Wiederaufnahme der Hodenfunktion
bei Ebern nach Immunisierung gegen das
Gonadotropin Releasing Hormon (GnRH)
mit dem kommerziellen Antigen IMPROVAC®

SILKE MAREN ROTTNER

INAUGURAL-DISSERTATION zur Erlangung des Grades eines Dr. med. vet.
beim Fachbereich Veterinarmedizin der Justus-Liebig-Universitat GieBen

D[ VVB LAUFERSWEILER VERLAG




Das Werk ist in allen seinen Teilen urheberrechtlich geschiitzt.

Jede Verwertung ist ohne schriftliche Zustimmung des Autors
oder des Verlages unzuldssig. Das gilt insbesondere fiir
Vervielfiltigungen, Ubersetzungen, Mikroverfilmungen

und die Einspeicherung in und Verarbeitung durch
elektronische Systeme.

1. Auflage 2012

All rights reserved. No part of this publication may be
reproduced, stored in a retrieval system, or transmitted,
in any form or by any means, electronic, mechanical,
photocopying, recording, or otherwise, without the prior
written permission of the Author or the Publishers.

1" Edition 2012

© 2012 by VVB LAUFERSWEILER VERLAG, Giessen
Printed in Germany

it i
VVB LAUFERSWEILER VERLA

STAUFENBERGRING 15, D-35396 GIESSEN
Tel: 0641-5599888 Fax: 0641-5599890
email: redaktion@doktorverlag.de

www.doktorverlag.de



Aus der Klinik fir Wiederkauer und Schweine
der Justus-Liebig-Universitat Giel3en
— Professur fur Schweinekrankheiten —
Betreuer: Prof. Dr. Dr. habil. G. Reiner
und
dem Institut fur Tierhaltung und Tierzichtung
der Universitadt Hohenheim
Fachgebiet Tierhaltung und Leistungsphysiologie

Betreuer: em. Prof. Dr. Dr. habil. R. Claus

Wiederaufnahme der Hodenfunktion bei Ebern
nach Immunisierung gegen das Gonadotropin Releasing Hormon (GnRH)
mit dem kommerziellen Antigen

IMPROVAC®

INAUGURAL-DISSERTATION
zur Erlangung des Grades eines
Dr. med. vet.
beim Fachbereich Veterindrmedizin

der Justus-Liebig-Universitat Giel3en

eingereicht von

SILKE MAREN ROTTNER

Tierarztin aus Pforzheim

GielRen 2012



Mit Genehmigung des Fachbereichs Veterinarmedizin

der Justus-Liebig-Universitat Giel3en

Dekan: Prof. Dr. Dr. h.c. M. Kramer

Gutachter: Prof. Dr. Dr. habil. G. Reiner
em. Prof. Dr. Dr. habil. R. Claus

Tag der Disputation: 25.10.2012



Meinen Eltern und Frank






Inhaltsverzeichnis |

2.1.1.
21.1.1.
2.1.1.2.
2.1.2.
21.2.1.
21.2.2.
2.1.2.3.
2.1.2.4.
2.2.
2.2.1.
2.2.2.
2.2.2.1.
222.2.
2.2.3.
2.2.3.1.
2.2.3.2.
2.3.
2.3.1.
2.3.1.1.
2.3.1.1.1.
2.3.1.1.2.
2.3.1.2.
2.3.2.
2.3.2.1.
2.3.2.2.
2.3.2.3.
2.3.2.3.1.
2.3.2.3.2.
2.3.2.4.
2.3.2.5.

EINLEITUNG ..o e e e e e e e e anns 1
LITERATURUBERSICHT ..ottt 3
Besonderheiten der Anatomie des mannlichen Reproduktionstraktes

beim Schwein (NICKEL, SCHUMMER, SEIFERLE 1999)..........c.cccveee.... 3
Keimbereitende und keimleitende Organe, deren Hullen und Gekrése ... 3
Tubuli seminiferi, Sertolizellen und Keimzellen...........ccccooiiiiiiins 5
Interstitium mit Leydigzellen...........cooooveeeeiiiiiee e 9
Anatomie und Funktion der akzessorischen Geschlechtsdrusen............. 9
SaMENDIASENAIUSE ......eviiiiiiee e 11
PrOSTALA .. .cceeeei e e 11
BulbourethraldrlSen...........oooo 12
Zusammensetzung und Sekretion des Seminalplasmas ............c.......... 12
Hormonale Regulation der Reproduktion beim Eber ..............cccccccc. 13
Gonadotropin Releasing Hormon (GNRH) ..o 13
Gonadotropine und ihre FUNKLION ........ccooeiiiiiiiiie e 14
Luteinisierungshormon (LH).......coooooriiriii e 15
Follikelstimulierendes HOrmon (FSH) ........cooviiiiiiiiiiiiiiii e, 15
Steroide des Hodens und ihre FUNKLioN.............uuiiiiiiiiiiiiciii e 16
Y Lo [ 0o 1= o1 SRR 17
(@110 o =] 1 1= YRS 19
Ebermast und Geschlechtsgeruch...........cccoooiiiii . 20
Kriterien der Mast- und Schlachtleistung bei Ebern und Bérgen............ 20
Ursachen des GeschlechtSgeruches .......ccooovvvvvvvieeiiiiiiiee e, 22
ANAIOSTENON ..o 22
SKALOL.... e 25
Verbraucherakzeptanz von Eberfleisch ..., 25
Mdoglichkeiten zur Unterdriickung des Geschlechtsgeruches ................ 27

Herkémmliche Durchflihrung der chirurgischen Kastration von Ferkeln 30

Ansétze zur Anasthesie und Analgesie..........cccoovviieiiiiiiiiiiiiiii e 31
Hormonelle Kastration .............ooii oo 35
SteroidappliKation ............eiiiii e 35
Applikation von GnRH-Agonisten und Antagonisten..............cccccevveevnnee 36
Selektive Blockade der Androstenonbiosynthese...........ccccvvvviiinneeee. 36

SPEIMA SEXING ..ttt e ettt e e e e e e e eetebaa e e e e e e 38



Inhaltsverzeichnis ]

2.3.2.6.
2.3.2.6.1.
2.3.2.6.2.
2.3.2.6.3.
2.3.2.6.4.
2.3.2.6.4.1.

2.3.2.6.4.2.
2.3.2.6.4.3.
3.

4.

4.1.

4.2.

4.2.1.
4.2.2.
4.2.2.
4.2.3.
4.2.4.
4.2.5.

4.3.

4.3.1.
4.3.2.
4.3.3.

4.3.4.
4.3.5.
4.4.
4.4.1.
4.4.2.
442.1.
4.42.2.
442.2.1.
4.42.2.2.

Immunologische Kastration.............cooviiiiiiiiiiineeieieeei e 38
Immunisierung gegen ANAroStENON ..........uiiieeeeeieeeeiiiiee e e e e 39
Immunisierung gegen TeSIOSIEION .........uvveiiieeeeeieeeeeicie e e e e 39
Immunisierung gegen LH ... 40
Immunisierung gegen GNRH ... 41
Prinzip der Immunisierung gegen GnRH und Dauer der Antikorper-

0] [ [ Vo P 42
Wirksamkeitsstudien beim EDer...........cooooiiiiiiiii 43
Erfahrungen bei anderen Spezies und dem Menschen......................... 46
KLARUNGSBEDARF UND FRAGESTELLUNG...........coceeeiieiieecvieenen, 52
MATERIAL UND METHODEN.........coiiitiiiiiieee et 54
Ablauf der TIerVersUCNE .......coooii e 54
Tierhaltung und experimentelle Techniken .............cccvviiiiiiniiiiiinns 54
Haltung und Futterung der Versuchstiere ............oooiiiiieiiiiieeeeiiin. 54
Operationsmethode zur Verlegung der Venenverweilkatheter............... 56
Tagliche Blutentnahme und Katheterpflege ..........cccoovvvviiiiiiiiiieeeivieens 60
240 WINAOW SAMPIING ..evviiiieiieieeeeei e 60
Vakzinierung gegen GNRH ........uuiiiiiii e 61
Versuchsende, Enthahme und Charakterisierung der Gewebeproben.. 62
Analytische Verfahren............oouiiiii e 63
Radioimmunologische Bestimmung von LH und FSH .............ccccccc. 64

Radioimmunologische Bestimmung von Testosteron und Ostrogenen . 68

Enzymimmunologische Bestimmung von Androstenon im Blut und im

FOUGEWEDE ... 70
Bestimmung des Antikorpertiters gegen GNRH ..........coiiiiiiiiiiiiiiiiiinnn. 72
Bestimmung von Skatol im Blut und im Fettgewebe............cccoevvvinnnnnnn. 75
Morphologische und histologische Verfahren .............cccoooooiiiviiiiinnn. 78
Sonographie und Bandmal3..............uuiiiiiiieiiiiiieiciee e 78
FArbeteChNIKEN ...... oo 80
Anfertigung der ParaffinSchnitte.............ooooviiiiiiii e 80
Histomorphologische Beurteilung des Hodengewebes............cccccvenn... 81
Durchfihrung der HE-FArbung ...........ooovviiiiiiiieiiieee e 81

Auswertung der HE gefarbten Gewebeschnitte.............cccoocoviiiiiinnnnnnn. 81



Inhaltsverzeichnis 1l

4.4.2.3.

4.4.2.3.1.
4.4.2.3.2.
4.4.3.

5.

5.1.
5.1.1.
5.1.2.
5.1.3.
5.1.4.
5.1.5.
5.1.6.
5.1.7.
5.2.
5.2.1.
5.2.2.
5.3.
5.3.1.

5.3.2.
5.3.2.1.
5.3.2.2.
6.

6.1.
6.2.

7.

8.

9.

10.

Immuncytochemische Techniken zur Auswertung der Spermatogenese-

aktivitat mittels Ki-67 UNd GATA-Z .....ooviiiiiiiiieeeiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 83
Durchfiihrung der immuncytochemischen Farbungen ...........ccccveeeee. 84
Auswertung der immuncytochemisch gefarbten Gewebeschnitte.......... 86
Auswertung und statistische Verfahren............cccciiiviiiiiiii s 87
ERGEBNISSE ... 89
=] (U0 0= U=V 1= (= G 90
(€T o B AN 1] o] o= 5 (] (= 90
L H e e 95
S H. e 101
QLI =ES] (0151 (<] o] o PP PPPPTPPPI 106
(@110 o =] 1 1= YRR 111
ANAIOSTEINON ...t e e e e e e et e e e e e e e eeeenees 116
SKALOL....e e e 123
Veranderungen der HodengroRe iN VIVO ........ceeeeeeeeeieeeiiiiiiiee e eeeeeeeennnns 126
Auswertung der BandmalRdaten .............oevuviiiiiiieeieeeeeeee e 126
Auswertung der SONOGraphie ... 130
Veréanderungen der Gewebeproben............cccoooo 135

Ergebnisse der makroskopischen Auswertung der Hoden und

akzessorischen GeschlechtsdrisSen...............ueveveiieiiiiiiieiiiiiiiiiiieeeeeeee, 135
HisStologiSChe ErgebniSSe........uuuuiiiiiieiiiieiiiiie e 138
Morphologische Ergebnisse des Hodengewebes.............cccccoeeeeevennnn. 138
Auswertung der Spermatogeneseaktivitat .............cccceevvvieiiiiieeeeeeeinnn, 144
DISKUSSION.....ceteiiiieeeeieieiiit et e et e e e e e e e s snnbreeeeeeeas 146
Auswirkungen der Wiederaufnahme auf hormoneller Ebene............... 146
Auswirkungen der Wiederaufnahme auf die Gewebeparameter.......... 149
ZUSAMMENFASSUNG ....cocoiiiiiiiiiiiiitee et a e e e 152
SUMMARY ettt e e e e e a e e e e e e s e raaaaaeaaans 154
LITERATURVERZEICHNIS ... 155
ANHANG . 193



Tabellenverzeichnis |

Tab.

Tab.
Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.
Tab.

4.1
4.2

Unterschiede in den Mastleistungsparametern zwischen Bérgen und
Ebern in der Mastphase 28-207 kg (SPRING et al. 2009) .................. 20
Ebergeruchskomponenten im Vergleich zum Hormon 5a-DHT. ......... 23
Wahrnehmungsvermdgen fur den Ebergeruchsstoff Androstenon nach

CLAUS 1983@. ..uuviiiiiiiieeiiiiiiiiiiiiee e e e e e e sttt e e e e e e e s e eeeeaeeeeaannneees 26
Vergleich von Androstenonmesswerten mit einer subjektiven
Beurteilung nach CLAUS 1978........cooiiiiiiiiiiiiiee e 27
Zusammensetzung und Indikation kommerziell erhéltlicher anti-GnRH
VAKZINEIN. ..t 41

Einsatz der immunologischen Kastration bei verschiedenen Tierarten
und Geschlechtern sowie dem Menschen unter Berlcksichtigung
unterschiedlicher Immunisierungsschemata, Antikérperbildung und
Eintritt des Immunisierungseffektes. ...........cooeiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 43

Ubersicht Giber den Einsatz verschiedener Vakzinen zur
immunologischen Kastration bei verschiedenen Tierarten und
Geschlechtern sowie dem Menschen. ... 48
Ubersicht tiber den Einsatz verschiedener Vakzinen zur
immunologischen Kastration bei verschiedenen Tierarten und

Geschlechtern sowie dem MeNSChEN. ......c.oenieieiiee e, 49

Die immunologische Kastration bei verschiedenen Tierarten und
Geschlechtern sowie dem Menschen unter Beriicksichtigung
unterschiedlicher Vakzinierungsschemata, Antikdrperbildung und
Verlust des Immunisierungseffektes. ... 50
Die immunologische Kastration bei verschiedenen Tierarten und
Geschlechtern sowie dem Menschen unter Beriicksichtigung
unterschiedlicher Vakzinierungsschemata, Antikdrperbildung und
Verlust des Immunisierungseffektes. ... 51

Charakterisierung der Versuchstiere. ...........ccccvvvvvviiiiiii e 55

Zusammensetzung der Futterrationen. ............ccceeveeeiiiiiieiiiiiiiie e 56



Tabellenverzeichnis ]

Tab.

Tab. 4. 4
Tab. 4.5

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

el

10
11

Uberblick Gber die einzelnen analytischen Methoden und ihre
Aussagekraft flir den VersucCh. ..........ccovvviiiiii e 64
Ablauf der Markierung der Proteohormone. ............ccccviiiiniiiiiiieeinns 65
Testparameter der Proteohormon- und Steroidhormon-
RadioIMMUNOASSAYS. .....ceeeieeiiiiiiiee et eeeeeeeees 67

Ergebnisse der Qualitatskriterien der radioimmunologischen Testreihen.

Prinzip sowie Enzyme und Substrate der Enzyme Immuno Assays. .. 74

HPLC Testbedingungen fur Blutplasma und Fettgewebe. .................. 76
Eichkurven fur Skatol und ANdrostenon. ..., 77
Ablauf der Entwasserung und Einbettung in Paraffin. ......................... 80

Morphologische Kriterien zur Charakterisierung des Hodengewebes

SOWie INre BeStMMUNG. .....coooiiiiiieiiiiiiie e 83

Tierindividuelles Einsetzen des Immunisierungseffektes und der
Wiederaufnahme der Hodenfunktion...............c.ccoooviiiiiiiiiiieceeeis 89
Konzentrationen von Androstenon und Skatol im Rickenfett am
Versuchsende (Tag 184) und im Blutplasma (Tag 158-176)............. 117
Kontinuierliche Kontrolle des Bandmalies in mm (langs, quer) beider
Hoden im Verlauf des Versuches von der 37. bis 52. Lebenswoche. 127
Kontinuierliche Kontrolle des Hodendurchmessers in mm (langs, quer)
beider Hoden im Verlauf des Versuches von der 37. bis 52.
LebeNSWOCKE. ... 131
Gewichte in g beider Hoden und der Geschlechtsdriisen sowie
Testosteronkonzentrationen der einzelnen Eber der
Behandlungsgruppe und der Kontrollgruppe (MW + S.E.M.)............. 135
Charakterisierung der absoluten und relativen Gesamtflache an
Hodentubuli und Interstitium (MW £ S.IE.IM.). ..o 138
Mal3e der einzelnen Tubuli seminiferi, der Keimepithelien und der
mitotischen Aktivitat der einzelnen immunisierten Eber.................... 139
Charakterisierung des Interstitialgewebes: Gesamtflache und relative
Verteilung der Leydigzellen sowie das jeweilige Kern- und
CytoplasmavolumMEN. ........uuueiii e 141



Abbildungsverzeichnis I

Abb. 2.1
Abb. 2.2
Abb. 2.3
Abb. 2. 4
Abb. 2.5
Abb. 2.6
Abb. 2.7
Abb. 2.8
Abb. 4.1
Abb. 4.2
Abb. 4. 3
Abb. 4. 4
Abb. 4.5
Abb. 4.6
Abb. 5.1
Abb. 5.2 a
Abb.5.2Db

Schematische Darstellung der Spermatogenese (CLERMONT 1972,

HOFFMANN 2003, WAGNER 2005). .....cccoviiiiiiiiiiiieeeeeiee e 6
Charakterisierung der Stadien des Keimepithelzyklus nach
SWIERSTRA 1968 und GARCIA-GIL et al. 2002.........cccccvvvveeeeeiiinnee. 8
Anatomische Lage der Geschlechtsdriisen des Ebers (rechts; KONIG,
LIEBICH 1999) im Vergleich zu Gewebeproben (links)....................... 10
Stufen der Steroidbiosynthese in den Leydigzellen nach

BONNEAU 1982.....cco oottt e e e e e ennaaeeeea s 17
Schematische Darstellung der Physiologie der Eberpheromone nach
CLAUS 1983D ..uuiiiiiiiiiee ettt e et e e e e e s e e e e e e e e e e e annnenes 24
FlielRschema Alternativen zur konventionellen Kastration................... 28
Durchfiihrung der konventionellen Kastration (HELLWIG 2006). ........ 31

Apparatur zur seriellen Ferkelkastration unter Allgemeinanasthesie... 32

Lage des Venenverweilkatheters im Tier (ZEIFANG 2000)................. 58
Entnahmestellen fir das Hodengewebe (schraffierte Flache)............. 62
Anatomische Strukturen in der Sonographie der Hoden quer (links) und
=T o S (=T ed 0] £ 78
Ansatzpunkte fur die Ermittlung des BandmalRRes (B = Breitenmal3, L =

Langenmal3) sowie flr den Quer- (links) und Langsschnitt (rechts)

durch die SoN0graphie. ........ocooiiiiiiiiiii e 79
Prinzip der Auswertung der Tubuli seminiferi...........ccccoooeeeeiiieiieennn. 82
Schematische Darstellung der indirekten Avidin-Biotin-Methode. ....... 84

Verlauf des Antikdrpertiters (oben) gegen GnRH und entsprechende
LH-Konzentrationen (unten) in 6 Ebern (MW £ S.E.M.) Beginn 4 Tage

vor der zweiten Immunisierung (Tag 0) bis Tag 182.........cccceeeevvveennens 90

Verlauf des Antikdrpertiters gegen GnRH in den Ebern 1-3 vier Tage
vor der zweiten Immunisierung (Tag 0) bis Tag 182. .........ccceevvvveveneee 92
Verlauf des Antikorpertiters gegen GnRH in den Ebern 4-6 vier Tage
vor der zweiten Immunisierung (Tag 0) bis Tag 182. .........ccceeevvveeennen 93



Abbildungsverzeichnis I

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

.3a

.3b

.4a

.4Db

5.6a
5.6b

.7 a

.7hb

.10 a

.10Db

Individuelle Unterschiede in der Pulsatilitdt von LH in den drei 24h

Windows (Vgl. Abb. 5.1) flr Eber 1-3.........ccoooiiiiiiiieiee e 97
Individuelle Unterschiede in der Pulsatilitdt von LH in den drei 24h
Windows (Vgl. Abb. 5.1) fUr Eber 4-6. .........cccoooviiiiiiiiiiiiiii e 99

Individuelle Unterschiede in der Pulsatilitdt von FSH in den drei 24h

Windows (Vgl. Abb. 5.1) fir Eber 1-3........cccooiiiiiiiicieee e 103
Individuelle Unterschiede in der Pulsatilitdt von FSH in den drei 24h
Windows (Vgl. Abb. 5.1) fir Eber 4-6. ... 105

Verlauf der anabolen Hormone Testosteron und 173-Estradiol von Tag

-4 bis Tag 182 in sechs Ebern (MW £ S.E.M.). ...ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiinn. 106
Individueller Verlauf von Testosteron in den Ebern 1-3..................... 108
Individueller Verlauf von Testosteron in den Ebern 4-6..................... 109

Individueller Verlauf von 17(3-Estradiol in den Ebern 1-3 von Tag -4 bis

TAG 182, e 112
Individueller Verlauf von 17(3-Estradiol in den Ebern 4-6 von Tag -4 bis
TAG L8 2. e 113

Verlauf von Androstenon und Skatol im Blutplasma der
Behandlungsgruppe (n=6, MW £ S.E.M.) von Tag 0 (zweite
Immunisierung) bisS Tag 176. ......ccoui it 116

Konzentrationen von Androstenon (links) und Skatol (rechts) im
Fettgewebe der Behandlungsgruppe 1-6 (oben) und Kontrollgruppe
A-D (UNTEN). et e e e e et e e e e e e eeeenes 118

Verlauf von Androstenon im Blutplasma der Eber 1-3 von Tag -4 bis
1= 1o T G PSPPSR 120
Verlauf von Androstenon im Blutplasma der Eber 4-6 von Tag -4 bis
TAQ L76. e 121



Abbildungsverzeichnis i

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

.11 a

.11b

.12 a

.12 Db

.13 a

.13 Db

.13 ¢c

.14 a

.14 Db

.15a

.15Db

Verlauf von Skatol im Blutplasma der Eber 1-3 von Tag -4 bis Tag

TP 124
Verlauf von Skatol im Blutplasma der Eber 4-6 von Tag -4 bis Tag
PP 125

Optischer Vergleich der Hodengrof3e unter der Immunisierung

(Tag 39, oben) und nach der Wiederaufnahme der Hodenfunktion
(Tag 180, UNLEN). ... 128
Optischer Vergleich der HodengroRe der Kontrolltiere. ................. 129

Optischer Vergleich der Hodendurchmesser unter der Immunisierung
(Tag 76, oben), unter der Wiederaufnahme (Tag 132, mitte) und nach
der Wiederaufnahme der Hodenfunktion (Tag 180, unten) der

THErE L3, 132
Optischer Vergleich der Hodendurchmesser unter der Immunisierung
(Tag 76, oben), unter der Wiederaufnahme (Tag 132, mitte) und nach
der Wiederaufnahme der Hodenfunktion (Tag 180, unten) der

TIBIE 4-B. oo 133

Optischer Vergleich der Hodendurchmesser der Kontrolltiere....... 134

Optischer Vergleich der Geschlechtsdriisen (Tag 184) der
BehandluNgSgQrUPPe. .ooueeeeiie e e e 136
Optischer Vergleich der Geschlechtsdriisen der Kontrollgruppe. .. 137

Beispiele fur die Unterschiede in der Keimepithelhdhe in Ebern der
Behandlungsgruppe (oben), einem Kontrolltier (unten links) und
einem immunisierten Eber (unten rechts). ...........ccccvvvvviiiiieeeeeen, 142
Beispiele fur die Auspragung der Leydigzellen im Interstitialgewebe
in Ebern der Behandlungsgruppe (oben), einem Kontrolltier (unten

links) und einem immunisierten Eber (unten rechts).............c........ 143



Abbildungsverzeichnis \%

Abb. 5. 16

Relative Verteilung der unterschiedlichen Spermatogenesestadien in
immunisierten (n = 6, schwarze Balken) und intakten Ebern (n = 4,
WEIRE BAlKEN). . .uiiie e 144



Abkirzungsverzeichnis

A.

AA

ad us vet
AK

AS
bidest
CYP

d.A.
DNA
EG
EU
EWG
EIA
EKG
ELISA
Em
et al.
EXx
GH
Gl.
Gll.

3H
HPLC

i.V.
125J

lat. arteria (sg.), Arterie

Anionenaustauscher

lat. ad usum veterinarii, zum tierarztlichen Gebrauch
Antikorper

Aminosaure(n)

bidestillata, zweifach destilliert

Cytochrom P

lat. dies (pl.), Tage

divergierende Angaben

Desoxyribonucleinsaure

Europaische Gemeinschaft

Europaische Union

Europaische Wirtschaftsgemeinschaft

Enzyme Immuno Sorbent Assay, Enzymimmunotest
Elektrokardiogramm

Enzyme Linked Immuno Assay, Enzymimmunotest
Emmission

lat. et alii, et aliae, et alia: und andere

Extinktion

Growth Hormone, Wachstumshormon

lat. glandula (sg.), Driuse

lat. glandulae (pl.), Drisen

lat. hora, Stunde

Tritium

High Pressure Liquid Chromatography, Hochdruckflissigkeits-
chromatographie

Halbwertszeit

Immunglobulin

Insulin like Growth Factor

Immunisierung, immunisiert

intramuskul&r

engl. International unit, internationale Einheiten
intravenos

Jod, Isotop 125



Abkirzungsverzeichnis

kDA
KFA
KGW
kr
Lnn.
LW
LZ

=

mBq
mCi
ME
MHz

s.c.
SES
SEM

TCA

U/min

Kilodalton

Komplettes Freund sches Adjuvans

Korpergewicht

kryptorch

lat. lymphonodi (pl.), Lymphknoten

Lebenswoche

Leydigzellen

molar

lat. musculus (sg.), Muskel

mannlich

Millibequerel

Millicurie

Metabolisierbare Energie

Megahertz

Megajoule

mannlich-kastriert

lat. musculi (pl.), Muskeln

Mittelwert

griech. mikrés, klein; Kurzzeichen des Prafixes ,Mikro*, 10
Stickstoff

Anzahl

griech. nénos, Zwerg; Kurzzeichen des Préfixes ,Nano*, 10
Operation

porcin; aus dem Lateinischen, das Schwein betreffend
griech. pico, sehr klein; Kurzzeichen des Prafixes ,Pico®, 102
Radio Immuno Assay, Radioimmunotest

lat. seu, oder

subcutan

Sojaextraktionsschrot

Standard Error of the Mean, Standardfehler

Talkum

Trichloressigsaure

Umdrehungen pro Minute

lat. vena (sg.), Vene



Abkirzungsverzeichnis

Vak
V.M.
w
Wz
XP
XF

Vakzinierung
Veterindrmedizin
weiblich
Wartezeit
Rohprotein
Rohfaser



Einleitung 1

1. EINLEITUNG

Seit langem werden mannliche Ferkel innerhalb weniger Tage nach der Geburt ohne
Schmerzausschaltung chirurgisch kastriert, um eine Beeintrachtigung der Schlacht-
korperqualitdt durch den sogenannten ,Ebergeruch” zu vermeiden.

Dieser unangenehme Geschlechtsgeruch der Eber wird durch das Pheromon
Androstenon hervorgerufen, welches mit Eintritt der Geschlechtsreife in den Leydig-
zellen des Hodens gebildet wird und sich im Fettgewebe anreichert
(CLAUS et al. 1994, PATTERSON 1968a). Eine weitere Komponente, die fir die
sensorische Minderung von Eberfleisch verantwortlich gemacht wird, ist die Substanz
Skatol, die bei einem Teil der Eber im Colon mikrobiell synthetisiert wird
(CLAUS et al. 1994, HANSSON et al. 1980) und ebenfalls im Fett angereichert wer-
den kann.

Seit der Entdeckung von Androstenon (PATTERSON 1968a) wurden viele Versuche
unternommen, dessen Bildung und Anreicherung im Fettgewebe zu unterbinden. Da
das Pheromon Androstenon als Bestandteil der Fertilitdtsregulierung eng an andere
Komponenten der Hodenfunktion und somit der Reproduktion gebunden ist, blieben
diese Bemuhungen aber erfolglos, so z.B. Selektionsversuche auf niedrige Gewebe-
konzentrationen von Androstenon (WILLEKE et al. 1980, ROBIC et al. 2008), die ak-
tive Immunisierung gegen Androstenon (CLAUS 1975, DANIEL et al. 1984), die Ap-
plikation von kompetitiven Enzymblockern (KAUFMANN & SCHUBERT 1979) bis hin
zur hormonellen Kastration (ECHTERNKAMP et al. 1969, DAXENBERGER et
al. 2001) oder dem Sexing von Sperma (PARRILLA et al. 2003, GARNER 2006). Die
Bildung von Skatol im Darm kann dahingegen leicht Uber entsprechende Futte-
rungsmalnahmen reguliert werden (CLAUS et al. 1994, CLAUS et al. 2003). Aller-
dings bleibt dabei die Bildung von Androstenon unverandert.

Bislang ist die Kastration ohne Schmerzausschaltung laut TIERSCHUTZGESETZ bis
zum 7. Lebenstag zulassig. Da aber das Wohlbefinden der Tiere immer mehr in den
Fokus des Tierschutzes und damit auch der Verbraucher riickt, wird der Ruf nach
Alternativen zur konventionellen Kastration ohne Schmerzausschaltung immer lauter.
Ein wesentlicher Nachteil aller bisherigen Bemuihungen, einschlief3lich der aktuell
diskutierten chirurgischen Kastration unter Anasthesie und/oder Analgesie, ist es,
dass neben der Ausschaltung des Geschlechtsgeruches auch die erwiinschten ge-
schlechtsspezifischen Mastvorteile der Eber (WALSTRA 1974) entfallen. Sie werden
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durch die anabole Funktion der im Hoden gebildeten Androgene und Ostrogene
(CLAUS & HOFFMANN 1980, METZ et al. 2002) bewirkt.

Vorteil der immunologischen Kastration durch Antikérperbildung gegen GnRH ist es,
dass durch eine optimale Wahl des Vakzinierungszeitpunktes innerhalb der Mastper-
iode die anabolen Hodenhormone bis kurz vor der Schlachtung erhalten bleiben,
wahrend der Geschlechtsgeruch eliminiert ist (METZ & CLAUS 2003). Ein vollstandi-
ger Immunisierungseffekt mit maximalen Antikorpertitern und vollstandiger
Unterdrickung der Steroidsynthese im Hoden ist innerhalb einer Woche nach der
zweiten Immunisierung zu erwarten (CLAUS et al. 2007). Auch wenn die Bildung von
Androstenon innerhalb dieser Zeitspanne unterdriickt wird, benétigt die vollstdndige
Elimination dieses Stoffes aus dem Fettgewebe weitere drei Wochen (CLAUS 1976).
Folglich ist es durch die Immunokastration mdglich, die anabolen Effekte der méannli-
chen Geschlechtshormone bis vier Wochen vor der Schlachtung und damit tber die
Hauptphase der Mast zu nutzen.

Allerdings kénnen die Zunahmen bei Mastgruppen zwischen einzelnen Tieren und
damit die Ausstallungstermine erheblich streuen. Daher ist es fir einen Praxiseinsatz
wichtig zu wissen, wie lange der ,Impfschutz* anhalt und wann die Hodenfunktion

wieder aufgenommen wird.
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2. LITERATURUBERSICHT

Die mannlichen Geschlechtsorgane gliedern sich in drei funktionelle Abschnitte: die
keimbereitenden und keimleitenden Organe (Hoden, Nebenhoden und Samenleiter),
die akzessorischen Geschlechtsdrisen und das Begattungsorgan. Im Folgenden sol-
len die beiden erst genannten Organsysteme sowie die hormonellen Grundlagen,
deren Auswirkungen auf die Fleischqualitat des Ebers und die Mdglichkeiten der Un-

terdriickung des Geschlechtsgeruches besprochen werden.

2.1. Besonderheiten der Anatomie des mannlichen Reproduktionstraktes beim
Schwein (NICKEL, SCHUMMER, SEIFERLE 1999)

Der Hodensack (Scrotum) des Ebers liegt mit seiner breiten Basis perineal der Kau-
dalflache der Hinterschenkel dicht unter dem After an und wird distal von den ovalge-
formten Hoden (Testes) ausgebuchtet. Die Scrotalhaut ist spérlich behaart und faltig
aufgeworfen; mit zunehmendem Alter kann die Cutis stark verhornen.

Die Extremitas capitata der Hoden und der Nebenhodenkopf (Caput epididymidis)
kommen cranioventral zu liegen. Der Nebenhodenkérper (Corpus epididymidis) ver-
lauft am Perineum entlang, um in dem kolbigen Nebenhodenschwanz (Cauda epi-
didymidis) caudodorsal in Richtung After im Bereich der Extremitas capitata zu en-

den. Der freie Rand der Hoden (Margo liber) liegt caudal.

2.1.1. Keimbereitende und keimleitende Organe, deren Hillen und Gekrdse

Der Hoden als Organ der Leibeshohle ist von Bauchfell (Lamina visceralis der Tunica
vaginalis) Uberzogen, das fest mit der dicken derben Hodenkapsel (Tunica albuginea
testis) verwachsen ist. Sie halt unter Druck das Hodenparenchym zusammen und
entlasst die, das Parenchym stiitzenden, Bindegewebssepten (Septula testis), die
sich am angeschnittenen Hoden bereits makroskopisch sehr deutlich darstellen, ra-
diar auf das Hodenzentrum zulaufen und sich dort mit einem die ganze Lange der
Hodenachse durchziehendem Mediastinum testis verbinden. Hierdurch entsteht eine
Unterteilung des Organs in die Lobuli testis, welche die Gewebekomponenten des
Hodenparenchyms umfassen: die samenzellbildenden Hodenkanalchen (Tubuli se-
miniferi) und die hormonbildenden Zellpopulationen des Zwischengewebes.
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Der Nebenhodenkopf (Caput epididymidis) ist mit der Extremitas capitata des Ho-
dens grof3flachig und eng verwachsen.

Im Caput verlaufen beim Eber 14-21 stark geschlangelte Ductuli efferentes, welche

durch bindegewebige gefal3reiche Anteile mit Strukturen glatter Muskulatur in kleine
Lappchen (Lobuli s. Coni epididymidis) gegliedert werden. Luminal weisen die Ductuli
efferentes zum einen hochprismatische kinozilientragende Epithelzellen auf, welche
den kontinuierlichen Transport des Sekretes und der noch unbeweglichen Samenzel-
len gewahrleisten, zum anderen finden sich zilienfreie Epithelzellen, welche den
Groliteil der Sekrete aus dem Hoden resorbieren.

Die gesamten Ductuli efferentes eines Nebenhodenkopfes bilden einen eng und
dicht geschlangelten Nebenhodenkanal (Ductus epididymidis) von enormer Lénge
(17-18 m beim Schwein), welcher in Bindegewebe gehillt den Corpus und die Cauda
des Nebenhodens darstellt. Durch das zweireihige luminale Epithel mit diversen Dif-
ferenzierungsgraden und hier vor allem durch die hohen prismatischen Zellen mit
Stereozilienbischeln und deren vielfaltigen resorptiven und sekretorischen Fahigkei-
ten erlangen die Spermien hier ihre Bewegungs- und Befruchtungsfahigkeit. In die-
sem Milieu kénnen die Spermien gespeichert werden.

Nach distal nimmt das Lumen des Kanals sowie die Anzahl der Schichten glatter
Muskulatur zu, die bei der Ejakulation die Samenzellen durch peristaltische Kontrak-

tionen in den Ductus deferens leiten.

Der Samenleiter (Ductus deferens) verbindet als dessen Fortsetzung den Nebenho-

dengang mit der Pars pelvina der Harnréhre. Seiner vorrangigen Aufgabe des Trans-
portes kommt er durch die dreifach geschichtete Wand aus glatter Muskulatur und
durch ein einfaches oder zweireihiges prismatisches Epithel nach. Die Schleimhaut
des distalen Abschnittes des Samenleiters wird mit ihren erweiterten Schlauchdru-
sen (GIl. ampullae) funktionell zur Gruppe der akzessorischen Geschlechtsdriisen
gezahlt. Bei Schwein und Katze sind diese jedoch nicht wie bei Hund, Rind und Pferd
zu einer Ampulla ductus deferentis als Verdickung des Endabschnittes entwickelt.

In seinem geringgradig gewundenen Verlauf in Richtung Bauchhéhle bildet der Duc-
tus deferens mit einem Konvolut aus Nerven und Gefalen — der A. testicularis und
dem Plexus pampiniformis der V. testicularis als Plica vasculosa — den Samenstrang
(Funiculus spermaticus), in welchem der Ductus deferens in einer separaten Bauch-

fellfalte dem Samenleitergekrose (Mesoductus deferens) zu liegen kommit.
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Beim Schwein minden der Ductus deferens und der Ductus excretorius der Gl. vesi-

cularis meist separat dorsal in die Pars pelvina urethrae.

2.1.1.1. Tubuli seminiferi, Sertolizellen und Keimzellen

Die samenzellbildenden Kanélchen (Tubuli seminiferi contorti, Samenkanélchen) fin-

den sich in den peripheren Regionen des Hodens. Die Gesamtlange der Tubuli be-
tragt beim Eber 8,4 km (TOENHARDT et al. 1976), beim Menschen werden
30-60 cm auf 2-3 cm komprimiert (NICKEL, SCHUMMER, SEIFERLE 1999). Die
durchschnittlich 160-300 um grof3en aus Sertoli- und Keimzellen bestehenden Tubuli
contorti (GROTH & CLAUS 1977) — liegen nach auf3en durch eine Basalmembran

begrenzt — eingebettet in lockerem Bindegewebe.

Die germinativen Zellen durchlaufen einen dreiphasigen, in Schiben verlaufenden

kontinuierlichen und lebenslang andauernden Entwicklungsprozess (Abb. 2.1), ge-
kennzeichnet durch die Zellvermehrung (Mitose), die Zellteilung (Spermatozytogene-
se, Meiose) und eine sich anschlieBende Differenzierungsperiode (Spermiohistoge-
nese).

In den Tubuli reprasentieren die Keimzellen unterschiedliche strukturelle und funktio-
nelle Stadien (A-/B-Spermatogonien, Spermatozyten | und II, elongierte Spermati-
den/Spermatozoen und Spermien). Die verschiedenen (CLERMONT 1972) wie auch
die gleichen (STEINBERGER & STEINBERGER 1972) Keimzellstadien sind vertikal
wie auch horizontal miteinander verbunden, wodurch eine synchrone wie auch aufei-
nanderfolgende Keimzellentwicklung gewahrleistet wird. Es handelt sich hierbei um
den sogenannten Keimepithelzyklus. Er wird als der Zeitraum vom ersten Auftreten
eines Stadiums bis zu dessen erneuten Auftreten definiert (LEBLOND & CLERMONT
1952) und dauert beim Eber 8,6 Tage (SWIERSTRA 1968).

Nach SWIERSTRA (1968) wird er in 8 Stadien (I-VIIl) eingeteilt, die sich nach
GARCIA-GIL et al. (2002) in 3 Abschnitte (pra-, meiotisch, post-) einteilen lassen
(Vgl. Abb. 2.2).

