Geburt stark kleinwiichsig waren (Powell-Braxton et al., 1993). Eine
Behandlung mit Wachstumshormon erzielt weder bei einem angeborenen IGF-I-Mangel
beim Menschen, noch bei IGF-I-Knockout Mausen einen Effekt auf das
Langenwachstum und das Koérpergewicht. Die IGF-I Synthese ist hauptsachlich vom
Wachstumshormon abhangig, wahrend IGF-II weitgehend unabhdngig von diesem ist
(Daughaday und Rotwein, 1989). Die mitogene Wirkung des IGF-I ist abhdngig von der
Verfugbarkeit des freien IGF-I, dessen Konzentration wiederum abhangig von der
Synthese in der Leber und dem Bindungsgrad an IGF-Bindungsproteine (IGFBP) ist,

wobei es zu 95% in gebundener Form vorliegt (Blum und Ranke, 1990).

2.3.2.3 IGF-Rezeptoren

Die IGF-Rezeptoren, die in den verschiedensten Geweben vorliegen, vermitteln die

Wirkung der IGFs auf ihre Zielzellen.

Bei dem IGF-I-Rezeptor, der eine sehr groBe Ahnlichkeit zum Insulin-Rezeptor hat,
handelt es sich um ein membranstandiges Glykoprotein mit einer bis zu zehnmal
héheren Affinitdt zu IGF-I als zu IGF-II (Oh et al, 1993). Insulin bindet mit 500 - 1000-
fach geringerer Affinitat an der IGF-I-Rezeptoren (Grothey et al., 1999).

Der IGF-II-Rezeptor ist in seiner Struktur mit dem Mannose-6-Phosphat-Rezeptor
identisch und wird daher auch IGF-II/ Mannose-6-Phosphat-Rezeptor genannt
(Pohlmann et al., 1987; Oshima et al., 1988). Er besitzt mehrere Bindungsstellen,
sowohl flr IGF-II, als auch fir Mannose-6-Phosphat (MacDonald et al., 1988). Die
Affinitdt zu IGF-I ist um den Faktor 500 schwacher und fir Insulin nicht nachweisbar
(Nielsen et al., 1993). Der IGF-II/ Mannose-6-Phosphat-Rezeptor liegt auch in einer
gelésten Form im Serum vor (Bobek et al., 1991, 1992), wobei die genaue Funktion der
I6slichen Variante noch nicht geklart ist. Mdglicherweise fungiert sie als IGF-II-

spezifisches Bindungsprotein.
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2.3.2.4 IGF-Bindungsproteine (IGFBP)

95% des zirkulierenden IGF-I und IGF-II sind gebunden an IGFBP, von denen bis heute
sechs verschiedene identifiziert werden konnten (Shimasaki et al., 1991; Blum und
Ranke, 1990). Alle sechs Bindungsproteine haben groBe strukturelle Ahnlichkeiten und
besitzen sowohl eine hohe Affinitat als auch eine hohe Spezifitdt gegeniiber den IGFs.
Wahrend IGFBP-1, -3 und -4 eine ahnlich groBe Affinitat zu IGF-I und IGF-II haben,
bevorzugen die IGFBP-2, -5 und —6 die Bindung mit IGF-II (Drop et al., 1992; Rechler
et al., 1992). Neben der Regulation der Verfligbarkeit der IGFs besitzen sie eigene
spezifische Oberflachenrezeptoren, mit denen sie IGF-unabhangig mitogen auf Zellen
wirken (Blum et al., 1989).

IGFBP-3 ist das wichtigste Transportprotein, da es mit 70-95% des zirkulierenden IGF-I
einen 150 kDa schweren Komplex eingeht. Gebunden an IGF-I potenziert es dessen
Wirkung, als freies Molekiil dagegen hemmt es das Wachstum (Baxter et al., 1998). Es
wird unter dem positiven Einfluss von Wachstumshormon und IGF in der Leber
synthetisiert.

Das restliche zirkulierende IGF-I geht vor allem mit IGFBP-1 und —2 Komplexe ein, die
mit einem Molekulargewicht von 30 — 40 kDa deutlich kleiner sind (Hardouin et al.,
1989).

Das IGFBP-2 weist die zweithdchste Konzentration der IGFBP im Serum auf und besitzt
dabei eine hdéhere Affinitat zu IGF-II als zu IGF-I. Gebildet wird es hauptsachlich in
Leber und Niere, hohe Spiegel an IGF und Wachstumshormon wirken sich hemmend
auf die Synthese aus. Erhdhte Werte findet man bei vermehrt katabolen Prozessen, wie
bei Nahrungskarenz, chronischem Nierenversagen und im Alter (Hirschberg und Kaysen,
1995).

IGFBP-1 wird vorwiegend in der Leber und Niere Insulin-abhangig produziert, so wird
die Synthese durch hohe Insulin- und Wachstumshormonspiegel gehemmt (Suikkari et
al., 1988). Aufgrund seiner geringen GroBe ist es dem IGFBP-1, moglich IGF durch
intaktes GefaBendothel zu transportieren . Zudem besitzt es IGF-unabhdngige mitogene
Effekte (Jones et al., 1993).
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2.4 Effekte des Wachstumshormons auf den Knochenstoffwechsel

2.4.1 Allgemein

Man kann zwei verschiedene Typen der Knochenbildung unterscheiden, die desmale

Ossifikation und die chondrale Ossifikation.

Wird Knochen direkt aus mesenchymalen Bindegewebe ohne knorpelige Zwischenstufe
gebildet, spricht man von der primaren bzw. desmalen Knochenbildung. Sie ist

verantwortlich flir die Entstehung des Geflechtknochens.

Die chondrale Ossifikation (sekundare Ossifikation) beschreibt Umbauvorgange am
Knochen, bei denen hyaliner Knorpel als Ausgangsmaterial und Platzhalter flir das
Langenwachstum dient. Man unterscheidet die perichondrale und die enchondrale
Ossifikation. Wobei die perichondrale Ossifikation einer desmalen Ossifikation entspricht
und flr die Entstehung des Knochenmantels verantwortlich ist. Die enchondrale
Ossifikation findet zwischen der Epiphyse und der Diaphyse in den Epiphysenfugen statt

und hat ein Langenwachstum der R6hrenknochen zur Folge.

Die Knochenmasse eines Kdrpers wird sowohl durch das Knochenwachstum, als auch
durch den standigen Knochenumbau bestimmt. Wahrend das Knochenwachstum, das
hauptsachlich aus der Proliferation und Differenzierung der Chondrozyten in den
Wachstumsfugen resultiert, am Ende der Pubertat mit dem Schluss der Epiphysenfugen
abgeschlossen ist, handelt es sich beim Knochenumbau um einen lebenslang dauernden

Prozess.
Das Wachstumshormon hat direkte und indirekte Effekte auf die Chondrozyten und

stimuliert sowohl das Knochenwachstum, als auch den Knochenumbau (Ohlsson et al.,
1998).
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2.4.2 Effekte von Wachstumshormon und IGF auf das Liangen-

wachstum

Das Zielgewebe des postnatalen Langenwachstums sind die Wachstumsfugen
(Epiphysenfugen) der langen Réhrenknochen. Die in den Epiphysenfugen liegenden
Chondrozyten werden u.a. unter dem Einfluss von Wachstumshormon zur Proliferation
und Differenzierung angeregt und ordnen sich anschlieBend saulenférmig an. Die
verschiedenen Differenzierungssstufen der Chondrozyten spiegeln sich in den einzelnen

Zonen der Epiphysenfugen wider.

2.4.2.1 Anatomie

Zu den langen Réhrenknochen werden Humerus, Radius und Ulna, Femur, Tibia und

Fibula sowie die Ossa Metacarpalia und Metatarsalia gezahit.

Jeder dieser R6hrenknochen kann topographisch in funf Abschnitte gegliedert werden:
die gelenknahen Epiphysen sind Uber die Epiphysenfugen mit der Metaphyse und der
Diaphyse verbunden. Die Epiphysenfuge kann in verschiedene horizontale Zonen, die
sich  aus den unterschiedlichen  Entwicklungsstadien der  Chondrozyten

zusammensetzen, unterteilt werden.

2.4.2.2 Enchondrale Ossifikation

In der Ruhezone der Epiphysenfuge liegen die Chondrozyten ruhend und in diffuser
Anordnung und dienen so der Verankerung an der Epiphyse. Die an die Ruhezone
angrenzenden Chondroblasten teilen sich in der Proliferationszone in hoher
Geschwindigkeit in Richtung Markhdéhle. Aufgrund der réaumlichen Begrenzung durch die

Knochenmanschette beginnen sich die proliferierenden Zellen sdulenartig in
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Langsrichtung anzuordnen (Zone des Saulenknorpels). In der benachbarten Blasenzone
verlieren die Knorpelzellen langsam ihre Fahigkeit zur Teilung und nehmen durch
Flissigkeitsaufnahme stark an GroBe zu, wahrend ihre Interzellularsubstanz zu
verkalken beginnt. Die Kalzifizierung wird in der anschlieBenden Verkndcherungszone
fortgesetzt und abgeschlossen. EinsprieBende BlutgefaBe ermoglichen es
Chondroklasten, in die Er6ffnungszone einzuwandern, um dort den Knorpel aufzuldsen.
Ebenso (ber die BlutgefédBe eingewanderte Osteoblasten lagern sich an bereits

verkalkte Knorpelreste an und scheiden Osteoid ab, das spater ebenfalls verkalkt.

2.4.2.3 Schluss der Epiphysenfugen

Mit dem Abschluss des Langenwachstums nimmt die Teilungsgeschwindigkeit der
Knorpelzellen langsam ab, wahrend der von der Epiphyse und Metaphyse ausgehende
Knorpelabbau durch Chondroklasten weiter fortschreitet. Sobald die in die Epiphyse
einsprieBenden BlutgefaBe den Kern der Epiphyse erreicht haben, verschwindet der

Epiphysenfugen-Knorpel unter knécherner Verschmelzung von Epiphyse und Diaphyse.

2.4.2.4 Wachstumshormon und Langenwachstum

Verschiedene Hormone wie Schilddriisenhormone, Glucocorticoide und Sexualhormone
sind zusammen mit dem Wachstumshormon verantwortlich flir das postnatale
Langenwachstum, wobei das Wachstumshormon zu den wichtigsten Regulatoren
gezahlt wird. Es stimuliert das Wachstum des Epiphysenfugen-Knorpels durch

Proliferation der Chondrozyten.

1985 wird die Somatomedin-Hypothese durch Green et al. zur sogenannten Dual-
Effektor-Theorie erganzt, indem sie an Adipozyten und deren Vorstufen eine
unterschiedliche Wirkung von Wachstumshormon und IGF auf die verschiedenen

Entwicklungsstadien der Zellen nachweisen konnten. Wahrend das Wachstumshormon
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die Vorstufe Praadipozyten stimulierte, beeinflusste IGF-I erst die spatere Entwicklung
der Adipozyten (Green et al., 1985; Zezulak und Green, 1986).

Isakson et al. (1987) untersuchten die Erkenntnisse der Dual-Effektor-Theorie auch am
Modell der Wachstumsfuge. Sie nahmen an, dass die proliferative Wirkung des
Wachstumshormons auf die Chondrozyten des Stratum Germinativums vor allem durch
die Induktion der lokalen IGF-II Synthese vermittelt wird. Gleichzeitig stimuliert das
Wachstumshormon die lokale Produktion des IGF-I, das vor allem die Hypertrophie der

Knorpelzellen in der Zone des Saulenknorpels bewirkt (Ohlsson und Vidal, 1998).

2.4.3 Effekte des Wachstumshormons auf den Knochenumbau und

den Erhalt der Knochenmasse

Die Knochenmasse beschreibt die Menge an mineralisiertem Knochen, die ein Kdrper
besitzt. Sie reichert sich im Laufe des Wachstums sehr schnell an, bleibt dann
physiologischerweise konstant, wobei sie mit steigendem Alter langsam abnimmt.

Knochenumbau ist ein kontinuierlicher, lebenslanger Prozess, der aus der
Knochenformation durch Osteoblasten und der Knochenresorption durch Osteoklasten
resultiert. Physiologischerweise sind diese Vorgdange ausbalanciert, so dass sich die
Knochenmasse sowie ihr Mineralisierungsgrad kaum verandert. Verlust an
Knochenmasse stellt sich ein, sobald diese Balance gestért ist, wie z.B. bei

postmenopausaler Osteoporose, oder beim Wachstumshormonmangel.

2.4.4 In vitro Effekte des Wachstumshormons auf Osteoblasten

und Osteoklasten

Eine Vielzahl von in vitro Studien wurden durchgeflihrt, um die genauen Interaktionen
des Wachstumshormons am Knochen zu untersuchen.
Wachstumshormon stimuliert sowohl die Vorlauferzellen der Osteoblasten (Kassem et

al., 1994), als auch die Proliferation der Osteoblasten.
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Anhand von verschiedenen Zellkulturen konnte man das Vorhandensein von Growth-
Hormon-Rezeptoren (GHR) auf Osteoblasten nachweisen (Slootweg et al., 1996). Da
man durch die Inkubation der Zellkulturen mit Serum eine Reduktion der GHR-Anzahl
beobachten konnte, suchte man die daflir verantwortlichen Faktoren und fand heraus,
dass IGF-I und IGF-II die Anzahl der GHR abhdngig von Dosis und Dauer reduzieren
(Slootweg et al., 1995). Mit der Abnahme der GHRs, ging auch die proliferative
Eigenschaft des Wachstumshormons auf die Osteoblasten stark zurtick (Slootweg et al.,
1996). Diese Wirkweisen von IGF und Wachstumshormon sind Teil eines negativen
Feedbacks der GH / IGF-Achse. Leung et al. nahmen an, dass die Wirkung von
Wachstumshormons und IGF auf verschiedene Gewebe durch drei unterschiedliche

Feedback- Mechanismen gesteuert wird (Leung et al., 1996).
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a. Der klassische negative Feedback-Mechanismus.

Entsprechend der Somatomedin-Hypothese fiihrt das Wachstumshormon zum
Knochenwachstum, indem es die IGF-I Synthese in der Leber stimuliert. Das in der
Leber gebildete, zirkulierende IGF-I hemmt die Wachstumshormon-Sekretion in der

Hypophyse.

b. Modifizierter klassischer negativer Feedback-Mechanismus.

Zusatzlich zu der IGF-I Synthese in der Leber stimuliert Wachstumshormon auch eine
lokale IGF-I Synthese im Knochen. Sowohl das hepatische als auch das extrahepatische
IGF-I hemmt die Wachstumshormon-Sekretion aus der Hypophyse.
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der Wachstumshormon-Rezeptoren fiihrt.

c. Der periphere negative Feedback-Mechanismus.
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Das durch den Einfluss des Wachstumshormons lokal im Knochen produzierte IGF-I

hemmt die Wirkung des Wachstumshormons am Knochen, indem es zu einer Abnahme

Abbildung 4: Das Zusammenspiel von IGF-I und Wachstumshormon bei der
Regulation des Knochenstoffwechsels wird durch drei
Mechanismen kontrolliert (Leung et al., 1996)

verschiedene Feedback-
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Nishiyama et al. konnten sowohl direkt durch Wachstumshormon als auch indirekt
Uber IGF-I eine vermehrte Proliferation der Osteoklasten nachweisen (1996). IGF
stimuliert nicht nur die Formation der Osteoklasten, sondern steigert auch deren
Aktivitat (Mochizuki et al., 1992). Die Effekte von IGF-I werden auch durch die von den
Osteoblasten produzierten IGFBP gesteuert. So hemmen IGFBP-3 und -4 die
proliferative Wirkung, wahrend IGFBP-5 sie unterstitzt (Schneider et al., 2002; Jones
und Clemmons, 1995).

Man geht davon aus, dass die lokale IGF-Produktion ein groBer Bestandteil der
Regulation des Knochenumbaus ist, da IGF sowohl den Knochenaufbau als auch den
Knochenabbau beeinflusst, da das von den Osteoblasten gebildete IGF wiederum die
Proliferation der Osteoklasten stimuliert (Hill et al., 1995).

Wachstumshormon beeinflusst somit auf direkten und indirekten Weg den
Knochenumbau, indem es sowohl die Osteoblasten-, als auch die Osteoklasten-Aktivitat
erhoht.

2.5 Storungen des Wachstumshormonstoffwechsels

2.5.1 Hypersomatotropismus (Akromegalie)

1.5.1.1 Alilgemein

Akromegalie entsteht fast immer durch einen gutartigen Tumor der Hypophyse (primare
Akromegalie), der vermehrt und unkontrolliert Wachstumshormon ausschiittet. In
seltenen Fallen wird eine sekundare Akromegalie beschrieben. Hier ist die Ursache fur
die vermehrte Wachstumshormon-Sekretion eine UbermaBige Produktion von GHRH
durch einen Tumor des Hypothalamus, wodurch es an der Hypophyse zur Hyperplasie
der Wachstumshormon-produzierenden Zellen kommt. Tritt der GH-UberschuB wihrend
des Wachstums und somit vor dem Schluss der Epiphysenfugen auf, so entwickelt sich

ein Hochwuchs (Gigantismus). Ohne eine frihzeitige Behandlung kdnnen beim
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Menschen GréBen bis zu 270 cm erreicht werden. Durch die gesteigerte GH-Produktion
werden sowohl die anabolen, als auch katabolen Effekte des Wachstumshormons
verstarkt. Charakteristisch flir Akromegalie sind ein (bermaBiges Wachstum der
Phalangen, des Jochbeins, des Kinns und der Nase, sowie Organomegalien von Zunge,
Herz, Leber, Darm und anderen inneren Organen. Aufgrund der zundchst diskreten
auBerlichen Veranderungen kommt es meist erst mehrere Jahre nach Beginn der
Erkrankung zur Diagnose. Je nach GréBe des Hypophysenadenoms treten Beschwerden
wie Sehstérungen, Kopfschmerzen und Stdérungen der Sensibilitét aufgrund der
Kompression benachbarter Strukturen auf. Werden zudem endokrin aktive Zellen der
Hypophyse komprimiert, hat dies Regulationstérungen anderer Hypophysenachsen zur
Folge. Folgeerkrankungen der Akromegalie sind Bluthochdruck, Herzerkrankungen,
Niereninsuffizienz, Gelenkserkrankungen und insulin-resistenter Diabetes mellitus. In

Folge reduziert sich die Lebenserwartung beim Menschen um circa 10 Jahre.

Akromegalie ist in der Veterinarmedizin eine seltene Erkrankung, die aber sowohl bei
Hunden als auch bei Katzen beschrieben wird. Die Atiologie des Wachstumshormon-
Exzesses ist bei Katze und Hund allerdings sehr unterschiedlich, so dass beide Tierarten

getrennt voneinander betrachtet werden.

2.5.1.2 Akromegalie der Katze

Die Akromegalie der Katze ist der des Menschen sehr ahnlich (Struble und Nelson,
1997). Ursache fur die Akromegalie ist wie beim Menschen ein Hypophysen-Adenom,
das Wachstumshormon unkontrolliert in hohen Mengen ausschittet. Obwonhl
Akromegalie bei der Katze eine seltene Erkrankung ist, ist sie dennoch von groBer
Bedeutung, da alle erkrankten Katzen Stérungen im Glukosestoffwechsel aufweisen und
fast immer einen Insulin-resistenten Diabetes mellitus entwickeln (Eigenmann et al.,
1984 a, b, Peterson et al., 1990, Goossens et al., 1998). Diabetes Mellitus gehort
zusammen mit Hyperthyreose zu den beiden haufigsten endokrinen Erkrankungen bei

der Katze.
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Verursacht durch die anabolen Effekte des erhéhten GH-Spiegels kommt es zu einem
UbermaBigen Knochenwachstum an Extremitdten und Gesichtsschadel, sowie zu
Organomegalien, vor allem von Leber, Herz, Darm und Zunge. Die katabole Wirkung
des Wachstumshormons, verursacht durch die insulin-antagonistische Wirkung von IGF-
I, fihrt aufgrund eines Postrezeptordefekts zu einem insulin-resistenten Diabetes
mellitus (Rosenfeld et al., 1982). Hyperinsulinamie und Hyperglykamie bewirken eine
Downregulation der Insulinrezeptoren und flihren so zu einer Glukoseintoleranz
(Feldmann und Nelson, 2000).

An Akromegalie erkranken vor allem mannliche Katzen in einem Alter zwischen acht
und 14 Jahren. Die haufigsten Griinde flir das Vorstellen des Tieres beim Tierarzt sind
Symptome des Diabetes mellitus wie Polydypsie, Polyurie, Polyphagie und im
fortgeschrittenen  Stadium ZNS  Stérungen wie  Stupor, Somnolenz und
Verhaltensanderungen aufgrund des Tumorwachstums. Zuséatzlich zum Diabetes
mellitus treten Veranderungen aufgrund der anabolen Wirkung des Wachstumshormons
auf. Neben einer steigenden KdrpergréBe wird ein (ibermaBiges Wachstum von Kopf
und Abdomen und ein steigendes Korpergewicht besonders deutlich. Das erhohte
Kérpergewicht in Verbindung mit einem Diabetes mellitus, der normalerweise mit
vermehrt katabolen Effekten einhergeht, ist ein wichtiges Indiz fir Akromegalie. Im
weiteren Krankheitsverlauf entwickeln die Tiere degenerative Arthropathien, Prognatia
inferior und Organomegalien, vor allem von Herz, Niere, Leber und Zunge (Feldmann
und Nelson, 2000).

Zu den wichtigsten Folgeerkrankungen der Wachstumshormon-Uberproduktion zihlen
bei der Katze neben dem Insulin-resistenten Diabetes mellitus, die hypertrophe
Kardiomyopathie und die Niereninsuffizienz, beides die haufigsten Todesursachen im
Verlauf der Akromegalie.
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1.5.1.3 Akromegalie des Hundes

Akromegalie ist auch beim Hund Folge einer exzessiven GH-Produktion (Rijnberk et al.,
1980). Im Gegensatz zu Mensch und Katze, bei denen ein Hypophysen-Adenom flir die
hohen GH-Spiegel verantwortlich ist, wird beim Hund entweder durch endogenes
Progesteron wahrend der Lutealphase des Zyklus oder durch exogenes Progesteron zur
Laufigkeitsunterdriickung der GH-Exzess ausgelost und wurde bisher nur bei weiblichen
Tieren diagnostiziert (Eigenmann et al., 1983). Diese Progesteron-induzierte GH-
Produktion hat ihren Ursprung nicht in der Hypophyse, sondern im hyperplastischen
Duktusepithel der Brustdriise (Selman et al., 1994; Van Garderen et al., 1997). Im
Gegensatz zur physiologisch pulsatilen GH-Sekretion der Hypophyse ist die GH-

Ausschiittung der Brustdrise kontinuierlich (Watson e al., 1987).

Nach Absetzen des exogenen Progesterons bzw. nach einer Ovariohysterektomie
kommt es sofort zum Absinken des Wachstumshormon-Spiegels. In diesem
Zusammenhang fand man heraus, dass eine suprahypophysare Stimulation mit GHRH
oder mit dem oa-adrenergen Agonisten Clonidin keinen Effekt auf den
Wachstumshormon-Spiegel hat. Auch das inhibitorische Somatostatin hatte keinen
Einfluss auf die erhéhten Wachstumshormon-Werte (Watson et al., 1987; Selman et al.,
1991). Die Wachstumshormon-Sekretion erscheint autonom, wie bei einem
Hypophysen-Adenom. Es konnte allerdings bei keinem an Akromegalie erkrankten

Hunde ein Tumor gefunden werden (Selman et al., 1994).

Gegen das Vorhandensein eines Wachstumshormon-produzierenden Tumors spricht
auch das Absinken des Wachstumshormon-Spiegels, sobald das exogene Progesteron
abgesetzt wird. Die Beteiligung der Hypophyse konnte durch eine Hypophysektomie
ausgeschlossen werden (Selman et al.,, 1994). Bei der Untersuchung verschiedener
Gewebe auf den Wachstumshormon-Gehalt fanden Selman et al. heraus, dass die

Brustdriise des Hundes den héchsten Wachstumshormon-Spiegel aufweist.

Die Annahme, dass das Uberschiissige Wachstumshormon in der Brustdriise produziert

wird, wurde durch eine Blutuntersuchung bestatigt. Selman et al. entnahmen Blut
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sowohl aus der Brustvene als auch aus der Brustarterie eines Hundes und verglichen
die Wachstumshormon-Spiegel. Das Blut der Brustvene zeigte 3mal hohere
Wachstumshormon-Werte auf als das der Arterie. Eine Mammektomie lasst den
erhdohten Wachstumshormon-Spiegel beim Hund schnell auf Normwerte absinken
(Selman et al., 1994).

Charakteristisch flir den Zyklus der Hindin ist die lange Dauer der Lutealphase, die im
Gegensatz zu den meisten anderen Saugetieren vergleichbar ist mit der Dauer der
Trachtigkeit (Edqvist et al.,, 1975). Die lang anhaltend hohen Progesteron-Werte
wahrend der Gelbkdrperphase kénnen bei der Hindin fir das Entstehen einer
Akromegalie verantwortlich sein. Kooistra et al. (2000 a) haben die pulsatile GH-
Ausschiittung wahrend der Lutealphase gesunder Beagle Hiindinnen untersucht und
dabei festgestellt, dass sich sowohl Basalwerte als auch Amplitude wahrend der
Lutealphase dnderten. Als Ursache dafiir sahen Kooistra et al. die partielle Suppression
des hypophysaren Wachstumshormons durch das mammare Wachstumshormon. Diese
Beobachtung unterstitzt die Annahme, dass das Wachstumshormon der Brustdriise

physiologischerweise wahrend jedem Zyklus der Hindin gebildet wird.

Das mammadre Wachstumshormon stimuliert direkt sowie indirekt Uber die lokale
Produktion von IGF-I die Proliferation und Differenzierung des Driisengewebes und ist
somit verantwortlich flir Mammogenese und Lactogenese (Mol et al., 1997). Direkt nach
der Geburt weist das Kolostrum 100-1000mal héhere Wachstumshormon-Spiegel auf als
das maternale Plasma. Dieses Wachstumshormon wird aber wahrscheinlich vom
Neugeborenen nicht ins Blut aufgenommen, sondern wirkt lokal stimulierend auf die

Entwicklung des Darms (Schoenmarkers et al., 1997).

Die Produktion von mammdrem Wachstumshormon wurde auch bei Katzen im
Zusammenhang mit einer Progesteon-induzierten fibroadenomatdsen Hypertrophie der
Brustdriise beobachtet (Mol et al., 1995). Da es allerdings nicht in den Blutkreislauf
gelangt, ist das mammare Wachstumshormon bei der Katze nicht verantwortlich fur die

Ausbildung einer Akromegalie (Peterson et al., 1987).
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2.5.1.4 Diagnose der Akromegalie

Zur Diagnose der Akromegalie stehen verschiedene Laborparameter zur Verfligung.

Bestimmung der GH-Konzentration

Zwar ist die Erhéhung der GH-Konzentration die Ursache fir die Akromegalie. Aufgrund
der physiologischerweise pulsatilen Ausschiittung eignet sich eine Einzel-bestimmung
des GH-Gehaltes im Blut allerdings nur maBig (Rijnberk und Mol, 1997). Da allerdings
sowohl Frequenz, als auch Amplitude im Falle der Akromegalie erhéht sind (Barkan et
al., 1989), wird in Verbindung mit Symptomen der Akromegalie auch die Erhdéhung
eines Einzelwertes als positiv angesehen (Peterson et al., 1990; Feldmann und Nelson,
2000).

GH-Suppressionstest (Glukosetoleranz-Test)

Besser geeignet als eine GH-Einzelbestimmung ist die Untersuchung des GH-
Sekretionsverhaltens anhand eines Glukosetoleranz-Test (Rijnberk und Mol, 1997). Hier
werden beim Tier intravends, beim Menschen oral Glukose verabreicht und
anschlieBend die GH-Konzentration im Blut kontrolliert. Physiologisch ist eine
Suppression der GH-Sekretion zu erwarten, wahrend ein Ausbleiben der Suppression fur
eine autonome Sekretion im Sinne einer Akromegalie spricht (Chang-DeMoranvill und
Jackson, 1992). Die Aussagekraft dieses Tests wurde durch eine Studie in Frage
gestellt, indem ein Ausbleiben der Suppression auch bei gesunden Katzen

nachgewiesen wurde (Kokka et al., 1971).

Bestimmung der IGF-Konzentration

Die IFG-Konzentration im Blut spiegelt die GH-Sekretion der letzten 24 Stunden wider
(Hartman et al., 1990) und ist somit sowohl bei Katzen, als auch bei Hunden deutlich

besser zur Diagnose geeignet als eine Einzelbestimmung des GH-Spiegels (Eigenmann
et al., 1984; Middleton et al., 1985; Abrams-Ogg, 1993).
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Die Eignung von IGF zur Akromegalie-Diagnose bei der Katze wurde jedoch durch
Lewitt et al. 2000 in Frage gestellt. In ihrer Studie wiesen sie bei an Diabetes mellitus
erkrankten Katzen erhdhte IGF- und IGFBP-Konzentrationen nach, wobei keine der
Katzen Anzeichen einer Akromegalie hatte. Daraufhin untersuchten Starkey et al.
(2004) die IGF-Konzentrationen von 42 Katzen mit Diabetes mellitus, wobei sie
entsprechend der Dauer der Insulin-Therapie in drei Gruppen eingeteilt wurden. Die
IGF-Messungen ergaben bei der Gruppe 1 (Kurzzeit-Insulin-Therapie) signifikant
niedrigere IGF-Werte und bei der Gruppe 2 (Langzeit-Insulin-Therapie) signifikant
héhere Werte als bei der Kontrollgruppe. Aufgrund dieser Ergebnisse, scheint die
Bestimmung der IGF-Konzentration bei der Katze mit Langzeit-Insulin-Therapie nicht
sinnvoll zu sein (Lewitt et al., 2000; Starkey et al., 2004).

Bildgebende Verfahren

Die Kernspintomographie ist in der Humanmedizin die Methode der Wahl zur Diagnose
eines Hypophysen-Adenoms. Mit der Kernspintomographie gelingt es, sowohl
Mikroadenome (<10mm) nachzuweisen, als auch beim Vorliegen eines Makroadenoms
(>10mm), die Beeintrachtigung der benachbarten Strukturen zu beurteilen.

Rontgenologisch kann man je nach Krankheitsstadium Organomegalien, degenerative
Arthropathien sowie Spondylosen der Wirbelkérper nachweisen. Im fortgeschrittenen

Stadium einer Kardiomyopathie liegt haufig ein Lungenédem vor.

Weiterfiihrende Laboruntersuchung

Haufige Laborveranderungen sind Hyperglykamie, Hyperinsulinamie,

Hyperphosphatamie, Azotamie und Hypercholesterinamie. Bei der Urinuntersuchung

liegt fast immer eine Glukosurie und sehr haufig eine Proteinurie vor.
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2.5.1.5 Therapie der Akromegalie

Da in der Tiermedizin die symptomatische Therapie der Folgeerkrankungen, wie
Niereninsuffizienz, Herzinsuffizienz und Diabetes mellitus im Vordergrund steht, wird im

Folgenden nur kurz auf die Therapiemdglichkeiten der Humanmedizin eingegangen.