Die Dauer der Entwicklung einer A-Spermatogonie zur elongierten differenzierten
Spermatide nennt man Spermatogenesezyklus. Hierzu sind vier Keimepithelzyklen
notwendig (WAGNER 2005), was beim Eber eine Dauer von 34,4 Tagen ergibt
(SWIERSTRA 1968).
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Abb. 2.1 Schematische Darstellung der Spermatogenese (CLERMONT 1972,

HOFFMANN 2003, WAGNER 2005).

Die 1. Reifeteilung (Meiose 1) zeigt die primdren Spermatozyten in den Phasen prélepto-,

lepto-, zygo-, pachy-, diplotdn und in der Diakenese. Die vier Differenzierungsphasen der

Spermiogenese gliedern sich in die Golgi-, Kappen-, akrosomale und die Reifungsphase
(CLAUS & WEILER 1987).

Die Sertolizellen liegen zwischen den Keimzellen der Basalmembran der Tubuli auf

und erstrecken sich bis ins Lumen der Tubuli, wodurch sie diesen eine gewisse Sta-

bilitdt verleihen. Sie fungieren als Ammenzellen, indem sie durch viele Falten, Ein-

stilpungen und Fortsatze einen engen Kontakt zu den Keimzellen (sog. Gap junc-
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tions) herstellen und so die Nahrstoffe fir die sich entwickelnden Spermien bereitstel-

len. Ferner

- vermitteln sie die Wirkung der Ubergeordneten Hormone FSH und LH (Uber Tes-
tosteron) auf die germinativen Zellen

- bilden sie einen erheblichen Bestandteil der Blut-Hoden (Spermatogenese)-
Schranke (sog. Tight junctions; AUMULLER 1978)

- phagozytieren sie Cytoplasmareste

- kontrollieren sie die Zusammensetzung der Tubulusflissigkeit

Die Zahl der Sertolizellen wird in der Pubertat bestimmt und ist fortan konstant
(McLACHLAN et al. 1995, WAGNER 2005), aber individuell variabel (OKWUN et al.
1996).

Die sich daran anschlieenden Hodenkanélchen sind nicht mehr mit der Bildung der
Keimzellen betraut, sondern tlbernehmen ausschlief3lich die Sezernierung von spezi-

fischen Flissigkeiten. Man unterscheidet in septale Tubuli recti, welche die an das

Lumen der Samenkanélchen abgegebenen Samenzellen (sog. Spermiation) aus

den Tubuli contorti mehrerer Lobuli aufnehmen und in mediastinale Tubuli recti, wel-

che die Verbindung zum Hodennetz (Rete testis) herstellen. An der Extremitas capi-

tata entstehen aus dem Rete testis die Ductuli efferentes, welche die Tunica albugi-

nea uberwinden und zum Parenchym des Nebenhodenkopfes werden (siehe 2.1.1.).
Der weitere Reifungsprozess der Sparmatozoen findet wahrend der beim Eber 10-14
Tage dauernden Nebenhodenpassage statt (SWIERSTRA 1968).
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Abb. 2. 2 Charakterisierung der Stadien des Keimepithelzyklus nach SWIERSTRA

1968 und GARCIA-GIL et al. 2002
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2.1.1.2. Interstitium mit Leydigzellen

Die Leydigzellen (Zwischenzellen) liegen als grof3e polygonale Zellen dicht gepackt
zwischen vereinzelt liegenden Blut- und Lymphgefaf3en im intertubuléaren lockeren
Bindegewebe.

Beim Eber machen sie zwischen 25 % (AWONIYI et al. 1988a, CLAUS et al. 1983)
und nahezu 30 % (GROTH & CLAUS 1977) des gesamten Hodengewebes aus; der
Eber Ubertrifft andere Tierarten und den Menschen hierbei um das Drei- bis Achtfa-
che (WAGNER 2005).

In den Leydigzellen findet die Steroidbiosynthese (Bildung von Androgenen und Ost-
rogenen) statt. Die hierzu notwendigen Enzyme finden sich in den Endoplasmati-
schen Reticuli (ER) und den Mitochondrien.

Durch ihren engen Kontakt zu den Blutgefaf3en und den Tubuli seminiferi werden die
synthetisierten Steroide an das periphere Blutplasma abgegeben und die Spermato-
genese in den Samenkanalchen ermdglicht (WAGNER 2005).

Die Androgene nehmen Einfluss auf die Differenzierung und Funktion der mannli-
chen Geschlechtsorgane inklusive der akzessorischen Geschlechtsdriisen, die Aus-
bildung typischer sekundarer Geschlechtsmerkmale und das Verhalten. Bei Kastra-
ten finden sich je nach Kastrationszeitpunkt (pra- oder postpubertdr) entsprechende

Auswirkungen.

2.1.2. Anatomie und Funktion der akzessorischen Geschlechtsdriisen

Bei den akzessorischen Geschlechtsdrisen (Glandulae genitales accessoriae) han-
delt es sich um exokrine Driisen, die ihr Sekret dorsal in die Pars pelvina urethrae
abgeben. Bezuglich ihrer Anlage (Vgl. Abb. 2.3), Grol3e und Lage bestehen grol3e
speziesspezifische Unterschiede, wobei der Eber die anderen landwirtschaftlichen
Nutztiere diesbezuglich deutlich Ubertrifft — auch was das Ejakulatvolumen betrifft
(McKENZIE et al. 1938).
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Urachusnarbe

Vesica vrinaria

Ureter

Ductus deferens

Gl. vesicularis

Corpus prostatae

/ Urethra mit
M. urethralis

ﬁ Gl. bulbourethralis

M. ischiocavernosus
M. bulbospongiosus
M. retractor penis

Abb. 2. 3 Anatomische Lage der Geschlechtsdriisen des Ebers (rechts; KONIG,
LIEBICH 1999) im Vergleich zu Gewebeproben (links).

Von cranial nach caudal lassen sich topographisch folgende Drisen unterscheiden:

die Samenleiterampulle, Ampulla ductus deferentis:

Beim Eber ist lediglich eine geringere Anzahl von Drisen in der Wand des dis-
talen Samenleiters ausgebildet, die sogenannten Glandulae ampullae. Sie er-
setzen die fehlende Ampulla.

die Samenblasendriise, Glandula vesicularis

die Vorsteherdruse, Prostata

die Harnrohrenzwiebeldrise, Glandula bulbourethralis

Die Gl. vesicularis und GI. bulbourethralis zeichnen sich im Vergleich zur Prostata

durch ihre enorme Grofe aus und nehmen einen betrachtlichen Teil des Becken-

raumes ein.

Wachstum und Funktion der Geschlechtsdrisen werden von Geschlechtshormonen
gesteuert (JOSHI & RAESIDE 1973). Bei Frihkastraten sind sie nur mafiig ausgebil-
det, wahrend zwischen Spatkastraten und intakten Ebern kaum ein Unterschied fest-

stellbar ist. Die Drisengewebe von Spéatkastraten stellen ihre Funktion ein und atro-



Literaturtibersicht 11

phieren, was sich in einer Reduktion der Gesamtsekretmenge &auflert (JOSHI &
RAESIDE 1973, RAESIDE et al. 1999).

2.1.2.1. Samenblasendriise

Die Gl. vesicularis besteht als paariges Organ aus zwei bindegewebig miteinander
verbundenen pyramidenférmigen rosarot gefarbten Drisenlappen, deren Basis nach
cranial und deren Spitze nach caudal weist. Beim intakten ausgewachsenen Eber ist
sie zwischen 12 und 17 cm lang, 6-8 cm breit und etwa 3-5 cm dick
(NICKEL, SCHUMMER, SEIFERLE 1999). Die kompakten, grobhdckrigen Vesicular-
lappen ragen in die Bauchhéhle vor und schieben sich zwischen die beiden Lamellen
der Plica genitalis ein. Die Vesica urinaria — sowohl der Harnblasenkdrper als auch
der -hals —, die Pars preprostatica urethrae und der Corpus prostatae werden teilwei-
se von ihnen bedeckt.

Das Schnittbild der stark verzweigten tubulo-alveolaren Samenblasendriise zeigt sich
deutlich lobuliert mit grof3en Sammelrdumen, die enorme Sekretmengen bevorraten
konnen. Das interstitielle Bindegewebe sowie der Organiberzug enthalten glatte
Muskelfaserziige, welche das Sekret bei der Ejakulation auswerfen. Die Ausfuh-
rungsgange fihren beiderseits in den Ductus excretorius, der dicht neben dem Sa-
menleiter separat auf dem Samenhugel (Colliculus seminalis) in die Harnrbhre min-
det.

Die Samenblasendrise steuert Zitronensaure und Fructose zum Seminalplasma bei
(MANN 1954, MANN 1974), sowie auch Inositol, Ergothionein und Zink (CLAUS &
WEILER 1987).

2.1.2.2. Prostata

Der kleine Corpus prostatae (4 3-4 cm lang, 2-3 cm breit, 1 cm dick) liegt plattenfor-
mig als Lobus dexter et sinister dorsal der Harnréhre (Urethra) auf.

Der grofdte Teil der Druse (Pars disseminata) ist manschettenartig in die vom quer-
gestreiften M. urethralis ummantelte Harnréhrenwand integriert.

Die Kapsel des Corpus und das Interstitium bestehen aus glatter Muskulatur.

Aus beiden Anteilen der Prostata wird das Sekret Uber zahlreiche Ausfiihrungsgéan-
ge seitlich des Samenhugels in einer Vertiefung der Schleimhaut (Sinus prostaticus)
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an die Pars prostatica der Harnréhre abgegeben (NICKEL, SCHUMMER, SEIFERLE
1999).

Die Prostata produziert den Chloridanteil (300 mg/100 ml) des Seminalplasmas
(CLAUS & WEILER 1987).

2.1.2.3. Bulbourethraldriisen

Mit durchschnittlich 17-18 cm Lange und einer Dicke von 5 cm ist die Gl. bulbou-
rethralis sowohl die Grof3te aller akzessorischen Geschlechtsdriisen beim Schwein
als auch im Vergleich zu anderen Spezies (NICKEL, SCHUMMER, SEIFERLE 1999).
Die paarigen, walzenformigen vom M. bulboglandularis eingehillten Driisenkdrper
bedecken dorsal — median eng aneinanderliegend — fast den gesamten pelvinen An-
teil der Harnrdhre bis an den Beckenausgang sowie den Beckenboden. Dieser raum-
fordernde Situs macht eine rektale Exploration der Bulbourethraldriisen maoglich.

Im Schnittbild zeigen sich die Sekretsammelrdume innerhalb der Drisenlappchen
grof3 und blasig. Das Interstitialgewebe und die Organkapsel enthalten reichlich glat-
te Muskulatur. Paarige Ausfuhrungsgange (je ein Ausfihrungsgang je Drusenhalfte)
am caudalen Ende der Drusenkdrper geben das glasig-schleimige, zahflissige Bul-
bourethralsekret (,Gel“ 20-40 mg/100 ml Seminalplasma; CLAUS & WEILER 1987)

unter dem Bulbus penis in die Harnrohre ab.

2.1.2.4. Zusammensetzung und Sekretion des Seminalplasmas

Menge und Zusammensetzung des Seminalplasmas (Samenflissigkeit, Sperma)
entspricht der sekretorischen Aktivitdt der tierartlich unterschiedlich ausgebildeten
akzessorischen Geschlechtsdriisen und hangt stark vom Androgen- wie auch Ostro-
genstatus der Tiere ab (SINOWATZ et al. 1978, RAESIDE et al. 1999). Somit variie-
ren Farbe und Viskositéat der diversen Samenergusse. Ihre Sekrete werden den Sa-
menzellen bei der Ejakulation beigefluigt. Da die Geschlechtsdriisen den grofdten An-
teil des Spermas liefern, bestimmt die von ihnen abgegebene Sekretmenge das Vo-
lumen des Ejakulates. Die Qualitat eines Ejakulates jedoch ist abhéngig von der Zahl
(@ 30 Mrd. Spermien/Ejakulat; CLAUS & WEILER 1987), Vitalitat und Morphologie
der Samenzellen. Die Menge und Beschaffenheit wiederum korreliert mit der Haufig-
keit des Deckaktes bzw. der Samengewinnung.
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Die Drusensekrete regen die Samenzellen zu einer lebhaften zielgerichteten Motilitat
an bzw. erlauben deren freie Fortbewegung und bieten ein optimales Stoffwechselmi-
lieu (NICKEL, SCHUMMER, SEIFERLE 1999).

Die akzessorischen Geschlechtsdrisen geben ihre Sekrete nicht simultan, sondern
fraktioniert, d.h. in driisen- und tierarttypischer zeitlicher Abfolge und Dauer ab. Folg-
lich wechseln die einzelnen Bestandteile der Samenflissigleit wahrend der Ejakulati-
on — es kénnen unterschiedliche Ejakulatfraktionen differenziert werden.

Der Eber ejakuliert fraktioniert Volumina von bis zu 500 ml, bedingt durch einen be-
sonders grofRen Anteil an Sekreten der akzessorischen Geschlechtsdriisen (SINO-
WATZ et al. 1978). Das Vorsekret (@ 5-15 ml) oder auch Praspermienfraktion ist von
wassrig-schleimiger Konsistenz, dem sagokornartige Flocken beigemengt sein kon-
nen. Hierbei handelt es sich um Beimengungen der Bulbourethraldriisen. Das Semi-
nalplasma  der ersten Hauptphase  oder  spermienreichen Fraktion
(9 120-350 ml) enthalt 80-90 % aller Spermien und besteht vorwiegend aus den Sek-
reten der Prostata und der Gl. vesicularis. Das Sekret der GI. bulbourethralis verleiht
der nachfolgenden Postspermienfraktion (zweite Hauptphase, @ 50-300 ml) durch
ihre sagokornartige Konsistenz eine grau-weil3liche Farbung. Sie enthalt nur noch
sehr wenige Samenzellen (HOFFMANN 2003).

2.2. Hormonale Regulation der Reproduktion beim Eber

Die Regulation der mannlichen Fortpflanzung erfolgt durch das endokrine
System — insbesondere durch den Hypothalamus (Freisetzung von GnRH), den Hy-
pophysenvorderlappen (Adenohypophyse; Sekretion von LH und FSH) und den Ley-

digzellen des Hodens (Steroidbiosynthese).

2.2.1. Gonadotropin Releasing Hormon (GnRH)

Das Gonadotropin Releasing Hormon (GnRH), auch bekannt als Luteinisierungshor-
mon-Releasing Hormon (LHRH) (TURKSTRA & MELOEN 2006), ist bei den Sauge-
tieren aus zehn Aminoséauren aufgebaut (Dekapeptid mit 1,18kDA).

Es wird im rostralen und mediobasalen Hypothalamus gebildet, auf axonalem Weg in
die mediane Eminenz transportiert und dort gespeichert. Seine Freisetzung in den
Priméarplexus der hypophysaren Portalgefal3e erfolgt in charakteristischen Pulsen,
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um dann auf humoralem Wege an die gonadotropen Zellen der Adenohypophyse
transportiert zu werden. Die pulsatile GnRH Sekretion wird unmittelbar durch einen
~Pulsgenerator® im Nucleus infundibularis gesteuert sowie durch eine Vielzahl von
Hormonen und Neurotransmittern reguliert. So inhibieren hohe Androgenkonzentrati-
onen Uber Feedbackmechanismen sowohl direkt als auch indirekt die LH Sekretion
der Hypophyse als auch die GnRH-Freisetzung im Hypothalamus (TURKSTRA &
MELOEN 20086).

An den gonadotropen Zellen des Hypophysenvorderlappens stimuliert GnRH die
Sekretion, Synthese und Speicherung der Gonadotropine LH und FSH, welche die
gonadale Hormonsynthese regulieren.

Die Synthese und Sekretion von LH wird ausschlie3lich ber GnRH gesteuert, wah-
rend GnRH lediglich die basalen FSH-Konzentrationen bedingt und kurzfristige Erh6-
hungen sowie die Pulsatilitdt von FSH Uber separate Mechanismen gesteuert werden
(CULIER & NEGRO-VILAR 1986).

Niedrige Konzentrationen an GnRH fuhren zur Anbildung der eigenen hypophyséaren
Rezeptoren sowie zur Proliferation der gonadotropen Zellen, hohe
GnRH-Konzentrationen allerdings fuhren zu einer Desensibilisierung der Zellen und
bedingen somit abfallende Konzentrationen von LH und FSH.

Im peripheren Kreislauf wird das GnRH schnell durch Peptidasen metabolisiert
(@ HWZ 4 min; HALL & GOMEZ-PAN 1976), was die nur geringen extrahypo-

physaren Wirkungen erklart.

2.2.2. Gonadotropine und ihre Funktion

Zu den Gonadotropinen gehéren das Luteinisierungshormon (LH) und das Follikel
stimulierende Hormon (FSH), beides Glykoproteine mit jeweils 115 Aminosduren und
einem Molekulargewicht von 29-30 kDa. lhr Aufbau ist gekennzeichnet durch eine
spezies- und hormonspezifische B-Untereinheit sowie eine speziesspezifische a-
Untereinheit (KOENIG 1993). Sie steuern direkt die Funktion des Hodens (CLAUS &
WEILER 1987). Eine gewisse autonome Freisetzung der Gonadotropine, neben der

durch GnRH gesteuerten, ist moglich.
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2.2.2.1. Luteinisierungshormon (LH)

Das Luteinisierungshormon (LH) stellt einen entscheidenden Faktor in der Biosyn-
these der Gonadensteroide dar.

Seine Wirkung entfaltet es beim Eber ausschlie3lich an den Leydigzellen tber
membranstandige Rezeptoren, wo durch Anregung der spezifischen Enzyme die Be-
reitstellung der Vorstufen der Steroidbiosynthese (Pregnenolon, Progesteron) erfolgt
wie auch alle nachfolgenden enzymgesteuerten Syntheseschritte reguliert werden
kénnen (WAGNER 2005). Es stimuliert auBerdem die Umwandlung von Cholesterol,
das in den Lipidtropfchen der Leydigzellen gespeichert wird, zu Pregnenolon
(CLAUS & WEILER 1987).

Weiterhin stimuliert LH die morphologische Entwicklung der Leydigzellen sowie die
Freisetzung von Androgenen und Ostrogenen.

Bei adulten Tieren kommt es nach Einwirkung sehr hoher LH-Konzentrationen zu
einer up-Regulation der LH-Rezeptoren, worauf eine sehr deutliche down-Regulation

folgt.

2.2.2.2. Follikelstimulierendes Hormon (FSH)

Die Rolle des FSH ist beim Eber noch nicht vollstandig geklart und beim adulten Tier
physiologisch kaum von Bedeutung.

Es entfaltet seine Wirkung auf die Samenkanélchen und dort primar auf die Sertoli-
zellen, deren adult konstante Zahl bereits in der Pubertat tGber FSH festgelegt wird
(z.B. MCLACHLAN et al. 1995). Uber diese bewirkt es einen indirekt férdernden Ein-
fluss auf die frihen Stadien der Spermatogenese (LAURIA et al. 1979, BERGMANN
1987, McLACHLAN et al. 1996), das heil3t es aktiviert die Bereitstellung von
A-Spermatogonien sowie die nachfolgenden Spermatogeneseschritte.

Ferner ist FSH fur die Wiederaufnahme der Spermatogonienteilungen bei saisonalen
Reproduktionsformen verantwortlich (BERGMANN 1987). Die Spermatogenese in
qualitativer Hinsicht bleibt erhalten auch wenn die testikuldre Testosteronproduktion
unter 5 % des Normalwertes liegt.

FSH fordet bei verschiedenen Spezies die Spermatogenese, indem es die Sertolizel-
len zur Produktion unterschiedlicher lokal und zentral wirksamer Peptide veranlasst,
darunter das Androgen bindende Protein (ABP), welches Testosteron und Dihydro-
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testosteron mit hoher Affinitat bindet und damit zur Frderung der Spermatogenese
verfugbar macht (TURKSTRA & MELOEN 2006). Bei Eber und Hengst fehlt der
Nachweis einer derartigen FSH Wirkung, sie besitzen kein ABP (JEGOU & LE GAC
JEGOU 1978, CLAUS & WEILER 1987).

Die Bildung und Freisetzung von FSH betreffend bestehen speziesspezifische Unter-
schiede. Studien zur GnRH-Immunisierung und somit der selektiven Blockade von
GnRH zeigten, dass die FSH-Konzentrationen bei Schwein und Pferd nicht beein-
flusst wurden (AWONIYI et al. 1988b, RABB et al. 1990), wahrend die Bildung und
Freisetzung von LH vollstandig gehemmt wurde. Bei Schafen, Rindern und Nagern
wurde auch fir FSH eine vollstandige Unterdriickung der Synthese und Sekretion
erreicht (BROWN et al. 1994, FINNERTY et al. 1998, McLACHLAN et al. 1995).

Beim Schwein wird FSH durch separate Steuerungsmechanismen wie Aktivin, Inhibin
und Follistatin reguliert (KUMAR & LOW 1993, BROWN & MCNEILLY 1999, BER-
NARD & WODRUFF 2001); auch ein FSH-spezifisches Releasing Hormon steht zur
Diskussion (YU et al. 1997, YU et al. 2000). Inhibin wird in den Sertolizellen gebildet
und wirkt Uber ein negatives Feedback auf die Sekretion von FSH, wohingegen
Activin in der Adenohypophyse gebildet wird und die FSH-Bildung beeinflusst. Der
Stimulation des GnRH Rezeptors bzw. der direkten GnRH Sekretion durch Aktivin
wirken Inhibin und Follistatin entgegen, indem sie die Aktivinbindung unterbinden
(GREGORY & KAISER 2004).

FSH und Testosteron wirken synergistisch auf die Spermatogenese und garantieren
ihr qualitatives und quantitatives Optimum (SUN et al. 1990, McLACHLAN et
al. 1996). FSH steuert hierbei den Eintritt der Spermatogonien in die Spermatogene-
se, bestimmt also die Spermienzahl im Ejakulat (SHARPE 1989); Testosteron be-
dingt die Spermiogenese (SUN et al. 1990). Beim Eber scheint dieser Umstand je-
doch umstritten (WAGNER 2005).

2.2.3. Steroide des Hodens und ihre Funktion

Es besteht ein direkter Zusammenhang zwischen dem sehr grof3en Anteil von Ley-
digzellen am Hoden des Ebers und dem breitgefacherten Spektrum an dort syntheti-
sierten Steroiden: neben den Androgenen Testosteron, Androstendion und 5a-
Dihydrotestosteron, werden auch Ostrogene kontinuierlich in das periphere Blut-
plasma freigesetzt (,tonische Sekretion“, CLAUS & WEILER 1987). Daruberhinaus
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wird auch das Pheromon 5a-Androst-16-en-3-on — ein A16-Steroid ohne hormonale

Wirkung — synthetisiert (siehe auch 2.3.1.1.1. Androstenon).

Uber Feedback-Mechanismen auf den Hypothalamus und den Hypophysenvorder-

lappen und damit auf GnRH bzw. LH und FSH regulieren die Gonadenhormone das

Ausmal ihrer Synthese und Freisetzung mit.

In deutlich geringerem Umfang (,Spuren®) erfolgt eine extratestikulare Synthese in

der Nebennierenrinde (GOWER 1972).

Die Bildung der Steroide ist in Abb. 2.4 zusammengefasst.

Cholesterol

|

Androstadienol <= Pregnenolon

! !

Androstadienon <= Progesteron =——p

|

5a-Androst-
16-en-3-on

b

5a-Androst-16-en-3a-ol 5a-Androst-16-en-33-ol

17a-Hydroxy-
pregnenolon

17a-Hydroxy-
progesteron

Dehydroepi-
androsteron

|

=—p Androstendion

}

<—» Androstendiol

—

|

Testosteron

5a-Dihydro-
testosteron

|

Ostron

>

17B-Estradiol

Abb. 2. 4 Stufen der Steroidbiosynthese in den Leydigzellen nach BONNEAU 1982.

2.2.3.1. Androgene

Androgene sind mannliche Geschlechtshormone testikularen Ursprungs. Sie binden

an den Androgenrezeptor und tben so ihre androgene Wirkung aus.

Die Androgene steuern zahlreiche Korperfunktionen (CLAUS & WEILER 1987), sind

also essentiell fir

- den Hodenabstieg

- die Auspragung der sekundaren Geschlechtsmerkmale

- das mannliche Sexualverhalten (auch das Agressionspotential wird beein-

flusst)
- die Libido
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- die Spermatogenese (Vgl. 2.2.2.2. Follikelstimulierendes Hormon (FSH)):
Auswirkungen auf das Spermiogramm sind nach etwa 1 Monat zu erwarten
(Wirkungseintritt der Steroide nach 2,5 Wochen + 2 Wochen Nebenhodenpas-
sage)

auf3erdem

- unterhalten sie die Funktion der akzessorischen Geschlechtsdrisen (Wir-
kungseintritt nach 5 Wochen)

und

- sind Stoffwechselhormone (anabole Wirkung).

Die wichtigsten physiologischen Androgene sind Testosteron und 5a-
Dihydrotestosteron (5a-DHT). 5a-DHT ist starker im Genitaltrakt vertreten und fordert
Entwicklung der akzessorischen Geschlechtsdriisen (PARROTT & BOOTH 1984).
In den zahlreichen Zielorganen der Androgene wandelt das Enzym 5a-Reduktase
Testosteron in 5a-DHT durch eine Absattigung der Doppelbindung am A-Ring um,
was eine drei- bis vierfach hohere Affinitat zum Androgenrezeptor aufweist und somit
eine erheblich hohere androgene Wirksamkeit entfaltet.
Androgenrezeptoren sind nukleare Rezeptoren, welche als ligandenaktivierte Tran-
skriptionsfaktoren fungieren. Rezeptoren wurden nachgewiesen in peritubularen Zel-
len, Sertoli- und Leydigzellen, aber nicht in den Keimzellen. Demnach wirkt Testoste-
ron im Hoden eher als parakriner Faktor, in allen tbrigen Organen wie den Ge-
schlechtsdrusen aber als klassisches Hormon, also endokrin.
Im Blutplasma findet man durchschnittich Werte von 2,15 ng Testosteron/ml
(max: 11,50 ng Testosteron/ml) und etwa durchschnittlich 0,75 ng 5a-DHT/m
(max: 2,75 ng 5a-DHT/mI) (CLAUS et al. 1983) abhéngig von

- Tageszeit (CLAUS & GIMENEZ 1977, CLAUS & HOFFMANN 1980)

- Alter (ALLRICH et al. 1982, SCHWARZENBERGER et al. 1993)
und

- Photoperiode (CLAUS et al. 1983), welche dem saisonalen Effekt der Frucht-

barkeit zugrunde liegt.

Testosteron besitzt wachstumsférdernde, anabole (CLAUS & WEILER 1994) und
antikatabole Wirkungen (MAYER & ROSEN 1977, CHEN et al. 1997).
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2.2.3.2. Ostrogene

Die Bildung der Ostrogene im mannlichen Organismus weist deutliche artbedingte
Unterschiede auf. Beim Eber und dem Menschen werden sie auschlief3lich in den
Leydigschen Zwischenzellen gebildet, da hier die fur die Synthese notwendige Aro-
matase exprimiert wird (z.B. CARREAU et al. 2001).

Eine sehr hohe Ostrogenproduktion (z.B. 17B-Estradiol) findet sich beim Hengst und
beim Eber, welche zum Teil sogar die Konzentrationen von 6strischen Sauen lber-
steigen (CLAUS & HOFFMANN 1980, CLAUS et al. 1983).

Man unterscheidet zwischen den in groRerer Menge vorkommenden konjugierten
Ostrogenen und den unkonjugierten Ostrogenen. Die Konzentrationen an Ostron lie-
gen demnach hoher als die von 17B-Estradiol, welches jedoch starker
Ostrogen wirksam ist. So weisen mature Eber durchschnittlich bis zu
280 pg Ostrogene/ml auf, aber nur 180 pg 17B-Estradiol/ml Blutplasma (WEILER et
al. 1998, CLAUS & HOFFMANN 1980).

Ostrogene fordern synergistisch mit Testosteron die Funktion der akzessorischen
Geschlechtsdrusen, die Libido des Ebers und beeinflussen das ménnliche Sexual-
verhalten (JOSHI & RAESIDE 1973, PARROTT & BOOTH 1984), sowie die Sperma-
togenese (WAGNER et al. 2006), sind im Ejakulat enthalten und stimulieren somit im
weiblichen Genitale die Uteruskontraktionen, was den Spermientransport erleichtert
und die Ovulation fordert (CLAUS 1990).

lhre Wirkung entfalten sie direkt (ber lokale Ostrogenrezeptoren, die anabole Wir-
kung auf den Proteinstoffwechsel wird Uber die Steigerung der GH-IGF-1-Achse
(CLAUS & WEILER 1994), allerdings dosisabhangig erzielt, auf den Kohlenhydrat-
stoffwechsel bezogen verstarken sie die Insulinwirkung und fordern den Fettansatz.
RAGO et al. 2004 konnte den Ostrogenrezeptor a (ERa) in Spermatogonien, Sper-
matozyten und Leydigzellen sowohl immaturer als auch maturer Eber nachweisen,
den Ostrogenrezeptor B (ERB) jedoch nur in Spermatogonien und Spermatozyten

maturer Eber.
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2.3. Ebermast und Geschlechtsgeruch

Wahrend friher zu Zeiten harter korperlicher Arbeit durch Fleisch ein sehr hoher
Energiebedarf gedeckt werden musste und somit der Fettanteil des Fleisches er-
winschtes Qualitatskriterium war, wiinscht sich der Verbraucher heute einen héhe-
ren Magerfleischanteil. So kam auch die Diskussion auf, den Wunsch nach mehr
Magerfleischanteil Uber die Mast von Ebern zu decken (BAUER 2010). Problema-
tisch stellt sich hierbei das Auftreten des Ebergeruches dar, der in unterschiedlichen
Auspragungen seitens der Verbraucher wahrgenommen wird (Vgl. 2.3.1.2. Verbrau-

cherakzeptanz von Eberfleisch) und zu Beanstandungen der Fleischqualitat fuhrt.

2.3.1. Kriterien der Mast- und Schlachtleistung bei Ebern und Bérgen

Bezlglich der Mast- und Schlachtleistungsparametern von intakten Ebern, Kastraten
(Borgen) und Sauen bestehen wesentliche Unterschiede zwischen den Geschlech-
tern, die zum einen durch die anabolen Effekte der Geschlechtshormone bedingt
werden, sich aber auch zwischen den einzelnen zeitlichen Phasen der Mast und so-
mit den Gewichtsspannen unterscheiden (WALSTRA 1974, NEUPERT et al. 1995,
SPRING et al. 2009).

Tab. 2.1 Unterschiede in den Mastleistungsparametern zwischen Bérgen und
Ebern in der Mastphase 28-207 kg (SPRING et al. 2009)

Eber Borge
Futterverbrauch (kg/d) 2,06 2,35
tgl. Zunahmen (g/d) 885 927
Futterverwertungsrate 2,33 2,54
Rickenspeckdicke (cm) 1,29 1,95
Magerfleischanteil 56,6 53,2

Die Ebermast konnte sich bislang in Deutschland nicht durchsetzen, da die Verbrau-
cher- bzw. Marktakzeptanz fur Eberfleisch und die damit verbundene geruchliche
Beeintrachtigung des Fleisches nicht gegeben ist. In anderen EU Landern hat sich
die Ebermast jedoch teilweise etabliert (z.B. Spanien, England, Irland).
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Aus der Ebermast resultieren folgende wirtschaftliche Vorteile:

kein Arbeitsaufwand fur Kastrationen

geringere Ferkelverluste

weniger Wachstumseinbuf3en nach der Kastration

schnellere Wachstumsrate bei intakten Ebern durch hdhere tagliche Zunah-
men (HERZOG et al. 1993, CLAUS 1983a)

Eber besitzen eine bessere Futterverwertung

hohere Magerfleischanteile, hoherer Proteinansatz resultieren in einem guns-
tigeren Fleisch-Fett-Verhaltnis

verringerte Stickstoffausscheidung bei hohen Besatzdichten und weniger Bo-
den- und Trinkwasserverschmutzungen durch Stickstoff in der Gille
(CLAUS 1993)

Borge setzen den Futterverbrauch vermehrt als Fett an, wahrend Sauen beziglich

der Mast- und Schlachtleistungsparamter stets zwischen denen von Ebern und Bor-
gen liegen (DOBROWOLSKI et al. 1993, KAY & HOUSEMAN 1975).

Nachteile der Ebermast:

verminderte Fleischqualitat

Zu mageres, weniger zartes Fleisch

ein Defizit an intramuskul&arem Fett bedingt ein weniger geschmackvolles und
weniger saftiges Fleisch (BRANSCHEID 1993)

das wenige Fett enthdlt mehr ungesattigte Fettsauren, was eine hohere Oxida-
tionsrate sowie eine brdckeligere Konsistenz des Fleisches zur Folge hat
(MALMFORS & NILSSON 1978, BARTON-GADE 1987)

der Ebergeruch (Androstenon, Skatol)

bzgl. der Haltung von Ebern: mit Eintritt der Geschlechtsreife fihren gesteiger-
te Aggressivitat und sexuelle Aktivitat zu Verletzungen und Gliedmaf3enprob-
lemen, sowie Stress- und Angstzustanden. Rangordnungskampfe kdénnen die
Testosteron-, Androstenon- und Skatolspiegel beeinflussen (GIERSING et
al. 2000).

Nach CLAUS 1983a lassen sich Vor- und Nachteile der Ebermast jedoch nicht iso-

liert betrachten, vielmehr sollte eine zusammenhangende Beurteilung erfolgen. Dem-
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nach wachst ein Eber nur dann gut, wenn auch ausreichend anabole Hormone im
Hoden gebildet wurden, parallel dazu wurde somit auch reichlich Androstenon gebil-
det, was sich entsprechend auf die Qualitat des Schlachtkdrpers auswirkt. Umge-
kehrt gilt: ist ein Eber frei von einer geruchliche Beeintrachtigung, dann wurden
wachstumsfordernde Hormone nicht in dem Mal3 gebildet, dass ein ein Mastvorteil
zum Tragen kommt.

Wie der Syntheseweg der Steroide (Abb. 2.4) zeigt, ist Androstenon eng an die ana-
bolen Geschlechtshormone gekoppelt. Auch HERZOG et al. (1993) konnte eine Kor-
relation zwischen den taglichen Zunahmen sowie der Nettofutterverwertung mit
Androstenonwerten aufzeigen: die Zunahmen steigerten sich von 812 g pro Tag bei
Werten < 0,5 pg Androstenon/g Fett auf 936 g pro Tag bei Werten
> 1,0 pg Androstenon/g Fett, die Nettofutterverwertung verbesserte sich um 0,2 zwi-

schen diesen Androstenonspannen.

2.3.1.1. Ursachen des Geschlechtsgeruches

Fur den Geschlechtsgeruch des Ebers und damit der qualitativen Beeintrachtigung
der Schlachtkorper sind im Wesentlichen zwei Substanzen verantwortlich: das Phe-
romon Androstenon und der Tryptophan-Metabolit Skatol.

Fur Androstenon gilt ein Grenzwert von 0,5 pg Androstenon/g Fett, fir Skatol betragt
dieser 250 ng Skatol/g Fett (HERZOG et al. 1993).

2.3.1.1.1. Androstenon

Der Geschlechtsgeruch des Ebers setzt sich aus verschiedenen Komponenten zu-
sammen, die teils moschus- teils urin- oder schweil3artig riechen. Der typische Urin-
geruch konnte 1968 von PATTERSON (a, b) einer aus Fett isolierten Substanz zu-
geordnet werden — dem Steroid 5a-Androst-16-en-3-on, der moschusartige Geruch
konnte auf eine strukturédhnliche Substanz in den Speicheldriisen des Ebers — dem
5a-Androst-16-en-3a-ol — zurlckgefuhrt werden. Sie gehdren zur Gruppe der Al6-
Steroide, die bereits 1944 von PRELOG & RUZICKA aus Eberhoden isoliert wurden
und groRe strukturelle Ahnlichkeiten zu den Hodensteroiden mit hormoneller Wirkung
haben (Vgl. Tab. 2.2). Entscheidend fur die Geruchswirkung ist die Al6-
Doppelbindung.
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Die Synthese der Eberpheromone wie auch die der Sexualhormone — beim Schwein
sind dies Androgene und Ostrogene (CLAUS & HOFFMANN 1980) — sind eng anei-
nander gekoppelt (GOWER & AHMAD 1967). Sie findet in den Leydigzellen des Ho-
dens ausgehend von den gemeinsamen Vorstufen (Pregnenolon, Progesteron) nach
Stimulierung durch das Gonadotropin Releasing Hormon (GnRH) und nachfolgend
des LH statt. Ein feststehendes enzymatisches Muster gewahrleistet, dass die Vor-
stufen auf die beiden nachfolgenden Synthesewege gleichmalRiig verteilt werden.
Beide Substanzgruppen — Pheromone und Sexualhormone — werden somit aufei-
nander abgestimmt ans Blut abgegeben (CLAUS & GIMENEZ 1977). Die Auspré-
gung des Ebergeruches ist streng an die Bildung der anabolen Hormone und somit
an den sexuellen Reifegrad des Ebers gekoppelt. Der Geschlechtsgeruch kann also
nicht selektiv ohne eine Beeinflussung der Hormonbildung unterdriickt werden (Vgl.

2.3.2. Moglichkeiten zur Unterdriickung des Geschlechtsgeruches).

Tab. 2. 2 Ebergeruchskomponenten im Vergleich zum Hormon 5a-DHT.
Die chemische Struktur des Androstenons ahnelt der der Sexualhormone aber es besitzt
keine hormonelle Aktivitat (CLAUS 1979).

chemische Physiologische Synthese-
hy h
Struktur Syntheseort Geruc Wirkung hemmung
5a-Androst-16- ' Testes / . nicht selektiv
en-3a-ol 3-Hydroxysteroid Gl salivariae moschusartig Pheromon beeinflussbar
HO" =
H
5a-Androst-16- ' . nicht selektiv
en-3-on 3-Ketosteroid Testes urinartig Pheromon beeinflussbar
(0) =
H
S Thiydve- Steroid Testes - Hormon

testosteron

Skatol durch Fitterung
\ (3-Methyl-indol) Indol Colon fakalartig - bidirektional
Y beeinflussbar
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Die Pheromone werden in die Speicheldriisen des Ebers transportiert, dort gespei-
chert und durch das typische ,Patschen“ bei Sauenkontakt freigegeben. Bei der Ost-
rischen (rauschigen) Sau wird die Duldungsstarre (Immobilisierungsreflex) ausgeldst.
Die Pheromone l6sen dartiberhinaus neuroendokrine Prozesse aus, die in einer Oxy-
tocinfreisetzung resultieren. Oxytocine férdern durch Gebarmutterkontraktionen den
Transport der Spermien zur Befruchtung. Ein Eber vermag auch durch seine Anwe-
senheit die Zeit nach dem Absetzen der Ferkel bis zum Einsetzen des neuen Zyklus
zu verkirzen (CLAUS 1989/90).