Das Ziel der Akromegalie-Therapie ist es den Tumor der Adenohypophyse chirurgisch zu
entfernen, mittels Radiotherapie zu zerstéren oder medikamentell unter Kontrolle zu
bekommen. Als Therapie der ersten Wahl gilt in der Humanmedizin die
mikrochirurgische transphenoidale Tumorentfernung. Bis zu einer TumorgréBe von 1 cm
(Mikroadenom) kdnnen 61% aller Patienten durch diese Operation dauerhaft geheilt
werden (Sheaves, 1999). Die Erfolgsrate ist allerdings mit steigender TumorgréBe
rickldufig. Da es sich bei 70% der diagnostizierten Hypophysentumore um
Makroadenome (>1 cm) handelt, ist die Adenomektomie oft ungeeignet (Gittoes et al.,
1999). Zu den haufigsten postoperativen Komplikationen gehéren die Insuffizienz der

Adenohypophyse und der Diabetes insipidus.

Die Radiotherapie ist die Methode der Wahl bei Patienten, bei denen ein operativer
Eingriff kontraindiziert ist und eine medikamentelle Behandlung ohne Erfolg war
(Ferone et al., 2000). Die besten Erfolge werden bei einer Bestrahlung in den ersten
beiden Jahren erzielt. Auftretende Komplikationen, wie Neuritis des Nervus opticus
sowie groBflachige Nekrosen des umliegenden Gewebes, konnten durch neuere
Techniken stark reduziert werden. Allerdings hat die Bestrahlung der Hypophysen-
Hypothalamus-Region in mehr als 50% der Falle eine Insuffizienz der Hypophyse zur
Folge (Wass, 1997). Nach einer Radiotherapie stellt sich der Erfolg erst langsam ein. So
sinkt der GH-Spiegel jahrlich um ca. 28% in den ersten flunf Jahren, danach jahrlich um
ca. 16% (Feek et al., 1984).

Zur medikamentellen Behandlung der Akromegalie stehen verschiedene Wirkstoffe zur
Verfligung. Bisher wurden vor allem Dopamin-Agonisten wie Bromocriptin und
Cabergolin und Somatostatin-Analoga zur Therapie der Akromegalie eingesetzt. Seit

2004 ist Pegvisomant, ein Wachstumshormon-Rezeptorblocker auf dem Markt.
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2.5.2 Hyposomatotropismus (Wachstumshormonmangel)

2.5.2.1 Aligemein

Der Begriff Wachstumshormon-Mangel (growth-hormone-deficiency: GHD) bedeutet,
dass die Hypophyse zu wenig oder kein Wachstumshormon produziert. Man
unterscheidet einen angeborenen von einem erworbenen GH-Mangel. Klinisch auffallig
werden Sauglinge mit einem angeborenen GH-Mangel im zweiten Lebensjahr durch ein
deutliches Absinken der Wachstumsgeschwindigkeit (Dattani et al., 2004). Als Griinde
fur den Kleinwuchs in Folge von GH-Mangel gibt es neben der fehlenden bzw.
verminderten GH-Sekretion noch die Mdglichkeit der Synthese von biologisch inaktivem

Wachstumshormon.

Die Ursachen fur den Wachstumshormon-Mangel werden wie folgt eingeteilt:

* Genetisch bedingter Hyposomatotropimus: isolierter Wachstumshormon-Mangel,
kombinierte HVL-Insuffizienz

» Idiopathischer Hyposomatotropimus: isolierter Wachstumshormon-Mangel,
kombinierte HVL-Insuffizienz

* Neurosekretorische Dysfunktion: Fehlbildung/ Erkrankung des ZNS, biologisch

inaktives Wachstumshormon

Die Bezeichnung ,idiopathisch® bedeutet, dass zwar ein GH-Mangel nachgewiesen
werden konnte, allerdings weder eine genetische, noch eine organische Ursache daftir
vorliegt. Diese Form des GH-Mangels ist die haufigste und wird in 30 - 60% als Folge
von Schwergeburten beobachtet. Der haufigste Grund fur einen erworbenen GH-Mangel
stellt die Bestrahlung von Tumoren im Kopfbereich dar (Saggese et el., 1998). Das bei
Kindern haufig vorkommende Kraniopharyngeom wird entweder operativ entfernt oder
lokal bestrahlt. Die dabei entstehenden Lasionen der Hypothalamus-Hypophysen-Region

haben nicht selten Stérungen der GH-Sekretion zur Folge (Ranke et al., 2000).
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Je nach Alter bzw. Entwicklungsstadium hat der GH-Mangel verschiedene
Auswirkungen. Das Klinische Bild des angeborenen bzw. in der Kindheit erworbenen
GH-Mangels ist gepragt durch das verlangsamte und reduzierte Ldngenwachstum. Ohne
Therapie erreichen die Kinder nur 70% ihres Wachstumspotentials (Dattani et al.,
2004).

Tritt der GH-Mangel erst im Erwachsenenalter auf, bleibt dies oft lange aufgrund der
unscheinbaren Symptome wie reduzierte Muskelmasse, Mudigkeit, Fettansammlung am
Rumpf, unerkannt (Salomon et al., 1994). Eine retrospektive Studie mit GHD-Patienten
zeigte ein erhdhtes Aufkommen von kardiovaskularen Erkrankungen in Verbindung mit
einer signifikant erhdhten Sterblichkeitsrate (Rosén et al., 1998). Eine darauffolgende
Untersuchung ergab ein erhéhtes Vorkommen von Arteriosklerose bei ansonsten

symptomfreien GHD-Patienten (Markussis et al., 1992).

Verschiedene  Studien mit  GHD-Patienten  zeigten = einen  erniedrigten
Mineralisierungsgrad (bone mineral content: BMC) des Knochens (Johansson et al.,
1992; Rosén et al., 1993). Rosén und Wuster konnten entsprechend bei GHD-Patienten

ein deutlich erhohtes Frakturrisiko nachweisen (Rosén et al., 1997; Wuster, 2000).

Die Diagnose des Wachstumshormon-Mangel wird aufgrund fehlender bzw.
ungentigender Antwort auf Provokationstests gestellt (Hindmarsh et al., 1995).

Bei der GH-Therapie von GHD-Patienten wurden unterschiedliche Ergebnisse erzielt: in
Kurzzeitstudien (6-18 Monate) konnte man entweder keine Anderung (Beshyah et al.,
1995) bzw. sogar eine Reduktion der bone mineral density (BMD) feststellen (Holmes et
al., 1995; Degerblad et al., 1995). Da sowohl die Marker flir die Knochenformation als
auch die flr die Resorption erhdht in Serum und Urin nachgewiesen werden konnten,
ging man davon aus, dass der Knochenstoffwechsel insgesamt durch das

Wachstumshormon erhoéht ist.
Johannson et al. zeigten 1996 wahrend einer Langzeitstudie mit GHD-Patienten, dass

wahrend einer Dauer von sechs Monaten die BMD zwar deutlich abnimmt, er bei einer

anhaltenden GH-Therapie aber anschlieBend signifikant ansteigt (Clanget et al., 2001).
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Wuster gelang 2000 der Nachweis, dass mit dem Ansteigen der BMD auch das

Frakturrisiko deutlich abnimmt.

In der Tiermedizin wird ein Wachstumshormonmangel ausschlieBlich beim Hund
beobachtet. Unterschieden werden der angeborene (hypophysarer Zwergwuchs) und

der erworbene Wachstumshormonmangel des adulten Hundes.

2.5.2.2 Angeborener Wachstumshormonmangel des Hundes (Hypophysarer

Zwergwuchs)

Der angeborene GH-Mangel beim Hund ist sehr selten und kommt hauptsachlich beim
Deutschen Schaferhund als autosomal rezessive Erbkrankheit vor (Andresen et al.,
1974). Friher wurde als Ursache flir den GH-Mangel die Druckatrophie des
hormonproduzierenden Driisengewebes durch hypophysare Zysten angesehen (Miiller-
Peddinghaus et al., 1980). In neueren Untersuchungen von zwergwichsigen Welpen
konnten zwar Zysten der Hypophyse nachgewiesen werden, allerdings waren diese so
klein, dass sie nicht flir die Atrophie der Hypophyse verantwortlich sein konnten
(Willeberg et al., 1975; Kooistra et al., 1998; Hamann et al., 1999). Man geht daher
davon aus, dass als Ursache flir den Zwergwuchs eine Differenzierungsstérung wahrend
der Embryonalentwicklung der Adenohypophyse vorliegt. Da von dieser
Entwicklungsstérung nicht nur die somatotropen Zellen der Adenohypophyse betroffen
sind, handelt es sich meist um einen kombinierten Hormonmangel, der neben der
Wachstumsretardierung auch noch Stérungen der Schilddriise, der Nebennieren und

der Gonaden aufweist (Ramsey et al., 1997).

Klinisch auffallig werden die Welpen mit einem Alter von drei Monaten durch den
Wachstumsrlickstand gegenliber den Wurfgeschwistern. Mit steigendem Alter wird ein
Stagnieren der Fellentwicklung deutlich. Das sogenannte Babyfell, das durch ein Fehlen
des Deckhaares gekennzeichnet ist, bleibt bestehen. Im weiteren Verlauf entwickelt sich
eine bilateral symmetrische Alopezie, vor allem an Hals und Oberschenkeln sowie eine

Hyperpigmentierung und Atrophie der Haut. Die weiteren Symptome sind abhangig von

42



Literaturiibersicht

den zusatzlich betroffenen Hormonachsen. Wahrend das Allgemeinbefinden zundchst
ungestort ist, zeigen die betroffenen Hunde nach ein bis zwei Jahren zunehmende
Apathie und haben eine durchschnittliche Lebenserwartung von nur zwei bis sieben

Jahren.

Die Diagnose des GH-Mangels wird zum einen Uber das klinische Bild im Vergleich zu
den Wurfgeschwistern gestellt. Zum anderen stehen mehrere Laborparameter zur
Verfligung, wie z.B. die Bestimmung des GH-, bzw. IGF-I-Spiegels sowie verschiedene
Stimulationstests. Kooistra et al. (2000 b) untersuchten die Funktion der Hypophyse an
acht Deutschen Schaferhunden mit hypophysarem Zwergenwuchs im Vergleich zu
gesunden Beagles anhand eines four-Releasing-Hormon-Tests. Die Hunde erhielten
Uber Venenverweilkatheter vier verschiedene Releasing-Hormone (CRH, GHRH, GnRH
sowie TRH). AnschlieBend wurde in Abstdnden von funf bis zehn Minuten Blut

genommen, um den Verlauf von ACTH, FSH, LH, Prolaktin, GH und TSH zu verfolgen.

Neben dem Wachstumshormon waren auch die basalen Hormonwerte von TSH und
Prolaktin signifikant niedriger als bei den gesunden Beagles und reagierten nicht auf die
Stimulation. Bei FSH stellten Kooistra et al. zwar geschlechtsspezifische Unterschiede
hinsichtlich der basalen Werte fest, auf die Releasing-Hormone reagierten aber weder
die weiblichen noch die mannlichen Tiere. LH wies ebenso niedrige Basalwerte auf,
reagierte aber auf die suprahypophysdre Stimulation mit einer leichten Erhohung,
wahrend sich ACTH weder in den Basalwerten noch im Stimulationsverhalten von der

Kontrollgruppe unterschied (Kooistra et al., 2000 b).

Therapie und Prognose

Eine Therapie mit porzinem, bovinem oder humanem Wachstumshormon fihrt zur
Normalisierung des Fells und Besserung des Allgemeinbefindens, ein GréBenwachstum
ist nicht zu erwarten. Neuere Untersuchungen zeigen gute Erfolge mit exogenen
Progesterongaben, die zu einer vermehrten GH-Produktion in der Mamma fihren
(Knottenbelt und Herrtage, 2002).
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2.5.2.3 Erworbener Hyposomatotropismus des Hundes

Eine Rassepradisposition flir den erworbenen GH-Mangel liegt beim Chow Chow,
Eurasier, Zwergspitz, Pudel sowie beim Samojeden vor. Die betroffenen Tiere zeigen
ausschlieBlich dermatologische Veranderungen. Klinisch auffallig werden die vorwiegend
mannlichen Tiere haufig vor dem dritten Lebensjahr durch Verlust des Deckhaares und
Zurlckbleiben der Sekundarhaare (Babyfell). Im weiteren Verlauf zeigen die Hunde
zunehmende Alopezie vor allem an Hals, Ohren, Rumpf und Innenseite der
Oberschenkel, sowie Hyperpigmentierung und Atrophie der Haut (Schmeitzel, 1990;
Schmeitzel und Lothrop, 1990).

Rijnberk et al. untersuchten die GH- und IGF-I-Konzentrationen im Blut von zwei
Schaferhunden mit angeborenen GH-Mangel im Vergleich zu zwei Pudeln mit
erworbenem GH-Mangel. Alle Hunde zeigten niedrige GH-Spiegel, wobei die der
Schaferhunde sogar unter der Nachweisgrenze lagen. Wahrend die IGF-
Konzentrationen der beiden Pudel den physiologischen Werten gesunder Pudel
entsprachen, waren sie bei den beiden Schaferhunden stark erniedrigt. Rijnberk et al.
kamen zu dem Schluss, dass die GH-Werte der Hunde mit erworbenen
Hyposomatotropismus zwar unter den Normwerten liegen, der GH-Spiegel aber
dennoch ausreichend fur die Stimulation der IGF-Synthese ist (Rijnberk et al., 1993).

Die Diagnose des erworbenen GH-Mangels beim Hund erfolgt iber das klinische Bild
der Hautveranderungen und der Bestimmung der Blutspiegel von Wachstumshormon
und IGF. Zur Therapie eignet sich wie beim angeborenen GH-Mangel die Verabreichung

von Wachstumshormon bzw. exogenen Progesteron.
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2.6 Bedeutung des Wachstumshormons im Tiermodell Maus

2.6.1 Allgemein

Verschiedene Tiermodelle wurden im Laufe der Zeit entwickelt, um die Auswirkungen
einer supraphysiologischen GH-Serumkonzentration auf verschiedene Organsysteme
des Korpers in vivo zu untersuchen. Zunachst erreichte man die erhéhten GH-Spiegel,
indem man hypophysektomierten bzw. intakten Tieren in hohen Mengen exogenes
Wachstumshormon injizierte (Bates et al., 1964). AnschlieBend entwickelte man durch
die Transplantation von Hypophysentumoren ein Tiermodell mit héherer Spezifitat und
besserer Vertraglichkeit. Die transplantierten Tumoren sezernierten hohe Mengen an
Wachstumshormon unabhdngig von der nativen GH-Sekretion (Tashjian et al., 1968).
Heute stehen verschiedene transgene Tiermodelle zur Verfligung, die vermehrt ovines,
bovines oder humanes Wachstumshormon synthetisieren und dabei die gleichen
Veranderungen aufweisen wie GHRH-transgene Tiere mit einer (bermaBigen
endogenen GH-Synthese (Mayo et al., 1988). Im Gegensatz dazu sind die
Auswirkungen bei humanGH (hGH)-transgenen Tieren nicht vergleichbar mit einer
endogenen GH-Erhéhung, da hGH sowohl an GHR, als auch an Prolaktin-Rezeptoren
bindet. Der Phanotyp der hGH-transgenen Tiere entspricht somit einem
Hypersomatotropismus in Kombination mit einer Hyperprolaktinamie (Bartke et al.,
1994 a).

Die GH-Uberexpression fiihrt zu einem Anstieg des IGF-I Spiegels und stimuliert so auf
direktem und indirektem Weg das Koérperwachstum. GH-transgene Mause besitzen
gegenliber Kontrolltieren eine Erhéhung der adulten KorpergréBe um 30 - 100%,
entwickeln multiple Organomegalien und weisen eine deutliche Reduktion des
Korperfettes auf (Palmiter et al., 1982; Bartke et al., 1994 b). Die Veranderungen der
transgenen Mause, z.B. hinsichtlich KérpergréBe und Organomegalien, sind vergleichbar
mit dem klinischen Erscheinungsbild der Akromegalie (Ulshen et al., 1993).

Rollo et al. (1996, 1997) sahen als Ursache flr die verschiedenen Auswirkungen des

GH-Exzesses eine Beeinflussung des Energie-Haushaltes. Sie zeigten anhand einer
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Studie, dass GH-transgene Mause deutlich schneller an Gewicht zunahmen als die
Kontrolltiere, obwohl sie gleiche bzw. geringere Mengen Futter pro Gramm
Kdrpergewicht zu sich nahmen. Die GH-transgenen Tiere wiesen eine deutlich bessere
Futterverwertung auf und reduzierten zusatzlich ihren Energieverbrauch durch
verlangerte Schlafphasen und durch weniger Bewegung wahrend der Wachphasen
(Rollo et al., 1997). Da weiterflihrende Untersuchungen ergaben, dass die Mause eine
unproportional hohe Menge an Energie flir das Wachstum benétigen, gingen Rollo et al.
(1997) davon aus, dass Stérungen in der Reproduktion und eine reduzierte
Lebenserwartung GH-transgener Tiere Folgen eines Energiedefizites sind. Diese
Annahme konnte durch eine Erhéhung der Energieaufnahme mit einhergehender
Verbesserung der Reproduktion und Verldangerung der Lebenserwartung bestdtigt
werden (Rollo et al., 1996, 1997).

Die Lebenserwartung der GH-transgenen Tiere scheint umgekehrt proportional zu den
GH-Serum Spiegeln zu sein (Bartke et al., 1998; Wolf et al., 1993).

Eine weitere Mdglichkeit, die physiologische Rolle des Wachstumshormons in vivo zu
untersuchen, bietet die Zucht von Knockout Mdausen, bei denen gezielt z.B. die
Expression von GH-Rezeptoren ausgeschaltet wird (Zhou et al., 1997). Homozygote
GHR-Knockout Mause weisen ein physiologisches Geburtsgewicht auf, entwickeln
postnatal jedoch sehr schnell einen deutlichen Wachstumsriickstand gegeniber
Kontrolltieren und erreichen nur etwa 50% des Adultgewichtes. Entsprechend den
physiologischen Wirkweisen von IGF-I und Wachstumshormon besitzen die Knockout
Mduse zusatzlich einen erhdhten Fettgehalt sowie einen  reduzierten
Knochenstoffwechsel (Zhou et al., 1997).
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2.6.2 Die Effekte des Wachstumshormons auf den

Knochenstoffwechsel

Knochenmasse, KnochengréBe sowie Knochendichte sind bei GHD-Mausen verringert
und steigen erst im Laufe einer GH-Therapie langsam an. Entsprechend besitzen GH-
transgene Mause eine erhéhte Knochenmasse und —groBe. Wolf et al. (1991) stellten
bei adulten GH-transgenen Mausen einen disproportionalen Gigantismus fest, indem der
Femur nur eine maBige Zunahme der Knochenldange und —breite zeigte, wahrend die
Zunahme am Radius Uberproportional groB zum Koérpergewicht und zur KorpergroBe
war. Sandstedt et al. (1996) entdeckten eine Abhangigkeit der GH-Wirkung von den
weiblichen Geschlechtshormonen, indem sie einen Anstieg des BMC bei GH-transgenen
Mdusen, nicht jedoch bei ovariektomierten transgenen Mdausen feststellen konnten.
Supraphysiologische GH-Spiegel scheinen an verschiedenen Regionen
(Diaphyse/Metaphyse) und Kompartimenten (kortikal/trabekuldr) eines Knochens
abhangig vom Geschlecht unterschiedliche Wirkungen aufzuweisen. So zeigten
transgene Mduse an der Femurdiaphyse einen Anstieg des kortikalen Mineralgehaltes
um mehr als 30%, wobei der Zuwachs bei den mannlichen Tieren starker ausgepragt
war, als bei den weiblichen. Insgesamt besaBen die transgenen Tiere gegeniiber den
Kontrolltieren einen 50% hoheren Knochenmineralgehalt. Der Zuwachs der
Querschnittsflache war bei den mannlichen Tieren verglichen mit den weiblichen
deutlich starker ausgepragt, wahrend die weiblichen Tiere eine signifikant hdhere

trabekuldre Knochendichte aufwiesen (Cindik et al., 2000).

2.6.3 Die Effekte des Wachstumshormons auf das

Herzkreislaufsystem

Herzkreislauf-Erkrankungen stellen die haufigste Todesursache im Verlauf einer
Akromegalie dar (Alexander et al., 1980; Bengtsson et al., 1988). Im Anfangsstadium
der Akromegalie kommt es durch den GH-Uberschuss am Herzen zu einer kurzfristigen

Leistungssteigerung, (Sacca et al., 1994), die allerdings im weiteren Verlauf zu einer
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fortschreitende Fibrose des Myokards und so zu einer schnellen Abnahme der
Herzleistung flihrt (Lie, 1980). Bohlooly-Y et al. (2001) untersuchten bovine GH-
transgene Mause hinsichtlich der GH-Wirkung auf das Herzkreislaufsystem und stellten
fest, dass sowohl bei den mannlichen, als auch bei den weiblichen Tieren der mean
arterial blood pressure (MAP) im Vergleich zu Kontrolltieren erhéht war. Die Zunahme
des MAP flihrt schlieBlich zu einem steigenden peripheren GefaBwiderstand (Bohlooly-Y
et al., 2001).

2.6.4 Die Effekte des Wachstumshormons auf die Reproduktion

Sowohl bei den weiblichen, als auch bei den mannlichen Tieren wird die Funktion der
Gonaden hauptsachlich durch die zwei hypophysaren Hormone FSH und LH gesteuert.
Bei einigen Spezies spielt zusatzlich Prolaktin bei Entwicklung des Corpus Luteum eine
wichtige Rolle (Bartke, 1999). Die Funktion des Ovars wird auBerdem direkt Uber
Wachstumshormon bzw. indirekt tber IGF, die des Hodens liber Wachstumshormon,
IGF und Prolaktin beeinflusst (Bartke, 1999). Wachstumshormon beschleunigt die
Entwicklung des Fortpflanzungssystems, erhoht die Anzahl der Ovulationen (Kirkwood
et al., 1989) und potenziert die Wirkung der Gonadotropine auf Ovar und Hoden
(Bartke et al., 1994 a, b; Gnessi et al., 1997).

Durch die Zucht von GH-transgenen Mausen ergibt sich die Mdoglichkeit, die
Auswirkungen eines GH-Exzesses auf die Fortpflanzung genau zu untersuchen. Sowohl
die mannlichen, als auch die weiblichen transgenen Maduse weisen abhangig von der
GH-Dosis eine reduzierte Fertilitdt, Stérungen in der neuroendokrinen Steuerung der
Reproduktion, sowie eine verkirzte Dauer der Fortpflanzungsfahigkeit auf (Bartke et al.,
1999). Cecim et al. (1995 a, b, ¢) wiesen nach, dass die Fruchtbarkeit der weiblichen
Tiere aufgrund ungenligend hoher Prolaktin-Spiegel reduziert ist. Die mangelhaften
Prolaktin-Spiegel fihren zu einer reduzierten Progesteron-Synthese des Corpus Luteum
und verhindern so die Implantation und ein Fortbestehen der Graviditdt. Durch exogene
Progesteron-Gaben gelang es die Graviditat der transgenen Mause zu erhalten (Cecim
et al., 1995 a, b, c).
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Eine weitere auftretende Stérung im GH-transgenen Tiermodell ist die Unmdglichkeit,
im postpartalen Ostrus gravide zu werden. Die etwa doppelt so groBen Abstinde
zwischen zwei Wirfen in Verbindung mit einer verklrzten fortpflanzungsfahigen
Lebenszeit fihren zu einer deutlich reduzierten Wurfanzahl wahrend eines Mduselebens
(Bartke et al., 1999).

Cecim et al. (1995 a, b, ¢) konnten zusatzlich zu den hemmenden Einflissen des GH-
Exzesses auch eine positive Wirkung auf die Reproduktion feststellen, indem
Wachstumshormon die Wirkung der Gonadotropine auf die Granulosazellen und das
Follikelwachstum potenziert. Dies hat eine erhdhte Anzahl an Corpora Lutea auf dem
Ovar zur Folge und fihrt so zu vermehrten Ovulationen. Zusatzlich konnten Bartke et
al. (1999) bei bGH-transgenen Mausen eine Reduktion der Apoptose- und Atresie-Rate

der Follikel im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren beobachten.

Untersuchungen an GHR-Knockout-Mdusen weisen bei den weiblichen Tieren ein spates
Einsetzen der Geschlechtsreife, eine reduzierte WurfgroBe, sowie eine geringe
Uberlebensrate der Neugeborenen auf. Die hohe Mortalitdt ist auf Stdrungen der
Mammogenese und Galactopoese aufgrund der niedrigen Wachstumshormon- und IGF-
Spiegel zurickzuflihren, so dass es post partum zu einer Unterversorgung der

Neugeborenen kommt (Zhou et al., 1997).

Die mannlichen GHR-Knockout-Mause sind zwar lberwiegend fruchtbar, die Haufigkeit
der Infertilitdt ist jedoch gegenliber gesunden Kontrolltieren signifikant erhdht.
AuBerdem zeigen diese Tiere Stérungen im Begattungsverhalten sowie ein reduziertes

Gewicht der primaren und sekundaren Geschlechtsorgane (Bartke 1999).
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2.6.5 Die Effekte des Wachstumshormons auf Tumorentstehung

und Tumorwachstum

Tornell et al. (1992) beobachteten in einem Versuch mit hGH-transgenen Mausen eine
erhohte Inzidenz von Mammatumoren. In einer nachfolgenden Studie mit bGH-
transgenen und Prolaktin-transgenen Tieren konnten Wennbo et al. (1997 a, b)
nachweisen, dass Prolaktin flir die Entstehung der Mammatumore verantwortlich ist. Da
humanes Wachstumshormon nicht nur an GH-Rezeptoren, sondern auch an
Prolaktinrezeptoren bindet, hat die Uberexpression des hGHs &hnliche Auswirkungen

wie eine Hyperprolaktinamie.

Verwendet man Tiermodelle, die bereits Tumoren aufweisen und verandert ihre GH/
IGF-Achse, erkennt man eine GH/ IGF-Abhdngigkeit des Tumorwachstums. So besitzt
ein Tumor einer GHD-Maus, verglichen mit Kontrolltieren, eine deutlich geringere
Wachstumsgeschwindigkeit. Unterschiedliche Ergebnisse wurden nach einer IGF-
Infusion berichtet. So berichten Butler et al. (1998) von einem vermehrten
Tumorwachstum nach einer IGF-Infusion, wahrend Gidding et al. (2000) keine
Anderung der Wachstumsgeschwindigkeit feststellen konnte. Eine weitere Studie
berichtet, dass sich eine IGF-Behandlung sogar positiv auf Tiere mit Tumoren auswirkt,
da IGF durch anabole Eigenschaften einer Tumorkachexie entgegenwirkt (Ng et al.,
1992).

Zusammenfassend ist zu sagen, dass Wachstumshormon zwar nicht flir ein erhdhtes
Risiko der Karzinogenese verantwortlich ist, aber das Wachstum vorhandener Tumoren
fordert. Daher ist eine GH-Therapie bei einem bestehenden Tumor kontraindiziert
(Cohen et al., 2000).
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2.7 Der medizinische Einsatz des Wachstumshormons

2.7.1 Allgemein

Im Jahre 1958 gelang erstmals die erfolgreiche Therapie eines an Wachstumshormon-
Mangel erkrankten Kindes mit Wachstumshormon (Raben, 1958). Damals wurde
Wachstumshormon aus den Hypophysen Verstorbener isoliert. Aufgrund des hohen
Infektionsrisikos wurde Wachstumshormon dieses Ursprungs zu therapeutischen
Zwecken verboten. Heute wird Wachstumshormon in groBen Mengen gentechnisch
hergestellt und in verschiedenen Bereichen erfolgreich eingesetzt. Neben der
Behandlung des Hyposomatotropismus findet Wachstumshormon aufgrund seiner
anabolen Wirkweise z.B. Anwendung in der Therapie von Patienten mit schweren
Brandverletzungen und Krebspatienten mit Tumorkachexie (Wilmore, 1991). Aufgrund
der positiven Wirkung auf den Knochenstoffwechsel wird Wachstumshormon bzw. IGF-I

auch zur Osteoporose-Therapie eingesetzt (Rosén et al., 2001).

In der Tiermedizin erfolgt vor allem in den USA der Einsatz des Wachstumshormons als
Leistungsforderer zur Steigerung der Milch- und Mastleistung bei lebensmittelliefernden
Tieren (Boyd et al., 1989; Bauman et al., 1985). In Europa dagegen ist der Einsatz von

Hormonen als Leistungsforderer verboten.

2.7.2 Wachstumshormon zur Therapie des Hyposomatotropismus

Rekombinantes = Wachstumshormon  wird  erfolgreich  zur  Therapie  des
Wachstumshormon-Mangels eingesetzt. Die friihzeitige Therapie von GHD-Kindern
verzeichnet sehr gute Erfolge, so dass 70% der physiologischen KdrpergréBe erreicht
werden kénnen. Generell kann ein GréBenzuwachs von 30 cm erwartet werden, wobei
der Erfolg abhangig von mehreren Faktoren ist, wie z.B. Zeitpunkt des Therapiebeginns,

Therapiedauer, sowie RegelmaBigkeit der Injektionen (Ranke et al., 1999; Tanaka,
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2003). Zusatzlich zum Koérperwachstum fiihrt die GH-Substitution zum Ansteigen der
Knochendichte und Reduktion des Korperfettes (Rosen et al., 1993). Friiher wurde nach
Abschluss des Korperwachstums die Therapie beendet, heute ist jedoch bekannt, dass
eine  GH-Therapie bei Adulten GHD-Patienten zu einer Abnahme der
Herzkreislauferkrankungen, Knochenbriiche und zur reduzierten Mortalitdt fuhrt
(Bengtsson et al., 2000).

2.7.3 Wachstumshormon zur Therapie der Osteoporose

Das Ziel der Osteoporose-Therapie ist die Knochenresorption durch Substanzen, wie
z.B. Ostrogene oder Calcitonin, zu mindern und so einen Anstieg der Knochendichte
sowie eine Senkung des Frakturrisikos zu erreichen. Neben der antiresorptiven
Therapie besteht die Mdéglichkeit einer direkten Stimulation der Knochenformation durch
anabol wirksame Stoffe, wie z.B. Wachstumshormon, IGF-I und Parathormon (Rosén et
al., 2001).