Sowohl die Steroid- als auch die Pheromonbildung im Hoden kann kurzfristigen
Schwankungen unterworfen sein. Um einem eventuellen Mangel an diesen Stoffen
vorzubeugen, dienen Einlagerungen zu Zeiten hoher Syntheseleistungen in die Spei-
cheldrisen und in das gesamte Korperfett als Puffer. In das Koérperfett kann aller-
dings nur die lipophile Substanz 5a-Androst-16-en-3-on eingelagert werden (Vgl. Abb
2.5, CLAUS 1979, CLAUS 1983b).

Fett: Puffer

Freisetzung

Abb. 2.5 Schematische Darstellung der Physiologie der Eberpheromone nach
CLAUS 1983b

Aus dem Fettdepot in ,Notzeiten* mobilisiertes als 3-Ketosteroid vorliegendes 5a-
Androst-16-en-3-on wird in den Speicheldriisen das 3-Hydroxysteroid 5a-Androst-16-
en-3a-ol gebildet (Reduktion), so dass die gesamte Duftpalette zur Stimulierung der
Sau bereit steht. Die Enzymaustattung zur De-Novo-Synthese fehlt den Speicheldri-
sen (CLAUS 1979).
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2.3.1.1.2. Skatol

Skatol (3-Methyl-Indol) entsteht beim bakteriellen Abbau der Aminosaure Tryptophan
im Colon von Schweinen ohne strikte Koppelung an das Geschlecht (VOID 1970);
zum einen wird Skatol mit den Fazes ausgeschieden zum anderen ebenfalls wie
Androstenon im Fettgewebe gespeichert (HERZOG et al. 1993). Skatol steht also
nicht in einem direkten Zusammenhang zur Hodenfunktion.

Wahrgenommen wird Skatol als fakalartig (VOID 1970, WEILER et al. 2000) und
findet sich sowohl bei Boérgen, Sauen und Ebern, wobei der Anteil an mit Gber dem
Grenzwert von 250 ng Skatol/g Fett belasteten Schlachtkdrpern deutlich haufiger bei
Ebern auftritt.

Im Gegensatz zu Androstenon kann Skatol Uber die Futterung beeinflusst werden:
eine Futterung mit roher Karoffelstarke in der Mastendphase reduziert die Skatolwer-
te auf deutlich unterhalb des Grenzwertes (CLAUS et al. 1994, CLAUS et al. 2003,
LOESEL et al. 2006, SPRING et al. 2009).

2.3.1.2. Verbraucherakzeptanz von Eberfleisch

Die Verbraucherakzeptanz von Eberfleisch wird durch den Ebergeruch (A-16-Steroid
5a-Androst-16-en-3-on, PATTERSON 1968a) stark beeintrachtigt, der sich v.a. nach
der Erhitzung (MALMFORS & LUNDSTROM 1983, MATTHEWS et al. 2000) entfal-
tet.

Erstaunlich ist jedoch, dass das Vermoégen diesen Ebergeruch wahrzunehmen so-
wohl regional als auch zwischen den Geschlechtern sehr unterschiedlich ausgepragt
ist. Generell scheinen Frauen sensitiver fur dieses Pheromon zu sein als der mannli-
che Anteil der Bevolkerung. Diverse Studien kamen zu dem Ergebnis, dass etwas
mehr als ein Viertel der Bevdlkerung (Vgl. Tab. 2.3) eine androgen-spezifische
Anosmie bei ansonsten intaktem Riechvermdgen aufweist (ELSELY 1968, GRIFFITH
& PATTERSON 1970).
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Tab. 2. 3 Wahrnehmungsvermogen fur den Ebergeruchsstoff Androstenon nach
CLAUS 1983a.

* androstenon-spezifisch

Wahrnehmung (%)

Probanden kelng schwach mittel stark Literaturverweis
- Anosmie* -
286 25.0 23.6 33.5 18.0 Elsley 1968
Griffith & Patterson
301 27.5 17.5
1970
> 2000 26.2 22.2 27.0 24.6 Claus seit 1970
(unpubl.)
EUR, ASIA AUS 24.1 -25.5
C? us 37.5
1.5 Mi UK 30.0 Gilbert & Wysocki
= MI0O"E0R ASIA AUS  15.8-17.9 1987
us 29.5
UK 20.9
a GER 69.7 14.7 15.6
472 (GER) ESP 59.7 16.6 23.7 Weiler et al.
480 (ESP) GER 65.9 14.7 19.3 2000
ESP 48.1 14.6 37.3

Gleichzeitig wird das individuelle Wahrnehmungvermégen auch durch die jeweilige

»ragesform“ eines jeden sowie durch die Eigenschaften des Fleisches beeinflusst
(CLAUS 1983a). Dazu gehoren

die Zubereitung des Fleisches
GrofRe und Fettgehalt des zum Verzehr vorgesehenen Teilstiickes
kalter oder warmer Verzehr

die tatsdchliche Konzentration des Geruchsstoffes

Entscheidend ist auch, dass negative Proben als falsch positiv identifiziert werden

kénnen, da die Rezeptoren nach dem Geruch von Androstenon flir eine gewisse Zeit
blockiert sind (sog. ,Nachklangeffekt®, BAUER 2010).
Nach CLAUS 1978 wird Androstenon bei vorhandenem Wahrnehmungsvermdgen

erst ab 1 pg Androstenon/g Fett sicher wahrgenommen (Vgl. Tab. 2.4).
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Tab. 2. 4 Vergleich von Androstenonmesswerten mit einer subjektiven Beurteilung
nach CLAUS 1978

Die minimal messbaren Konzentrationen von Androstenon bei Sauen und Bérgen werden in
der Nebennierenrinde gebildet (GOWER 1972, CLAUS 1976).

Androstenon Wahrnehmung und Ablehnung

o B k
(g / g Fett) (subjektiv) emerkung
auch bei Sauen und Bérgen
<0.15 ]
wvorkommende Konzentrationen
0.16 - 0.30 nur im Einzelfall
0.31 - 0.50 individuell zunehmend abangig von der
Zubereitung des Fleisches
0.51-1.00 zu erwarten starker Geruch
>1.00 sicher deutlich unangenehmer

Geschlechtsgeruch

Skatol wird zwar, im Gegensatz zu Androstenon, zu 99 % von den Verbrauchern
wahrgenommen und als widerlich eingestuft (WEILER et al. 1997), der Anteil der mit
Skatol geruchlich belasteten Schlachtkérper fallt jedoch deutlich geringer aus als die
von Androstenon beeintrachtigten (z.B. NEUPERT et al. 1995).

2.3.2. Madglichkeiten zur Unterdriickung des Geschlechtsgeruches

Zur Unterdrickung des Geschlechtsgeruches gibt es derzeit folgende Alternativen
(Vgl. Abb. 2.6):

Zum einen die bislang ohne Schmerzausschaltung durchgefuhrte konventionelle
chirurgische Kastration, die bis zum 7. Lebenstag gesetzlich erlaubt ist. Zum anderen
die chirurgische Kastration mit Schmerzausschaltung, wie sie bei Ferkeln ab dem
8. Lebenstag nur noch unter Narkose und von einem Tierarzt durchgefuhrt werden
darf.

Bei den nicht traumatischen Varianten sind die immunologische Kastration, wie sie

Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist, sowie die hormonelle Kastration zu nennen.
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Jedwede Form der Kastration lasst sich insofern umgehen, wenn

- Eber gemastet werden, wie dies in einigen EU-L&ndern usus ist (Vgl. auch
2.3.1. Kriterien der Mast- und Schlachtleistung bei Ebern und Borgen)

- versucht wird, die geruchliche Komponente Androstenon zichterisch zu beein-
flussen

oder

- bereits die Keimzellen durch sogenanntes Sperma Sexing vorsortiert werden,
so dass der Anteil weiblicher Ferkel stark erhoéht wird

nicht traumatisch

chirurgisch
Sch halt Immunologische Hormonelle
chmerzausschaftung Kastration Kastration

./ " \.
intraop +———, postop keine Kastration

SO\ N TN

Lokalanasthesie Allgemein-  Analgetika .
anasthesie Ebermast Selektion Sperma

/ \ Sexing

Inhalationsnarkose <+ Injektionsnarkose

nein Antiinfektiva

Abb. 2. 6 FlieRschema Alternativen zur konventionellen Kastration.

Bezuglich der chirurgischen Kastration — mit und ohne Betdubung — gilt derzeit fol-
gende Rechtsgrundlage (8 5 TIERSCHUTZGESETZ):

»(1) An einem Wirbeltier darf ohne Betdubung ein mi t Schmerzen
verbundener Eingriff nicht vorgenommen werden. Die Betaubung
warmblutiger Wirbeltiere (...) ist von einem Tierarzt vorzuneh-

men. (...) (3) Eine Betaubung ist ferner nicht erford erlich

la. fur das Kastrieren von unter acht Tage alten ma nnlichen

Schweinen, sofern kein von der normalen anatomische n Beschaf-

fenheit abweichender Befund vorliegt (...)" wonach keine Bruchferkel
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(Hernia scrotalis) und Binneneber (Kryptorchiden) sowie Ferkel &élter als 7 Tage kon-
ventionell kastriert werden dtrfen.
Der 8§ 6 TIERSCHUTZGESETZ besagt ,(1) Verboten ist das vollstandi-

ge oder teilweise Amputieren von Korperteilen oder das voll-
standige oder teilweise Entnehmen oder Zerstéren vo n_Organen
oder Geweben eines Wirbeltieres. Das Verbot gilt ni cht, wenn

2. ein Fall des 8 5 Abs. 3 Nr. 1, 1a oder 7 vorlieg t(..)* und
erlaubt folglich die Kastration von Ferkeln unter 8 Tagen Lebensalter.

“ Eingriffe nach Satz 2 Nr. 1 und 5 sind durch eine n Tierarzt
vorzunehmen; Eingriffe nach Satz 2 Nr. 2 und 3 sowi e Absatz 3
durfen auch durch eine andere Person (i.d.R. der Landwirt) vorgenom-
men werden, die die dazu notwendigen Kenntnisse und Fahigkeiten

hat.  Hier wird auf die EU-Richtlinie 2001/93/EG verwiesen, wonach die Kastration
von Ferkeln ab dem 8. Lebenstag unter Anéasthesie und Analgesie nur von einem

Tierarzt vorgenommen werden darf.

“Im Anschluss an die Kastration eines uber sieben T age alten
Schweines sind schmerzstillende Arzneimittel einsch lieRlich Be-
taubungsmittel bei dem Tier anzuwenden.” Eine Kastration unter

Anasthesie und Schmerzausschaltung ist folglich ab dem 8. Lebenstag verpflichtend

und kann nur durch einen Tierarzt vorgenommen werden.

Der Deutsche Bauernverband (DBV), der Verband der Fleischwirtschaft (VDF) und
der Hauptverband des Deutschen Einzelhandels (HDE) haben sich 2008 darauf ver-
standigt, dass bis ein praxistaugliches alternatives Verfahren zur traditionellen Kast-
ration zur Verfiigung steht, die Ferkelkastration in Verbindung mit einem schmerzstil-
lenden Mittel durchzufiihren ist (DUSSELDORFER ERKLARUNG 2008).

In 2010 wurde europaweit beschlossen, ab dem 1. Januar 2012 die chirurgische
Kastration nur noch bei verlangerter Applikation von Schmerz- und Betdubungsmit-
teln nach allseits anerkannten Methoden durchzufiihren. Bis 1. Januar 2018 soll die
chirurgische Kastration bei Schweinen ganz eingestellt werden (BRUSSELER
ERKLARUNG 2010). Diesbeziiglich ist eine Anderung des Tierschutzgesetzes im

Entwurf.
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In anderen Landern gilt folgendes:

» die Schweiz verbietet die Kastration ohne Betdubung seit 2009

» seit 2003 sieht Norwegen alle Ferkelkastrationen nur durch den Tierarzt und

mit Betaubung vor und verbietet die chirurgische Kastration seit 2009

» die Niederlande sehen im Zugzwang durch die Supermarktketten, die kein
.Kastriertes Fleisch® verkaufen wollen, das Verbot der chirurgischen Kastration
bis spatestens 2015 vor

« Schweden verbietet die Kastration ab 2012

Die geruchliche Beeintrachtigung von Schlachtkérpern kann auch durch die chirurgi-
sche Kastration nicht zu 100 % vermieden werden: Zwitter (Intersexe) treten in
0,1-0,6 % der Falle auf, Kryptorchiden zu 0,3-0,8 % (BACKSTROEM & HENRICSON
1971, BELLOT & VOGT 1994).

2.3.2.1. Herkémmliche Durchfihrung der chirurgischen Kastration von Ferkeln

In der EU werden jahrlich ca. 100 Millionen Ferkel kastriert, dies entspricht 80 % aller
mannlichen Schweine in der EU (THUN et al. 2006, HEINRITZI et al. 2008). In
Deutschland werden 100 % aller ménnlichen Ferkel kastriert, also in etwa 22 Millio-
nen Ferkel.

Nach Uberprifung auf das Vorliegen einer pathologischen Anatomie
(Bruchferkel/Hernia scrotalis, Binneneber/Kryptorchiden), welche der Durchflhrung
der chirurgischen Kastration auf konventionellem Wege entgegenstehen, wird das
Ferkel kopfliber so fixiert, dass das ipsilaterale Hinterbein unter dem Daumen der
haltenden Hand zu liegen kommt, was zu einer Spannung des Scrotums fuhrt. Das
Operationsgebiet wird gereinigt und desinfiziert. Die schneidende Hand fuhrt die Inzi-
sion der Scrotalhaut jeweils langs in Richtung caudal. Hoden und Nebenhoden treten
durch den steten Daumendruck aus dem erdffneten Processus vaginalis hervor und

der Samenstrang wird entweder mit Hilfe des Skalpells durchtrennt oder abgerissen.
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Letztere Art und Weise schafft stumpfe Wundrander, die besser miteinander verkle-
ben und so zu einer geringeren Blutung fuhren. Abschlieend wird ein Wundspray
oder -puder zur lokalen Antibiose aufgetragen. Das Ferkel wird sogleich zurlck in

seine Bucht gesetzt.

Abb. 2. 7 Durchfihrung der konventionellen Kastration (HELLWIG 2006).

Die konventionelle Kastration ohne medikamentdse Schmerzausschaltung verur-
sacht akute Schmerzen und Stress, was die Ferkel tGber hochfrequente und hohe
Laute vermitteln (MARX et al. 2003, PUPPE et al. 2005). Weiterhin zeigen sie bis zu
vier Tage nach der Kastration verénderte Verhaltensweisen: die Ferkel bewegen sich
weniger, liegen in Haufen, zittern und krampfen, scheuern ihr Hinterteil und zeigen
vermehrt Hundesitzigkeit, sind isoliert und zeigen weniger Sozialkontakte (HAY et
al. 2003, LLAMAS MOYA et al. 2008).

Als moégliche Komplikationen kénnen Blutungen, Immunsuppressionen, Infektionen,
Leistenbriiche bis hin zu Todesfallen auftreten (LESSARD et al. 2002).

2.3.2.2. Ansatze zur Anasthesie und Analgesie

Bezuglich der intra operationem erzielten Schmerzausschaltung tber die Anasthesie

gibt es folgende Untersuchungsansatze:
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Bei der Inhalationsnarkose atmen die Ferkel Uber Narkosemasken das Narkosegas
(Isofluran) ein. Kombiniert wird die Inhalationsnarkose mit einem Analgetikum
(SCHULZ 2007, SCHULZ et al. 2007a, b), da Isofluran per se keine bis nur geringfu-
gige analgetische Eigenschaften besitzt (FACHINFORMATION ISOFLO® ad us. vet.
2009). Hierzu wurden spezielle Kombinationen aus Fixationsméglichkeiten und Nar-
kosegeraten entwickelt, die es ermdglichen Ferkel seriell unter der Allgemeinanés-
thesie zu kastrieren. Vorteile der reinen Inhalationsnarkose sind die gute Steuerbar-
keit der Narkosetiefe sowie das schnelle An- und Abfluten des Narkosegases. KUP-

PER et al. 2008 erreichten bei 92 % der Tiere so eine ausreichende Narkosetiefe.

Abb. 2. 8 Apparatur zur seriellen Ferkelkastration unter Allgemeinanésthesie.

(Quelle:http://www.wdr.de/tv/tieresucheneinzuhause/sendungsbeitraege/2010/0530/03
_ferkelkastration.jsp)

Neben dem zugelassenen Inhalationsnarkotikum (s.u.) stand auch CO, als Narkoti-
kum zur Diskussion. In den Niederlande wird ein Gemisch aus 70 % CO, und 30 %
O, angewandt (GERRITZEN et al. 2008, KLUIVERS-POODT et al. 2007). Zur Betau-
bung bei der Schlachtung findet es bereits hierzulande Anwendung, problematisch
fur den Einsatz zur Ferkelkastration ist jedoch die Eigenschaft von CO, stark atem-
wegsreizend zu sein und eine sehr geringe therapeutische Breite aufzuweisen
(RODRIGUEZ et al. 2008).

Zu bedenken bleibt auch die erhohte Umweltbelastung, die durch die Freisetzung der
Narkosegase entstehen kdnnte, wenn allein um die 22 Millionen Ferkel in Deutsch-
land unter Inhalationsnarkose kastriert werden.

Die Injektionsnarkose (LAHRMANN et al. 2006) wird Uber die Kombination eines Se-

dativums mit einem Narkotikum (s.u.) erreicht. Auch hier kénnen die Ferkel gruppen-



Literaturtibersicht 33

weise narkotisiert und kastriert werden. Im Vergleich zur Inhalationsnarkose ist diese
weniger gut steuerbar, nur manche Wirkstoffgruppen kénnen antagonisiert werden
und sie flutet langsamer an sowie auch wieder ab, was zu einer verlangerten Nach-
schlafphase fiihrt. Hierbei ist genau auf die Dosierung zu achten, da einige Injekti-
onsnarkotika nur in hoheren Dosen neben der erzielten Hypnose auch analgetisch
wirken (LOSCHER, UNGEMACH, KROKER 2003).

Bei der Allgemeinanéasthesie muss generell beachtet werden, dass Schweine als
schwierig bezuglich der Narkosefahigkeit einzustufen sind und dass die Ferkel be-
dingt durch den Nachschlaf wichtige Saugeperioden versaumen. LAHRMANN et
al. 2006 sprechen von Verlusten um die 3-5 %.

Bei der Lokalanasthesie stof3t man auf mehrere kritische Aspekte, welche deren Ein-
satz erschweren. Die einsetzbaren Medikamente werden anhand ihrer Struktur ein-
geteilt in Lokalanasthetika vom Ester- oder Amidtyp. Das in Deutschland fur Schwei-
ne verfugbare Procain (s.u.) gehort zu den Lokalanadsthetika vom Estertyp, das heif3t
es bringt einen langeren Wirkungseintritt und eine kirzere Wirkungsdauer mit sich,
da sie direkt am Applikationsort nach Resorption im Blut aufgespalten werden. Im
Gegensatz dazu diejenigen vom Amidtyp, die erst in der Leber metabolisiert werden
und so schneller und langer wirksam sind (LOSCHER, UNGEMACH,
KROKER 2003).

Bei der Formulierung der Lokalanasthetika kommen sogenannte Sperrkdrper zum
Einsatz, die durch Vasokonstriktion die Wirkung verlangern und die Resorptionsrate
sowie die Blutungsneigung senken. Durch die hierdurch erzielte verminderte Durch-
blutung des Operationsgebietes muss mit Wundheilungsstérungen und somit mit ei-
ner erhohten Infektionsgefahr gerechnet werden. Die Sperrkdrper vermdgen die
durchschnittliche Wirkungsdauer von 30 min — nach einem Wirkungseintritt von im
Mittel 5-10 min — auf das Doppelte zu verlangern (LOSCHER, UNGEMACH,
KROKER 2003).

Die Lokalan&sthesie wird intratestikular oder intrafunikular appliziert (HAGA & RAN-
HEIM 2005).

Die Wirkung der Lokalanasthetika halt noch eine Weile nach der Kastration an, kann
aber nicht ein Schmerzmittel fiir die folgenden Tage ersetzen (KLUIVERS-POODT et
al. 2007). Der Schmerz wéahrend und nach der Kastration konnte durch eine intrates-
tikulare oder intraskrotale Applikation von Lidocain deutlich reduziert werden
(HEINRITZI et al. 2006, ZOELS et al. 2006a, b), ebenso negative Auswirkungen der
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chirurgischen Kastration auf den Hormonhaushalt (PRUNIER et al. 2002) und das
Verhalten der Ferkel (MARX et al. 2003). Lidocain hat eine zweifach héhere Wirk-
samkeit als Procain, ist aber fur die Anwendung bei lebensmittelliefernden Tieren
(auBer dem Pferd) nicht zugelassen, da hier Procain zur Verfigung steht
(LOSCHER, UNGEMACH, KROKER 2003).

Fur das Tier bedeutet die lokale Anasthesie also eine langere Kastration (der Wir-
kungseintritt muss abgewartet werden), mehr Handling und auch zuséatzliche
Schmerzen bedingt durch die Infiltration der Gewebe, die allerdings geringer als der
Kastrationsschmerz eingestuft werden dirften (KLUIVERS-POODT et al. 2007).
Postoperativ sollten die Ferkel immer mindestens drei Tage anageltisch und antibio-

tisch versorgt werden.

In Deutschland zugelassen fur lebensmittelliefernde Tiere sind:
- Sedativa: Azaperon (Stresnil®, V.M.), WZ: 5 d
- Injektionsnarkotika: Ketamin (Ursotamin®, V.M.), WZ: 3 d
- Inhalationsnarkotika: - keine -
- Lokalanasthetika: Procain (Procasel® (2 %), V.M.), WZ: 1 d
- Analgetika: z.B. Meloxicam (Metacam®, V.M.), WZ: 5 d
- Antibiotikum: z.B. Procainpenicillin (Veracin®, V.M.), WZ: 50d

Die Anwendung des Inhalationsnarkotikums Isofluran (Isoflo®, V.M., WZ: 2 d) bei
Ferkeln ist derzeit in Deutschland nicht zugelassen, wohingegen die Schweiz die
Anwendung zur Allgemeinanasthesie vor der Frihkastration von Ferkeln erlaubt. In
Deutschland ist die Anwendung von Isofluran héchstens tber eine Umwidmung des
Medikamentes nach Arzneimittelrecht und einer Erhéhung der Wartezeit auf mindes-
tens 28 Tage denkbar, da der Wirkstoff in Tabelle 1 (Zugelassene Stoffe flr
lebensmittelliefernde  Tiere) der EU Verordnung 37/2010 gelistet ist.

Abzulehnen bleibt eine Kastration, bei der praoperativ lediglich ein Analgetikum ap-
pliziert wird, weil dies wegen seiner nicht zentral ddmpfenden Wirkung nicht den Am-
putationsschmerz unterbinden kann. KLUIVERS-POODT et al. 2007 verabreichten
einer Versuchsgruppe 15 min vor der Kastration Meloxicam und fanden Lautaul3e-

rungen, Plasmakortisol- und Lactatkonzentrationen, die denen der konventionell kas-
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trierten Ferkel vergleichbar waren. Eine Schmerzausschaltung muss somit unbedingt

intra wie post operationem vorgenommen werden.

2.3.2.3. Hormonelle Kastration

Die hormonelle Kastration, wie sie im Folgenden deshalb nur kurz beschrieben wird,
ist in der Européischen Union (EU) verboten.
In der EU unterliegen Substanzen mit hormoneller Aktivitat den strikten Regeln der

Richtlinie 96/22/EG (Anhang IIl). In den Erwagungsgrinden der Richtlinie heil3t es,

dass , (3) bestimmte Stoffe mit thyreostatischer, 6strog ener,
androgener oder gestagener Wirkung (...) auf Grund de r Ruckstan-

de, die sie in Fleisch und anderen Lebensmitteln ti erischen
Ursprunges hinterlassen, die Gesundheit des Verbrau chers ge-
fahrden und die Qualitat von Lebensmitteln tierisch en Ursprun-

ges beeintrachtigen” kénnen.

Deshalb wurde das bestehende Verbot der Verwendung von Stoffen mit hormonaler
Wirkung aufrechterhalten.

Es gibt zwei Wege, wie eine hormonelle Kastration im theoretischen experimentellen
Sinne erreicht werden kann: Uber die Applikation von Steroiden oder tber die Appli-

kation von GnRH- Agonisten bzw. Antagonisten.

2.3.2.3.1. Steroidapplikation

Die Anwendung der steroidal aufgebauten Gonadenhormone (ECHTERNKAMP et
al. 1969, ERTL et al. 1972) l6st ein negatives Feedback auf den Hypothalamus und
die Hypophyse aus, die Leydigzellen atrophieren, nachfolgend wird die Hodenaktivi-
tat unterdrtckt, d.h. die endogene Steroidbiosynthese inklusive der Bildung von
Androstenon wird eingestellt (DAXENBERGER et al. 2001).

Gestagene binden wegen ihrer Strukturahnlichkeit an den Androgenrezeptor. Durch
die Hemmung der eigenen anabolen Hormone erzielt man eine Mastleistung, die

zwischen der von Ebern und Kastraten einzustufen ist.
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2.3.2.3.2. Applikation von GnRH-Agonisten und Antagonisten

GnRH-Agonisten entfalten ihre GnRH-ahnliche Wirkung am Rezeptor in der Hypo-
physe. Bei kurzfristiger Applikation wird die Hypophysen-Gonaden-Achse stimuliert,
bei langerer Anwendung kommt es jedoch zu einer Desensibilisierung der Hypo-
physe (SINCLAIR et al. 2001). Der GnRH-Agonist verhindert hier die Freisetzung von
LH, was nachfolgend zu einer down-Regulation der testikularen LH- und Prolactin-
Rezeptoren fuhrt (REID et al. 1996). Auch wird die Mdglichkeit diskutiert, dass LH
unter der Einwirkung eines GnRH-Agonisten in einer biologisch weniger aktiven Form
vorliegt (XUE et al. 1994). Schlussendlich wird die Steroidbiosynthese unterdrickt,
die Steroidplasmakonzentrationen reduziert und das Hodenwachstum beeintrachtigt.
Im Fettgewebe von mit GnRH-Agonisten behandelten Ebern finden sich verminderte
Androstenonkonzentrationen, vergleichbar denen von Kastraten (SCHNEIDER et
al. 1998).

Wahrend GnRH-Agonisten um ihre hemmende Wirkung entfalten zu kénnen Uber
einen langeren Zeitraum verabreicht werden missen, vermégen GnRH-Antagonisten
bereits nach einer einmaligen Applikation die GnRH spezifischen Wirkungen aufzu-
heben (ZANELLA et al. 2000), indem sie unmittelbar die GnRH-Rezeptorbindung
hemmen und so die Freisetzung von LH und FSH unterbinden, die Biosynthese und
Freisetzung der Steroide (Testosteron, 17p-Estradiol) aus den Leydigzellen wird un-
terdriickt und das Hodengewicht nimmt ab (ZIECIK et al. 1989).

Unter einer dauerhaften Behandlung mit GnRH-Antagonisten steigen die LH-
Plasmakonzentrationen wieder an, wobei FSH und Testosteron deutlich erniedrigt
bleiben. Dieser Sachverhalt lasst auf einen direkten Einfluss der GnRH-Antagonisten
auf den Hoden schlie3en — unklar ist jedoch, ob dieser Effekt Giber noch nicht identifi-
zierte testikulare GnRH-Rezeptoren oder andere parakrine Mechanismen vermittelt
wird (ZANELLA et al. 2000, WISE et al. 2000).

Auch ihr Effekt auf Androstenon ist nicht bekannt.
2.3.2.4. Selektive Blockade der Androstenonbiosynthese
Bezuglich der Ebermast wie sie bislang in einigen EU Landern (in

GrofR3britannien/Irland zu ~100 %, in Spanien zu 90 %, in den Niederlande zu 1-2 %)

durchgefuhrt wird, missten in Deutschland einige Kriterien eingehalten werden, um
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den Ebergeruch und somit die Beeintrachtigung der Qualitat ihres Fleisches zu ver-
meiden: ein Schlachtgewicht der Eber von 80 kg und ein maximales Schlachtalter
von 150-170 Tagen dirfte nicht Gberschritten werden, um Androstenon unterhalb des
Grenzwertes zu halten. Die Ebermastrate liegt in Deutschland derzeit unter 1 %.

In einem Versuch mit einem Ebermastbetrieb (SIDLER 2006) konnten im Sommer zu
1 %, im Frdhling und Herbst sogar zu 7-9 % geruchsbelastete Eber gefunden wer-
den. Mit einem speziellen Lichtprogramm (Vollspektrallampen), bei dem die Tiere 15
Stunden bei 100 Lux gehalten werden, konnte die Geruchsbelastung auf < 1 % ge-
senkt werden.

Setzt man auf die zlchterische Selektion von Schweinen (WILLEKE et al. 1980) mit
niedrigen Androstenonleveln zu Mastende, so kann man mit einer hohen Erblichkeit
fur Androstenon mit 50-60 % und fir Skatol mit 23-56 % (TAJET et al. 2005) arbei-
ten.

Gearbeitet wird auch mit sogenannten Markergenen: fir Androstenon mit dem Gen
CYP 17 + b5 cytochrom, einem Gen fur das Enzym 17a Steroid Hydroxylase, wel-
ches eine wichtige Rolle bei der Synthese von Androstenon tbernimmt, und far
Skatol mit dem Gen CYP 2A6 und einem Enzym, das den Skatolabbau katalysiert
(SQUIRES 2006, ROBIC et al. 2008).

CYP steht fur die Gruppe der Cytochrom P450 Hamoproteine, eine Supergenfamilie,
die diverse biochemische Reaktionen katalysieren.

Die Zucht gegen Ebergeruch bedingt jedoch einen verzégerten Eintritt der Ge-
schlechtsreife (WILLEKE et al. 1987), da Androstenon eng an die Produktion der
Gonadenhormone gekoppelt ist (CLAUS 1983a). Es besteht eine genetische Korrela-
tion mit der Gro3e der Bulbourethraldrise, sie dient als Indikator fiir die Geschlechts-
reife (SELLIER et al. 2000, SQUIRES 2006).

Ziel der zuchterischen Selektion sind also Gene mit Effekt auf eine verringerte Syn-
these und einen erhdhten Abbau der Geruchskomponenten.

Aufgrund der recht langen Generationsfolge beim Schwein eignet sich diese Metho-
de auf kurz- bis mittelfristige Sicht nicht als echte Alternative zum akuten Brennpunkt
Ferkelkastration.
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2.3.2.5. Sperma Sexing

Beim Sexing von Sperma wird mit Hilfe der Durchflusszytometrie (flow cytometry)
nach dem unterschiedlichen Gehalt an DNA in den X- und Y-Chromosomen sortiert.
Beim Eber bel&auft sich dieser Unterschied zwischen den Geschlechtschromosomen
auf etwa 3,6 % im Vergleich zum z.B. Chinchilla mit etwa 7,5 % (GARNER 2006).

Je hoher der unterschiedliche DNA-Gehalt, umso einfacher und mit h6herer Reinheit
sind die Spermien nach X und Y aufzutrennen.

Das Prinzip der Sperma Sexing-Methode beruht auf dem Prinzip eines fluoreszieren-
den Farbstoffes, der an die DNA der X- und Y-Chromosomen bindet. Die Bindung an
X ist deutlich héher als an Y; X leuchtet somit heller (PARRILLA et al. 2003).

Die Leistungsfahigkeit dieses Verfahrens liegt bei 15 Millionen Spermien pro Stunde
und einem Reinheitsgrad von 85-90 % (JOHNSON et al. 2005).

Als problematisch wird die kurze Lebensdauer der sortierten Spermien eingestuft
(VAZQUEZ et al. 2001). Nativsperma zur kunstlichen Besamung (KB) mit einer
Portion von 80-100 ml liegt bei einer Dosis von 1,5-2,5 Milliarden Spermien. Aufgrund
der oben angefiihrten methodischen Fakten dauert es mehrere Tage bis eine ver-
gleichbare Spermaportion tber die Durchflusszytometrie beim Sexing von Sperma
erzielt wird. Auch sind die Spermien durch die langwierige Trennung bereits vorge-
schadigt, weshalb sie nahe dem Uterushorn appliziert werden missen, wozu eine
spezielle Besamungstechnik notwendig ist. FUr eine herkdmmliche kinstliche Besa-
mung waren somit weit mehr Spermien je Ejakulat notwendig (JOHNSON et al. 2005,
MARTINEZ et al. 2005)

Momentan erweist sich diese Alternative als nicht praktikabel und wirde die Kosten

der Ferkelproduktion enorm in die H6he treiben.

2.3.2.6. Immunologische Kastration

Die nicht traumatische Alternative der Immunokastration beruht auf der Immunisie-

rung mannlicher Schweine gegen ihre Hodenfunktion. Hierzu gibt es verschiedene

Ansatzpunkte.
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2.3.2.6.1. Immunisierung gegen Androstenon

Bei der Immunisierung gegen Androstenon wurden sowohl die passive als auch die
aktive Immunisierung in Betracht gezogen.

Die passive Immunisierung gegen Androstenon erwies sich aufgrund der sehr gro-
Ben Injektionsvolumina, die im wirksamen Bereich notwendig wirden, als nicht prak-
tikabel. Auch ware die Produktion dieser Antisera sehr aufwendig. Es wird vermutet,
dass durch die passive Immunitat auch nur das gegenwaértig im Blut zirkulierende
Androstenon Uber die Antigen-Antikoérperreaktion neutralisiert wirde (CLAUS 1975,
FLIESS et al. 1980).

CLAUS (1975) setzte als anti-Androstenon-Vakzine zur aktiven Immunisierung 4 mg
Antigen suspendiert in komplettem Freund'schen Adjuvans und physiologischer
Kochsalzlbsung ein, welches in einem dreiwdchigen Immunisierungschema sowohl
intramuskular als auch subcutan injiziert wurde. In einem weiteren Versuch wurde die
Vakzine in den Lnn. poplitei appliziert.

Der Fettandrostenongehalt konnte um 20 % reduziert werden bzw. war 40-150 Tage
nach Immunisierungsbeginn kein Anstieg an Androstenon im Fettgewebe zu ver-
zeichnen und auch nicht sensorisch nachweisbar.

Auch FLIESS et al. (1980) konnten keine spezifischen Antikdrper gegen Androstenon
oder eine Bindungsfahigkeit im Blutserum nachweisen. Somit fiel der Androstenon-
gehalt nicht signifikant unter den in der Kontrollgruppe erhobenen Wert.

Die aktive Immunisierung gegen Androstenon ist demnach prinzipiell durchfuhrbar,
jedoch ist die Titerentwicklung grof3en Schwankungen unterworfen, was wiederum
viele Boosterinjektionen erforderlich macht (CLAUS 1975, BROOKS et al. 1986).
Auch die Vorteile der Schlachtleistung und Schlachtkérperzusammensetzung eines
Ebers blieben unter der Immunisierung gegen Androstenon voll erhalten
(WILLIAMSON et al. 1985).

2.3.2.6.2. Immunisierung gegen Testosteron

Der Immunisierung gegen Testosteron liegt folgende Hypothese zugrunde: Antikor-
per gegen die korpereigenen Hodensteroide verringern Uber die Antigen-
Antikorperreaktion die Menge an freien Steroiden, die die peripheren Zielorgane wie
z.B. die Hypothalamus-Hypophysen-Achse erreichen. Dadurch kommt es zur Stimu-
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lation der Gonadotropinsekretion und somit zur Stimulation der Hodenentwicklung
(WALKER et al. 1984).

Tatsachlich fanden THOMPSON et al. 1985 ho6here Plasmatestosteron-
konzentrationen in gegen Testosteron immunisierten Ebern, welche sie eher auf die
Antikdrperbindung und die daraus resultierende reduzierte Verstoffwechselung als
auf eine gesteigerte Sekretion zurtckfuhrten, da die Androgenkonzentration im Ho-
denparenchym sowie die Plasmadstrogenkonzentrationen nicht durch die Immunisie-
rung beeinflusst wurden. Die Sekretion von LH und FSH wurde unterdrtickt, Hoden-
und Nebenhodengewichte wie die tagliche Spermienproduktion und Charakteristika
der Ejakulate waren bei der Behandlungs- und Kontrollgruppe vergleichbar. Ein Ef-
fekt auf das Korpergewicht blieb aus.

Obwohl gegen Testosteron als Antigen hohe Titer entwickelt werden, bleibt nicht al-
les des zirkulierenden Testosterons antikdrpergebunden und der negative Feedback
auf LH wird nur unvollstandig beseitigt (SCHANBACHER 1982).

2.3.2.6.3. Immunisierung gegen LH

Durch eine Immunisierung gegen das koérpereigene LH induzierte Antikbrper vermo-
gen die periphere Wirkung des LH zu neutralisieren. Nach etwa 8-16 Wochen der
Immunisierung wurden in Primaten um 90 % geringere Serumtestosteron-
konzentrationen gemessen und nach etwa 15-18 Wochen aul3erte sich der Immuni-
sierungseffekt in einer Azoospermie durch Hemmung der Meioseschritte im Rahmen
der Spermatogenese, das Hodengewicht wurde verringert (JEYAKUMAR et al. 1995,
MOUDGAL et al. 1997).

In Kaninchen wurden nach einer Immunisierung gegen den LH Rezeptor zwei Typen
von Antikdrpern nachgewiesen (JEYAKUMAR & MOUDGAL 1996): in den ersten
80-100 Tagen der Immunisierungsphase wurden Antikorper mit agonistischer Wir-
kung gebildet, was zu drei- bis sechsfach erhéhten Testosteronkonzentrationen fihr-
te, nach weiteren Boosterinjektionen wurden antagonistisch wirkende Antikérper pro-
duziert und es kam zum erwarteten Testosteronabfall mit Blockade der Keimzellent-
wicklung.

Durch eine Immunisierung gegen FSH bzw. gegen die Komponenten des FSH Re-

zeptors wurde in Primaten eine reversible Infertilitat durch Oligozoospermie bei erhal-
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tenen Testosteronkonzentrationen und Libido erzielt. MOUDGAL et al. 1997 sehen

hier die Zukunft einer rekombinanten Antifertilitatsvakzine fir den Mann.
2.3.2.6.4. Immunisierung gegen GnRH

Hierbei handelt es sich um eine aktive Immunisierung gegen GnRH (Gonadotropin-
Releasing Hormon) mit dem kommerziell erhaltlichen Impfstoff IMPROVAC®.

Er enthadlt 200 pg eines synthetischen, unvollstindigen GnRH-Analogon-Protein-
Konjugates je ml als wirksamen Bestandteil, 0,1 mg Thiomersal/ml als Konservie-
rungsstoff und ein synthetisches wassriges Adjuvans auf Dextranbasis.

IMPROVAC® wirkt als konventioneller Impfstoff und ist weder hormonell noch phar-

makologisch wirksam.

Tab. 2.5 Zusammensetzung und Indikation kommerziell erhéltlicher anti-GnRH

Vakzinen.
Handelsname IMPROVAC® VAXSTRATE® GONADIMMUNE®
Herstell Pfi Arthur Webster Pty Ltd, Aphton and SmithKline
erstetler 1z€r Castle Hill, N.S.W Beecham
Land Australien Australien USA/UK
synthetisches synthetisches
Hapten GnRH Analogon :
P g Carboxyl-GnRH Analogon "look like" GnRH
1)
._‘é Spacer
g Tragerprotein Ovalbumin - enthalten -
. DEAE .
Adjuvans Dextran . . assrige Losun
1u X Dextran/Mineral6l Mixtur W '9 ung
Zulassung Eber Farsen Menschen
immunologische .
Indikation g Graviditatskontrolle Prostata- und Brustkrebs

Kastration

Die Impfdosis von je 2 ml wird subcutan am Ohrgrund mittels einer Impfpistole appli-
ziert. Laut Hersteller sind zwei Immunisierungen im Abstand von 4 Wochen notwen-
dig (FACHINFORMATION IMPROVAC® ad us. vet. 2007), mit einer letzten Booste-
rung 4 bis (5) 6 Wochen vor dem Schlachttermin.

Tab. 2.5 gibt einen Uberblick tiber kommerziell erhaltliche anti-GnRH Vakzinen.
IMPROVAC® der Firma Pfizer hat im Jahr 2009 die EU-Zulassung erhalten.



Literaturtibersicht 42

2.3.2.6.4.1. Prinzip der Immunisierung gegen GnRH und Dauer der Antikorperbil-
dung

Nach Bildung ausreichender Antikérper gegen das synthetische GnRH-Analogon von
IMPROVAC®, wird auch eine humorale Immunreaktion gegen das kérpereigene
GnRH induziert.

Antigen-Antikérper-Komplexe hindern das Hormon daran durch die Kapillarwande zu
diffundieren oder besetzen die Rezeptorbindungsstellen am GnRH-Molekil selbst
(THOMPSON 2000, EINARSSON 2006).

Entzindliche Reaktionen als Nebenwirkung der Impfung waren in Hypothalamus und
Hypophyse nicht feststellbar (HILBE et al. 2006). Ebenso sind bei den Immunisie-
rungsversuchen der Universitat Hohenheim keine Reaktionen an der Impfstelle auf-
getreten.

Die erste Impfung ,sensibilisiert” das Immunsystem der Schweine, die Hodenfunktion
bleibt zunachst voll erhalten, erst 2 - 3 Wochen nach der Boosterung stellt sich durch
eine starke Immunreaktion eine voribergehende Kastration ein (EINARSSON 2006,
CRANE 2006, Vgl. Tab. 2.6), gekennzeichnet durch eine Hemmung der Testosteron-
produktion inklusive aller vor- und nachgeschalteten Vorgange. Bei den hausinternen
Versuchen der Universitat Hohenheim konnte der Testosteronabfall bereits nach
5-10 Tagen verzeichnet werden (CLAUS et al. 2007, CLAUS et al. 2008b).

Ebenso werden die Bildung und Anhaufung der eberspezifischen Geruchsstoffe zu-
verlassig reduziert, Hoden inklusive Nebenhoden und Geschlechtsdriisen atrophie-
ren, Eber zeigen ein reduziertes aggressives Verhalten sowie eine verminderte Li-
bido, die stickstoffbelasteten Ausscheidungen durch eine erhéhte N-Retention in der
frihen Mastphase werden verringert. Auch bei Kryptorchiden tritt eine vollstandige
Immunitat gegen GnRH ein (DUNSHEA et al. 2001).
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Tab. 2. 6 Einsatz der immunologischen Kastration bei verschiedenen Tierarten und
Geschlechtern sowie dem Menschen unter Bericksichtigung unterschiedlicher Im-

munisierungsschemata, Antikérperbildung und Eintritt des Immunisierungseffektes.

AK Bildung
IM Schema 1. M - anamnest. Reaktion - IM Effekt
Tierart Geschlecht (Wo) (LW) (LW) (d.A.) Literaturverweis
Ziegen m 0/2 56 d Godfrey et al.
9 o/4 nachl. IM (1996)
Schweine m 0/8 9-10 17-18 26 LW Me'((’lzr;j)t al.
Primaten m 20 Wo Giri et al.
nach IM-Beginn (1991)
60d
Menschen w nach der Gual et al.
anamnestischen (1997)
Reaktion
. 5d Claus et al.
Sch 0/4 18 22
chweine m nach 2. IM (2007)
. 2Wo Metz & Claus
Schweine m 0/6/13 10 23 nach 2. IM (2003)
15 19 .
. 2 Wo Einarsson
Sch 0/4(5
chweine m ©) 12 ig nach 2. IM (2006)

2.3.2.6.4.2. Wirksamkeitsstudien beim Eber

In den Zulassungsstudien an tber 400 Schweinen aus 4 Betrieben mit variierenden
Futterungs- und Haltungsbedingungen sowie unterschiedlichem Betriebs-
management erbrachte IMPROVAC® unabhéngig von der Jahreszeit eine 100 %ige
protektive anti-GnRH-Immunantwort (CRANE 2006, HENNESSY 2006), vorausge-
setzt es wurden sicher zwei Injektionen im Abstand von 4 Wochen durchgefihrt.
Weltweite Studien an Schweinen bestatigen dies; die hier in den Tab. 2.7 a, b und
Tab. 2.8 a, b erwdhnten Studien stellen nur einen beispielhaften Auzug neben den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit.

FALVO et al. 1986 (Tab. 2.8 b) konnte keine signifikanten Unterschiede zwischen
den von ihm verwendeten Adjuvantien (KFA, Muramyldipeptid) feststellen; die GnRH-
immunisierten Eber zeigten im Vergleich zu den mit den Adjuvantien immunisierten

Ebern nicht nachweisbare Konzentrationen an LH und Testosteron vier Wochen
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nach der letzten Boosterinjektion. Das Hodengewicht nahm um 70 % ab, das Ge-
wicht der akzessorischen Geschlechtsdriisen unterschied sich nicht von dem klassi-
scher Kastraten. Die Tiere blieben insgesamt 24 Wochen im Versuch, zeigten keine
Veranderungen der taglichen Zunahmen und die Schlachtkdrperqualitat war inner-
halb der Versuchsgruppen vergleichbar. Bei den Immunkastraten wurde der Eberge-
ruch reduziert und unterschied sich nicht von den Werten, die bei klassischen Kastra-
ten gemessen werden.

CARATY & BONNEAU 1986 (Tab. 2.8 b) immunisierten Eber im Alter von
100 Tagen, wobei Eber — immunisiert mit Aluminiumoxidgel als Adjuvanssystem —
keine signifikanten Antikorpertiter aufbauten. Mit KFA immunisierte Tiere lieferten
vergleichbare Ergebnisse.

MELOEN et al. 1994 (Tab. 2.8 a) untersuchte mogliche Ursachen fur Unterschiede in
der Immunantwort bei Ebern, was ihn zu der Annahme brachte, dass wenn die Halfte
des GnRH-Konjugates nicht als korpereigen erkannt wird, spezifischere Antikorper
gegen GnRH gebildet wirden. Die Immunisierung mit einem 20 AS-GnRH-Analogon
erbrachte eine sichere Unterdriickung der Testosteronkonzentrationen im Blut, die
Hodengrof3e reduzierte sich 8-9 Wochen nach der Boosterinjektion um 87 %.
Androstenon war nicht nachweisbar. KFA als kommerzielles Adjuvans erwies sich
wegen der lokalen Abszessbildung als nicht praktikabel.

BONNEAU et al. 1994 (Tab. 2.8 b) legten bei ihrer Studie den Schwerpunkt auf die
Mastleistungsparameter: immunisierte Eber zeigten eine reduzierte Futteraufnahme,
bessere Futterverwertung, mehr Muskelmasse, weniger Fettanteil bei einem
Schlachtgewicht von 105 kg. Der Fettandrostenongehalt konnte auf durchschnittlich

210 ng Androstenon/g Fett verringert werden.

Auch DUNSHEA et al. 2001 fanden bei 8 und 4 Wochen vor der Schlachtung immu-
nisierten Ebern innerhalb 2 Wochen nach der 2. Immunisierung reduzierte Testoste-
ronkonzentrationen, um 50 % geringere Hoden- und Bulbourethralgewichte, Skatol-
und Androstenonwerte um die Nachweisgrenze, eine bessere Futterverwertung und
ein besseres Wachstum der Tiere nach der ,immunologisch kastrierenden Impfung*
aufgrund reduzierten Sexual- und Aggressionsverhaltens. Die immunisierten Tiere
scheinen mehr Zeit fur die Futteraufnahme aufzuwenden und kdnnen so die gesamte
Energie in das Korperwachstum investieren. So sinkt mit steigenden Testosteron-
konzentrationen wiederum auch der Appetit bei den Tieren (WEILER et al. 1996). Die
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Tiere konnten bis 100 kg Lebendgewicht gemastet werden, ohne dass Ebergeruch
die Schlachtkérper beeintrachtigte. Die Impfung zeigte sich als gut vertraglich — es

traten keine Impfreaktionen an der Impfstelle auf (DUNSHEA et al. 2001).

IMPROVAC® bietet beziiglich der Wirtschaftlichkeit, der Lebensmittelqualitat und —
sicherheit sowie des Tierschutzes folgende Vorteile (CRANE 2006, HENNESSY
2006):
- die Produktionsvorteile der Ebermast auf die Schlachtgewichte kénnen voll
genutzt werden, da die zweite ,immunologisch kastrierende* Impfung
4-5 Wochen vor der Schlachtung erfolgt
- es werden die Wachstumsraten und Futterverwertungsraten von Ebern er-
reicht
- das spatere Fleisch ist frei von Ebergeruch
- weniger verfettete Schlachtkorper
- hohere Magerfleischanteile
- Fleisch immunisierter Eber wird als genauso hochwertig empfunden wie das
von chirurgisch kastrierten oder weiblichen Tieren
- keine Wartezeit fir den Impfstoff, da dieser aufgrund der Eiweil3struktur der
korpereigen gebildeten Antikérper als rickstandsfrei zu beurteilen ist
- der Impfstoff als Protein hat somit keine orale Wirksamkeit nach einmaliger
und wiederholter hochdosierter Applikation (CLARKE et al. 2008), dadurch
wird eine hohe Eigensicherheit fur Verbraucher von Schweinefleisch/-
produkten erzielt
- die Impfung wird aufgrund des wassrigen Adjuvanssystems an der Injektions-
stelle sehr schnell resorbiert (keine Bildung von Gewebedepots) und ist daher
gut vertraglich fur die Schweine
- Verhalten, Futteraufnahme und Allgemeinbefinden veranderten sich nicht
nach der Impfung, es traten keine Lokalreaktionen an der Injektionsstelle auf

(Versuche der Universitat Hohenheim)

In anderen Studien traten bei 10 % der Impfungen leichte Lokalreaktionen auf, die
aber meist innerhalb von 7-10 Tagen vollstandig abgeklungen waren, in 0,3 % bildete

sich ein Abszess, der innerhalb von 21 Tagen ausgeheilt war und bei 2 % von
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400 immunisierten Tieren mussten an den Schlachtkérpern minimale Gewebemen-
gen verworfen werden (CRANE 2006).

Impfstoffe auf Olbasis fiihren zwar zu hoheren Antikorpertitern, jedoch verursachen
sie auch Impfreaktionen (HALL et al. 1989, STRAW et al. 1990).

Auch bei der Applikation der doppelten Dosierung traten keine toxischen oder syste-
mischen Nebenwirkungen auf (CRANE 2006).

Als Mal} fur die Eigenkontrolle auf dem Betrieb, die Effektivitat der Impfung (Ermitt-
lung von Impfversagern), die sog. Producer Compliance oder als mdgliches Monito-
ring am Schlachthof schlagt HENNESSY 2006 ein um das zwei- bis dreifache redu-
ziertes Hodenmal3 mit einem Durchmesser von unter 110 mm in Verbindung mit ei-
nem weniger ausgepragten Scrotum vor. DUNSHEA et al. 2001 definierten als Refe-
renzwert fur die HodengrofRe 350-400 g in der 23.- 26. Lebenswoche.

Erste Studien zur Verbraucherakzeptanz zeigten wenig Bedenken auf Seiten der
Verbraucher und die Immunokastration wurde der chirurgischen Kastration vorgezo-
gen (LAGERKVIST CJ et al. 2006, HENNESSY & NEWBOLD 2004).

2.3.2.6.4.3. Erfahrungen bei anderen Spezies und dem Menschen

Die Immunisierung gegen GnRH wird bei anderen Tierarten hauptsachlich zur
Fruchtbarkeitskontrolle eingesetzt (z.B. bei Hund und Katze), beim Menschen stehen
der Einsatz als Verhitungsmittel und bei hormonabhangigen Brust- und Prostata-
krebsarten im Focus der Wissenschaft.

Die Tab. 2.7 a, b und Tab. 2.8 a, b geben einen Uberblick uber die verschiedenen
Vakzinen und ihren Einsatz zur immunologischen Kastration bei anderen Spezies
sowie dem Menschen.

Neben kommerziell erhaltichen Impfstoffen wie = VAXSTRATE® und
GONADIMMUNE® wurden auch individuell hergestellte anti-GnRH-Vakzinen einge-
setzt.

Auch wurden sehr unterschiedliche Immunisierungsschemata gefahren, welche von
einer einmaligen Vakzinierung (ADAMS & ADAMS 1992, ADAMS et al. 1993,
ADAMS et al. 1996, JAGO et al. 1997), Uber zwei- bis mehrfache Boosterinjektionen
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variierten und bis hin zu Immunisierungsschemata reichten, die ein halbes Jahr um-
fassten (THOMPSON 2000) (Vgl. Tab. 2.8 a und b).

Vereinzelt wurden nachlassende Immunisierungseffekte dokumentiert, welche an-
hand abfallender GnRH-Titer und Normalisierung der Geschlechtshormone (ADAMS
& ADAMS 1992, BROWN et al. 1994, LADD et al. 1994, SCHANBACHER & PRATT
1985) bzw. lber die Wiederaufnahme des Hodenwachstums (BROWN et al. 1994,
GODFREY et al. 1996, LADD et al. 1994) oder im Falle von Rotwild Gber den Aus-
hartungsgrad des Geweihs (LINCOLN et al. 1982) definiert wurden (Vgl. Tab. 2.8 a
und b).

Auch wurde Uber Re-Immunisierungseffekte berichtet, die sich in einer schnellen An-
tikdrperproduktion und Wiederaufnahme des ehemaligen Kastrationseffektes auf3er-
ten (LADD et al. 1994, SCHANBACHER & PRATT 1985).

RABB et al. 1990 berichteten weiterhin Uber um 31 % reduzierte Hypophysen-
gewichte bei kastrierten Ponyhengsten.

Beim Eber waren die Wiederaufnahmeeffekte der Hodenfunktion nach der immuno-

logischen Kastration bislang nicht Gegenstand der Untersuchungen.
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3. KLARUNGSBEDARF UND FRAGESTELLUNG

Die immunologische Kastration mit IMPROVAC® (Boar Taint Vaccine for Male Pigs,
CSL Animal Health, Victoria, Australia) als handelsuiblichem Impfstoff basiert auf ei-
ner Immunisierung gegen GnRH verbunden mit dem Aufbau eines AntikOrpertiters
gegen dieses Freisetzungshormon. Damit kommt es zur Hemmung der LH-
Ausschuittung und somit zur Hemmung der Steroidsynthese einschlief3lich des Eber-
geruchsstoffes Androstenon.

Um geruchsfreie Schlachtkérper zu garantieren, muss die Bildung von Androstenon
durch zweimalige Vakzinierung im Abstand von ca. vier Wochen (CLAUS et al. 2007)
unterdrtckt werden. Die Neubildung von Androstenon muss anschliel3end fir einige
Wochen gehemmt bleiben, damit bereits ins Fettgewebe eingelagertes Androstenon
vollstdndig ausgeschieden wird. Bislang liegen jedoch keine Untersuchungen dazu
vor, ob die Hodenfunktion innerhalb dieser Zeitspanne von etwa vier Wochen
(CLAUS 1976) wieder aufgenommen wird. Zudem ist es in der landwirtschaftlichen
Praxis hinreichend bekannt, dass das Ausstallungsalter deutlich zwischen einzelnen
Tieren variieren kann. Damit verlangert sich bei einem Teil der Tiere die Mastperiode
Uber die angestrebten vier Wochen.

Wahrend die Auswirkungen auf alle reproduktions- und metabolisch-relevanten Pa-
rameter beim Schwein sowie die zeitlichen Zusammenhange unter der Immunisie-
rung hinreichend bekannt sind (z.B. METZ et al. 2002, METZ & CLAUS 2003,
CLAUS et al. 2007), fehlen noch detaillierte Informationen zur Zeitspanne bis zum
Abklingen der Antikérperbildung und damit der Wiederaufnahme der Hodenfunktion.
Derartige Untersuchungen wurden zuvor bei anderen Tierarten wie z.B. Nutztieren
und Pferden (ADAMS & ADAMS 1992, BROWN et al. 1994, GODFREY et al. 1996,
SCHANBACHER & PRATT 1985) oder auch Hund und Katze (LADD et al. 1994)
vorgenommen. Die Ergebnisse deuten jedoch auf erhebliche Unterschiede zwischen
Spezies und Art des Impfstoffes hin (Ubersicht sieche EINARSSON 2006). Kontinuier-
liche Messungen der Blutparameter sowie histologische Befunde lagen nicht im je-
weiligen Fokus der bislang durchgefiihrten Untersuchungen am Schwein (ZAMA-
RATSKAIA et al. 2008).
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Anhand der vorliegenden Arbeit soll daher die Aufrechterhaltung einer aktiven Immu-
nisierung gegen GnRH mit IMPROVAC® (Boar Taint Vaccine for Male Pigs, CSL
Animal Health, Victoria, Australia) ndher untersucht werden. Der Schwerpunkt der
Untersuchungen liegt auf der Erfassung tierindividueller Reaktionen sowohl der en-
dokrinen Hodenfunktion als auch der morphologischen Verdnderungen der Sexual-

organe.

Die detaillierte Erfassung der Zeitablaufe zwischen den Vakzinierungen und der Wie-
deraufnahme der endokrinen Funktionen und der Spermatogenese war Ziel der vor-
liegenden Arbeit.

Im Versuch soll die Dauer einer aktiven Immunisierung gegen GnRH mit einem han-
delstiblichen Impfstoff IMPROVAC®, Boar Taint Vaccine for Male Pigs, CSL Animal
Health, Victoria, Australia) untersucht werden.
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4. MATERIAL UND METHODEN

4.1. Ablauf der Tierversuche

Der Tierversuch wurde beim Regierungsprasidium Stuttgart nach 8 8 des Tierschutz-
gesetzes beantragt und unter der Nummer V227/06 THs genehmigt.

Es wurden insgesamt 10 Eber der Deutschen Landrasse in den Versuch genommen.
Die Zuordnung der Tiere zu den beiden Versuchsgruppen (Behandlungsgruppe bzw.
Kontrollgruppe) erfolgte zufallig. Die experimentellen Mal3hahmen sind in Tab. 4.1
zusammenfassend dargestellt.

Die Tiere der Behandlungsgruppe (n=6, V-Tiere = vakzinierte Eber) wurden mit ei-
nem Alter von 22 bzw. 23 Wochen (84,8 kg KGW + 7,6 kg) von der Versuchsstation
Unterer Lindenhof geliefert und im Versuchsstall der Universitdt Hohenheim aufge-
stallt. Nach einer zweiwdchigen Eingewdhnungsphase wurden den Tieren
(25./26. Lebenswoche, 91,3 kg KGW = 6,2 kg) chirurgisch Venenverweilkatheter ein-
gesetzt (siehe 4.2.3. Operationsmethode zur Verlegung von Venenver-
weilkathetern). Der Versuch wurde durch die 2. Vakzinierung (26./27. Lebenswoche,
98,4 kg KGW = 6,6 kg) begonnen und als Tag 0 des Experimentes definiert.

Die Tiere der Kontrollgruppe (n=4, I-Tiere = intakte Eber) wurden im Alter von 46
Wochen (172,5 kg KGW * 6,1 kg) im Versuchsstall der Universitdt Hohenheim auf-
gestallt. Dieses Alter wurde gewahlt, da die Gewebsentnahme (Hoden, akzessori-
sche Geschlechtsdriisen) im gleichen Alter wie bei der Behandlungsgruppe erfolgte.
Die beiden Versuchsgruppen wurden nicht zeitlich parallel, sondern als zwei getrenn-
te Durchgange behandelt.

4.2. Tierhaltung und experimentelle Techniken

4.2.1. Haltung und Futterung der Versuchstiere

Die Tiere wurden in Einzelbuchten von 2,90 x 2,00 m Gré3e auf Hackselstroh gehal-
ten und hatten Sicht- und Sozialkontakt. Durch jeweils 8 Fenster pro Stallseite
(1,00 x 0,60 m) waren die Tiere den normalen circadianen und saisonalen Lichtver-

haltnissen unterworfen.
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Die Temperatur wurde Uber eine Klimaanlage auf durchschnittlich 18-20 C geregelt.

Tab. 4.1 Charakterisierung der Versuchstiere.

Versuchsbeginn Immunisierung Blutentnahmen
1. Vak 2. Vak
(18./19. LW)  (26./27.LW) 24h
Eber Alter (LW) KGW (kg) Katheter UL UH tgl. Windows Einzelprobe

1 VINO 100 X X X X X

2 Vico 107 X X X X X

3 VITUS 98 X X X X X

4  VINUR 26./217. 85 X X X X X

5 VALLENTHIN 103 X X X X X

6 VIKTOR 97 X X X X X

A ISLAY 180 X
B ISKO 16 176 X
C IVEN ' 170 X
D 10DOC 164 X

Versuchsende Gewebeproben
Geschlechts
Eber Alter (LW) KGW (kg) Hoden drisen

1 VINO 198 X X

2 VICO 200 X X

3 VITUS 203 X X

4 VINUR 52./%3. 163 X X

5 VALLENTHIN 204 X X

6 VIKTOR 191 X X

A ISLAY 205 X X

B ISKO 52 202 X X

C IVEN ' 197 X X

D 10DOC 185 X X

Die bedarfsgerechte Futterung der V-Tiere wurde in 3 Abschnitte gegliedert: in der
ersten Phase bis zu einem Lebensalter von 31 Wochen (122,3 kg KGW * 7,5 kg)
erhielten die Eber zweimal taglich je 1,5 kg (insgesamt 3 kg/Tag) einer Mastfutterrati-
on mit 13,45 MJ ME/kg, 16,71 % Rohprotein und 3,91 % Rohfaseranteil. Im folgen-
den Fitterungsintervall von 4 Wochen bekamen sie von demselben Futter 3,5
kg/Tag. Im nachfolgenden  Fitterungsabschnitt  (36.-41.  Lebenswoche,
149,4 kg KGW =+ 8,5 kg bis 164,0 kg KGW = 9,1kg) erfolgte eine Futterumstellung auf
ein weniger energiereiches Eberfutter mit Griinmehlextrakten und 11,22 MJ/kg Ener-
giedichte sowie 13,58 % Rohprotein und 7,87 % Rohfaseranteil; hiervon

wurden 3 kg Futter pro Tag gefluttert. Ab einem mittleren Lebend-
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gewicht von 160-170 kg KGW bis zu Versuchsende (52. Lebenswoche,
193,2 kg KGW =+ 14,1 kg) erhielten die Tiere nur noch 1,3 kg dieser Ration.

Die Kontrolleber bekamen Uber den gesamten Versuchszeitraum von 6 Wochen je
1,5 kg Eberfutter pro Ration.

Das Futter wurde zweimal taglich zu den Zeiten 8 und 15 Uhr zugeteilt. Vor jeder Fut-
terung erfolgte eine individuelle Futterrickwaage, um die Futteraufnahme jedes ein-
zelnen Tieres berechnen zu kénnen. Die Rationen wurden gemal den Bedarfswer-
ten auf der Versuchstation Unterer Lindenhof gemischt. Die Zusammensetzung der
Rationen ist Tabelle 4.2 zu entnehmen.

Einmal wdchentlich wurde das Gewicht der Tiere kontrolliert.

Tab. 4. 2 Zusammensetzung der Futterrationen.

Mastfutter Eberfutter

MJ ME/kg 13,5 11,2
XP (%) 16,7 13,6
XF (%) 3,9 7.9
Rohstoff % Anteil im Futter
Gerste 37,3 38,0
Weizen 17,0 9,0
Weizenkleie 6,3
Triticale 20,0
Hafer 16,0
Erbsen 7,0 3,0
SES 15,0 4,0
Sojadl 1,0 1,0
Futterkalk 0,2 0,3
Vormischun
Hihner ’ 20,0
Mineralstoffe 2,5 2,5
4.2.2. Operationsmethode zur Verlegung der Venenverweilkatheter

Jedem Versuchstier der Behandlungsgruppe wurde Uber die Vena cephalica ein Ve-
nenverweilkatheter in die Vena jugularis mittels der am Institut etablierten Methode
(CLAUS et al. 1990a) verlegt, um eine frequente Blutprobenentnahme ohne Belas-
tung der Tiere zu ermdglichen.

Als Katheter diente je nach GréRe und Gewicht des Tieres zum Zeitpunkt der Opera-
tion ein 160-200 cm langer Silastic®-Siliconschlauch (Aromando Medizin Technik

GmbH, Dusseldorf, Deutschland) mit einem inneren Durchmesser von ca. 3 mm. An
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diesen Schlauch wurde in der Mitte eine Dacron®-Scheibe (Imbra inc., C.R. Bard,
Tempe, Arizona, USA) mit Silikon befestigt, welche wahrend der Operation im Na-
ckenfettgewebe des Tieres implantiert wurde. Das Dacron diente der Fixation des
Katheters durch Verwachsung des umliegenden Gewebes mit der rauen Oberflache
des Velours und damit auch der Prophylaxe von aufsteigenden Infektionen entlang
des Katheters.

Die initiale Injektionsnarkose der geniichterten Tiere erfolgte mit Stresnil 4 %°®
(Azaperon, 2 mg/kg KGW i.m., 1 mg/kg KGW i.v., Fa. Janssen Animal Health, Neuss,
Deutschland) und Ursotamin 10 %°® (Ketaminhydrochlorid, 15 mg/kg KGW i.m.,
10 mg/kg KGW i.v., Fa. Serumwerk Bernburg AG, Bernburg, Deutschland). Die Nar-
kose wurde als Inhalationsnarkose mit Isofluran-Baxter® (Isofluran,
1:1 Oj-Lachgas : Isofluran, Einleitung: 4-5 %, Erhaltung: 1-1,5 %, Fa. Baxter GmbH,
Unterschlei3heim, Deutschland) fortgesetzt.

Zur Narkoseuberwachung wurden die Tiere zusatzlich an ein Pulsoximeter und an
ein EKG angeschlossen. Die Kontrolle des EKGs war vor allem beim Vorschieben
des Katheters in Richtung des Herzen von besonderer Bedeutung: im Falle von
Herzrhythmusstorungen war der Katheter zu weit vorgeschoben worden und musste
daher zuriickgezogen werden, so dass die Katheterspitze vor der Mindung der V.
cava cranialis in den rechten Vorhof zu liegen kam.

Die Tiere wurden direkt vor der Operation gewaschen; im gesamten Operationsfeld
wurden die Borsten entfernt und die geschorene Flache mehrmals mit 70 % Alkohol
und Braunoderm (Polyvidon-lod, Fa. B. Braun Melsungen AG, Deutschland) desinfi-
ziert.

Fur jedes Tier wurde vor dem Hautschnitt die Lange des Katheters individuell abge-
messen, indem man die Lange von der Austrittsstelle des Katheters, ca. 2 cm ober-
halb des Dacrons, bis zur Eintrittsstelle in die Vena cephalica ermittelte und noch ca.
20 cm (Erfahrungswert) dazugab, welche spater in der Vena jugularis zu liegen ka-
men. Der so gemessene Punkt wurde markiert.

Der Hautschnitt erfolgte ca. dreifingerbreit vor der Ellenbogenbeuge. Die Vena ce-
phalica wurde stumpf freiprapariert. Nach Fixieren und Er6ffnen der Vene wurde der
kochsalzgeflillte Katheter tber die Vena cephalica und die Vena jugularis, unter
standiger Kontrolle des EKGs, langsam in Richtung rechten Vorhof bis zur Markie-
rung vorgeschoben. Die Funktionsfahigkeit des Venenverweilkatheters wurde durch
Anziehen von Blut dreimal gepruft: nach Fixieren in der Vene, nach Verschluss der
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Wunde im Bereich des Buggelenkes sowie nach Durchziehen des Katheters in die
Nackenregion der Schweine und Verlegen des Dacrons.

Nach dem Abbinden des distalen Teils der Vene wurde der Katheter in der Vena ce-
phalica durch eine doppelte Ligatur fixiert. Das freie Katheterende wurde nun mit Hil-
fe eines 80 cm langen, flexiblen Aluminiumtrokars durch das Unterhautfettgewebe in
Richtung der Austrittsstelle im Nacken gefuhrt. Das Dacron wurde etwa in 2 cm Tiefe
durch ein liegendes U-Heft fixiert. Abb. 4.1 zeigt schematisch die endgultige Lage

des Venenverweilkatheters im Tier.

distales Katheterende

Mindung des Katheters l
-~ Lateralanslcht rechis

i} Segeltuchtasche
LY
L1 "-_ . M
3 )
. subkutaner Verlauf 1‘;1,_
des Katheters %

- =\erlauf des Katheters

Vena jugularis

@ Vena cava caudalis

@ Herz mit linker und rechier
Vorkammer (IV, V) und Kammer (1K, rk)

& Vena cephalica
@ Eintrittstelle des Kathelers

@ proximales Katheterenda

Abb. 4.1 Lage des Venenverweilkatheters im Tier (ZEIFANG 2000).

Zur lokalen Antibiose wurden der Trokar und der Zugang zur Vene mit ca. 5 ml Vera-
cin compositum® (Benzathin-Benzylpenicillin, Benzylpenicillin-Procain, Dihydrostrep-
tomycinsulfat, 3 ml/50kg KGW i.m., Fa. Albrecht GmbH, Aulendorf, Deutschland) be-

netzt bzw. getrankt.
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Das nun noch freie Katheterende wurde mit einem Dreiwegehahn versehen und
nach  Kontrolle der Durchgéngigkeit, mit einer heparinisierten NaCl-Lésung
(9 g NaCl, 1 g Heparin) gespililt.

Das zugangliche distale Ende des Venenverweilkatheters wurde geschitzt in einer
Segeltuchtasche verwahrt, welche an allen vier Ecken durch einfache Einzelhefte im
Nacken der Versuchstiere fixiert wurde.

Alle Wundflachen wurden mit Betaisodona® Salbe (10 g Povidon-Jod/100g Salbe,
Fa. Mundipharma GmbH, Limburg/Lahn, Deutschland) und Aluminium Spray® (Isop-
ropyl Alcohol, Acetone, Butane, Propane, Alumina, PVP/VA Copolymer, Fa. Albrecht
GmbH, Aulendorf, Deutschland) abgedeckt.

Die Tiere erhielten post op Metacam® 20 mg/ml  (Meloxicam,
0,4 mg Meloxicam/kg KGW, entsprechen 2 ml/100kg i.v., Fa. Boehringer Ingelheim
Vetmedica GmbH, Ingelheim am Rhein, Deutschland) Uber drei Tage und dreimalig
Veracin compositum® (Benzathin-Benzylpenicillin, Benzylpenicillin-Procain, Dihydro-
streptomycinsulfat, 3 ml/50kg KGW i.m., Fa. Albrecht GmbH, Aulendorf, Deutsch-
land) im Abstand von jeweils zwei Tagen.

Im laufenden Versuch wurden die FAden nach 10 Tagen gezogen, die Taschenfaden
taglich kontrolliert und bei Entziindung mit der Wundspiilldsung Lavanid® 2 (Ringer
DAB 7 mit 0,04 % Polyhexanid, Fa. Serag-Wiessner KG, Naila/Selbitz, Deutschland)
per Knopfkaniile gespilt und gegebenenfalls mit Aluminium Spray® (Isopropyl Al-
cohol, Acetone, Butane, Propane, Alumina, PVP/VA Copolymer, Fa. Albrecht GmbH,
Aulendorf, Deutschland) bzw. CTC Blauspray® (Chlortetracyclinhydrochlorid, Fa. Eu-
rovet Animal Health BV, Bladel, Niederlande) abgedeckt.

Durch das enorme GrolRenwachstum und damit durch die Gewichtszunahme der Tie-
re wahrend der ersten Phase des Versuchs kamen manche Katheter nach einiger
Zeit nicht mehr richtig oder teilweise gar nicht mehr in der Vene zu liegen, so dass
die Blutentnahme zunéchst erschwert und spater gar nicht mehr mdglich war. Bei
diesen Tieren wurden die Katheter in einer Kurznarkose mit Stresnil 4 %® (Azaperon,
2 mg/kg KGW i.m., 1 mg/kg KGW i.v., Fa. Janssen Animal Health, Neuss, Deutsch-
land) und Ursotamin 10 %® (Ketaminhydrochlorid, 15 mg/kg KGW i.m., 10 mg/kg
KGW i.v., Fa. Serumwerk Bernburg AG, Bernburg, Deutschland) nach Freipraparie-
ren des Dacrons gezogen. Die Tiere wurden post operationem fir einen Tag mit
Metacam® 20 mg/ml (Meloxicam, 0,4 mg Meloxicam/kg KGW, entsprechen
2 ml/100kg i.v., Fa. Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH, Ingelheim am Rhein,
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Deutschland) versorgt; im Falle von eitrigen Entziindungen und Fieber je nach Bedarf
auch langer in Kombination mit einer systemischen Antibiose. Nach einer tierindivi-
duellen Rekonvaleszenzphase wurde ein neuer Venenverweilkatheter auf der contra-
lateralen Seite verlegt. Ein direkter Zugang in die Vena jugularis wurde nur bei einem

Tier (Vitus) vorgenommen.

4.2.2. Tagliche Blutentnahme und Katheterpflege

Die Entnahme der taglichen Blutproben begann einen Tag nach der Verlegung der
Verweilkatheter, jeweils morgens um 8 Uhr und mittags um 15 Uhr zur Fitterungs-
zeit. Es wurden je 10 ml Blut entnommen und in heparinbeschichtete Proberéhrchen
Uberfuhrt. Die Blutproben wurden 15 Minuten bei 3000 U/min in einer Kuhlzentrifuge
(4 C) zentrifugiert. Das Blutplasma wurde anschlie Rend in beschriftete Probenréhr-
chen abgekippt und bis zur spateren Analytik bei -20 T tiefgefroren.

Um eine Koagulation des Blutes im Katheter zu verhindern wurde nach der Entnah-
me mit 20 ml einer 1 %igen Heparinlésung gesplilt. Der Dreiweghahn wurde im An-
schluss mit einer Lésung aus 70 % Alkohol und 3 % Wasserstoffperoxid desinfiziert,
mit Verschlussstopfen versehen und aufgerollt in die Segeltuchtaschen versenkt.

Bei jedem Versuchseber wurden taglich die Dacron-Umgebung sowie die Taschen-
faden kontrolliert und gegebenenfalls mit Lavanid® 2 (Ringer DAB 7 mit
0,04 % Polyhexanid, Fa. Serag-Wiessner KG, Naila/Selbitz, Deutschland) und
Knopfkanile gespult. Das Allgemeinbefinden der Tiere wurde Uberprift und der Be-

fund gegebenenfalls durch Temperaturkontrollen erganzt.

4.2.3. 24h Window Sampling

Um die circadiane Pulsatilitat von LH und FSH sowie die Veranderungen nach der
zweiten Immunisierung, vor Beginn der Wiederaufnahme und nach Beginn der Wie-
deraufnahme vergleichen zu kdénnen wurden zu drei Zeitpunkten des Versuchsab-
laufs frequente Blutenthahmen (,Windows") im Abstand von 20 min Uber einen Zeit-
raum von 24 Stunden durchgefihrt. Das erste Window wurde 14 Tage nach der
Boosterung (d 15/16, 28./29. Lebenswoche, 110,5 kg KGW =+ 6,6 kg), das zweite vor
Beginn der Wiederaufnahme der Hodenfunktion (d 119/120, 43./44. Lebenswoche,
172,1 kg KGW = 9,3 kg) und die dritte 24-Stunden-Messung nach der Wiederauf-
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nahme der Hodenfunktion gesammelt (d 175/176, 51./52. Lebenswoche,
189,4 kg KGW + 12,9 kg)™.

Wahrend eines Windows betrug das Probenvolumen 5 ml. Der Katheter wurde in
dieser Zeit nach jeder Blutentnahme mit 10 ml einer 0,4 %igen Heparinlésung ge-
spult; die Offnungen des Dreiwege-Hahns blieben offen und wurden stiindlich mit
70 % Alkohol gespult. Um einem erhdhten Risiko des Bakterieneintrags durch die
hohe Frequenz der Blutenthahme bei der Window-Messung entgegen zu wirken,
wurde die Spilflissigkeit Uber ein Sterilfilter (Celluloseacetate Membrane, 0,2 um,
steril, Renner GmbH, Dannstadt, Deutschland) verabreicht. Dieser wurde alle 4
Stunden erneuert.

Die Probenaufbereitung erfolgte wie bei den taglichen Blutproben (siehe 4.2.3. Tagli-
che Blutenthahme und Katheterpflege). Das Plasma wurde jedoch auf zwei Rohr-
chen aufgeteilt, wobei eine als Ruckstellprobe diente.

Nach Beendigung des Windows wurde der Dreiwegehahn gewechselt.

4.2.4. Vakzinierung gegen GnRH

Die aktive Immunisierung gegen GnRH (Immunokastration) erfolgte mit dem kom-
merziellen Impfstoff (IMPROVAC®, Boar Taint Vaccine for Male Pigs, CSL Animal
Health, Victoria, Australia)® zweimal im Abstand von 4 Wochen.

Die Vakzine enthalt 200 pg synthetisches GnRH Analogon-Protein-Konjugat/ml als
wirksamen Bestandteil, 0,1 mg Thiomersal/ml als Konservierungsstoff und zusatzlich
ein synthetisches wassriges Adjuvans auf Dextranbasis.

GemaR Herstellerempfehlung (FACHINFORMATION IMPROVAC® ad us. vet. 2007)
wurde den V-Tieren eine Impfdosis von je 2 ml subcutan am Ohrgrund mittels Impf-
pistole injiziert.

Die Erstimmunisierung erhielten die Tiere im Alter von 18-19 Wochen, die Booste-
rung allerdings erst nach 7 Wochen (26./27. Lebenswoche; 98,4 kg KGW + 6,6 kg)®.

! bei Vino wurde das zweite 24h Window bereits nach Wiederaufnahme durchgefiihrt, da die Anstiegsphase in einer Zeit ochne
Katheter erfolgte

% zugelassen in Australien und Neuseeland seit 1998 sowie auf den Phillippinen, in Stdafrika, Mexico und Brasilien seit 2006,
EU-weit zugelassen seit Juni 2009 sowie in der Schweiz

% entgegen der Herstellerempfehlung, da die Tiere noch auf dem Unteren Lindenhof (Versuchsstation der Universitat Hohen-

heim, Eningen) untergebracht waren und noch keine Katheter verlegt waren, was die Blutentnahme ausschloss
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Dennoch zeigten alle Tiere eine sichere Immunitat gegen GnRH (siehe Kapitel 5.1.1.
GnRH-Antikérpertiter).