Wachstumshormon und IGF-I spielen beide eine wichtige Rolle im Aufbau und Erhalt
des Knochens. Verschiedene Untersuchungen haben ergeben, dass systemische und
lokale IGF-I-Spiegel im direkten Verhaltnis mit dem Mineralgehalt des Knochens stehen
(Langlois et al., 1998). Die Annahme, dass Patienten mit Osteoporose ahnlich wie GHD-
Patienten auf die GH-Therapie reagieren, konnte allerdings in mehreren Studien nicht
bestatigt werden (Rudman et al., 1990). Als Grund flir das Ausbleiben des
Therapieerfolges wird die Tatsache angesehen, dass Wachstumshormon nicht nur die
Knochenformation, sondern auch die Knochenresorption stimuliert. Entsprechend
beobachteten auch Rosén et al. bei der GH-Therapie von Uber 100 Osteoporose-
Patienten, dass sowohl die Knochenformationsmarker, als auch die Resorptionsmarker
in Urin und Serum anstiegen. Ein weiterer Grund flir einen fehlenden Therapieerfolg
kénnte die zu kurze Therapiedauer sein, da die Therapie haufig aufgrund starker
Nebenwirkungen abgesetzt werden musste (Rosén et al., 2001). Besser in
Vertraglichkeit und Wirkung ist die Therapie der Osteoporose mit IGF-I. Ghiron et al.
(1995) beobachteten in ihrer Studie, dass die IGF-I-Wirkung auf den
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Knochenstoffwechsel stark von der Dosis abhangig ist. Die Studienteilnehmer wurden
abhangig von der IGF-I-Dosis in zwei Gruppen unterteilt. Wahrend man in der Gruppe
mit hohen IGF-I-Dosen ein Ansteigen der Knochenformationsmarker und
Resorptionsmarker beobachten konnte, erhéhten sich in der niedrig dosierten Gruppe
nur die Formationsmarker. Diese Ergebnisse unterstiitzen die Annahme, dass eine
niedrige IGF-Dosierung (bis zu 30 mg pro Kilogramm Kdrpergewicht am Tag), gezielt

die Knochenformation durch Stimulation der Osteoblasten fordert (Ghiron et al., 1995).

2.7.4 Wachstumshormon als Leistungsforderer

Leistungsforderer sind im Sinne des § 2 des Futtermittelgesetzes
Futtermittelzusatzstoffe ohne Nahrstoffcharakter.

Leistungsforderer sind Stoffe, die zu einer Minderung des Futteraufwandes bzw. der
Steigerung der Leistung fuhren.

Da der Einsatz von Hormonen zur Steigerung der Mast- und Milchleistung in der EU
nicht zugelassen ist, wird im Folgenden nur kurz auf die Rolle des Wachstumshormons

als Leistungsforderer eingegangen.

Die standige Verbesserung der Wirtschaftlichkeit ist ein wichtiges Ziel in der
landwirtschaftlichen Nutztierhaltung. Die Wirtschaftlichkeit einer Milchkuh ist abhangig
von ihrer Milchleistung und Milchzusammensetzung sowie von den Unterhaltkosten
(Bauman et al., 1985). Der Einsatz von Wachstumshormon als Leistungsférderer hat
eine deutliche Verbesserung der Wirtschaftlichkeit durch gesteigerte Milchleistung bei
unveranderter  Milchzusammensetzung und  gleichzeitiger = Minderung  des
Futterverbrauchs zur Folge. Wachstumshormon férdert die Laktogenese, indem es die
Verfligbarkeit der Inhaltsstoffe in der Brustdrise erhdht und indem es indirekt Gber
IGF-I die Aktivitat des Driisengewebes steigert (Bauman, 1992).

Die Milchleistung steigt gleich zu Beginn der GH-Substitution deutlich an und erreicht
etwa nach einer Woche ihr Maximum, wobei das AusmaB der Leistungssteigerung

abhangig von der GH-Dosis ist. In der Literatur wird berichtet, dass eine maximale
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Steigerung der Milchleistung mit einer GH-Dosis von 30 - 40 mg am Tag erreicht wird
(Bauman et al.,, 1992). Um die hohen GH-Spiegel und in Folge die gesteigerte
Milchleistung aufrecht zu erhalten, ist eine tagliche Injektion nétig (Chilliard, 1988).
Mittlerweile stehen auch Langzeitpraparate zur Verfligung, die subcutan verabreicht,
langsam Wachstumshormon abgeben und so bei vierzehntagigen Gaben einen konstant
hohen GH-Spiegel ermdglichen (Chilliard, 1988).

In der Schweinemast profitiert man von der gleichzeitig anabolen GH-Wirkung auf den
Proteinstoffwechsel und den katabolen Effekten auf das Fettgewebe. Die exogene
Substitution von Wachstumshormon hat erhdhte Tageszunahmen (um 13%) bei
sinkender Futteraufnahme (um 20%) zur Folge, wobei das Fettgewebe am Riicken um

50% abnimmt, wahrend die Muskelmasse um 6 - 16% ansteigt (Brenner, 1990).
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3. Material und Methoden

3.1 Versuchsdurchfiihrung

Die vorliegende Arbeit besteht aus zwei verschiedenen Versuchen, die im Rahmen einer
interdisziplindaren Zusammenarbeit mit der Forschungsgruppe des Muskuloskelettalen
Systems der Anatomischen Anstalt, dem Institut flur Molekulare Tierzucht und
Haustiergenetik und dem Institut fir Tierpathologie der Ludwig-Maximilians-Universitat
in Mlnchen, sowie dem Institut flir Anatomie der Privaten Medizinischen Paracelsus
Universitdt in Salzburg und der Abteilung flir Molekulare Genetik des J. L. Pettis
Veterans Administration Medical Center, Loma Linda, California, USA, durchgefiihrt
wurden. Die Urinproben wurden mir tiefgefroren bei — 20°C von der Anatomischen

Anstalt Uberlassen.

Im Versuch 1 wurde mit nichtinvasiven Methoden die Auswirkung von
supraphysiologischen Wachstumshormon-Spiegeln auf den Knochenmineralgehalt (DXA:
Hochaufldsende Zweienergie-Rontgen-Absorptiometrie), die Knochendichte und
Knochenstruktur (pQCT: Hochauflésende periphere Computertomographie) sowie den
Knochenstoffwechsel, d.h. Formation und Resorption (Knochenmarker) Uber
verschiedene Entwicklungs- und Altersstufen bei weiblichen und mannlichen Mausen
untersucht. Die Analyse der Knochenresorptionsmarker  Pyridinolin  und
Desoxypyridinolin erfolgte am Institut fir Physiologie, Physiologische Chemie und
Tierernahrung der Tierdrztlichen Fakultdt der Ludwig-Maximilians-Universitat in
Minchen. Als Knochenformationsmarker wurde Osteocalcin im Serum bestimmt und in
Zusammenarbeit mit Prof. Dr. S. Mohan (J. L. Pettis Veterans Administration Hospital
Medical Center, Loma Linda, USA) analysiert. Die Messungen der Knochenparameter
mittels DXA und pQCT wurden an der Anatomischen Anstalt der Ludwig-Maximilians-

Universitdt in Minchen durchgeftihrt.

Im Versuch 2 wurden die Auswirkungen supraphysiologischer IGFBP-2-Spiegel auf den
Knochenstoffwechsel in Abwesenheit bzw. Anwesenheit einer GH-Uberexpression
anhand der Knochenmarker bestimmt.
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3.2 Versuchstiere

Versuch 1

Im Versuch 1 wurden insgesamt 72 Mt-(Metallothionein)-bGH-transgene Mause im Alter
von 3, 6,9, 12, 18, 26 und 38 Wochen untersucht. Da es nicht méglich war innerhalb
einer Narkose beide Messungen, DXA und pQCT, parallel durchzuflihren, wurden die
Tiere in zwei Gruppen aufgeteilt. Gruppe eins bestand aus insgesamt 38 Tieren, 20
weiblichen, davon 10 GH-transgene (tg F) und 10 Kontroll-Mause (con F) und 18

mannlichen, davon 11 GH-transgene (tg M) und 7 Kontroll-Mause (con M).

Die zweite Gruppe setzte sich aus insgesamt 34 Tieren zusammen, bestehend aus 17
weiblichen und 17 mannlichen Tieren, davon jeweils 8 GH-transgene (tg F und tg M)
und 9 Kontroll-Mause (con F und con M).

An den Mausen der Gruppe eins wurden die Messungen der Knochenmarker und der

DXA durchgefihrt, in der Gruppe zwei wurde mittels pQCT die Knochendichte bestimmt.

Versuch 2

Das Ziel des zweiten Versuchs war die Untersuchung skelettaler Veranderungen einer
IGFBP-2-Uberexpression im transgenen Mausmodell, sowohl in der Ab- als auch

Anwesenheit einer GH-Uberexpression.

Im Versuch 2 wurden insgesamt 61 Tiere im Alter von 18 Wochen untersucht, die je
nach Genotyp in vier verschiedene Gruppen aufgeteilt wurden. Um die vier Gruppen zu
erlangen, wurden hemizygote CMV-(Cytomegalie-Virus)-IGFBP-2-transgene Mduse mit
hemizygoten = PEPCK-(Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase)-bGH-transgenen  Mdusen
gekreuzt (McGrane et al., 1988; Hoflich et al., 2001). Die so geziichteten Mause trugen
entweder das IGFBP-2-Transgen (9 Weibchen und 5 Mannchen), das GH-Transgen (11
Weibchen und 3 Mannchen) oder beide Transgene gleichzeitig (doppeltransgen: 10
Weibchen und 8 Mannchen). Die Kontrollgruppe bestand aus 8 weiblichen und 7

mannlichen Tieren.
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3.3 Bestimmung Dbiochemischer Marker des Knochen-
stoffwechsels: Collagen-Crosslinks Pyridinolin und

Deoxypyridinolin

3.3.1 Prinzip

Nach saurer Hydrolyse und Vorreinigung Uber Cellulosechromatographiesaulen erfolgt
die Detektion mittels Eigenfluoreszenz in einer Ionenpaar-Reversed-Phase-

Hochleistungsfliissigkeits-Chromatographie-Anlage (HPLC-Anlage).

Dieses Verfahren zur Bestimmung der Einzelkonzentrationen von Pyridinolin und
Desoxypyridinolin basiert auf einem Verfahren nach Colwell et al. (1993) und Black et
al. (1988) und wird an unserem Lehrstuhl seit Jahren erfolgreich eingesetzt (Wehr
1998).

3.3.2 Bestimmung

3.3.2.1 Aufschluss der Proben

25 ul Urin und 225 ul Reinstwasser werden mit 250 ul 37% Salzsaure versetzt und 16
Stunden im Trockenschrank bei 105°C sauer hydrolysiert. Im Anschluss daran gibt man
zu den abgekiihlten Proben 2,5 ml Waschlésung. Die Waschlésung besteht aus vier
Teilen Acetonitril, einem Teil Eisessig 100% und einem Teil Reinstwasser.

Zur Vorreinigung der Urinproben wurden Chromabond Crossliks Sdulen verwendet, die
bereits mit 300 mg Cellulose beflillt sind.

Der verwendete Vakuumkasten besitzt 20 Steckplatze, von denen jeder einen separaten
Verschlusshahn besitzt, so dass man den Durchfluss der Waschlésung und der Probe
bei jeder Saule einzeln regulieren kann. Die bereits beflillten Cellulose-Saulen werden

auf die verschiedenen Steckplatze des Vakuumkastens verteilt. Sobald die Saulen mit 5
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ml Waschlésung konditioniert sind, gibt man die Proben auf die Sdulen und verwirft den
Durchlauf. AnschlieBend werden die Saulen mit 15-25 ml Waschlésung durchgespiilt,
wobei die Mehrzahl der flir die HPLC-Anlage stérenden Salze, Aminosdauren und
Chromogene entfernt werden. Die Elution von Pyridinolin und Deoxypyridinolin erfolgt
mit 3-5 ml Reinstwasser. Das Eluat wird anschlieBend in einer Vakuumzentrifuge bei
60°C eingetrocknet. Sobald die Proben nach zirka sechs Stunden vollstandig trocken
sind, werden sie mit 100 ul 1%iger HFBA (Heptafluorobutyricacid) versetzt und in die
fur die HPLC-Anlage vorgesehenen GefaBe pipetiert.

3.3.2.2 Detektion von Pyridinolin und Desoxypyridinolin mittels HPLC

20 ul des HFBA-Probengemisches werden auf die HPLC-Trennsdule aufgetragen. Bei
gleichbleibenden Betriebsbedingungen zeigen die Proben die gleiche Retentionszeit wie
die externen Standards (Abbildung 5). Wahrend des gesamten Messvorgangs werden

die Proben konstant auf einer Temperatur von 8°C gehalten.

Die mobile Phase besteht aus 85% Reinstwasser, 15% Acetonitril und 0,01 mol HFBA.
Der pH-Wert von 2,0 wird mit 0,1 n NaOH bzw. 1% HFBA-LOsung eingestellt. Die
externen Standards eluieren reproduzierbar nach einer Retentionszeit von etwa 9
Minuten (Pyridinolin) und 11 Minuten (Deoxypyridinolin). Die Flussrate betragt 0,8
ml/min. Die Messung erfolgt bei einer Extension von 295 nm und einer Emission von
400 nm. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programms EZ Chrom Elite (VWR,
Darmstadt).
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External Standard Report Page 1 of 1 (1)
Method Name: C:\EZChrom Elite\Enterprise\Projects\HPLC 1 Crosslinks\Method\Crosslinks.met
Data: C:\EZChrom Elite\Enterprise\Projects\HPLC 1 Crosslinks\Data\050201001.dat
User: Tierernihrung
Acquired: 01.02.2005 11:31:51
Printed: 15.02.2005 15:07:24
Probe: StdCrosslinks
Glaschen: 1
30 % - 30
e
" 204 ! a - 20 "
= | (el 5
% i 1} a = 2
101 18\ ~ ro 10
Jo /N -
- /e NV oUNC
0 i, i - e o i — Ly
0 2 4 6 8 10 12
Minutes
FL Results
Pk# Name Retention Time Area nmol /1
1 PYD 9,300 3675343 0,143 CAL
2 DPD 10,567 1208314 0,064 CAL

Abbildung 5: Chromatogramm: HPLC Detektion von Pyridinolin und Deoxypyridinolin

3.3.3 Kreatinin

Die Bestimmung der Kreatininkonzentration im Urin basiert auf einer modifizierten
Methode nach Jaffé (1986). Hierbei bildet die alkalische Pikrinsédure zusammen mit
Kreatinin einen gelben Farbkomplex. Die Farbintensitat ist direkt proportional zur
Kreatininkonzentration im Urin und kann bei einer Wellenldnge von 490 nm
photometrisch gemessen werden.
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Zur Probenanalyse wurde ein Kreatinin Assay Kit der Firma Quidel®, Katalog Nr. 8009
verwendet. Die Mikrotiterplatte wird mit 190 ul Reinstwasser und 10 ul Urin belegt. Mit
Hilfe von zwei weiteren Mikrotiterplatten wird eine Verdiinnungsreihe erstellt, so dass in
der letzten Platte der Urin in einer Verdinnung von 1:40 vorliegt. Nach Zugabe der
0,14%  Pikrinsdure und einer  30-minutigen  Inkubationszeit wird die
Kreatininkonzentration in einem Essay Reader (Sunrise Remote, Tecan, Crailsheim)
gemessen. AnschlieBend wurden die Ergebnisse der Collagen-Crosslinks auf die

jeweiligen Kreatinin-Werte normiert.

3.3.4 Reagenzien und Material

* Salzsaure rauchend, 37 % reinst (Merck-Nr. 100314)

* Essigsaure 100 %, pro analysi (Merck-Nr. 100063)

* Millipor-Reinstwasser flr Chromatographie, hauseigene Herstellung (Anlage Ultra
Clear Direct, Firma SG Wasseraufbereitung und Regenerierstation GmbH, Barsbuittel)

e Chromabond® Crosslinks 3 ml, 300mg, Art.-Nr. 730458

* Heptafluorobutyricacid (HBFA) (Sigma Chemical Co., Katalog-Nr. 46H3498)

* Acetonitril (Merck-Nr. 100030)

3.3.5 Apparate

* HPLC-Anlage VWR-Hitachi ( Firma VWR-Hitachi, Darmstadt), Gerate der Linie Elite
LaChrom

* Chromatographiesaule, Sperisorb ODS-2-C18-2 (5 u) 125 x 4 mit Vorsaule, Latek
Labortechnik-Gerdte GmbH, Eppelheim

* Sdulenofen, Jetstream 2 Plus, VWR-Hitachi (VWR-Hitachi, Darmstadt)

* Fluoreszenzdetektor, L 2480, VWR-Hitachi (VWR-Hitachi, Darmstadt)
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* Probengeber, Autosampler L2200 mit Probenkihlung, VWR-Hitachi (VWR-Hitachi,
Darmstadt)
*  Pumpe und Organiser L-2130 HTA-Pumpe, VWR-Hitachi (VWR, Darmstadt)

* Vakuum-Zentrifuge, Eppendorf Conzentrator 5301, Firma Eppendorf, Hamburg

* Trockenschrank Heraeus Funktion Line, Firma Kendro, Langenselbold

3.5 Statistische Auswertung

Die Darstellung in den Tabellen erfolgt als Mittelwert + Standartabweichung.

Im Versuch 1 wurden mit Hilfe des Student’s t-Test (SPSS fiur Windows, Version 11.5)
drei paarweise Vergleiche fur jeden Messzeitpunkt durchgeflihrt (1: con M vs. con F; 2:
tg F vs. con F; 3: tg M vs. con M). Im 2. Versuch wurde ein Wilcoxon Rangsume Test
(SPSS fur Windows, Version 11.5) durchgefiihrt (die einzelnen Gruppen vs. Kontrolle

sowie die Mannchen vs. Weibchen).
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4. Ergebnisse

4.1 Versuch 1

Die Collagen-Crosslinks Pyridinolin und Desoxypyridinolin wurden als Resorptionsmarker
im Urin gemessen und zwischen der 3. und 38. Lebenswoche an sieben verschiedenen

Messzeitpunkten bestimmt.

Da in den ersten neun Lebenswochen die Urinmengen der Mduse so gering waren, dass
eine individuelle Analyse nicht mdglich war, wurden Sammelproben mehrerer Tiere der
einzelnen genetischen Gruppen erstellt. Aus diesem Grund erfolgte von der dritten bis
zur neunten Lebenswoche keine statistische Auswertung der Messergebnisse der
Resorptionsmarker. Gerade in dieser Zeitspanne erscheinen die Unterschiede zwischen
den einzelnen Gruppen sowohl bei Pyridinolin als auch bei Desoxypyridinolin jedoch

besonders deutlich.

In allen vier Gruppen konnte ein deutliches Absinken der Pyridinolin-Ausscheidung tber

den Urin im Verlauf des gesamten Versuchs beobachtet werden.

Tabelle 4 zeigt bei den weiblichen Tieren von der dritten bis zur neunten Lebenswoche
eine deutliche Reduktion der Pyridinolin-Exkretion. Der gemessene Pyridinolin-Wert der
neunten Woche ist verglichen mit den Ausgangswerten der dritten Woche um 61%
(Kontrolle) und 65% (Transgen) gesunken. AnschlieBend pendelten sich die Pyridinolin-
Spiegel im Urin der weiblichen Mduse langsam auf ein relativ konstantes Niveau ein.
Vergleicht man die Ergebnisse des letzten Messzeitpunktes mit denen der dritten
Woche, so betragt die Pyridinolin-Ausscheidung am Ende des Versuchszeitraumes bei
den weiblichen Tieren nur noch 23% (Kontrolle) und 26% (Transgen) des

Ausgangswertes.

Die Ergebnisse der Tabelle 5 zeigen einen ahnlichen Verlauf der Pyridinolin-Exkretion

bei den mannlichen Mausen. Wie bei den weiblichen Tieren ist auch hier die groBte
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Reduktion der Pyridinolin-Ausscheidung zwischen der dritten und neunten Woche zu
beobachten. So sind die Pyridinolin-Werte der mannlichen Mause in der neunten Woche
gegenliber den Ausgangswerten um 56% (Kontrolle) und 64% (Transgen) gesunken.
Im weiteren Verlauf fallen die Pyridinolin-Spiegel weiterhin leicht ab, erreichen zwischen
der 18. und 26. Woche einen Tiefpunkt und sinken danach nicht weiter. Vergleicht man
die Werte der 38. Woche mit denen der dritten Woche, so sind die Spiegel wahrend des
gesamten Versuchszeitraumes auf 26% (Kontrolle) und 33% (Transgen) der

Ausgangswerte gesunken.

Tabelle 4: Mittlere Konzentrationen von Pyridinolin [nmol/mmol Kreatinin] im Urin der
weiblichen M3use

Woche Weibliche Tiere

Kontrolle Transgen
3 1888 + 140 ! 1601 + 55
6 1265 + 131 '° 880 + 159 !
9 741 £ 921 558 + 134!
12 597 + 105 502 + 102
18 512 + 90 477 + 107
26 473 £ 76 440 + 90
38 432 + 100 424 + 71

! Keine statistische Auswertung, da es sich um Sammelproben mehrerer Tiere handelt
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Tabelle 5: Mittlere Konzentrationen von Pyridinolin [nmol/mmol Kreatinin] im Urin der
mannlichen M3use

Woche Mannliche Tiere

Kontrolle Transgen
3 1457 + 3511 1166 + 2241
6 872 £ 179! 710 £ 721
9 636 +99 ' 416 + 1111
12 424 £ 61 ** 390 £ 57
18 425 £ 69 356 £ 55
26 399 + 69 366 + 64
38 407 £ 39 388 £ 50

! Keine statistische Auswertung, da es sich um Sammelproben mehrerer Tiere handelt
** Signifikante Unterschiede (p<0,001)

Desoxypyridinolin zeigte einen ahnlichen Verlauf wie Pyridinolin. Zwischen der dritten
und neunten Woche kam es bei allen vier genetischen Gruppen zu einem deutlichen

Absinken der Desoxypyridinolin-Exkretion.

Bei den weiblichen Tieren (Tabelle 6) sank die Ausscheidung bis zur neunten Woche um
59% (Kontrolle) und 63% (Transgen). AnschlieBend pendelten sich die Werte bis zur
38. Woche wie auch bei Pyridinolin auf ein relativ konstantes Niveau ein. Am letzten
Messzeitpunkt erreichten die weiblichen Tiere einen Spiegel von 24% (Kontrolle) und
28% (Transgen).

Das deutliche Absinken der Desoxypyridinolin-Spiegel wahrend der ersten neun Wochen
betragt bei den mannlichen Tieren 57% (Kontrolle) und 65% (Transgen). Wie auch bei
den weiblichen Tieren sank die Desoxypyridinolin-Exkretion in den folgenden Wochen
nur noch langsam ab, bis sie am letzten Messzeitpunkt einen Spiegel von 28%
(Kontrolle) und 34% (Transgen) verglichen mit den Werten der dritten Woche erreichte
(Tabelle 7).
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Tabelle 6: Mittlere Konzentrationen von Desoxypyridinolin [nmol/mmol Kreatinin] im

Urin der weiblichen Mause

Woche Female
Kontrolle Transgen
885 + 41 * 752 £ 66 '
6 579 £ 71! 429 + 48!
367 £59! 278 £ 66 !
12 296 + 44 253 + 51
18 243 £ 47 232 £ 55
26 232 £ 37 221 £ 35
38 215 £ 47 212 £ 34

! Keine statistische Auswertung, da es sich um Sammelproben mehrerer Tiere handelt

Tabelle 7: Mittlere Konzentrationen von Desoxypyridinolin [nmol/mmol Kreatinin] im
Urin der mannlichen Mause

Woche Mannliche Tiere

Kontrolle Transgen
3 738 + 86 * 583 + 121
6 451 + 98! 352 + 531
9 318 + 63! 204 + 50 *
12 213 + 29 ** 194 + 28
18 206 + 38 169 + 23
26 199 + 35 178 + 32
38 204 + 29 196 + 30

! Keine statistische Auswertung, da es sich um Sammelproben mehrerer Tiere handelt

** Signifikante Unterschiede (p<0,001)
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Vergleicht man die transgenen Tiere mit den Kontrolltieren zu den jeweiligen
Messzeitpunkten miteinander (Tabelle 4-7), scheint es, dass sowohl die Pyridinolin- als
auch Desoxypyridinolin-Ausscheidung bei den transgenen Madusen gegeniber der
Kontrolle reduziert ist. Bei der statistischen Auswertung konnte allerdings kein

signifikanter Unterschied zwischen den vier Gruppen nachgewiesen werden.

4.2 Versuch 2

Im Versuch 2 erfolgte die Bestimmung der Collagen-Crosslinks Pyridinolin und

Desoxypyridinolin im Urin in der 18. Lebenswoche der Mause.

Tabelle 8 und 9 zeigen eine &hnlich hohe Pyridinolin-Ausscheidung bei den
Kontrolltieren vergleichen mit den IGFBP-2-transgenen Tieren sowie bei den GH-

transgenen verglichen mit den doppeltransgenen Tieren.

Tabelle 8: Mittlere Konzentrationen von Pyridinolin [nmol/mmol Kreatinin] im Urin der
mannlichen M3use

mannlich
Kontrolle 76 £ 32
IGFBP-2-transgen 62+8
GH-transgen 125+ 18
Doppeltransgen 116 £ 26
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Tabelle 9: Mittlere Konzentrationen von Pyridinolin [nmol/mmol Kreatinin] im Urin der

weiblichen Mause

weiblich

Kontrolle 157 +37°
IGFBP-2-transgen 154 +22°
GH-transgen 243 +61*°
Doppeltransgen 243 +72*°2

* Signifikanz gegentiber der Kontrollgruppe bei p < 0,05
? Signifikanz gegenlber den entsprechenden Mannchen bei p < 0,001
b Signifikanz gegeniiber den entsprechenden Mannchen bei p < 0,007

Vergleicht man die Pyridinolin-Exkretion der Kontrollgruppe mit den GH-transgenen
Mdusen, so scheiden die transgenen Weibchen 55% (p<0,05) und die transgenen
Mannchen 65% mehr Pyridinolin als die entsprechenden Kontrolltiere (iber den Urin
aus. Die Pyridinolin-Werte der doppeltransgenen Maduse verglichen mit der
Kontrollgruppe sind bei den weiblichen Tiere um 55% (p<0,05) und bei den mannlichen
Tieren um 53% (p<0,05) erhdht.

AuBerdem wird in den Tabelle 8 und 9 deutlich, dass in allen vier genetischen Gruppen
die Pyridinolin-Ausscheidung der weiblichen Mduse die der mannlichen Ubersteigt. So
weisen die weiblichen Kontrolltiere gegentiber den mannlichen Kontrolltieren um 107%
(p<0,001) hdhere Pyridinolin-Werte im Urin auf. Bei den IGFBP-2-transgenen Tieren ist
die Ausscheidung bei den weiblichen Tieren um 149% (p<0,001), bei den GH-
transgenen um 95% (p<0,007) und bei den doppeltransgenen Mausen um 110%

(p<0,001) gegeniuber den mannlichen Tieren erhoht.
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Wie auch bei Pyridinolin weisen die Kontrolltiere und die IGFBP-2-transgenen Tieren
sowie die GH-transgenen und doppeltransgenen Tiere eine vergleichbar hohe
Desoxypyridinolin-Ausscheidung auf (Tabelle 10 und 11).

Tabelle 10: Mittlere Konzentrationen von Desoxypyridinolin [nmol/mmol Kreatinin] im
Urin der mannlichen Mause

mannlich
Kontrolle 8+3
IGFBP-2-transgen 8+2
GH-transgen 17+ 3~
Doppeltransgen 21+ 5*

* Signifikanz gegentiber der Kontrollgruppe bei p < 0,05

Tabelle 11: Mittlere Konzentrationen von Desoxypyridinolin [nmol/mmol Kreatinin] im
Urin der weiblichen Mause

weiblich
Kontrolle 14+ 4°
IGFBP-2-transgen 13+£2°
GH-transgen 21£5*
Doppeltransgen 22+5*

* Signifikanz gegentiber der Kontrollgruppe bei p < 0,05
¢ Signifikanz gegeniiber den entsprechenden Mannchen bei p < 0,009
@ Signifikanz gegeniiber den entsprechenden Mannchen bei p < 0,001

Vergleicht man die Werte der GH-transgenen Mause mit denen der Kontrollgruppe, so
weisen die weiblichen transgenen Mause (Tabelle 11) eine Erhdéhung der
Desoxypyridinolin-Exkretion um 55% (p<0,05), die mannlichen Mduse um 101%
(p<0,05) auf. Bei den IGFBP-2-transgenen Mausen betragt der Unterschied zur
Kontrollgruppe bei den Weibchen 58% (p<0,05), bei den Mannchen 149% (p<0,05).
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Vergleichbar mit der Pyridinolin-Exkretion sind auch die Desoxypyridinolin-Werte in allen
vier genetischen Gruppen bei den Weibchen héher als bei den Mannchen. In der
Kontrollgruppe ist die Desoxypyridinolin-Ausscheidung bei den weiblichen Mausen
verglichen mit den mannlichen um 68% erhéht (p<0,009). Bei den IGFBP-2-transgenen
Tieren betragt der Unterschied ebenso 68% (p<0,001). Vergleicht man die Werte der
GH-transgenen Tiere, so scheiden die Weibchen 27% mehr Desoxypyridinolin tber den
Urin aus als die Mannchen. Bei den doppeltransgenen Tieren ist der Messwert der

Weibchen um 6,6% gegeniiber dem der Mannchen erhoht.
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5. Diskussion

In der vorliegenden Studie wurden die Effekte einer systemischen Wachstumshormon-
Uberexpression auf den Knochen wahrend der ersten neun Lebensmonate anhand eines
Tiermodells im Rahmen eines Lebendversuches untersucht (Versuch 1). Im 2. Versuch
wurden die Auswirkungen einer IGFBP-2-Uberexpression auf die Knochenresortion in

An- und Abwesenheit einer GH-Uberexpression an transgenen Mausen untersucht.

5.1 Kritik der Methoden

5.1.1 Das transgene Maus-Modell

Mit Hilfe von transgenen Tiermodellen lassen sich die Effekte verschiedener Gene und
ihrer Produkte auf den Knochenstoffwechsel in vivo untersuchen. Durch pronukledre
Mikroinjektion kdnnen gewlinschte Gene (z.B. GH, IGF, IGFBP) fremder Spezies in die
befruchtete Eizelle integriert und der Kontrolle eines unabhdngigen Promotors
unterstellt werden. GH-transgene Tiere zeigen eine sehr hohe endogene Produktion des
Wachstumshormons, ohne dass sich hieraus immunologische Probleme wie bei der

externen Gabe des Proteins ergeben.

Die bGH-transgenen Mause im Versuch 1 wurden mit Hilfe des Metallothionein-I-
Promotors generiert und erreichten so GH-Spiegel von 100-200 ng/ml Serum, wahrend
die Kontrolltiere GH-Werte von 10 ng/ml aufwiesen. Die transgenen Mause wiesen
zusatzlich zu den stark erhdhten GH-Spiegeln auch 1,5mal hdhere IGF-I-Werte
gegenliber den Kontrolltieren auf. Es konnten keine signifikanten Unterschiede in den

GH- und IGF-I-Spiegeln zwischen den beiden Geschlechtern festgestellt werden.

Die PEPCK-bGH-transgenen Tiere im Versuch 2 wiesen GH-Serum-Spiegel von Uber
2000 ng/ml und gegeniber den Kontrolltieren 2-3fach erhéhte IGF-I-Serumspiegel im
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Serum auf (Hoflich et al., 2001). Die IGFBP-2-transgenen Mause wiesen sowohl in Ab-
als auch in Anwesenheit einer GH-Uberexpression 3-9fach erhohte IGFBP-2-Spiegel im

Serum auf (Hoflich et al., 1999), wahrend die IGF-Spiegel unverandert blieben.