4.2.5. Versuchsende, Entnahme und Charakterisierung der Gewebeproben

Die Behandlungsgruppe wurde in der 52./53. Lebenswoche
(193,2 kg KGW = 14,1 kg) durch die intravendse Injektion von Narcodorm® (Pento-
barbital, 40 mg Pentobarbital’lkg KGW i.v., cp-Pharma Handelsgesellschaft mbH,
Burgdorf, Deutschland) exzitationsfrei euthanasiert. Das Versuchsende wurde auf
den Zeitpunkt festgelegt, an dem auch der letzte Eber den Grenzwert von
0,5 ng Testosteron/ml Uberschritten hatte. Hierzu wurden Einzelproben im Abstand
von 2 Tagen kontinuierlich im Labor gemessen.

Die Kontrollgruppe wurde analog in der 52. Lebenswoche (196,9 kg KGW + 7,4 kg)
euthanasiert.

Innerhalb von 2 Minuten nach Eintritt des Todes wurden beide Hoden inklusive Ne-
benhoden entnommen, fotografiert und ihr Gewicht bestimmit.

Fur die Histologie wurden Hodenstlickchen (ca. 6 x 10 x 9 mm) aus dem inneren,
mittleren und &auf3eren Bereich des rechten Hoden entnommen. Fir die spateren

morphologischen und immuncytologischen Untersuchungen wurden diese direkt in

Abb. 4. 2 Entnahmestellen fur das Hodengewebe (schraffierte Flache).

1 Testis mit Rete testis 2 Epididymis
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4 % Formalin fixiert. Des Weiteren wurden Hodensticke in flissigem Stickstoff
schockgefroren, mittels Hammer zerkleinert und in kleinen Metalldéschen bei -80 C
aufbewabhrt.

Abb. 4.2 skizziert die Entnahmestellen am Hoden.

AulRerdem wurden die akzessorischen Geschlechtsdriisen (Prostata, Bulbou-
rethraldriisen, Samenblasendriise) in toto entnommen, fotografiert und gewogen.

Die Fixierung des Hodengewebes (7 mm*® Gewebe/ml Fixierlosung) erfolgte in
4 % Formalin (Formaldehyd = 37 %, Roth GmbH & CoKG, Karlsruhe, Deutschland)
bei = 12 T fur 24 h, was eine ausreichende Hemmung der Endopeptidasen gewahr-
leistet und somit der Zersetzung von Gewebestrukturen vorbeugt. AnschlieRend wur-
den die Proben bis zur weiteren histologischen Aufarbeitung in 0,1 M Phosphatpuffer

Uberfuhrt (Lagerung bei 4 C, Puffer alle 2 Tage we chseln).

Fur die Messungen von Androstenon und Skatol wurden zusétzlich Proben aus dem

Ruckenfett entnommen und tiefgefroren.
4.3. Analytische Verfahren
Die angewandten analytischen Verfahren sind in Tab. 4.3 zusammengefasst.

Die Labormethoden werden nachfolgend einzeln besprochen. Details zu den ver-

wendeten Reagenzien finden sich in den Anhéangen (Kapitel 10).
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Tab. 4.3 Uberblick uiber die einzelnen analytischen Methoden und ihre Aussage-

kraft fir den Versuch.

Parameter Aussagekraft Probenmaterial Messintervall Mes  smethode
Immunisierungseffekt .
Enzymimmunotest
GnRH und
EIA
-status
Testosteron Charakterisierung 3d
Ot Wiederaufnahme Blutol
rogene der endokrinen utplasma "
Hodenfunktion Radioimmunotest
LH RIA
Pulsatilitét
unter 24h
FSH nachlassender Immunisierung
Wiederaufnahme
der Ebergeruchsbildung Blutplasma 3d/9d Enzymimmunotest
Androstenon ("male effect")
EIA
Fettgewebe Einzelprobe
Beeintrachtigung
der Blutplasma 3d/9d Hochdruckflussigkeits-
Skatol Schlachtkérperqualitat chromatographie
Fettgewebe Einzelprobe HPLC
Sonographie
und
Bandmal
Hodengewebe Hlstolggle
Charakterisierung der Gonaden Immur:Jcn tologie
Morphologie Uber Einzelprobe ylolog
die Zeit zur Wiederaufnahme
Gewicht
Geschlechtsdriisen
Makroskopie
4.3.1. Radioimmunologische Bestimmung von LH und FSH

Markierung der porcinen Hormone LH und FSH mit **°Jod

Bei der Markierung der beiden Proteohormone wird ein ***J-Atom mit Hilfe des Oxi-

dationsmittels Jodogen zum reaktiven Kation oxidiert, welches sich vorrangig an der
phenolischen Seitenkette der Aminoséure Tyrosin findet (SALACINSKY et al. 1981,
CLAUS et al. 1990a, OVER 1992). Die Reaktion ist in diesen Publikationen beschrie-
ben und in der Tab. 4.4 zusammengefasst.
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Tab. 4. 4 Ablauf der Markierung der Proteohormone.

Markierungschritte

Vorbereitung Ablauf Abstoppen Marklerungf/produkt /
Oxidationsmittel Spllen der Saule Jodogencup Inhalt de s Cups
200pg Jodogen in 1ml Chloroform 1ml 0.5M PBS pH7.4
1 > 10pl = 2ug Jodogen unter 3ml 0.05M PBS pH7.4 i auf die AA-Saule
200! KJ-Lésun
Stickstoff im Eppendorff-Cup 1ml RSA 1% H ung transferieren
niedertrocknen 3ml 0.05M PBS pH7.4
AA-Séaule Silikonisiertes Auffangglas Spulen des Cups
2 Ifi?;rsu‘:gfnzgﬁeifjsv:;’ﬂgci; 0.5ml'0.05M PBS pH7.4
. 0,5 ml RSA 1% und auf die AA-Sé&ule
(BioRad AG 1 X8, 50-100 mesh, 0 ;
. e transferieren
Anion-exchange-resin) fillen
Jodogencup Spilen der Saule

2ul = 1mg Hormon (pLH, pFSH)
3 12l 0.5M PBS pH7,4
2ul 1253 = 0,1mCi
> mischen <

2x 1ml RSA 1%

Reaktionszeit Filtrieren
4 Markierungsprodukt tiber
5min Sterilfilter (0,2um)
filtrieren

Qualitatskontrolle der Markierung

Ziel der Markierung ist es, eine moglichst hohe Aktivitat der radioaktiven Vorlage
(RV) zu erhalten, also méglichst viele **J-Atome pro Hormonmolekiil bei geringer
Veranderung und Schéadigung des Molekuls durch die Markierung selbst.

Die Qualitat der einzelnen Markierungen, also die counts per minute/10 pl radioakti-
ver Vorlage (RV), wurde mittels des Anionenaustauscher-Trichloressigsaure-Talkum-
Test (AA-TCA-T-Test, TOWER et al. 1980) tberpruft.

Prinzip des Proteohormon Radio Immuno Assays (RIA)

LH und FSH wurden direkt radioimmunologisch nach dem kompetitiven Prinzip mit
Doppelantikérpermethode im Isotopenlabor ermittelt.

Als Tracer wurde **Jod-markiertes pLH (**J-pLH) bzw. pFSH (***J-pFSH) einge-
setzt, welches mit dem nativen Proteohormon um die Bindungsstellen am — in defi-
nierter Menge zugesetzten — ersten polyklonalen Antikérper (erzeugt in Kaninchen)
konkurriert.

Der aus dem Schaf stammende zweite Antikdrper richtet sich gegen die Komponen-

ten des ersten Antikorpers, bindet diesen und fuhrt so zur Bildung groR3erer Antigen-
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Antikdrper-Komplexe. Die Zugabe von Normal Rabbit Serum (NRS) verstarkt diese
Komplexbildung zusétzlich.

In der Bound/Free-Trennung werden die Komplexe dann mittels Polyethylenglykol
(PEG) gefllt, so dass nach dem Zentrifugieren und Absaugen des Uberstandes, die
Radioaktivitdt im Pellet am Boden des Testrohrchens im Gammazahler direkt be-
stimmt werden kann.

Je mehr Radioaktivitat (counts per minute, cpm) ermittelt wird, umso weniger natives
Hormon war in der biologischen Probe.

Die Durchfuhrung der radioimmunologischen Bestimmung der Proteohormone erfolg-
te in Anlehnung an die Methode von CLAUS et al. 1990b.

Durchfiihrung des LH Radio Immuno Assays (LH-RIA)
Es wurden die 24h-Windows sowie die Proben von jedem zweiten Blutentnahmetag

zur Untersuchung herangezogen.

An Tag 1 des LH-RIAs wurden die Proben und Kontrollen mit dem ersten Antikorper,
der sich gegen das in der Probe vorhandene LH richtet, in der Verdinnung
1:666.666 je 100 ul angesetzt und 24 h bei Raumtemperatur inkubiert.

An Tag 2 wurde die radioaktive Vorlage (RV) — **J-markiertes LH — in einem Volu-
men von 100 pl zugegeben und ebenfalls bei Raumtemperatur fur 24 h inkubiert.

An Tag 3 wurde der zweite Antikorper fur 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Ein
Gemisch aus NRS/2.Antikorper wird hinzu pipettiert, was diese Komplexbildung wei-
terhin verstarkt (Inkubation 45 min bei Raumtemperatur). Uber die Zugabe von PEG
wird die Fallung der Antikérperkomplexe eingeleitet, welche durch die Zentrifugation

verstarkt wird (Bound/Free-Trennung). Der Uberstand mit freien Antikérpern und ra-

dioaktiv markierten sowie nativen Hormonen wird mit Hilfe einer Vakuumpumpe tber
eine feine Pipette vorsichtig abgesaugt. AnschlieBend wird die Aktivitat des Pellet

direkt im Gammazahler ermittelt (Detektion).

Durchfiithrung des FSH Radio Immuno Assays (FSH-RIA)

Es wurden ausschlief3lich die 24 h-Windows auf die Pulsatilitat von FSH analysiert.
Im Unterschied zum LH-RIA, wurden die Proben an Tag 1 mit dem ersten Antikérper
(Verdunnung 1:150.000) und direkt im Anschluss mit der RV Uber 24 h bei Raum-

temperatur inkubiert.
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An Tag 2 wurde der Test analog zu Tag 3 des LH-RIAs fortgefihrt.

Die Testparameter der einzelnen Radio Immuno Assays sind in Tab. 4.5 dargestellt.

Tab. 4.5 Testparameter der Proteohormon- und Steroidhormon-
Radioimmunoassays.
Proteohormon-RIA Steroidhormon-RIA
LH FSH Testosteron 17 B-Estradiol
Eichpunkte EO - E11 EO - E10 EO - E10 EO - E11
Eichkurve
. 0,0024 - 2,5ng 0,0098 - 5,0ng 0,005-1,0ng 0,002 - 1,0ng
Messbereich . . . .
je 100ul RSA 3% je 100ul RSA 3%  je 100ul PBS  je 100ul PBS
dotierte kO - k3 kO - k3 kO - k5 k4 - k7
(0,0-1,0ng/ml) (0,0 -5,0ng/ml) (0,0 -1,0ng/ml) (20 - 100pg/ml)
Kontrollen
biologisch Sau, intakter Eber, kei
lologische Kastrat, im. Kastrat ene
Probenaliquot Plasma 100 50 250
(k)
Extraktion tBM keine 3 4
(ml)
Antigen pLH pFSH T-3-CMO-RSA E2-6-CMO-RSA
Primarantikorper Herkunft Kaninchen Kaninchen
polyklonal
1:75.000 1:45.000
Verdinnung 1:666.666 1:150.000 bis bis
1:77.000 1:50.000
Antigen Kaninchen
Sekundarantikdrper Herkunft Schaf
polyklonal
Verdunnung 01:10
Tracer Aliquot 100 100

()

Qualitatskriterien und Auswertung des Proteohormon Radio Immuno Assays (RIA)

Zur Charakterisierung der Qualitéat der Testreihen werden folgende Parameter her-

angezogen:

- Die Prazision stellt ein Maf3 fur die zufalligen Abweichungen vom Erwartungs-

wert im Ablauf der Immunoassays dar. Sie wird als Intra- und Interassay-

Varianz ermittelt.

- Durch die Wiederfindung wird die Richtigkeit eines Tests ermittelt. Es handelt

sich um starke Abweichungen von der wahren Konzentration eines Analyten,

die trotz hochster Prazision auftreten kbnnen (sog. systematische Fehler).
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- Die kleinste messbare Konzentration im jeweiligen Test ist die sogenannte

Nachweisgrenze.

Die jeweiligen Qualitatskriterien der Testreihen sind in Tab. 4.6 dargestellt.

Tab. 4. 6 Ergebnisse der Qualitatskriterien der radioimmunologischen Testreihen.

LH FSH Testosteron 17 B-Estradiol
Intraassay- 8.2% 6.3% 4.2% 8.1%
Varianz bei 100pg/ml bei 200pg/ml bei 1000pg/ml bei 184pg/ml
Prazision
Interassay- 12.5% 11.6% 8.4% 9.4%
Varianz bei 350pg/ml  bei 1450pg/ml  bei 1000pg/mi bei 184pg/ml
Wieder- 95% 90%
findung
untere
Nachweisgrenze 25pg/mll 97pg/ml 50pg/ml 12pg/mi
(WAGNER 2005)

Weichen die Einzelwerte mehr als 5 % voneinander ab, werden die Messungen wie-
derholt.

Fur die Auswertung der Pulsatilitdt der Proteohormone in den 24 h Windows siehe
Kapitel 4.4.4. Auswertung und Statistik.

4.3.2.

Radioimmunologische Bestimmung von Testosteron und Ostrogenen

Prinzip des Steroid Radio Immuno Assays (RIA)

Testosteron und 17B-Estradiol wurden radioimmunologisch nach Extraktion aus dem
Blutplasma bestimmt.

Eine konstant zugesetzte Menge an Tritium-markiertem Testosteron (*H-Testosteron)
bzw. 17B-Estradiol (*H-17p-Estradiol) wurde als Tracer eingesetzt, welches mit dem
endogenen Steroid um die Bindungsstellen des — in definierter Menge zugesetzten —
polyklonalen Antiserums (T-3-CMO, E-6-CMO) konkurriert. In diesem kompetitiven
System wird das ,heif3e“ zugunsten des ,kalten* Hormons verdrangt.

Im Anschluss wurden die nicht an Antikérper gebundenen, freien endogenen bzw.

markierten Hormone durch Ausschutteln mit Aktivkohle (Bound/Free-Trennung) von
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den gebundenen getrennt. Der Anteil gebundenen radioaktiven Steroids wurde ge-
messen und anhand einer Eichkurve als Messwert angegeben.
Je mehr counts per minute (cpm) ermittelt wurden, umso weniger Hormon war in der

biologischen Probe enthalten.

Durchfiihrung des Steroid Radio Immuno Assays (RIA)

Die radioimmunologische Bestimmung sowohl von Testosteron (BUBENIK et al.
1982, WAGNER & CLAUS 2004) als auch von 17B-Estradiol (CLAUS et al. 1983)
erfolgte im Blutplasma das im Abstand von zwei Tagen gewonnen worden war.

In Tab. 4.6 sind die jeweiligen Verdinnungsstufen und Volumenanteile (Aliquots) der
Testansatze aufgefiuhrt.

Bei der Extraktion wurde Plasma in die sorgfaltig gespulten Extraktionsgefal3e im
Doppelansatz vorgelegt und mit Filterwasser verdinnt. Als Losungsmittel wurde terti-
arer Butyl-Methyl-Ether zugegeben. Die Proben wurden auf dem Horizontalschttler
fur 30 min extrahiert und danach fir 1 h bei -25 € eingefroren. Beim Einfrieren wer-
den unerwinschte Stoffe wie Plasmabestandteile am Boden des Glaschens gefillt,
zudem kann die Losungsmittelphase, die das Steroid enthalt, leicht von der festen
Wasserphase abgetrennt werden. Anschlieend wurde die Lésungsmittelphase fir
30 min in einer Vakuumzentrifuge niedergetrocknet.

Der Ruckstand wurde in Phosphatpuffer aufgenommen und aliquote Teile in den RIA
Uberfuihrt. Anhand einer Eichkurve erfolgte die quantitative Auswertung, eine Reihe
von Kontrollproben, die in jeder RIA-Charge mit analysiert wurde, diente zur Ab-
schatzung der Zuverlassigkeitskriterien.

Zu den in Puffer gelosten Proben wird der Antikdrper in der jeweiligen Verdinnung
mit RSA-Puffer zugegeben (s. Tab. 4.6). Anschlie3end wurde die radioaktive Vorlage
pipettiert. Alle Proben wurden gevortext und mit Alufolie bedeckt fiir 20 min bei 37 C
im Wasserbad inkubiert, um die kompetitive Gleichgewichtslage einzustellen. Die
Antikdrper-Antigen-Reaktion wurde im Eisbad bei 0 °C fir eine Stunde abgestoppt.
Die Bound/Free-Trennung erfolgte mit 0,5 %iger Kohlesuspension. Alle Ansatze wur-

den eine Minute lang geschittelt und dann die Bound/Free-Trennung durch Zentrifu-
gation fir 20 min bei 4 T und 3000 U/min durchgef hrt.
Die abzentrifugierten Proben wurden in die Zahlgefal3e mit 5 ml Szintillatorflissigkeit

abgekippt und verschlossen.
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Die Detektion der verbliebenen Strahlung (counts per minute, cpm) erfolgte im Be-

tazahler fur 2 min.

Qualitatskriterien und Auswertung des Steroid Radio Immuno Assays (RIA)

Die Qualitatskriterien der Steroidbestimmung sind Tab. 4.6 zu entnehmen.

4.3.3. Enzymimmunologische Bestimmung von Androstenon im Blut und im Fett-

gewebe

Prinzip des Androstenon Enzyme Immuno Assay (EIA)

Die Androstenonbestimmung erfordert wegen der Flichtigkeit des Steroids besonde-
re Sorgfalt.

Zur Bestimmung von Androstenon wurde ein Enzyme Immuno Assay mit Solid-
Phase Technik (ELISA) und vorgeschalteter Extraktion eingesetzt.

Hierbei wird ein spezifischer Antikdrper (IgG anti Androstenon) an die Oberflache der
wells der Mikrotitrationsplatte gebunden.

Als Tracer wurde das Enzym Meerrettichperoxidase (HRP, horseradish peroxidase)
eingesetzt, welches Ulber einen Spacer an das gesuchte Steroid gekoppelt wird.
Wahrend der Inkubation treten das enzymmarkierte und das native Androstenon in
Konkurrenz um die Bindungsstellen am Antikorper.

Die Antigen-Antikorper-Komplexe werden von nicht gebundenem Androstenon-
Enzym-Konjugat durch einfaches Dekantieren der Losungen und anschliel3endem
Waschen separiert (Bound/Free-Trennung).

Die gebundene Enzymaktivitat aul3ert sich in der Starke der Farbreaktion, die bei der
Umsetzung des Substrates entsteht. Nach Abstoppen der Umsetzungsreaktion mit-
tels Schwefelsdure, wird die optische Dichte photometrisch bei 450 nm bestimmit.
Das Prinzip sowie Enzyme und Substrate der EIAs sind Tab. 4.7 zu entnehmen.

War wenig endogenes Androstenon in der jeweiligen Probe enthalten, so wird viel

Substrat umgesetzt (starkere Farbreaktion).

Durchfilhrung des Androstenon Enzyme Immuno Assay

Androstenon wurde in den Plasmaproben jeden dritten Tag gemessen; der Wert fur

das Fettgewebe wurde in der Einzelprobe vom Tag der Schlachtung ermittelt.
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Zunachst wurde die Mikrotiterplatte mit der 1IgG Fraktion Kaninchen (affinitatsgerei-
nigt an Protein G; 1:10 aliquotiert) in einer Endverdinnung 1:8.000 beschichtet.
Blank und NSB (Nicht Spezifische Bindung) erhielten nur 150 ul Beschichtungspuf-
fer. Die Platte wurde Uber Nacht bei 4 € im Dunkel n inkubiert.

Am Folgetag wurde die Androstenonextraktion aus dem Blutplasma (CLAUS et al.
2008a) durchgefihrt. Die Plasmaproben wurden im Einfachansatz mit einem Aliquot
von 1 ml pipettiert und mit 3 ml n-Hexan bei Raumtemperatur fir 30 min auf dem Ho-
rizontalschuttler extrahiert.

Bei dieser Extraktion wird das flichtige, fettldsliche Androstenon aus dem Blutplasma
in die n-Hexan-Phase uberfihrt.

Beim folgenden Tiefgefrieren (1 h bei -20 € bis -3 0 C) wurde das Plasma gefroren.
Der nichtgefrorene Uberstand — also die androstenonhaltige Losungsmittelphase —
wird in beschriftete Reagenzglaser abgekippt.

Diese Losungsmittelphase wurde fur 18 min in der Vakuumzentrifuge niedergetrock-
net, wobei die verbliebene Ldsungsmittelmenge laufend Uberprift wurde (wird zu
lange niedergetrocknet, verfliichtigt sich auch das Androstenon!).

Im Niederschlag findet sich nun die reine Androstenonmenge aus der Probe. Diese
Niederschlagsphase wurde sofort in 100 ul Methanol aufgenommen und gevortext.
Es wurden 900 ul Testpuffer hinzugegeben, die Reagenzglaschen verschlossen und
15 sec lang gevortext.

Die Proben wurden Uber Nacht bei 4 T dunkel gelage rt.

Zur Extraktion von Androstenon aus dem Fettgewebe (CLAUS et al. 1997), wurde
das aufgetaute Fett in ca. erbsengrol3e Sticke geschnitten und in Fettschmelzglas-
chen (Einfachbestimmung) gegeben. Die in Fett angesetzten Standards und Kontrol-
len wurden ebenfalls geschmolzen. Die Proben, Standards und Kontrollen wurden fir
4-5 min in der Mikrowelle bei mittlerer Warmeleistung geschmolzen. 50 pl dieses Fet-
tes werden im Doppelansatz in das vorgewarmte Methanol (450 ul) pipettiert und
gevortext. Es folgt eine Ruhephase von 30 min bei Raumtemperatur. In die Rea-
genzglaschen werden 900 pl Testpuffer vorgelegt. 100 pl des Methanol-Uberstandes
wurden hinzupipettiert und gevortext.

Am letzten Tag wurde der eigentliche ELISA durchgefiihrt. Die beschichtete Mikroti-
terplatte wurde dekantiert und dreimal mit Waschpuffer gewaschen.

In Blank wurden 120 pl, in NSB 100 ul PBS (Phosphatpuffer) pipettiert. Die tbrigen
wells wurden mit je 100 pl Eichkurve, Proben bzw. Kontrollen belegt. Alle wells aul3er
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Blank erhielten 20 pl Tracer (Androstenon-HRP-L6sung). Es folgte ein Inkubations-
schritt von 75 min bei 37 < unter schitteln (Gesch windigkeit 150).

In der Zwischenzeit wurde eine 0,6 % TMB-L6sung und eine 1 % H,O,-Ldsung her-
gestellt. Nach einem weiteren Waschschritt wurde die Platte in Alufolie zusammen
mit 17 ml Substratpuffer, Spitzen und Plastikwanne fur 10 min bei 37 T im Warme-
schrank angewarmt.

Die gebrauchsfertige Substratlésung wurde mit einem Aliquot von 150 pl/well pipet-
tiert und fir 40 min bei 37 T inkubiert.

Die Umsetzungsreaktion wurde mit 50 pl H,SO4/well abgestoppt.

Die optische Dichte wurde bei 450 nm gemessen. Je hoher die Extinktion, desto
mehr Androstenon (pg/well) war in der Probe enthalten.

Die jeweiligen Konzentrationen im Blut und im Fettgewebe werden in ng/ml angege-

ben.

Qualitatskriterien des Androstenon Enzyme Immuno Assay

Die untere Nachweisgrenze des enzymimmunologischen Tests auf Androstenon im
Blutplasma und Fettgewebe lag bei 2,5 pg/well. Die Intraassay-Varianz lag bei 5,9 %
fur den Nachweis im Plasma. Die Interassay-Varianz lag bei 4,9 % fur Blutplasma

und bei 6,2 % fur Fettgewebe.

4.3.4. Bestimmung des Antikorpertiters gegen GnRH

Prinzip des GnRH Enzyme Immuno Assay (EIA)

Der GnRH-Titer wurde mittels eines am Institut etablierten Enzyme Immuno Assay
mit Solid-Phase-Technik (ELISA) und Doppelantikérpermethode® ermittelt. Details
dieser Methodik sind publiziert worden (CLAUS et al. 2007).

Das Prinzip beruht darauf, dass die Kavitaten (wells) der Mikrotiterplatte mit GnRH
beschichtet wurden. Daran kénnen die endogenen Antikorper im Blutserum der vak-
zinierten Schweine binden.

Als Tracer wurde wiederum Meerrettichperoxidase (HRP, horseradish peroxidase)
eingesetzt, welche an einen polyklonalen Antikérper, der sich gegen die Gammaglo-

buline des Schweins richtet, gebunden wird. Wahrend der Inkubation bindet dieser

* Sie unterscheidet sich von der klassischen Doppelantikérpermethode dadurch, dass der endogene Antikorper als Priméaranti-

korper dient
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an den endogenen Antikdrper und fuhrt so zu gréReren Antigen-Antikorper-
Komplexen.

Die Isolierung dieser Antigen-Antikérper-Komplexe von nicht gebundenen Antikorper-
Enzym-Konjugaten erfolgte durch einfaches Dekantieren und Waschen (Bound/Free-
Trennung).

Um die gebundene Enzymaktivitdit des Antigen-Antikbrperkomplexes zu messen,
wird ein spezifisches Substrat benotigt, bei dessen Umsetzung ein photometrisch
messbares Chromogen entsteht. Bei dieser Enzym-Substrat-Reaktion werden von
einem Enzymmolekil mehrere Substratmolekille umgesetzt (Verstarkereffekt). In
Tab. 4.7 sind das Prinzip sowie die verwendeten Enzyme und Substrate der EIAs
angefuhrt.

Um den vollstandigen Abbau des Substrates zu verhindern, muss diese Umset-
zungsreaktion nach einer gewissen Zeit mittels Schwefelsaure abgestoppt werden.
Die Detektion erfolgt photometrisch bei 450 nm.

Je hoher der GnRH-Titer, desto mehr Substrat wird umgesetzt und desto starker die

gemessene optische Dichte.

Durchfiihrung des GnRH Enzyme Immuno Assay (CLAUS et al. 2007)

Fur die Bestimmung wurde eine 96well-Mikrotiterplatte (Maxisorp Immunoplate,
Thermo Fisher Scientific (Nunc GmbH & Co. KG, Roskilde, Danemark) mit GnRH-
Molekulen beschichtet, an die dann die kdrpereigenen humoralen Antikérper binden

kénnen. Dann wurde die Platte fur 1 h bei 37 € im Warmeschuttler inkubiert, danach
dekantiert, mit Puffer abgesattigt und mit Alufolie abgedeckt tGber Nacht bei 4 C
dunkel gelagert.

Am Folgetag wurden die Verdinnungsstufen 1:1.600 und 1:3.200 aus den Plasma-
proben und den biologischen Kontrollen mit Puffer hergestellt.

Anschlie3end wurde die Mikrotiterplatte dekantiert und dreimal mit Waschpuffer ge-
waschen. Die Verdiunnungsstufen wurden unter Aussparung der randstandigen Kavi-
taten mit einem Aligout von 100 pl/well aufgetragen. Die Belegung der Platte wurde
dokumentiert.

Nicht belegte wells werden mit Puffer aufgefillt. Die Mikrotiterplatte wurde mit Alufo-
lie abgedeckt und fur 2 h bei 37 T unter Schitteln inkubiert.
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Tab. 4. 7 Prinzip sowie Enzyme und Substrate der Enzyme Immuno Assays.

GnRH Androstenon
, Blutplasma
Material
Fettgewebe
. Antikoérpern gegen Androstenon
Nachweis von GnRH (endogen)

Prinzip A . O
| ‘e | IY YI
IgG Fraktion
Antikorper 1 Kaninchen
1:8.000
Polyclonal
5 Rabbit anti Swine
Immunoglobulin/HRP
1:10.000
Tracer sekundérer AK Androstenon-HRP
Enzym Meerrettich-Peroxidase (HRP)
Substrat/Chromogen H,O,/TMB
Messung photometrisch bei 450nm

Nach einem erneuten Waschschritt wurde der 2. AK (Polyclonal rabbit anti swine
Immunoglobulin/HRP, Dako Cytomation, Denmark) in der Verdinnung 1:10.000 mit
Puffer zugegeben. In Alufolie wurde die Platte erneut fir 1 h bei 37 T im Warme-
schittler inkubiert.

In der Zwischenzeit wurden die 0,6 % TMB in DMSO-Ldsung und die 1 % H,0,-
L6sung angesetzt und dunkel aufbewahrt. Die gewaschene Platte wurde nun in Alu-
folie verpackt und zusammen mit Pipettenspitzen, Farbewanne und Substratpuffer fur
15 min im Wéarmeschrank bei 37 C gewarmt.

Die gebrauchsfertige Substratlosung wurde mit einem Aliquot von 150 pl/Kavitat pi-
pettiert und bei 37 T fur 40 min inkubiert. Die Um setzungsreaktion mit einem Far-
bumschlag von farblos nach tirkis wurde mittels 2 M H,SO, abgestoppt (Farbande-

rung nach Gelbstufen).
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Die optische Dichte wurde photometrisch bei 450 nm bestimmt; die individuelle

GnRH-Titerhdéhe wird als Extinktion angegeben.

Qualitatskriterien des GnRH Enzyme Immuno Assay

Es konnte eine Interassay-Varianz von 17,2 % bei einer Extinktion von 3,5 und einer
Verdinnung von 1:800 ermittelt werden.

4.3.5. Bestimmung von Skatol im Blut und im Fettgewebe

Prinzip der Skatol High Pressure Liguid Chromatography (HPLC)

Bei der High Pressure Liquid Chromatography (HPLC) handelt es sich um ein flis-
sigchromatographisches Trennverfahren. Hierbei wird die zu untersuchende Sub-
stanz Skatol (3-Methylindol) zusammen mit einer mobilen Phase (sog. Laufmittel,
Eluent) durch die stationére Phase in der Trennséule gepumpt.

Abhangig von der jeweiligen Starke der Wechselwirkungen zwischen der zu analysie-
renden Substanz und der stationdren Phase der Trennsaule zeigt der Detektor
Peaks im Chromatogramm an. Um die Konzentrationen von Skatol in den jeweiligen
Blutplasma- und Fettproben der Versuchstiere zu bestimmen, wurden Standards mit
definierten Konzentrationen an Skatol hergestellt, die ebenfalls die HPLC durchlau-
fen. Anhand eines Vergleichs der detektierten Peak-Flachen der Standards mit de-
nen der Proben wurden dann die individuellen Konzentrationen unter Beriicksichti-

gung der Wiederfindungsrate berechnet.

Durchfilhrung der Skatol High Pressure Liguid Chromatography (HPLC)

Skatol wurde sowohl im Blutplasma (CLAUS et al. 1993) als auch im Fettgewebe
(DEHNHARD et al. 1993) mittels HPLC und Fluoreszenzdetektion bestimmit.

Die Plasmaproben (500 pl) wurden nach Zugabe des internen Standards (2-
Methylindol in Methanol, 30 pl) mit Diethylether (2 ml) extrahiert (30 sec vortexen).
Hierzu wurden die Ansatze zunachst fir 10 min bei 4 T und 1000 U/min zentrifugiert
und anschliel3end fur 1 h tiefgefroren. Die skatolhaltige Etherphase wurde dann in
ein Reagenzglas mit 500 pl des Eluent A abgekippt. Im 60 T heil3en Heizblock wur-
de der Ether anschlieRend verdampft und 250 pl des reinen Laufmittels wurden in die

HPLC-Vials mit Mikroeinsatzglasern vorgelegt.
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Von den Fettgewebsproben wurden etwa 2 g in Reagenzglaschen bei mittlerer Leis-
tung in der Mikrowelle erhitzt. Von diesem geschmolzenem Fett wurde ein Aliquot
von 100 ul mit 1 ml n-Hexan versetzt, worin sich das Fett 16st. AnschlieRend erfolgte
nach Zugabe des internen Standards (2-Methylindol in Methanol) die Extraktion mit
einem Acetonitril-Wasser-Gemisch 4:1 v/v (30 sec vortexen). Nach der Zentrifugation
(15 min, 20 €, 3000 U/min) wurde die Hexan-Phase a bgesaugt und die verbliebene
Acetonitril-Pase komplett in die HPLC-Vials tberfuhrt. Aligots von 20 ul wurden mit-
tels HPLC analysiert.

Die HPLC Anlage bestand aus Autosampler (Merck Hitachi L-7200), Pumpe (Merck
Hitachi L-7100) und Detektor (Merck Hitachi F-1050). Die Auswertung erfolgte mittels
Chrom-Card Software und Interface. Im Falle von Fettgewebe erfolgte die Elution mit
Eluent A und einer FluRBrate von 1 ml/min. Fir die Elution von Skatol im Blutplasma
wurde ein Gradient mit den Eluenten A/B verwendet. Die Testbedingungen sind in
Tab. 4.8 dargestellt.

Die Auswertung erfolgt Uber externe Standards (Eichkurve, s. Tab. 4.9) unter Be-

ricksichtigung des internen Standards (Zugabe von 2-Methylindol).

Tab. 4. 8 HPLC Testbedingungen fur Blutplasma und Fettgewebe.

Test Bedingungen Blutplasma Fettgewebe
Eluent A X X
Eluent B X
Flow 1,2ml/min 1,0ml/min
Eluentengradient Eluent 100%  Zeit (min)

A 0,0

A 8,0

B 8,1

B 13,0

A 13,1

A 15,0

N LiChrospher 100 RP 18,5um (125 x 4,6 mm)
Saule . R
mit Vorsaule

Saulentemperatur Zimmertemperatur
Laufzeit 15min 10min
Injektionsvolumen 50ul 20ul

Detektion Ex 275nm, Em 352nm
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Standardkalibriergerade:
Den Quotienten aus den Peak-Flachen jedes Analyten mit den Peak-Flachen des
zugehdrigen internen Standards gegen die Konzentration auftragen und die Gera-

dengleichung ermitteln.
Probengehalt:
Den Quotienten aus den Peak-Flachen jedes Analyten mit dem jeweiligen internen

Standard in die ermittelte Geradengleichung einsetzen (Konzentration ng/ml).

Tab. 4. 9 Eichkurven fir Skatol und Androstenon.

Androstenon Skatol
: Blutplasma Fett Blutplasma Fett
sichpunkte 0 gimi) (1g/g) (ng/ml)  (ng/L0OM)

EO 0,000 0,000 0,000 0,000
El 0,025 0,100 0,250 0,500
E2 0,050 0,200 0,500 1,000
E3 0,100 0,500 1,000 1,250
E4 0,300 1,000 2,500 2,500
E5 0,500 2,000 5,000 5,000
E6 1,000 10,000 10,000
E7 2,000 20,000 25,000
E8 4,000 30,000

E9 6,000 40,000

Qualitatskriterien der Skatol High Pressure Liguid Chromatography (HPLC)

Fur die Bestimmung von Skatol im Blutplasma konnte eine Intraassay-Varianz von
6,2 % bei 0,88 ng/ml und eine Interassay-Varianz von 6,4 % bei 0,81 ng/ml ermittelt
werden. Die Wiederfindung lag bei einer Dotierung von 1,5 ng/ml um die 95 %, die
untere Nachweisgrenze war 0,06 ng/ml (LOSEL 2006).

Fur das Fettgewebe lag die Intraassay-Varianz bei 4,9 % (170 ng/g) und die Interas-
say-Varianz bei 3,2 % (174 ng/g). Bei einer Dotierung von 15 ng/g konnte eine Wie-
derfindung von 114 % verzeichnet werden. Die untere Nachweisgrenze fur das Fett-
gewebe lag bei 0,8 ng/g (LOSEL 2006).
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4.4, Morphologische und histologische Verfahren

Die Entwicklung der HodengrofRe unter nachlassendem Immunisierungseffekt und
beginnender Wiederaufnahme wurde in vivo kontinuierlich durch Sonographie und
per Bandmal3 erfasst, zudem wurde post mortem der funktionelle Status histomor-

phologisch und immuncytologisch untersucht.

4.4.1. Sonographie und Bandmalf3

Mit der beginnenden Wiederaufnahme der Hodenfunktion des ersten Ebers Vino
wurde die Hodengrél3e aller Tiere untersucht.

Sowohl fur die Behandlungs- als auch die Kontrollgruppe wurden beide Hoden im
zweiwdchigen Rhythmus sonographisch mit dem Ultraschallgerat Picker CS9600/E
(Hitachi GmbH, Hilden, Deutschland) ausgemessen. Der Ultraschallkopf 7,5 MHz
wurde mittig auf den Hoden aufgesetzt; das Hodenparenchym wurde einmal langs
und einmal quer geschallt (Vgl. Abb. 4.3).

Schallkoof Schallkoof

Scrotum

Mediastinum testis

Hodenparenchym

Tunica albuginea
testis

Abb. 4. 3 Anatomische Strukturen in der Sonographie der Hoden quer (links) und

langs (rechts).

Der Durchmesser der Hoden wurde als Mittelwert aus zwei Einzeldurchmessern (D1, D2) im

Querschnitt ermittelt.
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Ein Langsschnitt des Hodens war zu Beginn der Messungen nicht bei allen Tieren in
toto moglich — aufgrund der Lange der Hoden trotz anhaltenden Immunisierungsef-
fektes. Es wurde daher auf die Auswertung des Langsschnittes verzichtet.

Durch die zunehmende Grél3e der Hoden war es gegen Ende der Messungen gera-
de bei den friihen” Tieren nicht mehr méglich den Querschnitt in toto zu schallen.
Daher wurde zusatzlich das Bandmal? des Hodens im selben Rhythmus bestimmt.
Dieser Parameter erlaubte eine kontinuierliche Messung der duf3eren Hodenanteile.
Hierbei wurde ein flexibles Metermald einmal langs (vertikal) und einmal quer (hori-
zontal) mittig Uber die einzelnen Hoden gelegt. Gemessen wurde jeweils von Beginn
bis Ende der tastbaren Hodenanteile (Iangs) bzw. bis zur Raphe scroti fir den Quer-
durchmesser.

Abb. 4.4 zeigt die Ansatzpunkte der Messung.

Abb. 4. 4 Ansatzpunkte fur die Ermittlung des Bandmales (B = Breitenmal3, L =
Langenmal’) sowie fur den Quer- (links) und Langsschnitt (rechts) durch die Sono-

graphie.