Da die mittlere Lebenserwartung der Mt-bGH-transgenen Mduse mit 11 Monaten
gegenuber den Kontrolltieren mit 20 Monaten deutlich reduziert ist, wurde die
Langzeitstudie des Versuchs 1 nach neun Monaten abgeschlossen. Hauptursache fur die
verkirzte Lebensdauer sind GH-abhangige Veranderungen an den Nieren, wie z.B. die

progressive Sklerosierung der Glomerula (Wolf et al., 1993; Brehm et al., 1989).

5.1.2 Bestimmung der Collagen-Crosslinks im Urin

Da Knochen ein zeitlebens dynamisches Gewebe ist, finden standig Auf- und
Abbauprozesse statt, welche durch verschiedene endogene und exogene Faktoren
gesteuert werden. Da mit der Abnahme des Knochenmineralgehaltes ein Verlust der
Stabilitat des Knochens einhergeht, kommt diesem Zustand eine besondere Bedeutung
zu. Invasive wie auch nichtinvasive Verfahren erméglichen es, einen Uberblick tiber den
aktuellen Knochenstoffwechsel zu erhalten. Bei den nichtinvasiven Verfahren kommen
bildgebende Verfahren, wie die hier verwendeten Methoden der DXA und pQCT, und

die Analyse biochemischer Knochenstoffwechsel-Parameter zum Einsatz.

Da es sich im Versuch 1 um einen Lebendversuch handelte, an dem der Einfluss einer
systemischen GH-Uberexpression wahrend der verschiedenen Entwicklungsstadien
untersucht werden sollte, wurden ausschlieBlich nichtinvasive Verfahren zur

Untersuchung der skelettalen Veranderungen angewandt.

Dazu wurden als Knochenresorptionsmarker die beiden Collagen-Crosslinks Pyridinolin

und Desoxypyridinolin und als Knochenformationsmarker Osteocalcin bestimmt.

Wahrend der Kollagenreifung werden Pyridinolin und Desoxypyridinolin  als

Querverbindungen (Crosslinks) gebildet, wobei sie fir die Stabilitdt und Elastizitat der
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Kollagenstruktur sorgen. Da diese Verbindungen fast ausschlieBlich im Knochen
vorkommen und weder im Korper verstoffwechselt, noch (ber die Nahrung
aufgenommen werden, gelten sie derzeit als spezifischste Parameter der
Knochenresorption (Garneo und Delmas, 1999; Seibel et al.,, 1993). Bei der
Knochenresorption werden die Kollagenmolekiile proteolytisch gespalten, so dass im
Zuge der Abbauvorgange die Quervernetzungen in die Zirkulation freigesetzt und liber
die Niere ausgeschieden werden. Der Nachweis im Urin erfolgt mittels einer HPLC (Eyre
et al., 1984) oder mit Hilfe von Immunoassays, wobei diese nicht zwischen den beiden

Crosslinks unterscheiden kénnen (Seyedin et al., 1993).

Die Bestimmung der Collagen-Crosslinks Pyridinolin und Desoxypyridinolin erfolgte in
einer speziesunabhdngigen Methode anhand einer HPLC und basiert auf einem
Verfahren nach Colwell et al. (1993) und Black et al. (1988). Diese Methode wird am
Institut fur Physiologie, Physiologische Chemie und Tiererndhrung der Tierarztlichen
Fakultét der Ludwig-Maximilians-Universitat in Minchen seit Jahren erfolgreich
eingesetzt (Wehr, 1998). In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals eine neue Methode
zur Vorreinigung der Urinproben verwendet. Im Gegensatz zu bisherigen Arbeiten
(Kern, 2002) wurde hier mit bereits vorgefertigten Chromatographie-Saulen gearbeitet,
die mit 300 mg sehr feiner Cellulose dicht befllt waren. Durch die relativ feste
Konsistenz wurde im Gegensatz zu selbst beflillten Saulen beim Auftragen der Proben
und Waschlésungen die Cellulose weder aufgewirbelt, noch kam es zum AbreiBen der
Cellulose. AuBerdem konnte durch die Verwendung der vorgefertigten Saulen eine
erhdhte Reinheit der Fraktionen erreicht werden, so dass stérende Peaks reduziert und

dem zufolge die Peaks der Crosslinks eindeutig identifiziert werden konnten.
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5.2 Ergebnisdiskussion

5.2.1 Versuch 1

In der vorliegenden Arbeit konnte in allen vier untersuchten Gruppen des 1. Versuches
ein deutliches Absinken der Konzentrationen der Knochenmarker im Urin zwischen der
3. und 38. Woche beobachtet werden. Wie in den Abbildungen 6 und 7 ersichtlich, kam
es vor allem zwischen der dritten und neunten Woche zu einer dramatischen Reduktion

der Pyridinolin- (Abbildung 6) und Desoxypyridinolin-Ausscheidung (Abbildung 7).

Dieser Verlauf der Knochenmarker entspricht friiheren Untersuchungen, bei denen
nachgewiesen wurde, dass die Exkretion der Crosslinks altersabhdngig ist (Blumsohn et
al., 1994). Lapillone et al. (1996) zeigten anhand ihrer Studie, dass neugeborene Kinder
sehr hohe Spiegel an Crosslinks mit dem Urin ausscheiden. Im weiteren Verlauf steigert
sich diese Ausscheidung der Knochenmarker, bis sie im zweiten Lebensmonat ein Peak
erreicht. AnschlieBend sinkt die Ausscheidung der beiden Resorptionsmarker bis zum
dritten Lebensjahr langsam ab (Lieuw-A-Fa et al., 1995). Wahrend der Kindheit ist die
Ausscheidung der Knochenmarker zwar verglichen mit dem Sauglingsalter relativ
gering, weist aber trotzdem deutlich erhdhte Werte gegenliber dem Erwachsenenalter
auf (Ranch et al., 1994).

Da in der vorliegenden Arbeit die erste Messung drei Wochen nach der Geburt

durchgefiihrt wurde, kann daher keine Aussage Uber den Verlauf der Crosslink-

Ausscheidung wahrend der ersten drei Lebenswochen gemacht werden.
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Abbildung 6: Der Verlauf der Pyridinolin-Ausscheidung [nmol/mmol Kreatinin]
zwischen der 3. und 38. Lebenswoche bei allen vier Gruppen
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Abbildung 7: Der Verlauf der Desoxypyridinolin-Ausscheidung [nmol/mmol Kreatinin]
zwischen der 3. und 38. Lebenswoche bei allen vier Gruppen
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Anhand der Abbildungen 8 und 9 lasst sich erkennen, dass wahrend des gesamten
Versuchzeitraumes sowohl bei Pyridinolin, als auch bei Desoxypyridinolin jeweils die
weiblichen Kontrolltiere die héchsten Werte im Urin aufweisen. Vergleicht man die
transgenen Tiere und die Kontrolltiere untereinander, wird deutlich, dass zu jedem
Messzeitpunkt die Ausscheidung der Resorptionsmarker bei den weiblichen Tieren die

der mannlichen Ubersteigt.
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Abbildung 8: Die mittlere Pyridinolin-Ausscheidung [nmol/mmol Kreatinin] der
weiblichen Tiere (Transgen und Kontrolle) im Vergleich zu den mannlichen Tieren
(Transgen und Kontrolle) wahrend der ersten neun Lebensmonate
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Abbildung 9: Die mittlere Desoxypyridinolin-Ausscheidung [nmol/mmol Kreatinin] der
weiblichen Tiere (Transgen und Kontrolle) im Vergleich zu den mannlichen Tieren
(Transgen und Kontrolle) der ersten neun Lebensmonate

Die hohe Ausscheidung der Resorptionsmarker wahrend der frihen Kindheit spiegelt
den gesteigerten Knochenstoffwechsel wahrend des Wachstums wider (Fujimoto et al.,
1995).

Mora et al. (1998) konnten in einer Studie nachweisen, dass in der friilhen Pubertdt
Madchen eine héhere Ausscheidung der Collagen-Crosslinks aufweisen, wahrend in der
spaten Pubertdt Jungen hdhere Spiegel besitzen. Ahnliche Beobachtungen konnten
auch bei den Mausen in der vorliegenden Arbeit gemacht werden. Im Unterschied zu
den Ergebnissen der Studie von Mora et al., zeigten die weiblichen Mduse Uber den
gesamten Versuchszeitraum hinweg konstant hdéhere Werte in der Crosslink-

Ausscheidung als die mannlichen Tiere.
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Abbildung 10: Der Verlauf der Osteocalcin-Ausscheidung [nmol/mmol Kreatinin] der
transgenen Mannchen und Weibchen sowie der Kontrolltiere zwischen der 3. und 38.
Lebenswoche

Die Ergebnisse dieser Studie zeigten auBerdem eine deutliche, aber nicht signifikante
Reduktion der Knochenresorptionsmarker im Urin (Abbildung 8 und 9) sowie des
Formationsmarkers Osteocalcin im Serum (Abbildung 10) der GH-transgenen Tiere
verglichen mit den Kontrolltieren. Dies deutet darauf hin, dass die GH-Uberexpression
zu einer Abnahme des Knochenstoffwechsels flihrt. Da allerdings nicht nur die
Resorptionsmarker, sondern auch die Osteocalcin-Spiegel gegeniiber den Kontrolltieren
erniedrigt sind, scheinen die supraphysiologischen GH-Spiegel in diesem Versuch einen
hemmenden Einfluss auf den Knochenstoffwechsel zu haben, wobei die
Knochenformation gleichermaBen wie die Resorption von dieser Wirkung betroffen sind,
so dass der Stoffwechsel zwar beeintrachtigt wird, jedoch nicht entgleist.

Diese Ergebnisse widersprechen somit bisher durchgefiihrten Untersuchungen. So
konnte man in verschiedenen frilheren Studien eine deutliche Steigerung des
Knochenstoffwechsels als Antwort auf eine GH-Therapie bzw. GH-Uberexpression
beobachten. Entsprechend weisen Patienten mit Akromegalie einen erhohten

Knochenstoffwechsel aufgrund der hohen GH-Spiegel auf (Ezzat et al., 1993; Kotzmann
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et al., 1993), der mit einer deutlichen Erhéhung der Formations- und
Resorptionsmarker einhergeht (Kotzmann et al.,, 1993; Marazuela et al., 1993). Eine
histomorphometrische Analyse des Knochengewebes bei Akromegalie-Patienten ergab
einen signifikanten Anstieg des trabekuldaren und cortikalen Knochenvolumens am
Beckenkamm (Halse und Gordeladze, 1981). Wahrend eine Erhéhung der kortikalen
Knochenmasse bei Akromegalie-Patienten fast immer nachgewiesen werden kann, gibt
es bezlglich der trabekuldren Knochenmasse haufig unterschiedliche Ergebnisse
(Kotzmann et al., 1993; Slootweg et al., 1993; Wuster, 1993).

Dagegen weisen Patienten mit einem Wachstumshormon-Mangel eine Reduktion des
Knochenstoffwechsels mit einhergehender Wachstumsretardierung, Abnahme der
Knochendichte und verminderte Knochenmasse auf (Ohlsson et al., 1998; Sartorio et
al., 1993). Beziiglich der Knochenmarker liegen unterschiedliche
Untersuchungsergebnisse vor. So wird in Verbindung mit einem GH-Mangel sowohl von
einer Reduktion der Knochenmarker (Sartorio et al., 1993) als auch von erhdéhten bzw.
unveranderten Urin- und Serumspiegel berichtet (Balducci et al., 1995).

Im Laufe einer GHD-Therapie kommt es zu einer Erhéhung des Knochenstoffwechsels,
die sich in einem deutlichen Anstieg der Knochenmarker widerspiegelt. So erreichen die
Resorptions- und Formationsmarker abhangig von der GH-Dosis etwa drei bis sechs
Monate nach Therapiebeginn ihr Maximum (Johannsson et al., 1996; Wollmann et al.,
1995).

Mdgliche Ursachen fiir die unterschiedlichen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zu
friiheren Untersuchungen kdnnten zum einen Unterschiede in der Ausscheidung der
Knochenmarker bei Mensch und Maus sein. Zum anderen kdnnte die unterschiedliche
Wirkung des Wachstumshormons auf den Knochenstoffwechsel je nach
Entwicklungsstadium flr die Ergebnisse verantwortlich sein, so dass sich im
vorliegenden Versuch an wachsenden Mausen daher die GH-Effekte von denen

erwachsener Menschen unterscheiden.

Da die Knochenresorption und -formation anhand der Knochenmarker nur indirekt
bestimmt werden kann, kdnnen keine endgliltigen Aussagen (ber die tatsachliche

Knochenformations- und Resorptionsrate gemacht werden. In dieser Studie wurde auf
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eine histomorphometrische Analyse der Knochen verzichtet, da man die GH-abhdngigen
Knochenverdnderungen wahrend unterschiedlicher Entwicklungsstadien untersuchen
wollte und diese Analyse nur ex vivo durchgefiihrt werden kann. Um den
Knochenstoffwechsel der vier untersuchten Gruppen mittels Histomorphometrie zu
bestimmen, hdtte eine groBe Anzahl an Madusen zu unterschiedlichen Zeitpunkten

wahrend des Versuchs getdtet werden missen.

In zukiinftigen Studien sollte dennoch die histomorphomerische Analyse GH-transgener
Mdause zu unterschiedlichen Zeitpunkten wahrend des Wachstums durchgeflihrt werden,
um zu erfahren, ob die erniedrigten Knochenmarker tatsachlich mit einer Reduktion des

Knochenstoffwechsels einhergehen.

Als weitere nichtinvasive Methoden wurden zur Beurteilung der GH-abhdngigen
Veranderungen der Knochendichte in dieser Studie die beiden bildgebenden Verfahren
der DXA und pQCT angewandt. Wahrend die subkortikale Knochendichte keine
signifikanten Unterschiede zwischen den transgenen Tieren und den Kontrollgruppen
widerspiegelte, wiesen die weiblichen transgenen Mause zwischen der sechsten und
zwolften Woche eine signifikante Erhéhung der trabekuldren Knochendichte gegenliber
der weiblichen Kontrollgruppe auf (Abbildung 11). Dieser Unterschied in der
trabekularen Knochendichte konnte bei den mannlichen Tieren nur in der sechsten

Woche nachgewiesen werden.

Die unveranderte bzw. sogar erhohte Knochendichte der transgenen Tiere gegentber
den Kontrollgruppen spricht gegen eine Reduktion des Knochenstoffwechsels als Folge
der supraphysiologischen Wachstumshormon-Spiegel. Die anhand der reduzierten
Knochenmarker-Ausscheidung der transgenen Mause angenommene Reduktion des
Knochenstoffwechsels, konnte durch die Dichtebestimmung am Knochen nicht bestatigt
werden. Die erhdhte bzw. unveranderte Knochendichte der trangsenen Mause
gegeniber den Kontrolltieren, lasst darauf schlieBen, dass der Knochenstoffwechsel

nicht durch die supraphysiologischen GH-Spiegel negativ beeinflusst wird.
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Abbildung 11: Der Verlauf der trabekuldren Knochendichte der transgenen Weibchen
und Mannchen sowie der Kontrolltiere zwischen der 3. und 38. Lebenswoche

Die geschlechtsspezifischen Unterschiede der GH-abhdngigen Veranderungen am
Knochen sind auf unterschiedliche Interaktionen der Androgene und Ostrogene mit dem
Wachstumshormon zuriickzufiihren. In diesem Zusammenhang verdeutlichten Yeh et al.
(1997) anhand einer Studie mit ovariektomierten und hypophysektomierten Ratten das
Zusammenspiel der Geschlechtshormone mit dem Wachstumshormon, indem sie die
Auswirkungen der Substitution von Wachstumshormon oder Ostrogen, bzw. beiden in
Kombination untersuchten. Beide Hormone einzeln verabreicht verursachten einen
deutlichen Anstieg im Knochenstoffwechsel, der durch die additiven Effekte von
Wachstumshormon und Ostrogen bei der kombinierten Gabe noch weiter gesteigert
werden konnte. Yeh et al. (1997) flhrten diese additive Wirkweise auf die anabole
Wirkung des Wachstumshormons in Verbindung mit der antiresorptiven Wirkung des

Ostrogens zuriick.
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5.2.2 Versuch 2

Zusatzlich zu der in Versuch 1 untersuchten Wachstumshormon-Wirkung auf den
Knochenstoffwechsel wurde in Versuch 2 die wachstumshemmende Wirkung des
IGFBP-2 auf das Skelettsystem anhand IGFBP-2-transgener Mduse in An- und

Abwesenheit einer GH-Uberexpression mit Hilfe von Knochenmarkern analysiert.

In den Abbildungen 12 und 13 wird deutlich, dass ein Zusammenhang in der
Pyridinolin- und Desoxypyridinolin-Ausscheidung zwischen der Kontrollgruppe und den
IGFBP-2-transgenen Tieren sowie zwischen den GH-transgenen und doppeltransgenen
Tieren besteht.

In einer Voruntersuchung zu der vorliegenden Arbeit bestimmten Eckstein et al. (2002)
bei IGFBP-2-transgenen Mausen in An- und Abwesenheit einer GH-Uberexpression
Parameter wie Korpergewicht sowie Knochenldnge, Knochenvolumen und
Knochendichte an Tibia, Femur und Humerus im Vergleich zu Kontrolltieren. Bei den
IGFBP-2-transgenen Mausen konnten Eckstein et al. eine signifikante Reduktion des
Korpergewichtes, der Knochenlédnge sowie des Knochenvolumens an Femur, Tibia und
Humerus nachweisen. An der Femurmetaphyse konnte auBerdem eine signifikante
Abnahme der Querschnittsfliche und ein signifikanter Anstieg der trabekuldren
Knochendichte festgestellt werden. Wie beim Wachstumshormon beobachtet, scheint
auch die Wirkung der supraphysiologischen IGFBP-2-Spiegel abhangig vom
Skelettabschnitt und Knochenkompartiment zu sein (Wolf et al., 1991; Eckstein et al.,
2002).

Nach den Ergebnissen der jetzigen Untersuchungen, bei denen die mittlere Pyridinolin-
und Desoxypyridinolin-Ausscheidung weder bei den weiblichen, noch bei den
mannlichen IGFBP-2-transgenen Tieren gegeniber den jeweiligen Kontrolltieren
verandert ist, wiirde man nicht auf diese hemmenden Eigenschaften des IGFBP-2 auf
das Skelettsystems schlieBen, da anhand der Crosslinks kein Einfluss der

supraphysiologischen IGFBP-2-Spiegel auf die Knochenresorption zu beobachten ist.

81



Diskussion

Weitere Effekte einer IGFBP-2 Uberexpression wurden in zahlreichen friiheren in vivo
und in vitro Studien untersucht. So zeigte sich die hemmende Wirkung einer IGFBP-2-
Uberexpression auf das Kérpergewicht sowohl in Anwesenheit als auch in Abwesenheit
einer GH-Uberexpression (Héflich et al., 1999, 2001). Weitere Untersuchungen an
einem doppeltransgenen Mausmodell haben ergeben, dass IGFBP-2 in Anwesenheit
einer GH-Uberexpression einen groBeren Einfluss auf die Reduktion des
Kérpergewichtes auslibt, als bei einer physiologischen Wachstumshormon-

Konzentration im Serum (Hoflich et al., 2001).

Der hemmende Effekt des IGFBP-2 auf den Knochen scheint auch eine wichtige Rolle in
der Entstehung einer Osteoporose zu spielen. So fanden Kim und Lee (1996) heraus,
dass 14 an Osteoporose erkrankte Frauen im Verhaltnis zur Gesamtkonzentration der
IGFBP einen erhdhten IGFBP-2 Anteil aufweisen. AuBerdem stellten Kim und Lee (1996)
sowie Sugimoto et al. (1997) eine negative Korrelation der Knochendichte und des
IGFBP-2-Spiegels bei Osteoporose-Patienten fest. In der Literatur werden allerdings
auch widerspriichliche Ergebnisse bezlglich der Beteiligung des IGFBP-2 an der
Entstehung einer Osteoporose genannt. So fanden Kim et al. (1999) und Johansson et
al. (1997) bei an Osteoporose erkrankten Mannern und Frauen keine signifikanten

Unterschiede der IGFBP-2-Spiegel im Serum im Vergleich zu Gesunden.

Da bei der Entstehung einer Osteoporose normalerweise ein sogenannter ,high
turnover" im Knochenstoffwechsel zu beobachten ist, misste man davon ausgehen,
dass bei einer Beteiligung von IGFBP-2 am Krankheitsgeschehen der Osteoporose eine
IGFBP-2-Uberexpression zu einer erhohten Crosslinks-Exkretion im Urin fiihrt. Da in der
vorliegenden Untersuchung allerdings keine erhdhte Crosslinks-Ausscheidung zu
verzeichnen ist, muss man davon ausgehen, dass die supraphysiologischen IGFBP-2-
Spiegel in diesem Tiermodell zu keinem ,high turnover" flihren. Es ist anzunehmen,
dass IGFBP-2 zu einer Hemmung der Knochenformation flihrt, denn nur so ist die
Abnahme der Knochenmasse zu erklaren (Eckstein et al., 2002), die das Ergebnis aus
Knochenformation und Resorption widerspiegelt. Somit kann ein IGFBP-2-transgenes
Tiermodell als Modell flir Krankheiten dienen, bei denen die Knochenformation

gehemmt wird.
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Abbildung 12: Die mittleren Pyridinolin-Konzentrationen [nmol/mmol Kreatinin] im
Urin der Mause der vier verschiedenen Gruppen
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Abbildung 13: Die mittleren Desoxypyridinolin-Konzentrationen [nmol/mmol Kreatinin]
im Urin der Mduse der vier verschiedenen Gruppen

84



Diskussion

Die Pyridinolin- und Desoxypyridinolin-Exkretion der GH-transgenen Maduse ist
gegentiber den Kontrolltieren signifikant erhéht (Abbildung 12 und 13). Die gesteigerte
Ausscheidung der Resorptionsmarker spiegelt die stimulierende Eigenschaft des
Wachstumshormons auf die Knochenresorption wider, die bei physiologischer
Stoffwechselsituation eine erhohte Formation nach sich zieht und so zu einem
gesteigerten Knochenstoffwechsel flihrt (Ohlsson et al.,, 1998). Entsprechend dieser
Beobachtungen weisen Patienten mit einem Wachstumshormonmangel wahrend einer
GH-Therapie nach drei bis sechs Monaten erhdhte Spiegel sowohl der
Formationsmarker als auch der Resorptionsmarker im Serum und Urin auf (Nielsen et
al., 1991; Wollmann et al., 1995). Patienten, die aufgrund einer Akromegalie erhohte
GH-Spiegel besitzen, zeigen ebenso eine gesteigerte Ausscheidung der
Knochenformations- und Resorptionsmarker (Kotzmann et al., 1993). Im Rahmen des
Vorversuches konnten Eckstein et al. (2002) GH-abhangige Veranderungen wie ein
erhOhtes Kdrpergewicht, ein gesteigertes Knochenvolumen sowie eine vergroBerte

Knochenlénge im Vergleich zu den Kontrolltieren feststellen.

Die doppeltransgenen Mause besitzen gegentiber den Kontrolltieren eine signifikant
héhere Pyridinolin- und Desoxypyridinolin-Ausscheidung (Abbildung 12 und 13).
Vergleicht man die Crosslink-Werte im Urin der doppeltransgenen Tiere mit denen der
GH-transgenen Tiere, wird dagegen kein Unterschied deutlich. Dies deutet daraufhin,
dass flir die Erhéhung der Knochenresorption bei den doppeltransgenen Tieren vor
allem die supraphysiologischen GH-Spiegel verantwortlich sind. Eckstein et al. (2002)
konnten bei den doppeltransgenen Tieren verglichen mit der Kontrollgruppe eine
signifikante Zunahme des Korpergewichtes, der Knochenldnge sowie des
Knochenvolumens an Femur, Tibia und Humerus feststellen. Gegenliber den GH-
transgenen Tieren dagegen wiesen die doppeltransgenen Mdause eine signifikante
Reduktion des Korpergewichtes, der KorpergroBe sowie der Knochenldnge auf.
AuBerdem konnte eine signifikante Volumenabnahme am Femur, jedoch nicht an
Humerus und Tibia festgestellt werden. Bezliglich der Knochendichte konnten Eckstein
et al. keine signifikanten Unterschiede zu den GH-transgenen Tiere nachweisen.

Dies deutet darauf hin, dass entgegen der Untersuchungen bezliglich der Beteiligung
von IGFBP-2 an der Entstehung einer Osteoporose (Kim et al., 1996; Sugimoto et al.,

1997), die IGFBP-2-Uberexpression keinen negativen Effekt auf die Knochendichte hat.
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Da weder zwischen der Kontrollgruppe und den IGFBP-2-transgenen Mausen, noch
zwischen den GH-transgenen und doppeltransgenen Mausen ein Unterschied der
Knochenmarker zu verzeichnen ist, lasst dies darauf schlieBen, dass die
Knochenresorption durch die in der Literatur beschriebene wachstumshemmende
Wirkung des IGFBP-2 nicht beeinflusst wird und es so zu keiner Entgleisung des

Knochenstoffwechsels fuhrt.

Wie schon im Versuch 1 beobachtet werden konnte, liegt auch im 2. Versuch die
Pyridinolin- und Desoxypyridinolin-Exkretion der Weibchen in allen untersuchten

Gruppen Uber den Messwerten der Mannchen (siehe oben).

5.3 AbschlieBende Interpretationen

Vergleicht man die Ausscheidung der Crosslinks der GH-transgenen Mause aus Versuch
1 und 2, so fallt auf, dass in Versuch 1 die Ausscheidung der Crosslinks gegeniiber der
Kontrollgruppe reduziert ist, wahrend im 2. Versuch die GH-transgenen Maduse
signifikant hohere Pyridinolin- und Desoxypyridinolin-Werte als die Kontrolltiere
aufweisen. Verantwortlich flr die scheinbar unterschiedliche Wirkung der
supraphysiologischen GH-Spiegel auf den Knochenstoffwechsel bzw. auf die
Knochenmarker-Ausscheidung der Mduse ist wahrscheinlich die Verwendung zweier
unterschiedlicher Mdausestémme. So wurde in Versuch 1 die Auswirkung von
Wachstumshormon auf den Knochenstoffwechsel anhand von Mt-bGH-transgenen
Mdusen untersucht. Im Versuch 2 dagegen wurden die Untersuchungen an PEPCK-GH-
transgenen Madusen durchgeflihrt, die GH-Spiegel Uber 2000 ng/ml Serum zeigten
(McGrane et al., 1988; Hoflich et al., 2001).

Zusammenfassend ist zu den Ergebnissen der beiden Versuche zu sagen, dass eine GH-
Uberexpression in Abhangigkeit vom verwendeten Tierstamm einen Einfluss auf die
Knochenresorption ausiibt, wahrend bei IGFBP-2 keine Effekte auf die

Knochenresorption nachgewiesen werden konnten. Daher ist flr Untersuchungen bei
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denen eine gesteigerte Knochenresorption erwiinscht ist, ein GH-transgenes Tiermodell

dem IGFBP-2-transgenen Tiermodell vorzuziehen.
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6. Zusammenfassung

Tina Seibel

Die Bestimmung der Knochenmarker Pyridinolin und Desoxypyridinolin im

Urin zur Beurteilung der Knochenresorption am transgenen Tiermodell

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Auswirkung von
Wachstumshormon (Versuch 1) sowie des Insulin-dhnlichen-Bindungsprotein-2 (IGFBP-
2) (Versuch 2) auf den Knochenstoffwechsel. Hierzu wurden im transgenen Mausmodell

die Knochenresorptionsmarker Pyridinolin und Desoxypyridinolin im Urin bestimmt.

Im Versuch 1 wurde die Ausscheidung der Resorptionsmarker von Mt-bGH-transgenen
Mdusen wahrend der ersten neun Lebensmonate in regelmaBigen Abstdnden bestimmt,
um so Rickschliisse auf den Knochenstoffwechsel wahrend der unterschiedlichen

Entwicklungsstadien machen zu kénnen.

Im Versuch 2 wurde die Auswirkung einer IGFBP-2-Uberexpression auf die
Knochenresorption in Ab- und Anwesenheit einer GH-Uberexpression im PEPCK-bGH-

transgenen Mausmodell untersucht.

Die bGH-transgenen Mause im Versuch 1 zeigten zu allen Messzeitpunkten eine
deutliche, aber nicht signifikante Reduktion der Pyridinolin- und Desoxypyridinolin-
Exkretion gegentuber den Kontrolltieren. Die verminderte Ausscheidung der
Knochenresorptionsmarker Uber den Urin lasst auf eine Reduktion des Knochen-

stoffwechsels schlieBen.

Im Gegensatz dazu zeigten die PEPCK-bGH-transgenen Maduse im 2. Versuch eine
signifikant hoéhere Exkretion von Pyridinolin sowie Desoxypyridinolin, was auf eine
gesteigerte Knochenresorption bei den transgenen Tieren gegeniber den Kontrolltieren

hinweist.
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Zusammenfassung

Zusammenfassend ist zu den Ergebnissen der beiden Versuche zu sagen, dass eine GH-
Uberexpression in Abhangigkeit zum verwendeten Tierstamm einen Einfluss auf die
Knochenresorption ausiibt, wahrend bei IGFBP-2 keine Effekte auf die
Knochenresorption nachgewiesen werden konnten. Aus diesem Grund scheint flr
Untersuchungen bei denen eine gesteigerte Knochenresorption erwinscht ist, ein GH-

transgenes Tiermodell geeigneter zu sein als ein  IGFBP-2-transgenen Tiermodell.
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7. Summary

Tina Seibel

Determination of the wurinary bone markers pyridinoline and

deoxypyridinoline for the evaluation of bone resorption in transgenic mice

Subject of the present study was to find out whether both, the growth hormone (test
no. 1) as well as the insuline-like-binding-proteine-2 (IGFBP-2) (test no. 2) have any
influence on bone metabolism. For this purpose, in a transgenic mouse model the bone
resorption markers pyridinoline and deoxypyridinoline have been determined in the

urine.

In test no. 1, the excretion of the resorption markers in the Mt-bGH-transgenic mice
was determined in regular intervals during the first nine months after birth, in order to

look into the bone metabolism during the different developmental stages.

In test no. 2, the effects from a IGFBP-2-overexpression on bone resorption were
examined in the PEPCK-bGH-transgenic mouse model both with and without an existing

GH overexpression.

In comparison to the control animals in test no. 2, the bHG-transgenic mice showed a
distinct, but not significant reduction of pyridinoline and deoxypyridinoline excretion at
all times. The reduced urinary excretion of the bone resporption markers indicates a

reduction of bone metabolism.

Contrary to this, the PEPCK-bGH transgenic mice showed in the test no. 2 a significantly
higher excretion of pyridinoline as well as of deoxypyridinoline, indicating an increased

bone resorption of the transgenic mice as compared to the control animals.

In summary, the results of both tests show that depending on the examined animals a

GH-overexpression has an influence on bone resorption, while in case of IGFBP-2 no
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Summary

effects on bone resorption have been found. For this reason a GH transgenic animal
model seems to be more appropriate than an IGFBP-2 transgenic model for studying

increased bone resorption.
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