AuRerdem wurde die GroRenzunahme der Hoden unter nachlassendem Immunisie-

rungseffekt fotografisch dokumentiert.
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4.4.2. Farbetechniken

4.4.2.1. Anfertigung der Paraffinschnitte

Fur die histomorphologischen und immuncytologischen Farbungen wurden die fixier-
ten Gewebeproben zunéchst in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert:
50 %, 70 %, 96 % und 2 x 100 % Ethanol (Roth GmbH & CoKG, Karlsruhe, Deutsch-
land). AnschlieRend wurden die Proben in Xylol (Roth GmbH & CoKG, Karlsruhe,
Deutschland) inkubiert und in Paraffin (Paraplast®, Roth GmbH & CoKG, Karlsruhe,
Deutschland) eingebettet (ROMEIS 1989).

Tab. 4.10 zeigt den Ablauf der Entwasserung und Einbettung in Paraffin.

Tab. 4.10 Ablauf der Entwasserung und Einbettung in Paraffin.

Medium Dauer
50% EtOH  1-2h
50% EtOH  12h
70% EtOH 2h

Entwasserung

96% EtOH 1h

100% EtOH 1h

100% EtOH 1h

Xylol 1h

. Paraffin 12h 60T
Einbetten .

Paraffin 1h

Paraffin 1h

Aus den abgekihlten und ausgeharteten Paraffinbléckchen wurden mit einem Schlit-
tenmikrotom Leica SM2000R (Leica Microsystems GmbH, Nussbach, Deutschland)
Schnitte von 4 um Dicke angefertigt, welche anschlieend in einem
35 € warmen Wasserbad gestreckt, auf Objekttrager aufgezogen und bei 37 T im

Warmeschrank getrocknet wurden.
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4.4.2.2. Histomorphologische Beurteilung des Hodengewebes

Um das Hodengewebe insbesondere die Tubuli seminiferi und das Interstitium der
Versuchsgruppen histomorphologisch zu vergleichen, wurde die Hamatoxylin-Eosin
(HE)-Féarbung gewahlt.

Sie stellt die Zellkerne dunkelblau dar, wohingegen Eosin die cytoplasmatischen An-
teile hellrot anfarbt. Von dieser Hintergrundféarbung hebt sich die Immunfarbung mit

ihrem braunen Farbton deutlich ab.
4.4.2.2.1. Durchfihrung der HE-Féarbung

Die Farbung des Hodengewebes mit Hamatoxylin-Eosin (HE) erfolgte nach ROMEIS
(1989).

Vor den eigentlichen Farbeschritten mussten die Gewebeschnitte zunachst in 4 %
Chloroform (Trichlormethan, Roth GmbH & CoKG, Karlsruhe, Deutschland) zweimal
fur je 15 min entparaffiniert und in einer absteigenden Alkoholreihe (zweimal 100 %,
96 % und 70 %) jeweils fuir mindestens 2 min hydriert werden.

Anschlieiend wurden die Schnitte fur 3 sec in filtrierte Hamalaun-Losung (Merck
KGaA, Darmstadt, Deutschland) getaucht, dann sofort in Aqua bidest gestellt und
unmittelbar im Anschluss daran fur mindestens 10 min unter flieRendem Wasser ge-
wassert (sog. blauen).

Es folgte die Gegenfarbung in 0,2 % Eosinlésung (Merck KGaA, Darmstadt, Deutsch-
land) mit 50 pl Eisessig (Essigsaureanhydrid, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)
fur 5-10 sec. Nach mehreren Spulschritten mit Aqua bidest wurden die gefarbten
Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe von 70 %, 96 % (jeweils nur kurz) und
zweimal 100 % fur 2 min dehydriert, in Xylol zweimal fir 2 min inkubiert und ab-
schlieBend in Depex eingedeckt (DEPEX®, Serva electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland).

4.4.2.2.2. Auswertung der HE gefarbten Gewebeschnitte
Fur die Auswertung der histomorphologischen Kriterien (Tab. 4.11) wurden die

Schnitte im Lichtmikroskop (Leitz DM, Leica Microsystems GmbH, Bensheim,

Deutschland) bei verschiedenen Vergro3erungen betrachtet und geeignete Stellen,
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d.h. Hodenausschnitte ohne Artefaktbildungen (Lécher, Fehlfarbungen etc.) tber ei-
ne Kamera (Donpisha 3 CCD Color Vision Camera Module, Modell XC-003P, Sony,
LTF Labortechnik, Wasserburg, Deutschland) auf einen Rechner gespeichert und
ausgedruckt (HP Laser Jet 1200 series, Hewlett Packard GmbH, Boblingen,
Deutschland). Die Ausdrucke wurden planimetrisch (OTT-Planimeter, A.OTT, Kemp-
ten, Deutschland) ausgewertet und die einzelnen histomorphologischen Parameter
unter Beruicksichtigung der VergroRerungsfaktoren berechnet.

Die Verteilung der relativen Anteile an Hodentubuli und Interstitialgewebe wurde Uber
5 in etwa gleich grol3e Referenzflachen je Tier direkt planimetrisch ermittelt.

Zur Charakterisierung von Tubulusradien und Keimepithelflache bzw. -héhe wurden
8 annahernd runde Tubuli planimetriert und die entsprechenden Parameter berech-
net (s. Abb. 4.5).

Die mittlere Flache der Leydigzellen wurde anhand 10 zuféllig ausgewahlter Leydig-
zellen und -kerne bestimmt. Aus den planimetrisch ermittelten Flachenangaben wur-
de das mittlere Leydigzell- und Kernvolumen nach der Methode von ABERCROMBIE
(1946) berechnet.

Die Leydigzellzahl je Tier wurde durch direkte planimetrische Bestimmung der Ley-
digzellzahl je mm? von 5 Interstitialausschnitten mit einer Referenzflache von

106 pm?erhalten.

@===@ Tubulus @
®:=:® | ymen @

<P Keimepithelhdhe

Lumenflache

Abb. 4.5 Prinzip der Auswertung der Tubuli seminiferi.
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Tab. 4. 11

sowie ihre Bestimmung.

Morphologische Kriterien zur Charakterisierung des

Hodengewebes

Parameter VergréRerung Faktor direkte Bestimmung / Berechnung Referenz
Morphologie phanotypisch
Hodengewicht . gewogen rechter Hoden
. makroskopisch
Hodendichte 1g/cm?® WAGNER 2005

Morphologie der Kompartimente

Tubuli % Tubuliflache/Bezugsflache
Tubuliflache planimetrisch Bezugsflache
2
Interstitium % 5x X 480,8 100 - Tubuli % 1300112um
Interstitiumflache Bezugsflache - Tubuliflache
LZ-freies Interstitium ausgezahlte Interstitiumflache - LZ-Gesamtflache
Morphologie der Tubuli
Tubulus @ gemessen
Tubulusflache planimetrisch
Lumen @ gemessen
10x x 119 . .
Lumenflache planimetrisch
Keimepithelhohe Tubulusradius - Lumenradius
Keimepithelflache Tubulusflache - Lumenflache
Morphologie der Leydigzellen (LZ)
LZ-Zahl/um % x10° ausaezahlt Referenzflache
-Zahl/jpm = X g 106um2
LZ-Zahl x 10 **/Hoden LZ-Volumen/Hoden / mittleres Volumen einer LZ
LZ-Flache 40x X 7.43 planimetrisch
LZ-Kern @ gemessen
LZ-Volumen 3
4/31rr
LZ-Kernvolumen
LZ-Plasmavolumen LZ-Volumen - LZ-Kernvolumen
Morphologie des Keimzellzyklus und der Keimzellen
Keimzellstadien % ausgezahlt
Keimzellzahl ausgezahlt
Keimzell @ 40x x 7,43 gemessen
Mitoserate gesamt ausgezahlt
Mitoserate je Stadium ausgezahlt

4.4.2.3.

Immuncytochemische Techniken zur Auswertung der Spermatogenese-

aktivitat mittels Ki-67 und GATA-4

Um die Spermatogeneseaktivitat der Wiederaufnahmetiere und der intakten Eber

gegenuber zu stellen, wurden die Schnitte des Hodengewebes GATA-4 (McCOARD
et al. 2001, HAEUSSLER et al. 2007) und Ki-67 (MENTSCHEL et al. 2001) gefarbt.

GATA-4 ist ein Marker zur Darstellung der Sertoli-Zellen, Ki-67 ein Mitosemarker.



Material und Methoden 84

Das Prinzip der immuncytochemischen Farbungen beruht auf der indirekten Avidin-
Biotin-Methode. Hierbei kénnen bestimmte Proteine von Zellen (z.B. Transkriptions-
faktoren wie GATA-4 oder Ki-67) Uber spezifisch gegen sie gerichtete Antikorper de-
tektiert werden. Ein biotinylierter Sekundarantikorper richtet sich gegen den Pri-
marantikdrper und bindet Uber das Biotin an seinen freien Bindungsstellen hoch affin
an das Avidin (Streptavidin) des AB-Komplexes, bestehend aus Streptavidin und bio-
tinylierter Peroxidase. Eine Farbentwicklung wird durch die Zugabe des Farbstoffes
DAB (Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid Dihydrat) erzielt, welcher durch die Peroxi-
dase des AB-Komplexes zu einer Braunfarbung umgesetzt wird.

Abb. 4.6 skizziert das Prinzip der Avidin-Biotin-Methode.

DAB
. / ¢ AB-Komplex
N\l o (@
o @ s
N

@« biotinylierte Peroxidase

)::( Streptavidin

biotinylierter
Sekundarantikérper
i A Priméarantikdrper

A Antigen

Abb. 4. 6 Schematische Darstellung der indirekten Avidin-Biotin-Methode.
AB: Avidin-Biotin, DAB: Diaminobenzidin

4.4.2.3.1. Durchfihrung der immuncytochemischen Farbungen

Die Durchfihrung der immuncytochemischen Farbungen wurde wie von MENT-
SCHEL et al. 2001 beschrieben durchgefuhrt.

Zunachst mussten die Gewebeschnitte in 4 % Chloroform (Trichlormethan, Roth
GmbH & CoKG, Karlsruhe, Deutschland) zweimal fir je 15 min entparaffiniert sowie
in einer absteigenden Alkoholreihe — zweimal 100 %, 96 % und 70 % jeweils flr min-
destens 2 min — hydriert und mit Aqua bidest gespult werden.

Um vernetzende Methylenbriicken, wie sie bei der Fixierung mit Formalin entstehen
und welche die Anlagerung des Antikorpers verhindern wirden, zu demaskieren,
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wurden die Schnitte funfmal fur je 5 min in Citratpuffer eingelegt und in der Mikrowel-
le aufgekocht. Die Schnitte wurden nach dem Abkihlen fir 5 min in TBS (Tris balan-
ced solution) inkubiert.

Dann wurde die endogene Peroxidase, welche in fast allen Zellen vorkommt und zu
falsch positiven Ergebnissen fihren wirde, durch Einlegen in 7,4 %ige Wasserstoff-
peroxidldsung blockiert (5 min), die Schnitte mit Aqua bidest abgesplilt, neutralisiert
und in TBS fir 5 min inkubiert.

Unspezifische Bindungen und somit falsch positive Ergebnisse kdnnen auch durch
unspezifische Komponenten im Kaninchen- (GATA-4) bzw. Ziegenserum (Ki-67),
welche zur Produktion des zweiten Antikdrpers herangezogen wurden, entstehen.
Um dies zu verhindern, wurden die Schnitte mit dem jeweiligen Serum bedeckt und

30 min in einer feuchten Kammer bei Zimmertemperatur inkubiert.

Es folgten drei weitere Inkubationsschritte:
- Inkubation des Primarantikorpers
(60 min, 37 C)
- Inkubation des Sekundarantikérpers
(30 min, Raumtemperatur)
- Inkubation des AB-Komplexes

(30 min, Raumtemperatur)

Nach jedem dieser Inkubationsschritte wurden die Schnitte fir 5 min in TBS inkubiert.
Die Farbentwicklung erfolgte tber DAB fir 2-3 min, wahrenddessen wurde die Far-
bung stichprobenweise kontrolliert.

Es folgte die Gegenfarbung mit filtrierter Hamalaun-Losung (Merck KGaA, Darm-
stadt, Deutschland) fur 3 sec. Die Schnitte wurden dann sofort in Aqua bidest gestellt
und unmittelbar im Anschluss daran fir mindestens 10 min unter flielRendem Wasser
gewassert.

Anschliel3end wurden die gefarbten Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe von
70 %, 96 % (jeweils nur kurz) und zweimal 100 % fur 2min dehydriert, in Xylol zwei-
mal fir 2 min inkubiert und abschlieRend mit Depex eingedeckt (DEPEX®, Serva
electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland).

Mit jedem Farbedurchgang wurde eine Negativkontrolle mitgefuhrt, bei der kein Pri-

marantikorper zugegeben wurde.
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Details der Farbung beider Antigene sind nachfolgend dargestellt:

Der Primarantikbrper GATA-4 (C-20): sc-1237 (Santa Cruz Biotechnology, Heidel-
berg, Deutschland) 1:200 ist ein in Ziegen erzeugter, affinitatsgereinigter polyklonaler
Antikdrper, der sich gegen den Transkriptionsfaktor GATA-4 in den Sertolizellen rich-
tet.

Die GATA-4 gefarbten Schnitte wurden zur Charakterisierung des Keimepithelzyklus
sowie der Keimzellen herangezogen.

Als Sekundéarantikorper 1:400 wurde ein in Kaninchen erzeugtes, biotinyliertes IgG
eingesetzt, das sich gegen das IgG der Ziege richtet (Rabbit anti goat 1gG: Biotin,
Dako GmbH, Hamburg, Deutschland).

Der Primarantikérper Ki-67 (MIB 1) Histoprime Nr. EO59 (LINARIS Biologische Pro-
dukte GmbH, Wertheim-Bettingen, Deutschland) 1:4 ist ein in Mausezellkulturen er-
zeugter, monoklonaler Antikdrper, der sich gegen das Zellproliferationsantigen Ki-67
richtet.

Das Ki-67 Protein wird nahezu Uber den gesamten Zellzyklus (S-, G2-, M- und spate
G1-Phase) exprimiert (GERDES et al. 1984). Der Primarantikdrper farbt laut Herstel-
lerinformation auch die meiotischen Reifeteilungen an.

Als Sekundarantikérper 1:400 wird ein in Ziegen erzeugtes, biotinyliertes IgG einge-
setzt, das sich gegen das IgG der Maus richtet (Goat anti mouse IgG: Biotin, Dako
GmbH, Hamburg, Deutschland).

4.4.2.3.2. Auswertung der immuncytochemisch gefarbten Gewebeschnitte

Zunachst wurde bei 400-facher Vergro3erung die relative Haufigkeit der Keimepithel-
stadien je Tier an 100 Tubuli bestimmt.

Die Einteilung der Keimepithelstadien erfolgte anhand der vorkommenden Keimzel-
len und ihres jeweiligen Reifegrades (SWIERSTRA 1968). Stadium VI und VII wur-
den zusammengefasst, da eine eindeutige Differenzierung unter dem Lichtmikroskop
nicht moglich war. Eine Unterteilung in prameiotische (1, II, 1), meiotische (IV, V)
und postmeiotische Stadien (VI/VII, VIII) wurde nach GARCIA-GIL et al. (2002) vor-

genommen.
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Zur Beurteilung der jeweiligen Keimzellzahl je Stadium wurden fir 5 Tubuli/Stadium
bei 400-facher VergréRerung A- und B-Spermatogonien, Spermatozyten, runde und
elongierte Spermatiden sowie Sertolizellen ausgezahlt.

Die jeweilige Keimzellgrol3e wurde fur 10 Zellen/Keimzelltyp anhand des mittleren
Zelldurchmessers ermittelt. Die elongierten Spermatiden wurden hierbei nicht be-
rucksichtigt.

Die Sertolizellanzahl zwischen den Ebern wurde nicht weiter differenziert, da ihre
Anzahl nach der Pubertat als stabil angesehen werden kann (BERNDTSON et al.
1987).

Bei der Charakterisierung der Mitoserate (Ki-67) wurden ausschlie3lich A- und B-
Spermatogonien bericksichtigt. Positiv angefarbte meiotische Spermatozyten wur-
den bei der Auswertung nicht bertcksichtigt.

Bei 400-facher VergroB3erung wurde die Gesamtmitoserate je Tier an 100 Tubuli-
guerschnitten ermittelt. Zur Bestimmung der Mitoserate im Verlauf des Keime-
pithelzyklus wurden 5 Tubuli je Stadium auf Ki-67 positive Spermatogonien ausge-
z&hlt.

4.4.3. Auswertung und statistische Verfahren

Da es das Ziel dieses Versuches war, die individuelle Wiederaufnahme der Hoden-
funktion bei den einzelnen Ebern zu untersuchen, wurde weitestgehend auf statisti-
sche Auswertungen der Ergebnisse verzichtet.

Die Werte der unbehandelten Kontrollgruppe wurden jedoch stets als Mittelwerte +
S.E.M. angegeben.

Die Auswertung der 24h Windows fur LH und FSH erfolgte tierindividuell und stttzt
sich auf den Mittelwert + S.E.M. Uber 24h. Ein Basalniveau wurde aus den 20 nied-
rigsten Werten tber das gesamte Window ermittelt. Ein Puls wurde dann angenom-
men, wenn mindestens 2 aufeinanderfolgende Werte das Basalniveau + 3 x S.D.
Uberschritten. Die Frequenz gibt die Anzahl Pulse Uber 24h wieder. Die mittlere
Amplitudenhéhe der Pulse wurde als mittlere Differenz zwischen den absoluten Wer-
ten und dem Basalniveau definiert.

Die Daten der Untersuchung des Keimepithels wurden mittels des Kolmogorov-
Smirnov-Tests auf Normalverteilung gepruft. Anschlie3end wurden sie mit Hilfe des
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Statistikprogrammes Statistical Package for the Social Sciences (Version 15.0, 2006,
SPSS, Chicago, IL, USA) uber den T-Test fur unabhangige Stichproben geprtift.

Fur die angegebenen Signifikanzen gelten folgende Wahrscheinlichkeiten (p) als

Grenzwerte:

p> 0,05 nicht signifikant n.s.
p< 0,05 signifikant *
p< 0,01 hoch signifikant *x

p< 0,001 hochst signifikant ~ ***
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5. ERGEBNISSE

Im Ergebnisteil der vorliegenden Arbeit soll vorrangig auf die tierindividuellen Reakti-
onen unter nachlassendem Immunisierungseffekt eingegangen werden, aber auch

auf die jeweiligen Reaktionen, die innerhalb der Versuchsgruppen feststellbar waren.

Tab. 5.1 soll an dieser Stelle zunachst die tierindividuellen Zeitspannen bis zum Er-
reichen der Wiederaufnahme der Hodenfunktion darlegen. Als Grenzwert fir die
Wiederaufnahme wurde eine Konzentration von 0,5 ng Testosteron/ml Blutplasma
definiert. Nachfolgend werden die Eber der Behandlungsgruppe (V-Tiere, Eber 1-6)
stets in der Reihenfolge ihrer Wiederaufnahme gelistet und untereinander sowie mit
der Kontrollgruppe (I-Tiere, Eber A-D) verglichen.

Die Spanne bis zum Beginn der tierindividuellen Wiederaufnahme der Hodenfunktion
war betrachtlich und reichte von 74 Tagen (Eber 1 — Vino) bis hin zu 170 Tagen
(Eber 6 — Viktor) bei gleichem Immunisierungserfolg (siehe Kapitel 5.4.2 GnRH-
Antikdrpertiter).

Das Einsetzen des Immunisierungseffektes (< 0,5 ng Testosteron/ml Blutplasma)
zeigte sich im Vergleich dazu relativ einheitlich mit im Schnitt 5-8 Tagen.

Tab. 5.1 Tierindividuelles Einsetzen des Immunisierungseffektes und der Wieder-

aufnahme der Hodenfunktion.

Zeit nach der 2. Immunisierung (Tage)

bis Testosteron bis Testosteron
Eber < 0.5 ng/ml > 0.5 ng/ml
1 Vino 8 74
2 Vico 8 92
3 Vitus 5 107
4  Vinur 8 131
5 Vallenthin 5 158

6 Viktor 8 170
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5.1. Blutparameter

5.1.1. GnRH-Antikorpertiter

Extinktion

4 4 GnRH Titer 1:1600

140 161 182

L - To |
-4 14 35 56 7 98 119 140 61 182

Abb. 5.1 Verlauf des Antikérpertiters (oben) gegen GnRH und entsprechende LH-

Konzentrationen (unten) in 6 Ebern (MW + S.E.M.) Beginn 4 Tage vor der zweiten

Immunisierung (Tag 0) bis Tag 182.

Pfeile geben die Tage der 24h Messungen (wd: window) an. Die Y-Achse fir LH beginnt bei

der Nachweisgrenze von 100 pg/ml.
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Der Verlauf des Antikorpertiters gegen GnRH (Abb. 5.1) zeigte sich wie erwartet: am
Tag 5 nach der zweiten Immunisierung (Tag 0) findet sich im Mittel ein deutlicher An-
stieg des Titers, maximale Titerwerte wurden zwischen Tag 8 und 11 erreicht.
Danach fallt der Antikdrpertiter wieder ab: ein erstes einschneidendes Absinken ist
am Tag 50 zu verzeichnen, gefolgt von einem weiteren asymptotischen Abfall bis hin
zum Ende des Untersuchungszeitraumes.

Obwohl alle Eber auf die Impfung reagiert haben, unterschieden sich die GnRH Titer
(Abb. 5.2 a, b) und die erreichten LH-Level (Abb. 5.3 a, b) deutlich zwischen den ein-

zelnen Tieren.

Betrachtet man die individuellen GnRH Titer der Behandlungsgruppe (Abb. 5.2 a, b)
so lassen sich deutliche Unterschiede beziglich der Titerhéhe, der Dauer der maxi-
mal erreichten Werte und der mittleren Antikérperlevel nach den jeweiligen Titerma-
xima Uber die Zeit der Wiederaufnahme der Hodenfunktion ablesen, die jedoch kei-
nem klaren Muster innerhalb der ,Reihung“ der Wiederaufnahmetiere (s. Tab. 5.1) zu
entsprechen scheint.

Eber 1 — Vino (Abb. 5.2 a, oben) zeigte eine maximale Titerhéhe mit mittleren Extink-
tionswerten von 1,55 bis um den Tag 26. Danach wurde lediglich an Tag 35 der Wert
von 1,0 Uberschritten. Bis zum Tag 182 hielt das Tier Werte von 0,37 im Mittel.

Bei Eber 2 — Vico (Abb. 5.2 a, mitte) waren bis um den Tag 53 Werte von 2,22 fest-
stellbar. Am Tag 74 wurde noch einmal eine Extinktion > 1,0 erreicht. Bis zum Ver-
suchsende (Tag 182) spielte sich ein Titerlevel bei 0,69 ein.

Eber 3 — Vitus (Abb. 5.2 a, unten) hielt wie das erste Wiederaufnahme-Tier Vino bis
zum Tag 26 seine maximale Titerhdhe, zeigte jedoch mittlere Extinktionswerte von
2,09 und lag somit genau zwischen den ersten beiden Ebern Vino und Vico.

Eber 4 — Vinur (Abb. 5.2 b, oben) erreichte eine maximale Titerhbhe mit mittleren
Extinktionswerten von 2,75 und hielt diese bis um den Tag 44 aufrecht. Danach wur-
de der Wert von 1,0 nicht mehr Uberschritten. Bis zum Tag 182 zeigte der Eber Wer-
te von durchschnittlich 0,43.

Extinktionswerte von 2,13 waren bis zum Tag 38 beim Eber 5 — Vallenthin
(Abb. 5.2 b, mitte) zu verzeichnen. Am Tag 53 wurde erneut der Grenzwert von 1,0
Uberschritten. Das folgende Titerlevel hielt sich bei Werten um die 0,43 bis zum Tag
182.
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GnRH Titer 1:1600

Extinktion

4

Eber 1 - Vino

Extinktion

4

Eber 2 - Vico

Extinktion

4 -

Eber 3 - Vitus

Abb. 5.2 a Verlauf des Antikorpertiters gegen GnRH in den Ebern 1-3 vier Tage

vor der zweiten Immunisierung (Tag 0) bis Tag 182.
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GnRH Titer 1:1600

Extinktion

4

Eber 4 - Vinur

Extinktion

4

"' Tag

Eber 5 - Vallenthin

Extinktion

4 -

Tag

Eber 6 - Viktor

Abb. 5.2 b Verlauf des Antikorpertiters gegen GnRH in den Ebern 4-6 vier Tage

vor der zweiten Immunisierung (Tag 0) bis Tag 182.
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Bis Tag 59 des Versuches hielt Eber 6 — Viktor (Abb. 5.2 b, unten) mit mittleren Ex-
tinktionen von 2,02 seine maximalen Antikorperwerte. Nachfolgend wurden an meh-
reren Tagen Werte > 1,0 erreicht (d 71, 104, 137, 164, 173) und der GnRH Titer
pendelte sich bis zum Versuchsende (Tag 182) bei Werten um 0,85 ein.

Es konnte also lediglich bei den Ebern 1 und 6 ein Titerverlauf gegen GnRH gefun-
den werden, der sich in der Zeit bis zur Wiederaufnahme widerspiegelt. Die Tiere

dazwischen wiesen kein eindeutiges Muster hierfur auf.
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5.1.2. LH

Wie in Kapitel 5.1.1. GnRH-Antikorpertiter beschrieben zeigt sich der Verlauf der LH
Konzentrationen gegenlaufig zum Titer und anfanglich hohe Werte wurden gefolgt
von einem allméhlichen Abfall zeitgleich zum Titermaximum um den Tag 5, der sich
am Tag 15 stark verdeutlichte (Abb. 5.1).

An Tag 15 wurde das erste 24h Window gefahren. Hiernach bis um den Tag 80 zeig-
te sich LH kontinuierlich niedrig, um dann langsam wieder anzusteigen. In dieser
Phase war der Antikorpertiter stets niedrig.

Wie ebenfalls in Abb. 5.1 dargestellt, fiel die zweite 24h Messung auf das Ende der
Hauptanstiegsphase von LH und das dritte 24h Window auf ein LH Level, das ver-
gleichbar zu den unmittelbar vor dem Immunisierungseffekt gemessenen Konzentra-

tionen war.

Abb. 5.3 a, b zeigt die tierindividuelle Auswertung der pulsatilen LH Freisetzung wah-
rend der drei 24h Messungen.

Die durchweg niedrigsten mittleren LH Konzentrationen zeigten alle Eber im ersten
24h Window, als der GnRH Antikorpertiter noch hoch war. Ein Anstieg der LH Kon-
zentrationen war bei allen Tieren im zweiten Window zu verzeichnen. Danach stie-
gen die mittleren LH Konzentrationen bei nur 2 Ebern weiter an (Eber 4 und 5), wel-
che in Window 2 lediglich einen moderaten Anstieg vorweisen konnten.

Die anderen Tiere erreichten ihr normales LH Level bereits im zweiten Window.

Der Unterschied der mittleren LH Konzentrationen zwischen den 24h Windows spie-
gelt sich auch in den Veranderungen der mittleren Amplituden wider.

Die Pulsfrequenz lieferte keinen deutlichen Beitrag zu den gesamten Veranderungen
der LH Sekretion.
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5.1.3. FSH

Bei der Auswertung der 24h Windows fur FSH (Abb. 5.4 a, b) finden sich durchweg
die niedrigsten mittleren FSH Konzentrationen im ersten 24h Window, das zeitlich auf
die Phase des hochsten GnRH Antikorpertiters (Tag 15) fallt. Bei Eber 1-3 erhdhen
sich die mittleren FSH Konzentrationen im zweiten 24h Window, das zeitlich in die
Phase der Wiederaufnahme (Vgl. Tab. 5.1.) der einzelnen Tiere fallt (Tag119). Von
Window 2 zu Window 3 fallen die mittleren Hormonkonzentrationen fir FSH wieder
ab. Bei Eber 4 — Vinur und Eber 5 — Vallenthin erfolgt ebenfalls ein Anstieg der Mit-
telwerte fur FSH tber 24h zwischen den ersten beiden Windows, aber auch eine wei-
tere Erh6hung zwischen der zweiten und dritten 24h Messung ist zu verzeichnen.
Eber 6 — Viktor zeigt eine deutliche Mittelwertserhéhung von Window 1 zu Window 2,
aber einen Werteabfall zu Window 3, das wiederum in die Wiederaufnahmephase
der letzten drei Tiere der Behandlungsgruppe fallt (Vgl. Tab. 5.1.).

Bezuglich der pulsatilen Freisetzung von FSH zeigen die Tiere 1-3 eine Erhéhung
der Pulsfrequenz zwischen den ersten beiden 24h Messungen, Eber 2 — Vico sogar
einen weiteren Anstieg zu Window 3. Eber 4 — Vinur weist zunachst eine Verminde-
rung der Pulsfrequenz auf, die sich dann zwischen den letzten beiden Windows wie-
der erhoht. Eber 5 — Vallenthin und Eber 6 — Viktor steigern ihre Pulsatilitat stets zwi-
schen den 24h Messungen.

Bei der Betrachtung der mittleren Amplitudenhdhen der FSH Pulse fallen Eber 1 —
Vino und Eber 4 — Vinur durch einen Anstieg zwischen den ersten beiden und durch
eine Verminderung zwischen den letzten beiden Windows auf. Eber 3 — Vitus und
Eber 6 — Viktor verhalten sich genau gegensatzlich. Die Pulsamplituden von Eber 2 —
Vico verringern sich zwischen den einzelnen 24h Windows. Eber 5 — Vallenthin fallt

durch eine kontinuierliche Erh6hung der Amplituden fir FSH auf.
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5.1.4. Testosteron

Weil LH das Schlusselhormon fiir die Funktion der Leydigzellen ist und somit der
Testosteron-Synthese, kann Testosteron als objektiver Parameter fur die Wiederauf-
nahme der Leydigzellfunktion angesehen werden.

Basierend auf den minimalen Testosteronkonzentrationen zwischen Tag 15 und 60,
welche Werte von 0,3 ng Testosteron/ml Blutplasma nicht Uberschritten, wurde
0,5 ng Testosteron/ml Blutplasma als Grenzwert fur die Wiederaufnahme der Hoden-

funktion definiert.

ng/ml
Testosteron

8 -

pg/ml

150 - 17B-Estradiol

100 -

0 L RN - s |

Abb. 5.5 Verlauf der anabolen Hormone Testosteron und 173-Estradiol von Tag -4
bis Tag 182 in sechs Ebern (MW £ S.E.M.).

Tag 0 = Tag der zweiten Immunisierung.
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In Abb 5.5. sind die mittleren Testosteron Konzentrationen dargestellt.

Sie lasst einen plétzlichen Abfall der Testosteron-Konzentrationen nach der zweiten
Immunisierung mit dem tiefsten Punkt an Hormonkonzentrationen um den Tag 60
erkennen, gefolgt von einem graduellen Anstieg.

Der extreme Unterschied der Testosteronkonzentrationen ist durch die starken indi-
viduellen Muster in der Wiederaufnahme der Hodenfunktion erklarbar (Vgl. Tab. 5.1.
und Abb. 5.6 a, b).

Wahrend das Einsetzen des Immunisierungseffektes sehr einheitlich ablief und somit
die Testosteronsynthese bei allen Tieren um den Tag 8 blockiert war, unterschied
sich die Wiederaufnahme der physiologischen Leydigzellfunktion extrem: ein Tier
(Eber 1 — Vino) nahm die Steroidogenese bereits 10 Wochen nach der zweiten Im-
munisierung wieder auf, aber ein anderes (Eber 6 — Viktor) erst mit 24 Wochen
(Vgl. Tab. 5.1). Im Mittel wurde die Hodenfunktion nach 17 Wochen wieder aufge-
nommen (Testosteron > 0,5 ng/ml Blutplasma).

Wie ebenfalls in Abb. 5.5 dargestellt, zeigte 17B-Estradiol ein dhnliches Muster der

Steroidsynthese — verglichen mit dem Verlauf von Testosteron.

Betrachtet man die individuellen Testosteronkonzentrationen der Behandlungs-
gruppe (Abb. 5.6 a, b) so lassen sich deutliche Unterschiede beziiglich der Zeitspan-
nen bis zur Wiederaufnahme der Hodenfunktion feststellen.

Eber 1 — Vino (Abb. 5.6 a) hatte an Tag 2 nach der zweiten Immunisierung noch Tes-
tosteronwerte von 6,8 ng/ml. Ab Tag 8 war der Immunisierungseffekt deutlich zu er-
kennen. An Tag 74 nahm er als erstes Tier der Behandlungsgruppe
seine Hodenfunktion wieder auf und erreichte am Tag 161 ein Maximum
von 12,1 ng Testosteron/ml Blutplasma. Bei den taglichen Messungen der letzten
Versuchsetappe (Abb. 5.6 a, oben rechts) waren keine weiteren Maximalwerte zwi-
schen den dreitdgigen Messungen zu verzeichnen. An Tag 179 erreichte das Tier
einen Testosteronwert von 6,9 ng/ml, der mit jenen vor Eintritt des Immunisierungs-
effektes (Tag 2) vergleichbar war.

Bei Eber 2 — Vico (Abb. 5.6 a, mitte) war an Tag 2 lediglich ein Testosteronwert
von 2,8 ng/ml zu verzeichnen, bevor mit dem Tag 8 die Immunisierung wirksam wur-
de. 78 Tage nach der Wiederaufnahme (Tag 92) erreichte der Eber sein Maximum

von 15,1 ng Testosteron/ml Blutplasma. Bei der Darstellung der taglichen Messun-
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Testosteron

ng/ml

16 -

— Tag

L o LA e e RN
-4 4 35 56 w 98 19 140 61 182 161 184

Eber 1 - Vino

ng/ml

Eber 2 - Vico

T OHOHOOHC \\Tag

-4 14 35 56 77 98 19 140 61 182 61 184

Eber 3 - Vitus

Abb. 5. 6 a Individueller Verlauf von Testosteron in den Ebern 1-3.

Links:
Rechts:

Die horizontale Linie kennzeichnet den Grenzwert von 0,5 ng Testosteron/ml Blutplasma.

o o o o e LN S RN
-4 14 35 56 77 98 19 140 61 182 61 184

Tag -4 bis Tag 182, Werte im dreitdgigen Abstand, Tag O = Tag der zweiten Immunisierung.

Tag 176 bis Tag 184, Werte taglich.
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Testosteron
ng/ml

16

oo Doop co.ooooooo00to00000 Tag e
-4 14 35 56 v 98 119 140 61 182 161 184

Eber 4 - Vinur
ng/ml
16
»

-4 14 35 56 7 98 19 140 61 182 61 184

Eber 5 - Vallenthin

0 noena
61 184

Eber 6 - Viktor

Abb.5. 6 b Individueller Verlauf von Testosteron in den Ebern 4-6.

Links:  Tag -4 bis Tag 182, Werte im dreitdgigen Abstand, Tag O = Tag der zweiten Immunisierung.
Rechts: Tag 176 bis Tag 184, Werte taglich.

Die horizontale Linie kennzeichnet den Grenzwert von 0,5 ng Testosteron/ml Blutplasma.
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gen (Abb. 5.6 a, mitte rechts) zeigen sich weiterhin hohe Testosteronkonzentrationen
(Tag 178 10,4 ng/ml; Tag 181 12,4 ng/ml) im Vergleich zum dreitagigen Messinter-
vall. Alle Maximalwerte nach der Wiederaufnahme der Hodenfunktion liegen deutlich
Uber den Werten vor Eintritt des Immunisierungseffektes.

Ein Testosteronmaximum von 6,4 ng/ml an Tag 2 nach der zweiten Immunisierung
konnte bei Eber 3 — Vitus (Abb. 5.6 a, unten) gemessen werden. Der Immunisie-
rungseffekt hielt von Tag 5 bis Tag 106 an. In dieser Zeit waren keine Werte
> 0,5 ng Testosteron/ml Blutplasma zu verzeichnen. Nach 60 Tagen stieg Testoste-
ron wieder auf Werte vergleichbar Tag 2 an (Tag 167 6,9 ng/ml). Im taglichen
Messintervall (Abb. 5.6 a, unten rechts) konnten keine weiteren Maximalwerte ge-
messen werden (Tag 176 6,9 ng/ml).

Eber 4 — Vinur (Abb. 5.6 b, oben) erreichte an Tag 173 — 42 Tage nach der Wieder-
aufnahme der Hodenfunktion (Tagl31) — einen Testosteronwert von 3,1 ng/ml, der
deutlich unter den Werten vor Eintritt des Immunisierungseffektes (Tag 2 8,9 ng/ml)
liegt. Bei der Darstellung der taglichen Messungen (Abb. 5.6 a, oben rechts)
erreichte das Tier weitere hohere Testosteronkonzentrationen (Tag 180 3,3 ng/mi;
Tag 184 2,4 ng/ml).

Das Maximum von Eber 5 — Vallenthin (Abb. 5.6 b, mitte) nach der Wiederaufnahme
der Steroidogenese (Tag 158) lag mit 1,4 ng Testosteron/ml Blutplasma fast um die
Halfte unter dem Wert vor Eintritt des Immunisierungseffektes (Tag 2 2,2 ng/ml).
Auch zwischen dem dreitagigen Messintervall (Abb. 5.6 a, mitte rechts) waren keine
weiteren Maxima zu verzeichnen (Tag 180 1,5 ng/ml).

Eber 6 — Viktor (Abb. 5.6 b, unten) zeigte vor Eintritt des Immunisierungseffektes das
niedrigste Testosteronlevel (Tag 2 1,0 ng/ml), welches er nach der Wiederaufnahme
der Leydigzellfunktion (Tag 170) nicht tGbertreffen konnte (Tag 173 1,0 ng/ml). Auch
bei den taglichen Messungen in der letzten Versuchsetappe konnten keine bedeu-

tenden Maxima gemessen werden (Abb. 5.6 a, unten rechts).
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5.1.5. Ostrogene

Der Verlauf der Estradiolkonzentrationen (Abb. 5.5 unten) &hnelt dem von Testoste-
ron sehr stark, jedoch konnte kein so drastisches Absinken des Basalniveaus beo-
bachtet werden. Am Tag 14 war der tiefste Wert mit 25,1 pg/ml zu verzeichnen. Im
Vergleich zum Testosteron war der Wiederanstieg der Ostrogenkonzentrationen we-
niger ausgepragt: an Tag 74 konnten mit der Wiederaufnahme der Hodenfunktion
des Tieres Vino 42,8 pg 17B-Estradiol/ml Blutplasma gemessen werden, gefolgt von
einem leichten Einbruch der Verlaufskurve vor einem weiteren Anstieg der Werte.

Die grof3e Streuung der Konzentrationen lasst sich durch die starke Variation in der

Wiederaufnahme der Hodenfunktion bei den einzelnen Tieren erklaren.

Die Auswertung der tierindividuellen Verlaufskurven von 17@-Estradiol ergab &hnli-

che Profile:

Eber 1 — Vino (Abb. 5.7 a, oben) als frihester Eber der Behandlungsgruppe zeigte
an Tag 2 eine 173-Estradiolkonzentration von 68,2 pg/ml, die weiter abfiel bis zum
Tag 14, von da an pendelte sich ein mittleres Basalniveau von 27,3 pg/ml bis zum
Tag 56 ein. An Tag 59 — zwei Wochen vor der Wiederaufnahme — wurde ein erster
Maximalwert von 75,7 pg/ml gemessen. An Tag 77 folgte ein Werteeinbruch
von 32,8 pg/ml mit nachfolgend tiefsten Werten von 19,3 pg/ml am Tag 83. Danach
stiegen die Werte wieder stetig an (Tag 92 74,3 pg/ml). Das Maximum der
17B-Estradiolverlaufskurve fiel auf den Tag 161 mit einem Wert von 176,1 pg/ml —

zeitgleich zum Testosteronmaximum (Tag 161 12,1 ng/ml).
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17B-Estradiol

pg/ml
300

200

100

Tag
-4 u 35 56 7 98 19 40 61 182
Eber 1 - Vino
pg/ml
300
0 Tag
-4 u 35 56 77 98 19 40 61 182
Eber 2 - Vico
pg/ml
300

200

Tag
-4 14 35 56 7 98 19 140 61 182

Eber 3 - Vitus

Abb. 5.7 a Individueller Verlauf von 17(3-Estradiol in den Ebern 1-3 von Tag -4 bis

Tag 182.

Tag 0 = Tag der zweiten Immunisierung.



Ergebnisse

113

17B-Estradiol

pg/ml
300

200

Tag
-4 4 35 56 w 98 19 140 61 182

Eber 4 - Vinur

pg/ml
300

200

Tag
-4 14 35 56 7 98 19 140 61 82

Eber 5 - Vallenthin

pg/ml
300

200

100

Tag
-4 14 35 56 77 98 19 140 61 182

Eber 6 - Viktor

Abb. 5.7 b Individueller Verlauf von 17B3-Estradiol in den Ebern 4-6 von Tag -4 bis

Tag 182.

Tag 0 = Tag der zweiten Immunisierung.
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Bei Eber 2 — Vico (Abb. 5.7 a, mitte) konnte ein beispielhafter 173-Estradiolverlauf
mit deutlichem Abfall und Wiederanstieg der Hormonkonzentrationen gemessen
werden. Auf 87,9 pg/ml an Tag 2 folgte ein einheitliches Basalniveau mit mittleren
17B-Estradiolkonzentrationen von 31,6 pg/ml (Tag 8 bis Tag 89). Mit der Wiederauf-
nahme der Hodenfunktion am Tag 92 war ein erster Anstieg zu verzeichnen
(64,0pg 17B-Estradiol/ml Bluplasma), gefolgt von einem kleineren Einbruch in der
Verlaufskurve. Ab Tag 122 erfolgte dann der kontinuierliche Anstieg. An Tag 143 war
das absolute Maximum mit 252,8 pg/ml zu verzeichnen, siebenundzwanzig Tage
spater zeigte sich ein weiterer Gipfelwert von 196,7 pg/ml zeitgleich zum Testoste-
ronmaximum (Tag 170 15,1 ng/ml).

Einen relativ moderaten Verlauf an 17B-Estradiolkonzentrationen konnte bei
Eber 3 - Vitus (Abb. 5.7 a, unten) festgestellt werden. Auf Tag 2
mit 66,5 pg 17B-Estradiol/ml Blutplasma folgte ein recht hohes Basalniveau mit
Konzentrationen um 43,9 pg/ml (Tag 5 bis Tag 98). Ein erster Peak war an Tag 104
zu messen (71,3 pg/ml) gefolgt von einem kleinen Werteeinbruch um die Wiederauf-
nahme bis zum Tag 110 (56,6 pg/ml). Ein zweiter Peak fiel auf den Tag 128 mit ei-
nem Wert von 67,0 pg/ml. Ab Tag 140 (70,1 pg/ml) war der kontinuierliche Anstieg
der Hormonkonzentrationen zu verzeichnen. Am Tag des Testosterongipfels waren
lediglich 100,3 pg 17p-Estradiol/ml Blutplasma zu messen; das Maximum fiel auf den
Tag 173 (146,9 pg/ml).

Eber 4 — Vinur (Abb. 5.7 b, oben) lieferte einen sehr klaren Ostrogenverlauf mit ei-
nem geringen Anstieg unter der Wiederaufnahme der Hodenfunktion. An Tag 2 nach
der zweiten Immunisierung konnte ein sehr hoher Wert gemessen
werden (116,1 pg/ml), was sich auch in der Testosteronkurve dieses Tieres wieder-
findet. Anhand der Verlaufskurve lassen sich vier mittlere Niveaustufen ablesen:
Tag 8 bis Tag 50 mit Werten um die 24,5 pg/ml, Tag 53 bis Tag 98 im Mittel bei
37,4 pg/ml, Tag 101 bis Tag 113 stieg auf 47,0 pg/ml und an den Tagen 116 bis 137
fielen die Werte wieder auf 34,0 pg/ml ab. Auf einen Werteeinbruch an
Tag 140 (19,5 pg/ml) folgte das Maximum mit 64,8 pg/ml (Tag 143). Hiernach gestal-
tete sich der kontinuierliche Anstieg gemafRigt. Sechs Tage nach dem Testosteron-
maximum (Tag 173 3,1 ng/ml) peakte die Verlaufskurve erneut am Tag 179 mit ei-
nem Wert von 56,9 pg/ml.

Bei Eber 5 — Vallenthin (Abb. 5.7 b, mitte) gestaltet sich der Verlauf von 173-Estradiol
recht einheitlich. Auf Tag 2 (77,2 pg/ml) folgt ein Basalniveau mit mittleren Ostrogen-
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konzentrationen von 28,6 pg/ml (Tag 5 bis Tag 71), das von zwei Maxima unterbro-
chen wird (Tag 74 71,6 pg/ml; Tag 92 70,3 pg/ml). Ab Tag 107 des Experimentes
erhoht sich das Niveau auf im Mittel 52,3 pg/ml (Tag 107 bis Tag 158).
Ab Tag 161 (59,5 pg/ml) erfolgte der stetige Anstieg.

Auch Eber 6 — Viktor (Abb. 5.7 b, unten) lieferte eine sehr einheitliche Verlaufskurve
von 17B-Estradiol. Nach der zweiten Immunisierung stellt sich ein mittleres Niveau
von 39,0 pg/ml ein (Tag 5 bis Tag 92), welches an Tag 104 mit einem Wert von
51,0 pg/ml angehoben wird, um an Tag 128 in einem einmaligen Werteanstieg
auf 75,1 pg/ml zu gipfeln. Danach flaut der Hormonverlauf wieder ab. Am Tag der
Wiederaufnahme der Hodenfunktion (Tag 170) erreicht das Tier einen Wert von
46,6 pg/ml. Am Tag 173 — dem Tag des Testosteronpeaks — erhoht sich die Blut-
plasmakonzentration auf 59,1 pg/ml. Hierauf folgt ein stetiger aber moderater Anstieg

des 17B-Estradiols bis zu 68,3 pg/ml am Tag 182 des Versuches.
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5.1.6. Androstenon

Die Konzentrationen von Androstenon im Blutplasma sind in Abb. 5.8 dargestellit.

Androstenon zeigte denselben Verlauf wie auch die anderen Hodensteroide: hohe

Konzentrationen vor der Inhibierung der Leydigzellfunktion und erneut hohe Konzent-

rationen nach dem Abfall der GnRH-Antikorpertiter.

Abb. 5. 8

ng/ml

Androstenon

T T T T T T T \\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\Tag
0 17 35 53 71 89 107 25 13 61 179
ng/m| Skatol
3,
2,
l,
0 T Tag
0 17 35 53 71 89 107 25 13 61 179

Verlauf von Androstenon und Skatol im Blutplasma der Behandlungs-

gruppe (=6, MW + S.E.M.) von Tag 0 (zweite Immunisierung) bis Tag 176.
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Im Fettgewebe (Tab. 5.2) konnten Konzentrationen oberhalb des EU Grenzwertes
von 0,5 pug Androstenon/g Fett in den drei Ebern gemessen werden, die ihre Hoden-
funktion vergleichsweise frih aufgenommen hatten. Sie zeigten auch erhéhte
Androstenonkonzentrationen im Blutplasma (Abb. 5.10 a, b). Wahrend die beiden
Eber 4 — Vinur und Eber 5 — Vallenthin bereits tendenziell hdhere Androstenonkon-
zentrationen im Blut aufwiesen, bewegte sich der Gehalt an Androstenon im Fettge-

webe noch unterhalb des von der EU festgelegten Grenzwertes.

Tab. 5. 2 Konzentrationen von Androstenon und Skatol im Ruckenfett am Ver-
suchsende (Tag 184) und im Blutplasma (Tag 158-176).

Androstenon Skatol
Ruckenfett Blutplasma Ruckenfett Blutplasma
Eber (H9/g) (ng/ml) (ng/g) (ng/ml)
1 Vino 0.58 1.93 21.29 1.46
2 Vico 1.21 2.93 143.01 1.38
3 Vitus 0.62 1.71 5.52 2.16
4  Vinur 0.06 1.26 14.86 0.27
5 Vallenthin 0.06 1.49 4.98 0.38
6 Viktor 0.07 0.00 5.28 0.51

Im Vergleich mit den Androstenonwerten im Ruckenfett der intakten Eber A-D der
Kontrollgruppe (Abb. 5.9) lasst sich ablesen, dass sich die Eber 1-3 einem physiolo-
gischen Eberniveau anndhern bzw. ein solches bereits erreicht haben.

Die Kontrollgruppe lag stets tber dem EU Grenzwert von 0,5 ug Androstenon/g Fett.
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ug/g Fett ng/g Fett

Androstenon Skatol
2 150 4

100
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Ho/g Fett ng/g Fett
Androstenon Skatol
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100 -

al LA

A B C D A

Abb. 5.9 Konzentrationen von Androstenon (links) und Skatol (rechts) im Fett-

gewebe der Behandlungsgruppe 1-6 (oben) und Kontroligruppe A-D (unten).

Bezuglich des Verlaufs von Androstenon lasst sich bei der Betrachtung aller Einzel-
tierkurven (Abb. 5.10 a, b) bereits auf den ersten Blick erkennen, dass sich das Phe-
romon sehr synchron zu Testosteron verhalt:

Eber 1 — Vino (Abb. 5.10 a, oben) zeigt einen deutlichen Abfall der Blutplasmakon-
zentrationen fur Androstenon nach der zweiten Immunisierung und halt niedrige Wer-
te bis zum Tag 59 aufrecht. Unter der Wiederaufnahme (Tag 74) lasst sich ein erster
Anstieg bis Tag 95 (0,5 ng/ml) erkennen, gefolgt von einem zweiten Anstieg bis
Tag 131 mit 0,8 ng/ml. Ab Tag 158 erfolgt ein stetiger deutlicher Anstieg mit einem
Peak von 2,6 ng/ml an Tag 176.

Einen sprunghaften Anstieg nach einer sehr einheitlichen Ruhephase lasst
Eber 2 — Vico (Abb. 5.10 a, mitte) zwischen Tag 131 (0,1 ng/ml) und Tag 140
(2,4 ng/ml) erkennen. Um die Wiederaufnahme der Hodenfunktion (Tag 92) zeigt das
Tier noch niedrige Androstenonwerte (Tag 95 0,02 ng/ml). Das Maximum wurde an

Tag 167 mit 3,5 ng/ml erreicht.
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Bei Eber 3 — Vitus (Abb. 5.10 a, unten) fallt auf den ersten Blick auf, dass das Tier
deutlich niedrigere Konzentrationen des Duftstoffes um die Zeit der zweiten Immuni-
sierung aufweist als nach der Wiederaufnahme (Tag 107). Androstenon unterliegt
einem moderaten Anstieg zwischen Tag 95 (0,0 ng/ml) und Tag 113 (0,1 ng/ml), der
sich dann stetig fortsetzt bis hin zu einem Maximum an Tag 176 mit 2,0 ng/ml.

Eber 4 — Vinur (Abb. 5.10 b, oben) fallt erneut durch seine maximalen Blutplasma-
konzentrationen um die zweite Immunisierung auf (Vgl. Testosteron, 173-Estradiol).
An Tag 2 erreicht das Tier einen Androstenonwert von 4,0 ng/ml, danach fallt die
Kurve deutlich ab, um zwischen Tag 158 (0,1 ng/ml) und Tag 167 (1,6 ng/ml) unter
der Wiederaufnahme (Tag 131) wieder sprunghaft anzusteigen. An Tag 176 wird
schlussendlich ein Peak von 2,0 ng/ml erreicht und liegt damit um die Halfte niedriger
als die anfangs erreichten Konzentrationen.

Bei Eber 5 — Vallenthin (Abb. 5.10 b, mitte) fallen umgekehrt niedrigere Konzentratio-
nen zum Zeitpunkt der zweiten Immunisierung auf als nach der Wiederaufnahme.
Zwischen Tag 131 (0,0 ng/ml) und Tag 140 erfolgt ein sehr gemaligter Anstieg
auf 0,2 ng/ml, gefolgt von einer sprunghaften Werterhbhung zwischen
Tag 149 (0,2 ng/ml) und dem Tag der Wiederaufnahme (Tag 158) auf 1,5ng/ml.
Einen Maximalwert von 1,7 ng/ml erreichte das Tier neun Tage spéater (Tag 167).
Eber 6 — Viktor (Abb. 5.10 b, unten) fallt durch das Ausbleiben eines Wiederanstie-

ges der Androstenonkonzentration unter der Wiederaufnahme an Tag 170 auf.
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Androstenon
ng/ml
4
3
2
1
0 Tag
-4 1 35 56 77 98 19 40 61 182
Eber 1 - Vino
ng/ml
4
3
2
1
0 — Tag
4 1 35 56 77 98 19 40 161 182
Eber 2 - Vico
ng/ml
4
3
2
1
0+ Tag
-4 1 35 56 77 98 19 40 B1 182
Eber 3 - Vitus

Abb. 5. 10 a Verlauf von Androstenon im Blutplasma der Eber 1-3 von Tag -4 bis
Tag 176.

Tag 0 = Tag der zweiten Immunisierung.
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Androstenon
ng/ml
4 -
3
2
14
0 Tag
-4 114 35 56 v 98 19 140 161 82
Eber 4 - Vinur
ng/ml
4 -
3]
2
1
0 Tag
-4 1 35 56 77 98 119 40 61 182
Eber 5 - Vallenthin
ng/ml
4
3
2 4
1
0- Tag
-4 114 35 56 v 98 19 140 61 82

Eber 6 - Viktor

Abb. 5. 10 b Verlauf von Androstenon im Blutplasma der Eber 4-6 von Tag -4 bis
Tag 176.

Tag 0 = Tag der zweiten Immunisierung.
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5.1.7. Skatol

Wie aus Abb. 5.8 ersichtlich, tendierte Skatol zu einem vergleichbaren Verlauf wie
Androstenon, zeigte aber keinen so offensichtlichen Tiefpunkt unter der Immunisie-
rung, so dass beachtliche Konzentrationen im Blut gefunden wurden, obwohl die Ho-
denfunktion wéhrend des ,Tiefpunktes* ausgeschalten war.

Auch fur Skatol konnten erhdhte Konzentrationen sowohl im Fettgewebe als auch im
Blutplasma der friihen drei Wiederaufnahmetiere festgestellt werden (Tab. 5.2). Bei
Eber 4 — Vinur konnten bei noch niedrigen Blutplasmawerten (0,3 ng/ml) bereits eine
erhohte Fettkonzentration fur Skatol gemessen werden. Eber 3 — Vitus weist im Ver-
gleich zu Eber 1 — Vino und Eber 2 — Vico eine hdhere Blutplasmakonzentration auf,
wobei der Wert fur das Fettgewebe deutlich unter den beiden Tieren liegt. Eine Ten-
denz beziglich der Reihenfolge der Wiederaufnahme der Hodenfunktion l&sst sich
fur Skatol demnach nicht ableiten. Kein Tier dberschritt den Grenzwert von
250 ng Skatol/g Fett fir diese Substanz (Tab. 5.2).

Im Vergleich mit den intakten Tieren A-D der Kontrollgruppe (Abb. 5.9, rechts) lasst
sich erkennen, dass es keine eindeutigen ,Mindestwerte” fir Skatol beim Eber zu
geben scheint. Eber B — Isko weist einen deutlich geringeren Skatolfettgehalt auf als
Eber 1 — Vino oder Eber 4 — Vinur. Kein Tier der Behandlungsgruppe lieferte zum
Zeitpunkt der Euthanasie Skatolwerte im Ruckenfett, die vergleichbar mit Eber C —
Iven oder Eber D — lodoc waren. Eber A — Islay und Eber 2 — Vico hatten vergleich-

bare Fettgewebskonzentrationen fir Skatol.

Betrachtet man nun die Einzeltierdarstellung der Skatolverlaufskurve (Abb. 5.11 a, b),
welcher eine andere Skala (y-Max 60 ng Skatol/ml Blutplasma) wie der mittleren
Verlaufskurve aller Tiere der Behandlungsgruppe (Abb. 5.8,
y-Max 3 ng Skatol/ml Blutplasma) zugrunde gelegt wurde, so fallt auf, dass
alle Eber mit mehr oder minder hohen Anfangskonzentrationen (Tag -4 4,9 ng/ml bis
57,73 ng/ml) vor der zweiten Immunisierung (Tag 0) um den OP-Termin (Tag -5)
starten. Alle Werte, die Uber den gesamten Versuchszeitraum gemessen werden
konnten, liegen weit unter dem Grenzwert von 250 ng Skatol/ml Blutplasma. Unter
der Wiederaufnahme der einzelnen Eber konnte keine Werterhdhung festgestellt

werden.
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Skatol
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60 4
40
20
O‘\“’WN‘L o o000 o o
I I “““Tag
-4 “ 35 56 77 98 19 40 61 182
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60 4
40
20
<k¢~§,p‘&v__‘\‘

0 R e R RO R S o= T
-4 “ 35 56 77 98 19 %0 161 182
Eber 2 - Vico

ng/ml
60 4
40 4
20 4
0 AMT&\Q
-4 “ 35 56 77 98 19 140 161 182
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Abb. 5. 11 a Verlauf von Skatol im Blutplasma der Eber 1-3 von Tag -4 bis Tag 176.

Tag 0 = Tag der zweiten Immunisierung.
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Abb. 5. 11 b Verlauf von Skatol im Blutplasma der Eber 4-6 von Tag -4 bis Tag 176.

Tag 0 = Tag der zweiten Immunisierung.
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5.2.  Veranderungen der Hodengrof3e in vivo

5.2.1. Auswertung der Bandmal3daten

Alle Tiere der Behandlungsgruppe zeigen unter nachlassendem Immunisierungsef-
fekt und beginnender Wiederaufnahme eine deutliche GréRenzunahme beider Ho-
den (Tab. 5.3, Messungen nach der Wiederaufnahme sind farblich unterlegt; Vgl.
auch Abb. 4.4). Zu berlcksichtigen ist, dass anhand der Hodengré3e keine Aussage
Uber die Wirksamkeit der Immunisierung gegen GnRH getroffen werden kann: so
Ubertrifft Eber 1 — Vino unter der Immunisierung bereits die anderen Tiere bezuglich
der Hodenmal3e, gleichzeitig erreichten andere Tiere (z.B. Eber 6 — Viktor) unter der
Wiederaufnahme lediglich eine HodengroRe vergleichbar der Ausgangsgrof3e des
Tieres Vino.

Eber 1 — Vino Ubertrifft beztglich der LaAngs- und Querdurchmesser der Hoden sogar
die Kontrolltiere A-D (GrolRenzunahme bis zu + 38,3 %). Eber 2 — Vico und Eber 3 —
Vitus liegen genau im physiologischen Bereich bezuglich der HodengréRe intakter
Eber gleichen Alters, wobei Eber 2 — Vico eine Groélienzunahme von bis zu 50 % un-
ter der Wiederaufnahme vorweisen kann. Eber 4-6 liegen noch deutlich unter der
GroRRenspanne der Kontrollgruppe (A-D); die GrolRenzunahme von Eber 6 — Viktor
bewegt sich durchaus bei 30,1 %.

Abb. 5.12 a dient dem optischen Vergleich der Prozesse unter nachlassendem Im-
munisierungseffekt und der Wiederaufnahme der Hodenfunktion der einzelnen Tiere,

zwischen den Tieren und dem Vergleich mit den Kontrollebern (Abb. 5.12 b).
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Tab. 5. 3 Kontinuierliche Kontrolle des Bandmalf3es in mm (l&angs, quer) beider Ho-

den im Verlauf des Versuches von der 37. bis 52. Lebenswoche.

Die grau unterlegten Werte (mm) wurden unter der Wiederaufnahme ermittelt.

Eber 1 - Vino Eber 2 - Vico Eber 3 - Vitus
links rechts links rechts links rechts
Tag langs quer langs quer langs quer langs quer langs quer lan gs quer
76 180 90 180 100 150 65 160 70 140 60 145 55
[}
o
o
= © 103 215 12 215 12 175 90 180 90 170 75 155 80
(2]
o N~
c ™
= 2 132 255 15 260 155 230 120 225 125 210 110 210 100
c
[
<
> 153 287 160 270 170 273 132 273 130 255 120 243 110
167 280 170 280 165 270 125 265 120 265 120 270 120
180 295 170 295 160 285 130 285 130 275 130 260 120
Eber 4 - Vinur Eber 5 - Vallenthin Eber 6 - Viktor
links rechts links rechts links rechts
Tag langs quer langs quer ladngs quer langs quer langs quer lan gs quer
“ 76 120 30 110 30 140 60 145 60 150 60 145 70
o
o
2 © 103 130 50 130 50 125 50 130 60 150 65 145 65
(2]
o N~
c m
= % 132 130 50 130 55 120 40 130 45 160 65 150 60
c
©
<
& 153 156 55 164 60 178 80 170 80 180 70 170 75
167 174 70 165 65 200 100 192 90 190 73 183 77
180 200 90 200 90 217 110 215 100 205 90 200 75
Eber A - Islay Eber B - Isko
S « links rechts links rechts
= n
2
g % langs quer langs quer langs quer langs quer
X
255 100 260 100 265 100 275 120
Eber C - Iven Eber D - lodoc
& o links rechts links rechts
5
‘E % langs quer langs quer ladngs quer langs quer
X
285 120 300 150 288 110 287 107
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5.2.2. Auswertung der Sonographie

Auch durch die Auswertung der Sonographie — insbesondere der mittleren Durch-
messer der Hodenquerschnitte — wird die Grél3enverdnderung belegt (Tab. 5.4, Mes-
sungen nach der Wiederaufnahme sind farblich unterlegt).

Eber 1 — Vino Ubertrifft unter den Auswirkungen der Immunisierung bereits die ande-
ren Tiere bezuglich der Hodendurchmesser, gleichzeitig erreichten andere Tiere (z.B.
Eber 6 — Viktor) unter der Wiederaufnahme lediglich eine Hodengrol3e vergleichbar
der Ausgangsgrof3e des Tieres Vino.

Eber 1 — Vino zeigt im Querdurchmesser der Hoden Endmal3e, die wiederum die
Kontrollgruppe (A-D) Ubertreffen (GroRenzunahme bis zu + 38,7 %). Eber 2 — Vico
(GréRenzunahme bis zu + 44,3 %) und Eber 3 — Vitus (Grélienzunahme bis
zu + 50,9 %) liegen genau im physiologischen Bereich intakter Eber gleichen Alters.
Eber 4-6 beginnen sich erst der Gréfienspanne der Kontrollgruppe (A-D) anzuna-
hern; die Groélienzunahme von Eber 6 — Viktor bewegt sich durchaus schon bei
25,2 % unter der beginnenden Wiederaufnahme.

Abb. 5.13 a, b dient der optischen Untermalung der Prozesse unter nachlassendem
Immunisierungseffekt und der Wiederaufnahme der Hodenfunktion der einzelnen
Tiere und zwischen den Tieren zu drei verschiedenen Zeitpunkten des laufenden
Versuches (Vgl. Abb. 4.3). Der Langsschnitt soll die Entwicklung eines ausgepragten
Rete testis veranschaulichen. Der Vergleich mit den Kontrollebern kann mit
Abb 5.13 c angestellt werden.
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Tab. 5. 4 Kontinuierliche Kontrolle des Hodendurchmessers in mm (langs, quer)
beider Hoden im Verlauf des Versuches von der 37. bis 52. Lebenswoche.

Die grau unterlegten Werte (mm) wurden unter der Wiederaufnahme ermittelt.

Behandlungsgruppe

Behandlungsgruppe

Kontrollen

Kontrollen

LW 37 - 52

LW 37 - 52

LW 52

LW 52

Eber 1 - Vino Eber 2 - Vico Eber 3 - Vitus
Tag links rechts links rechts links rechts
76 45.6 45.0 38.5 38.2 35.1 29.4
103 61.4 58.8 43.6 46.1 43.8 39.9
132 69.8 65.7 59.9 56.9 55.1 55.4
153 72.3 69.2 63.8 64.1 60.9 60.5
167 73.3 72.8 65.4 64.1 65.7 63.9
180 74.3 73.5 69.5 68.2 64.4 67.2
Eber 4 - Vinur Eber 5 - Vallenthin Eber 6 - Viktor
Tag links rechts links rechts links rechts
76 30.5 26.2 32.0 31.5 36.0 34.4
103 27.3 27.8 29.8 32.4 36.6 34.7
132 36.4 37.5 36.1 35.7 35.8 40.0
153 41.2 39.4 43.9 43.2 45.2 42.1
167 43.6 44.8 50.8 47.9 46.8 44.3
180 48.8 50.4 56.3 55.2 47.2 46.9
Eber A - Islay Eber B - Isko
links rechts links rechts
62.3 59.8 59.7 61.1
Eber C - lven Eber D - lodoc
links rechts links rechts
69.5 67.5 68.2 61.3
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quer

Kontrollgruppe
LW 52

langs

Eber A - Islay Eber B - Isko

quer

Kontrollgruppe
LW 52

langs

Eber D - lodoc

Eber C - Iven

Abb. 5. 13 ¢ Optischer Vergleich der Hodendurchmesser der Kontrolltiere.

Die abschlieRende HodengréfRe wurde im Alter von 52 Wochen dokumentiert.
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5.3.  Veranderungen der Gewebeproben

5.3.1. Ergebnisse der makroskopischen Auswertung der Hoden und akzessorischen

Geschlechtsdriisen

Tierindividuell unterschied sich das Hodengewicht (Tab. 5.5) betrachtlich, wobei of-

fensichtlich wurde, dass das mittlere Hodengewicht der Kontrolleber nur von den

Tab. 5.5 Gewichte in g beider Hoden und der Geschlechtsdriisen sowie Testoste-
ronkonzentrationen der einzelnen Eber der Behandlungsgruppe und der Kontroll-
gruppe (MW £ S.E.M.).

Die Nummerierung der Eber (1-6) entspricht der Reihenfolge der Wiederaufnahme der Ley-

digzellfunktion.

Hoden akzessorische Geschlechtsdriusen
Gl. Gl. Gl.

Wiederaufnahme links rechts bulbourethralis vesicularis prostatica Testosteron
Eber (Tag) (@ @ ()] (@ @ (ng/mL)
1 Vino 74 690 640 185 215 25 151
2 Vico 92 510 515 275 340 15 2.47
3 \Vitus 107 445 485 185 430 20 4.79
4 Vinur 131 225 230 205 240 10 2.44
5 Vallenthin 158 320 325 80 50 5 1.05
6 Viktor 170 265 240 80 40 10 0.41
Kontrolleber 456.3 £30.1 432.5+29.7 136.3+17.5 198.8+54.0 12.5+13 1.25+0.32

drei frihen” Wiederaufnahmetieren — diejenigen, welche ihre Hodenfunktion als ers-
te wieder aufgenommen hatten — erreicht wurde. Eber 1 und 2 Uberschritten sogar
das Hodengewicht der Kontrollgruppe. Im Gegensatz dazu, erreichten Eber 4 bis 6
nur die Halfte des Hodengewichtes der Kontrolltiere, wobei Eber 5 und 6 auch noch
kontinuierlich niedrige Testosteronkonzentrationen aufwiesen.

Umgekehrt wird die tierindividuelle Ausprdgung der Testosteronsynthese auch von

dem Gewicht der akzessorischen Geschlechtsdriisen reflektiert. Beide Parameter
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zeigten sich verringert bei den Ebern 5 und 6, verglichen zu den anderen Ebern der
Behandlungsgruppe sowie mit den Kontrollebern. Eber 1 bis 4 Uberschritten sogar
die mittleren Werte fur die Bulbourethral- und Vesiculardriise der Kontrollen und ten-
dierten auch zu héheren Prostatagewichten.

Abb. 5.14 a, b sollen einen visuellen Vergleich der Geschlechtsdriisen liefern. Die
GroRRe der akzessorischen Geschlechtsdriisen wurde anhand des Gewichtes ausge-
wertet (Tab. 5.5), eine Vermessung der einzelnen Driisen wurde nicht durchgefihrt.
Fur die anatomische Identifikation Vgl. Abb. 2.3.

5.3.2. Histologische Ergebnisse

5.3.2.1. Morphologische Ergebnisse des Hodengewebes

Tab. 5. 6 Charakterisierung der absoluten und relativen Gesamtflache an Hodentu-
buli und Interstitium (MW + S.E.M.).

Die relativen Werte beziehen sich auf eine ausgewertete Bezugsflache von 130 x 10 pm?.
Die Nummerierung der Eber (1-6) entspricht der Reihenfolge der Wiederaufnahme der Ley-

digzellfunktion. Fur die Kontrollgruppe wird der S.E.M. angegeben.

Gesamtflache
Tubulusflache Interstitiumflache
Eber um? x 10° % um? x 10° %
1 Vino 1.01 78.3 0.25 21.7
2 Vico 0.91 72.2 0.35 27.8
3 Vitus 0.98 77.8 0.29 22.2
4 Vinur 0.99 77.8 0.30 22.2
5 Vallenthin 1.05 85.8 0.18 14.2
6 Viktor 0.99 77.4 0.29 22.6

Kontrolleber 1.02 £0.02 79.2+15 0.27 +£0.02 208+1.5
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Die relative Verteilung der Tubuli seminiferi und des Interstitialgewebes zur gesamten
Hodenschnittebene wurde in Tabelle 5.6 ausgewertet.

Die Flache der Tubuli seminiferi zeigte sich sowohl in der Gruppe der vakzinierten
Eber als auch im Vergleich zu der Kontrollgruppe ziemlich einheitlich, mit Werten um
die 1,01 pm? x 10° pro ausgewerteter Gesamtflache.

Infolgedessen reprasentierten die Samenkanélchen etwa 80 % der Gewebeflache
des Hodens, das Interstitialgewebe die restlichen 20 %.

Demnach wurde die relative Verteilung dieser beiden Kompartimente nicht durch das
erhohte Hodengewicht beeinflusst.

Tab. 5.7 Mal3e der einzelnen Tubuli seminiferi, der Keimepithelien und der mitoti-

schen Aktivitat der einzelnen immunisierten Eber.

Die Nummerierung der Eber (1-6) entspricht der Reihenfolge der Wiederaufnahme der Ley-

digzellfunktion. Fir die Kontrollgruppe wird der S.E.M. angegeben.

Tubuli seminiferi Keimepithel Mitoseaktivitat
Durchmesser Flache Hohe Flache Ki-67 positive
Eber (um) (um? x 10%) (um) (um?x 10%)  Spermatogonien
1 Vino 272.5 5.8 81.0 4.9 2033
2 Vico 222.2 3.9 67.0 3.3 1416
3  Vitus 234.1 4.3 69.2 3.6 1182
4 Vinur 207.9 3.4 68.3 3.0 1642
5 Vallenthin 193.9 3.0 64.6 2.6 1194
6 Viktor 197.0 3.1 52.9 24 869
Kontrolleber 313.2+19.1 79+£1.0 103.5£5.0 6.9+0.8 2028 £175 .5

Im Gegensatz zu den Leydigzellen, tragen die Tubuli weniger zur Hodengrol3e bei.
Geringgradige Unterschiede im Durchmesser und der Flache der Samenkanélchen
(Tab. 5.7) wurden bei den immunisierten Tieren gefunden. Diejenigen Eber, deren

Hodenfunktion friher aufgenommen wurde, zeigten leicht erhdhte Mal3e der Hoden-
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tubuli. Die Kontrollgruppe jedoch lag erneut stets dariiber. Die gesteigerte Tubuligro-
Be scheint ebenfalls nicht von den Unterschieden in der Sertolizellzahl abhangig zu
sein, welche Werte um die 6 Sertolizellen pro Tubulus (ohne grol3e Variationsbreite
bei der Behandlungsgruppe) gegen 7,5 Sertolizellen je Tubulus bei der Kontrollgrup-
pe lieferten (ABERCROMBIE 1946). Folglich wird die Grol3e der Samenkandalchen
hauptsachlich von der Spermatogeneseaktivitdt bestimmt, wie es sich anhand der
AusmalRe des Keimepithels und noch deutlicher durch die mitotische Aktivitat der
Spermatogonien ablesen lasst (Vgl. Abb. 5.16).

Zur optischen Untermalung sind in Abb. 5.15 a (oben) einzelne Hodentubuli mit der
jeweiligen Keimepithelhbhe exemplarisch dargestellt. Bei Eber 2 — Vico und Eber 6 —
Vinur zeigt sich ein deutlicher Unterschied zwischen der Keimepithelhéhe in Abhén-
gigkeit des individuellen Zeitraumes der Wiederaufnahme. Die Gegenuberstellung
mit einem intakten Eber D — lodoc und dem histologischen Bild des immunisierten
Ebers Esra (Abb. 5.15 a, unten rechts) verdeutlicht die Spanne zwischen den frihen
und spaten Wiederaufnahmetieren. Eine Epithelhdhe vergleichbar der in
intakten Ebern konnte noch nicht vollstandig erreicht werden (Differenz
+30 um min.), wahrend unter anhaltender Immunisierung kein intaktes Keimepithel
und keine physiologische Struktur von Hodentubuli gefunden werden konnte (keine

Messung).

Veranderungen in den Charakteristika der Leydigzellen mit sich verandernder Ho-
dengrof3e sind in Tab. 5.8 ausgewertet.

Die Anzahl von Leydigzellen je ausgewerteter Flache von 10° pm? (ABERCROMBIE
1946) wird zusatzlich auf die GesamtgroéRe des Hodens bezogen.

Die Anzahl der Leydigzellen je Hoden (Tab. 5.8) war in allen immunisierten Ebern im
Vergleich zu den Kontrollen erhoht, wobei offensichtlich keine Beziehung zwischen
der Zahl der Leydigzellen und der Hodengréf3e bestand.

Stattdessen zeigte die Grol3e des Kerns und des Cytoplasmas der Leydigzellen eine
Beziehung zur HodengroRRe: die Kerngrof3e der immunisierten Eber zeigte eine ver-
minderte Abhangigkeit, da sich die Kerngro3e zwischen Eber 2 und 6 maximal um
den Faktor 2 unterschied. Die Kontrolleber jedoch hatten ein mittleres Kernvolumen

von 154 pm?®, was deutlich hoher lag als das von Eber 2.
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Tab. 5.8 Charakterisierung des Interstitialgewebes: Gesamtflache und relative Ver-

teilung der Leydigzellen sowie das jeweilige Kern- und Cytoplasmavolumen.

Die Nummerierung der Eber (1-6) entspricht der Reihenfolge der Wiederaufnahme der Ley-

digzellfunktion. Fir die Kontrollgruppe wird der S.E.M. angegeben.

Leydigzellzahl Leydigzellvolumen (um 3)
n/um?x 10°  10'%Hoden Kern Cytoplasma
Eber
1 Vino 3535 6.6 80.0 579.1
2 Vico 2417 4.0 125.6 954.7
3 \Vitus 2724 3.8 100.7 678.2
4 Vinur 3328 3.0 89.7 224.2
5 Vallenthin 4 457 3.9 74.5 168.0
6 Viktor 5635 5.8 63.9 170.3
Kontrolleber 2493.0+280.9 2.2+0.2 154.2+24.5 1596.9 +285.3

Noch deutlicher zeigten sich die Unterschiede im Cytoplasma der Leydigzellen: bei
den vakzinierten Ebern wurde maximal ein sechsfacher Unterschied erreicht (wieder
Eber 2 zu 6); dann wiederum lag das Cytoplasmavolumen zwischen einem Faktor
von 9,5 (Eber 5 und 6) und 1,7 (Eber 2) wenn der Vergleich mit den Kontrolltieren
angestellt wurde.

Insgesamt scheint es, dass sowohl die Grol3e des Kerns als auch die des Cytoplas-
mas bei den immunisierten Ebern mit dem Grad der Wiederaufnahme der Hoden-
funktion verknipft ist und somit auch mit der Hodengrof3e. Die Werte der Kontroll-

gruppe aber liegen noch daruber.
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In Abb. 5.15 b lasst sich erkennen, dass das Interstitium des Ebers 2 — Vico sich dem
physiologischen Zustand des Ebers D — lodoc deutlich annédhert. Eber 6 — Vinur steht
entsprechend seiner erzielten Testosteronsynthese am Anfang der Wiederaufnahme,
was sich auch in dem histologischen Status praesens erkennen lasst: die Kerne sind
deutlich zu erkennen, das Cytoplasma der Leydigzellen noch geringgradig ausge-
pragt. Unter der Immunisierung (unten rechts) kann Eber Esra kein Leydigzellcyto-

plasma aufweisen, auch die Interstitialflache ist deutlich geringer angelegt.

Tubuli seminiferi - Keimepithelhéhe

Eber IM - Esra

Abb. 5. 15 a Beispiele fur die Unterschiede in der Keimepithelhdhe in Ebern der Be-
handlungsgruppe (oben), einem Kontrolltier (unten links) und einem immunisierten
Eber (unten rechts).

Eber 2, oben links: 110.58um; Eber 6, oben rechts: 75.49um (die Werte unterscheiden sich
von Tab. 5.7, welche die Mittelwerte aus 8 Tubuli je Eber zeigt); Eber D, unten links:

140.07um; Eber IM, unten rechts: rudimentére Keimepithelhdhe, nicht messbar.
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Eber 6 - Vinur

Leydigzellen - Interstitium

Eber D - lodoc Eber IM - Esra

Abb. 5. 15 b Beispiele fur die Auspragung der Leydigzellen im Interstitialgewebe in
Ebern der Behandlungsgruppe (oben), einem Kontrolltier (unten links) und einem

immunisierten Eber (unten rechts).
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5.3.2.2. Auswertung der Spermatogeneseaktivitat

0]
% 30 -

20 A

10 -

Il 1l 1\ \% VIVII VI

50 -

25 1

pra-meiotisch meiotisch post-meiotisch
Spermatogenesestadien
Abb. 5.16 Relative Verteilung der unterschiedlichen Spermatogenesestadien in

immunisierten (n = 6, schwarze Balken) und intakten Ebern (n = 4, weilRe Balken).

Die acht Stadien der Spermatogenese (SWIERSTRA 1968; oben) wurden zu prameiotischen
(1, 1, 1n, meiotischen (v, V) und postmeiotischen (VI/VII, VIII) Phasen zusammengefasst
(GARCIA-GIL et al. 2002; unten). Die Werte sind als MW + SEM gegeben. Es bestehen kei-

ne signifikanten Unterschiede zwischen den Tieren der Behandlungs- und Kontrollgruppe.

Alle Eber hatten Keimepithelien, die alle Stadien der Spermatogenese und alle Ty-
pen an spermatogenen Zellen (Abb. 5.15) aufwiesen. Es war eine Tendenz dahinge-

hend erkennbar, dass die weiter fortgeschrittenen Spermatogenesestadien — wie
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Stadium IV und VIII — in den immunisierten Tieren im Vergleich zu den Kontrolltieren
unterreprasentiert waren. Eine weitere Differenzierung innerhalb der behandelten
Tiere fuhrte zu keinem signifikanten Unterschied. Bei den prameiotischen Spermato-
genesestadien (I, II, 1) tendierten die behandelten Eber dazu die Kontrolltiere zu
Ubertreffen, wahrend sie sich dem ,Eberlevel” im Hinblick auf die meiotischen (IV, V)
und postmeiotischen Stadien (VI/VII, VIII) lediglich anndherten.



Diskussion 146

6. DISKUSSION

6.1. Auswirkungen der Wiederaufnahme auf hormoneller Ebene

Die zeitlichen Beziehungen zwischen zweiter Immunisierung, Anstieg des Titers und
die hormonellen Auswirkungen wurden bereits friher flr einen Zeitraum von etwa 40
Tagen dargestellt (CLAUS et al. 2007). In dieser friheren Studie, war die Hodenfunk-
tion am Versuchsende noch vollstandig unterdrickt.

In der vorliegenden Studie zeigte sich zu Beginn eine vergleichbare ,Short time-
relationship® (Vgl. Abb. 5.1), der Versuchsrahmen wurde aber im Vergleich zu der
vorangegangenen Studie (CLAUS et al. 2007) bis zu dem Zeitpunkt (182 Tage nach
der zweiten Immunisierung) ausgedehnt, an dem alle Eber ihre Hodenfunktion wieder
aufgenommen hatten.

Zwei Impfdosen eines Impfstoffes gegen GnRH, welche im Abstand von etwa 4 Wo-
chen den Ebern appliziert wurden, fuhrten zu einer effektiven Antikdrperbildung und
zu einem Abfall von LH und nachfolgend zu einem Abfall der Hodensteroide. Es wur-
de gezeigt, dass die zweite Immunisierung zu maximalen Antikorpertitern fuhrte und
einem zeitgleichen Abfall von LH innerhalb einer Woche (CLAUS et al. 2007) (Vgl.
Abb. 5.1).

Die Dauer der Wiederaufnahme der Hodenfunktion nach der Immunisierung gegen
GNRH mit IMPROVAC® (EINARSSON 2006) oder anderen Impfstoffformulierungen
(MELOEN et al. 1994, CARATY & BONNEAU 1986) wurde bislang nicht untersucht.
Bei anderen Spezies, z.B. bei kryptorchen Hengsten (SCHANBACHER & PRATT
1985) und Mastbullen (ADAMS & ADAMS 1992), dauerte es bis zu einem halben
Jahr bis wieder physiologische Hodengrdél3en erreicht wurden.

In vergleichbarer Weise wurde das Niveau der Gonadotropinsekretion von post-
menopausalen Frauen innerhalb von 180 Tagen nach erfolgreicher Immunisierung
umgekehrt (GUAL et al. 1997). Verlangerte Zeitraster wurden fir Schafbdcke
(BROWN et al. 1994) und wildlebende Bocke (GODFREY et al. 1996) berichtet, wo-
nach wenige einzelne Schafbdcke bis hin zu 80 Wochen oder einzelne Bdcke bis hin
zu 60 Wochen nach der zweiten Immunisierung noch subnormal gro3e Hoden hat-
ten. Allerdings ist denkbar, dass bei streng saisonalen Schafrassen das Ende des
Immunisierungseffektes unmittelbar von einer saisonalen Hemmung der Hodenfunk-

tion gefolgt war.
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In der vorliegenden Studie wurde die Testosteronsynthese sehr unterschiedlich wie-
der aufgenommen: die Zeitspannen zwischen den Tieren lagen breitgefachert bei
10 bis 24 Wochen (entspricht 2,3 — 5,6 Monate) nach der wirkungsentfaltenden zwei-
ten Immunisierung (Vgl. Abb. 5.6 a, b).

Auch AWONIYI et al. 1990 fanden eine spontane Reversibilitdt der Immunisierung
gegen LHRH 25 Wochen (entspricht 5,8 Monate) nach der zweiten Immunisierung.
Zu beachten bei diesem Ergebnis ist jedoch, dass kein kontinuierlicher Verlauf der
LH- oder Testosteronplasmakonzentrationen dokumentiert wurde (in Woche 17 nach
der zweiten Immunisierung deutete sich noch keine Wiederaufnahme der Hodenfunk-
tion an). Zudem hatten die Tiere eine dritte Immunisierung 3 Wochen nach der zwei-
ten Boosterinjektion erhalten.

Es war zu erwarten, dass ein anfanglich hoch entwickelter Antikérpertiter auch zu
einer verspateten Wiederaufnahme der Hodenfunktion fuhrt, aber diese Annahme
konnte nicht belegt werden. Obwohl der Eber mit der geringst entwickelten Titerh6he
zuerst die Steroidogenese wieder aufgenommen hat, waren die zwei Eber mit den
hochsten Leveln an Antikdrpertitern der zweite und vierte in der Sequenz der Wie-
deraufnahme der Hodenfunktion (Vgl. Abb. 5.2 a, b und Abb. 5.6 a, b). Gleicherma-
Ben konnte kein Grenzwert des Antikorpertiters fur die Wiederaufnahme der Hoden-
funktion abgeleitet werden. Demzufolge scheinen fur die Wiederaufnahme der Hor-
monsynthese und damit auch der Androstenoneinlagerung in das Fettgewebe hohe
individuelle Unterschiede zu bestehen, die ihrerseits auf individuellen Unterschieden
bezuglich der Ansprechbarkeit der Leydigzellen auf LH beruhen kénnten, aber auch
auf einer individuellen Sensitivitat der Hypophyse auf minimale GnRH-Werte zu rea-
gieren. Frihere Studien mit GhnRH immunisierten Ebern fiihrten zu Testosteronkon-
zentrationen um die Nachweisgrenze (AWONIYI et al. 1988b), aber ein standardisier-
ter ,LH-challenge” flihrte zu einem Testosteronanstieg, welcher nur ein Drittel des
Anstiegs in nicht-immunisierten Kontrollen betrug. Infolgedessen wird die Ansprech-
barkeit der Leydigzellen nicht allein durch das Level der LH-Konzentrationen be-
stimmt, sondern auch von der Prasenz an LH-Rezeptoren (MacKINNON et al. 1978).
Daher wird angenommen, dass FSH, welches jedoch nicht durch die Immunisierung
gegen GnRH beeinflusst wird (AWONIYI et al. 1988a, AWONIYI et al. 1988b, WAG-
NER & CLAUS 2004), sich wiederum auf die LH Sensitivitat auswirkt (MacKINNON
et al. 1978). Da unlangst gezeigt wurde, dass die Leydigzellen der Eber ausschliel3-

lich LH Rezeptoren exprimieren aber keine FSH Rezeptoren (CLAUS, personliche
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Mitteilung), ist es wahrscheinlich, dass die Immunisierung gegen GnRH zu einem
Verlust an LH Rezeptoren fuhrt und somit zu einer voriibergehenden Resistenz ge-
genuber LH, wenn dieses im Zuge der Wiederaufnahme wieder ansteigt. Der tierindi-
viduelle Anstieg von LH wurde detailliert durch die Bestimmung des pulsatilen Frei-
setzungsmusters von LH in den drei 24h Windows (Vgl. Abb. 5.3 a, b) beschrieben.
Es ist bekannt, dass solch ein Anstieg des pulsatilen Sekretionsmusters wahrend der
pubertaren Entwicklung bei verschiedenen Spezies stattfindet — die menschliche ein-
geschlossen

(OERTER et al. 1990).

Da FSH nicht durch die Immunisierung von Ebern angesprochen wird (AWONIYI et
al. 1988a, AWONIYI et al. 1988b, WAGNER & CLAUS 2004) (Vgl. Abb. 5.4 a, b),
wird angenommen, dass FSH entweder durch ein separates Releasing Hormon regu-
liert wird oder durch die Sekretion von Activin im Hypothalamus (PADMANABHAN &
McNEILLY 2001).

Mit der Wiederaufnahme der Leydigzellaktivitat, wird auch der anabole Zustand auf-
grund der Synthese von Testosteron und 17(3-Estradiol wieder aufgenommen (Vgl.
Abb. 5.5).

Die Entwicklung der Skatolkonzentrationen im Blutplasma steht nur mafig mit dem
hormonellen Zustand der Eber in Verbindung; es ist bekannt, dass auch Sauen und
Kastraten niedrigere Skatolkonzentrationen aufweisen (LOESEL et al. 2006) (Vgl.
Abb. 5.11 a, b).

Im Gegensatz dazu folgt Androstenon genau dem Verlaufsmuster der anderen Ho-
densteroide (Vgl. Abb. 5.8). Da erst drei von sechs Ebern begonnen haben
Androstenon zu synthetisieren, standen die Konzentrationen des Fettspeichers noch
nicht im Gleichgewicht mit den Blutplasmakonzentrationen und Uberschritten bei kei-
nem Eber den gesetzlich festgelegten Grenzwert von 0,5 pg Androstenon/g Fett (Vgl.
Tab. 5.2). Dieser Grenzwert entspricht den EU Richtlinien (EINARSSON 2006).

Im Hinblick auf die praktische Anwendung der Immunisierung gegen GnRH, wurde
gezeigt, dass die Immunantwort fur einen hinreichend langen Zeitraum anhélt, so
dass nicht nur die Elimination von Androstenon aus dem Fettgewebe gesichert ist,
sondern auch, dass alle Eber, die das Schlachtendgewicht verzdgert erreichen, keine

weiteren Immunisierungen bendtigen.
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6.2. Auswirkungen der Wiederaufnahme auf die Gewebeparameter

Auf Gewebeebene, kann die Impfung zu einem Verlust an Leydigzellplasma um bis
zu 90 % fuhren — und daraus resultierend zu einem Verlust der Reproduktionshor-
mone — wahrend die Anzahl der Leydigzellen konstant bleibt. Zusatzlich, wurde der
Durchmesser der Hodentubuli um 30 % vermindert. Die Mitoserate wurde verringert
und die Spermatogenesezellen um etwa 60 % reduziert - ausgenommen die Typ A
Spermatogonien (WAGNER & CLAUS 2004).

Die vorliegende Studie zeigt auch, dass die histologischen Merkmale eine betrachtli-
che Variationsbreite aufweisen, welche sich nur teilweise durch den GnRH Antikor-
pertiter oder periphere Steroidkonzentrationen erklaren lassen. Deshalb sind weiter-

fuhrende Untersuchungen zu diesem Phanomen notwendig.

Die Hodenmorphologie zeigte, dass das Hodengewicht in Beziehung zu den Testos-
teronkonzentrationen steht; aber nur ein Teil dieser Eber, welche friih begannen ihre
Hormonproduktion wieder aufzunehmen, haben das Hodengewicht der Kontrolleber
erreicht, wahrend die anderen sogar die Kontrollen dbertrafen (Vgl. Tab. 5.5 und
Abb. 5.12 a, b). Letztere Feststellung kdnnte mit einem ,Rebound-Phanomen* zu-
sammenhangen, wie es sich auch in der pubertaren Entwicklung (ALLRICH et
al. 1982) zeigt, wenn die Hodenfunktion in einem wellenartigen Muster optimiert wird
bis der reife Zustand erreicht wurde (ALLRICH et al. 1983, WAGNER & CLAUS
2008a).

Im Gegensatz dazu, ist es wohl bekannt, dass das Gewicht der akzessorischen Ge-
schlechtsdrisen durch gonadale Steroide kontrolliert wird (Vgl. Tab. 5.5 und
Abb. 5.14 a, b), Testosteron und 17B-Estradiol bei Ebern eingeschlossen (JOSHI &
RAESIDE 1973, CLAUS & HOFFMANN 1980).

Der hauptsachlich bestimmende Faktor flr die Hodengrof3e ist der funktionelle Zu-
stand der Leydigzellen. Es wird als allgemeingultig betrachtet, dass in adulten mann-
lichen Lebewesen, die Anzahl der Leydigzellen konstant ist und daher nicht die Ver-
anderungen in der Hodengré3e bedingen, wie sie in der vorliegenden Studie festge-
stellt wurden (MENDIS-HANDAGAMA & ARIYARATNE 2001).

Stattdessen bestimmen unter anderem die Gréf3e der Kerne und die Menge des Cy-
toplasmas die Hodengrdl3e (Vgl. Tab. 5.8 und Abb. 5.15 b). Der Anstieg der Hoden-
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grof3e und nachfolgend der funktionelle Zustand der Leydigzellen, wird durch LH an-
gestol3en, wenn der Abfall der GnRH Antikdrper, die Sekretion von LH durch die Hy-
pophyse zulasst. Es wurde friher gezeigt, dass beim Eber LH Rezeptoren aus-
schlie3lich in den Leydigzellen zu finden sind (PEYRAT et al. 1981).

Folglich agiert LH als ein Stimulus fur die Leydigzellvergrof3erung, welche zu einem
Anstieg der Hodengrof3e und einem Anstieg der Testosteron- und Estradiol-
konzentrationen flhrt.

Unsere Daten zeigen zusatzlich, dass der Durchmesser der Hodentubuli zur Morpho-
logie des Hodens beitragt (Vgl. Tab. 5.6 und Tab. 5.7).

Studien an Mausestammen, die sich in ihrer Hodengr63e unterschieden, fihrten zu
den Schlussfolgerungen, dass die HodengroRe Uber mindestens zwei autosomale
Gene reguliert wird, die ihren Effekt tGber die Regulation der Sertolizellzahl austiben
(CHUBB 1992).

Wie schon friher beschrieben (LUNSTRA et al. 2003, WAGNER & CLAUS 2008b)
spielten auch in unserer Studie mit genetisch einheitlichen Tieren die Sertolizellen
keine Rolle bei der Regulation der HodengroRRe. Vielmehr erklaren der Effekt der
hormonellen Regulation der Spermatogenese und die Leydigzellfunktion die Unter-
schiede der HodengroRe (Vgl. Tab. 5.7 und Tab. 5.8).

WISE et al. 2000 sehen einen Zusammenhang zwischen hohen zirkulierenden FSH
Konzentrationen und kleineren Hoden sowie einer geringeren Spermienproduktion.
In der vorliegenden Arbeit hatten die Tiere (Eber 5, 6) mit den héheren FSH-
Basalleveln und -Pulsen jedoch die kleinsten Hoden.

Die HOohe des Keimepithels zeigte eine geringgradige Abhangigkeit von der Testoste-
ronsekretion und war kleiner in den spat wiederaufnehmenden Tieren der Behand-
lungsgruppe als in den frihen Tieren (Vgl. Tab. 5.7 und Abb. 5.15 a).

Die HOohe des Keimepithels der Kontrollgruppe uberschritt das der Behandlungs-
gruppe, vermutlich bedingt durch Unterschiede in der mitotischen Aktivitat (Vgl.
Tab. 5.7). Es wurde gezeigt, dass die mitotische Aktivitat sowohl durch die stimulie-
renden Effekte von Estradiol zum einen Uber seinen a-Rezeptor — vorhanden in den
Typ A und B Spermatogonien bis hin zum mittleren Pachytan-Stadium der Primar-
spermatozyten — und zum anderen uber seinen Ostrogenrezeptor, der in den Sertoli-
zellen exprimiert wird, verbessert wird (LEKHOTA et al. 2006); deshalb fuhrt die
Ostrogensubstitution von GnRH vakzinierten Ebern zu einem Anstieg der mitotischen
Aktivitat ( WAGNER et al. 2006).
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6.3. Konsequenzen fur die praktische Anwendung

Alles in allem zeigen unsere Daten, dass die Normalisierung der Hodenfunktionen
nach dem Einsetzen der Hormonsynthese (Testosteron > 0,5 ng/ml) noch weitere 13
Wochen bendtigt bis die Hodenfunktion vergleichbar der physiologischen Hoden-
funktion in unbehandelten Kontrollen ist.

Fur die praktische Anwendung im Rahmen der Mast mannlicher Schweine ist damit
die aktive Immunisierung gegen GnRH ein praktikables Verfahren. Die ermittelten
zeitlichen Zusammenhéange zwischen der zweiten anamnestischen Vakzinierung und
der Hemmung bzw. Wiederaufnahme der Hodenfunktion erlauben es, einen optima-

len Zeitpunkt der zweiten Impfung vorzuschlagen.

Er sollte so gewahlt werden, dass:

- die Hodenfunktion mdglichst spat inhibiert wird. Damit kann die anabole Wir-
kung der Gonadensteroide und damit ein Mastvorteil zumindest fur einen Teil
der Mastphase genutzt werden

- die endokrine Hodenfunktion durch Abklingen des Immunisierungseffektes
noch nicht wieder eingesetzt hat und damit noch kein Geschlechtsgeruch auf-
tritt

Vorzuschlagen ist, dass die zweite Impfung frihestens 10 Wochen vor dem ange-
strebten Schlachttermin durchgefiihrt wird. Dieser zeitliche Rahmen ergibt sich aus
der zweimaligen Vakzinierung der Eber im Abstand von 4 Wochen zuzuglich ca. 14
Tage Titerentwicklung und Testosteronabfall in Verbindung mit ca. 3-4 Wochen
»<Androstenon-Clearance” aus dem Fettgewebe.
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7.  ZUSAMMENFASSUNG

Traditionell werden méannliche Ferkel chirurgisch ohne Schmerzausschaltung kas-
triert, damit die Schlachttierkérper von Ebern nicht durch den Geschlechtsgeruch
Androstenon untauglich werden.

Die aktive Immunisierung gegen GnRH bietet eine schmerzfreie Alternative zur kon-
ventionellen Kastration, was die Sekretion von LH und damit nachgeordnet die Stero-
idogenese in den Leydigzellen unterbindet.

Daten zu den zeitlichen Zusammenhangen zwischen der zweiten Immunisierung und
der Wiederaufnahme der Leydigzellfunktion lagen bislang nicht vor.

Sechs katheterisierte Eber erhielten die zweite Immunisierung (IMPROVAC®) im Al-
ter von 26 Wochen (Tag 0). Im Blutplasma wurden die Antikérpertiter gegen GnRH,
LH, FSH, die Hodensteroide (Testosteron, 173-Estradiol, Androstenon) und Skatol
bis zu dem Zeitpunkt gemessen, an dem die Testosteronplasmakonzentrationen den
Grenzwert von 0,5 ng/ml in allen Ebern tberschritten.

In der Versuchswoche 10 fiel der GnRH-Antikorpertiter wieder ab. Die Wiederauf-
nahme der Hodenfunktion wurde durch die erhdhte pulsatile Freisetzung von LH wei-
ter vorangetrieben, wahrend die Steroidsynthese in den einzelnen Tieren verzdgert
eintrat und in hohem Male zwischen den Ebern variierte; von der Entwicklung des
initialen Antikorpertiters zeigte sie sich unabhangig.

Ein Hauptgrund fur den verspateten Eintritt der Leydigzellfunktion nach Abfall des
Antikdrpertiters scheint eine variable Resistenz gegen die Wirksamkeit von LH zu
sein.

Zusatzlich wurden die Hoden derselben sechs Eber im Alter von 52 Wochen (26 Wo-
chen nach der zweiten Immunisierung) histologisch untersucht und die Ergebnisse
mit 4 intakten Ebern verglichen, welche im selben Alter geschlachtet wurden.

Das Hodengewicht zeigte eine Abhangigkeit von den Testosteronkonzentrationen im
Blutplasma. Das Hodengewicht derjenigen Tiere der Behandlungsgruppe, die zuerst
ihre Hodenfunktion wieder aufgenommen hatten, Ubertraf sogar das der Kontrollen,
was sich wohl auf ein ,Rebound-Phanomen* zurickfuhren lasst. Wesentliche Unter-
schiede im Hodengewicht ergaben sich aufgrund von Unterschieden im Cytoplas-
magehalt der Leydigzellen und weniger durch die Grol3e des Leydigzellkernes. Dar-

Uber hinaus war die H6he des Keimepithels geringgradig abhéangig von den Testos-
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teronkonzentrationen und trug mittelgradig zu den Unterschieden im Hodengewicht
bei.

Insgesamt bendtigte die restitutio ad integrum der Hodenfunktion nach der Wieder-
aufnahme der Steroidogenese weitere 13 Wochen.
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8. SUMMARY

Traditionally, male pigs are surgically castrated without anaesthesia to avoid later
occurrence of the sex odour androstenone in the carcass.

Active immunization against GnRH is a painless alternative which inhibits LH and
thus steroidogenesis in the Leydig cells.

Time between second vaccination and return of Leydig cell function is unknown.
Therefore six catheterized boars received the second dose (IMPROVAC®) at 26
weeks of age (day 0). Titre, LH, FSH, testicular steroids (testosterone, 173-estradiol,
androstenone), and scatole were determined in blood until testosterone exceeded
0.5 ng/mL again in all boars.

At week 10 the titre was low again. Return of testicular function was preceded by in-
creased pulsatile secretion of LH but onset of steroid synthesis was delayed and
highly variable (10-24 weeks) and was not related to the initial antibody titre. A major
reason for delayed onset of Leydig cell function apparently is a variable refractoriness
against LH.

In addition histological data on testes characteristics of the same six boars at an age
of 52 weeks (26 weeks after last immunization) were analyzed and data were com-
pared to another four boars which were not immunized but slaughtered at the same
age. Testis weight was related to the concentration of testosterone in blood. In boars,
that first returned to testicular function, testis weight even exceeded those in controls
probably due to rebound phenomena. Differences in testis weight were mainly due to
differences of Leydig cell content of cytoplasma and less to the size of nuclei. Addi-
tionally, the height of seminiferous epithelium was slightly dependent on testosterone
concentrations and contributed moderately to differences in testis weight. Altogether,
normalization of testicular function, even after return to steroidogenesis, requires an-

other 13 weeks.
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10. ANHANG

ANHANG I: Katheterpflege

Heparinldsung 1 %

1lg Heparin Heparin-Natriumsalz, 1501U/mg

Roth GmbH & CoKG, Karlsruhe, Deutschland
9¢g NacCl Natriumchlorid, Merck 6404

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Ad 1l Aqua bidest

Heparinldsung 0,4 %

0,49 Heparin Heparin-Natriumsalz, 1501U/mg
Roth GmbH & CoKG, Karlsruhe, Deutschland
9g NaCl Natriumchlorid, Merck 6404
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Ad 1l Aqua bidest

Gelost in 11 Flaschen und sterilisiert bei 120C fu r 45 min (Zirbus technology GmbH,
Bad Grund/Harz, Deutschland).
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ANHANG IlI: Radioimmunologische Bestimmung der Proteohormone

Jodogen-Cup

200 pg Jodogen 1,3,4,6-Tetrachloro-3a,6a-di-phenylglycouril
T-0656
Sigma, St. Louis, USA
1 ml Chloroform Trichlormethan, Rotipuran = 99 % p.a.
Roth GmbH & CoKG, Karlsruhe, Deutschland

Daraus entnehmen: 10 ul =2 pg Jodogen

Haltbarkeit: kurzfristig bei 4 <C dunkel lagern, im mer frisch fur die jeweilige Markie-

rung ansetzen

AA-Séaule

2ml Einmalspritze, steril

etwas Glaswolle

auffullen mit Anionenaustauscher/-harz

(BioRad AG 1 X8, 50-100 mesh, Anion-exchange-resin)

Hormon pLH (Aliguotierter Markierungsstandard)
30-50 pg pLH-Standard
Parlow#AFP-11043B

Dr. Parlow, Torrance, California, USA

100 uI  0.5M PBS Puffer

Konzentration: 1 ug pLH/2 pl PBS Puffer

Haltbarkeit: mind. 1 Jahr bei -80 T
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Hormon pFSH (Aliquotierter Markierungsstandard)
20-30 ug pFSH-Standard
Parlow#AFP-10640B

Dr. Parlow, Torrance, California, USA

60 ul 0.5 M PBS Puffer

Konzentration: 1 pg pFSH/2 pl PBS Puffer

Haltbarkeit: mind. 1 Jahr bei -80 T

Phospatpuffer (PBS; 0.5 M; pH 7,4)
2,799 KH;PO,4 Kaliumdihydrogenphosphat, Merck 4873
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
23,429 NaHPO,*2H,0O di-Natriumhydrogenphosphat, Merck 6580
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Ad 250 ml Aqua bidest Reinstwasseranlage
Institut far Tierhaltung und Tierzuichtung,
Fachgebiet Tierhaltung und Leistungsphysiologie,
Universitat Hohenheim

Haltbarkeit: 6 Monate bei 4 T
Phospatpuffer (PBS; 0.05 M; pH 7,4)

50ml  0.5MPBS

450 ml  Aqua bidest Reinstwasseranlage

Institut far Tierhaltung und Tierziichtung,
Fachgebiet Tierhaltung und Leistungsphysiologie,
Universitat Hohenheim

Haltbarkeit: 6 Monate bei 4 T
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Rinderserumalbuminpuffer (RSA, 1 %)

0,059 RSA Rinderserumalbumin, Albumin bovine fraction IV
Serva electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland
5ml  0.05MPBS

Haltbarkeit: 6 Monate bei 4 T
Kaliumjodid-L6sung (KJ-L6sunq)

0,01g KJ Kaliumjodid, Merck 5043
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

1 ml0.5M PBS

Haltbarkeit: keine, immer frisch ansetzen

Tracer *#J, radioaktives Jod-Isotop
1253 [J125] Sodium-iodide
37 mBqg/10 pl
Hartmann Analytic GmbH, Braunschweig, Deutschland

Phospatpuffer (PBS; 0.01M; pH 7.5)
1,38¢ NaH,PO4*H,0O Natriumdihydrogenphosphat, Merck 6346
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

9,009 NacCl Natriumchlorid, Merck 6404

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
0,10 g Thimerosal Thimerosal, T-5125

Sigma, St. Louis, USA
Ad 1| Aqua bidest Reinstwasseranlage

Institut far Tierhaltung und Tierziichtung,
Fachgebiet Tierhaltung und Leistungsphysiologie,
Universitat Hohenheim

Haltbarkeit: 6 Monate bei 4 T
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Rinderserumalbuminpuffer (RSA, 1 %)

50 RSA Rinderserumalbumin, Albumin bovine fraction IV
Serva electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland
500 ml 0.01 M PBS

Haltbarkeit: 6 Monate bei 4 T

Rinderserumalbuminpuffer (RSA, 3 %)

1,59 RSA Rinderserumalbumin, Albumin bovine fraction IV
Serva electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland
50 ml 0.05 M PBS

Haltbarkeit: 6 Monate bei 4 T

PEG-L6sung (6 %)

60g PEG Polyethylenglycol 6000, Merck 7491
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Ad 11 Aqua bidest Reinstwasseranlage
Institut far Tierhaltung und Tierztchtung,
Fachgebiet Tierhaltung und Leistungsphysiologie,

Universitat Hohenheim

Haltbarkeit: 2 Monate bei 4 T

1. pLH-Antik6érper-Vorverdinnung (1:1000)
50 ul pLH-Antiserum
antiLH (rabbit) 1:50, aliquotiert 15.10.2007
Parlow AFP 15103194

Dr. Parlow, Torrance, California, USA

Lagerung im Ultrafreezer bei -80C
950 pl pLH Puffer
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Haltbarkeit: mind. 1 Jahr bei -20 C

1. pLH-Antikérper-Endverdiinnung (1:666666 — 100ul, 1:2000000 — Ansatz)
1. Antikorper-Vorverdinnung 1:1000 in pLH Puffer ansetzen

Haltbarkeit: keine, immer frisch ansetzen

1. pFSH-Antikérper-Vorverdinnung (1:1000)
500 Il pFSH-Antiserum
antiFSH (rabbit) 1:5, aliquotiert 15.10.2007
Parlow AFP 2062096

Dr. Parlow, Torrance, California, USA

Lagerung im Ultrafreezer bei -80C

9500 uI  pFSH Puffer

Haltbarkeit: mind. 1 Jahr bei -20 C

1. pFSH-Antikérper-Endverdiinnung (1:150000 — 100ul, 1:450000 — Ansatz)
1. Antikorper-Vorverdiinnung 1:1000 in pFSH Puffer ansetzen

Haltbarkeit: keine, immer frisch ansetzen

Tracer **°J-LH, Radioaktive Vorlage (RV-Gebrauchslésung)
1253-LH [J125] Sodium-iodide gekoppelt an pLH
in RSA 1% ansetzen

Soll: 12000-16000 cpm/100 pl RV-Gebrauchslésung

Haltbarkeit: keine, immer frisch ansetzen
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Tracer '*J-FSH, Radioaktive Vorlage (RV-Gebrauchslosung)
1253-FSH [J125] Sodium-iodide gekoppelt an pFSH

in RSA 1% ansetzen

Soll: 15000-17000cpm/100ul RV-Gebrauchslésung

Haltbarkeit: keine, immer frisch ansetzen

2. Antikdrper-Endverdiinnung (1:10)

2. Antikérper  (Schaf anti Hase)

Pool Emil

Plasma des gegen Kaninchen immunisierten Schafes ,Emil*

von 2000, S2-S19, -20C

Institut fur Tierhaltung und Tierztichtung,

Fachgebiet Tierhaltung und Leistungsphysiologie

Universitdt Hohenheim
in RSA 1 % ansetzen

Haltbarkeit: keine, immer frisch ansetzen

NRS-2. Antikdrper-Gemisch (1:50)

Normal-Rabbit-Serum (NRS) 1:50

2. Antikorper (Schaf anti Hase) 1:10

NRS Kaninchenplasma, Pool vom 4.12.1991
-20C

Institut far Tierhaltung und Tierziichtung,
Fachgebiet Tierhaltung und Leistungsphysiologie,
Universitat Hohenheim

Ad restliche 2. Antikdrper-Endverdinnung

Haltbarkeit: keine, immer frisch ansetzen
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ANHANG llI: Radioimmunologische Bestimmung der Steroidhormone

Phosphatpuffer (PBS; 67 mM; pH 7,2)
5379 KH;PO,4 Kaliumdihydrogenphosphat, Merck 4873
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
16,719 NaHPO, di-Natriumhydrogenphosphat, Merck 6580
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

0,79 NaNs3 Natriumazid — sehr giftig, Merck 822335
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Ad 2 | Aqua bidest Reinstwasseranlage

Institut far Tierhaltung und Tierzlichtung,
Fachgebiet Tierhaltung und Leistungsphysiologie,
Universitdt Hohenheim

Haltbarkeit: 6 Monate bei 4 T

Rinderserumalbuminpuffer (RSA)
5379 KH;PO,4 Kaliumdihydrogenphosphat, Merck 4873
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
16,71g Na,HPO, di-Natriumhydrogenphosphat, Merck 6580
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

0,79 NaNj Natriumazid — sehr giftig, Merck 822335
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
2g RSA Rinderserumalbumin, Albumin bovine fraction 1V

Serva electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland
Ad 2 | Aqua bidest Reinstwasseranlage

Institut far Tierhaltung und Tierzlichtung,

Fachgebiet Tierhaltung und Leistungsphysiologie,

Universitdt Hohenheim

Haltbarkeit: 6 Monate bei 4 T
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Testosteron-3-CMO, Antikdrper-Vorverdinnung (1:100)
100 pl T-3-CMO  antiTestosteron (rabbit)
vom 15.12.1983, S16-2

Institut fur Tierhaltung und Tierztchtung,

Fachgebiet Tierhaltung und Leistungsphysiologie,
Universitat Hohenheim

Ad 10 ml RSA-Puffer

Haltbarkeit: mind. 1 Jahr bei 4 T

Testosteron-3-CMO, Antikorper-Gebrauchslosung (1:75000 bis 1:77000)
Testosteron-3-CMO Vorverdinnung 1:100 in RSA-Puffer ansetzen

Haltbarkeit: keine, immer frisch ansetzen

17B-Estradiol-6-CMO, Antikdrper-Vorverdinnung (1:100)
100 pl E2-6-CMO antil7p-Estradiol (rabbit)
vom 9.1.1984, S12-2

Institut far Tierhaltung und Tierzlchtung,

Fachgebiet Tierhaltung und Leistungsphysiologie,
Universitat Hohenheim
Ad 10 ml RSA-Puffer

Haltbarkeit: mind. 1 Jahr bei 4 T

17B-Estradiol-6-CMO, Antikérper-Gebrauchslésung (1:45000 bis 1:50000)
E2-6-CMO Vorverdinnung 1:100 in RSA-Puffer ansetzen

Haltbarkeit: keine, immer frisch ansetzen
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Tracer *H-Testosteron, Radioaktive Vorlage (RV-Gebrauchslésung)
[1,2,6,7]-°H-Testosteron  RV-Stammlésung (Standard), TRK921

73 Ci/mmol

von 01/2006

Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland

in Phosphatpuffer ansetzen

Soll: 20000 cpm/100 pl RV-Gebrauchslosung

Haltbarkeit: 3 Monate bei 4 T

Tracer *H-17B-Estradiol, Radioaktive Vorlage (RV-Gebrauchslésung)
[2,4,6,7]-*H-Estradiol  RV-Stammlésung (Standard), TRK 322

89 Ci/mmol

von 04/2003

Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland

in Phosphatpuffer ansetzen
Soll: 10000 cpm/100 pl RV-Gebrauchslésung

Haltbarkeit: 3 Monate bei 4 C

Aktivkohleldésung 5 %

5¢ Aktivkohle  Aktivkohle Norit A

Serva electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland

059 Dextran Dextran 60
Serva electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland
Ad 11 Aqua bidest Reinstwasseranlage
Institut far Tierhaltung und Tierziichtung,
Fachgebiet Tierhaltung und Leistungsphysiologie,
Universitdt Hohenheim

Haltbarkeit: 3 Monate bei 4 C
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ANHANG IV: Enzymimmunologische Bestimmung von GnRH

Beschichtungspuffer (pH 9,6)

1,05¢ NaHCO3 Natriumhydrogencarbonat, Merck 6329
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Ad 250 ml Aqua bidest  Reinstwasseranlage

Institut far Tierhaltung und Tierzlchtung,
Fachgebiet Tierhaltung und Leistungsphysiologie,
Universitdt Hohenheim

Haltbarkeit: 4 Wochen bei 4 €

LH-PBS Puffer (pH 7,2)
7,959 NacCl Natriumchlorid, Merck 6404
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
1,78 ¢ NaHPO,* 2H,0 di-Natriumhydrogenphosphat, Merck 6580
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

0,29 KCI Kaliumchlorid, Roth 6781
Roth GmbH & CoKG, Karlsruhe Deutschland
0,29 KH2PO4 Kaliumdihydrogenphosphat, Merck 4873

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Ad 1| Aqua bidest Reinstwasseranlage
Institut far Tierhaltung und Tierziichtung,
Fachgebiet Tierhaltung und Leistungsphysiologie,
Universitat Hohenheim

Haltbarkeit: 4 Wochen bei 4 €
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LH Testpuffer (pH 7,2)
3,51¢g NacCl

1,78 ¢ Na,HPO4 * 2H,0

1,86g EDTA

0,50 g 0,1 % Gelatine

0,01¢g 0,002 % Phenolrot

25 ul 20 % Chlorhexidin

250 uI - Tween 20

Ad 500 ml Aqua bidest

Haltbarkeit: 3 Wochen bei 4 €

Natriumchlorid, Merck 6404

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
di-Natriumhydrogenphosphat, Merck6580

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Titriplex IlI,
Ethylen-dinitrilo-tetra-Essigsaure-di-Natriumsalz-di-
Hydrat

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Gelatine Hydrolysate

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutsch-
land

PhenolRed

Phenolsulfonphthalein

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutsch-
land

Chlorhexidine, 20%ige Losung

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutsch-
land

Tween 20

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutsch-
land

Reinstwasseranlage

Institut far Tierhaltung und Tierziichtung,
Fachgebiet Tierhaltung und Leistungsphysiologie,
Universitat Hohenheim
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Waschpuffer
100 ml 10 % LH-PBS

500 pl Tween 20 Tween 20
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Ad 11 Aqua bidest Reinstwasseranlage
Institut far Tierhaltung und Tierzlchtung,
Fachgebiet Tierhaltung und Leistungsphysiologie,
Universitdt Hohenheim

Haltbarkeit: 1 Tag bei 4 C

Substratpuffer (pH 5,5)
3449 Na-Acetat * 3H,O  Natriumacetat-trihydrat, Merck 6265
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Ad 250 ml Aqua bidest Reinstwasseranlage

Institut fur Tierhaltung und Tierztichtung,
Fachgebiet Tierhaltung und Leistungsphysiologie,
Universitat Hohenheim

Haltbarkeit: 4 Wochen bei 4 C

Beschichten der Mikrotiterplatte (96 well)

15,6 ng GnRH GonadotropinReleasingHormone
1 mg/ml, aliquotiert 7.3.2002
100 pl 0.05 M Beschichtungspuffer
10ml 0.05 M Beschichtungspuffer/Platte
1,56pg GnRH/Platte

Haltbarkeit: keine, immer frisch ansetzen

Aliquot: 100 pl/well

Platte in Alufolie packen. 1 h bei Raumtemperatur inkubieren.
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Gebrauchsldsung des 2. Antikdrpers (1:10000)

1,1 pl  Polyclonal Rabbit anti Swine Immunoglobulins/HRP
Dako Cytomation REF:P0164, Glostrup, Denmark
Dako GmbH, Hamburg, Deutschland

auf 11 ml LH Testpuffer

Haltbarkeit: keine, immer frisch ansetzen

Aliquot: 100 pl/well

Platte in Alufolie packen. 1 h bei 37 T auf Warmes chttler inkubieren.

0,6 % TMB-LGsung

6mg TMB 3,3’5,5"- Tetramethylbenzidin
AppliChem, Darmstadt, Deutschland

1ml DMSO  Dimethylsulfoxid, Merck 802912
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Haltbarkeit: 1 Tag, dunkel stellen

1 % H,0,-L6sung (Wasserstoffperoxid-Losung)
30 ul H20, 30 % Perhydrol 30%
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

970 pl Aqua bidest Reinstwasseranlage

Institut far Tierhaltung und Tierztchtung,
Fachgebiet Tierhaltung und Leistungsphysiologie,

Universitat Hohenheim

Haltbarkeit: 1 Tag, dunkel stellen bei 4 C
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Substratlésung
278 ul 0,6 % TMB-L6sung
70 ul 1 % H,O,-Lésung
17 ml Substratpuffer (angewarmt)

Haltbarkeit: keine, immer frisch ansetzen

Aliquot: 150 pl/well

Platte in Alufolie packen. 40min bei 37T auf Wéarme schittler inkubieren.

H,SO, (Schwefelsdure, 2 M)
40 ml HySOq4 Schwefelsaure 96% (konzentriert), Merck 731
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

320 ml Aqua bidest Reinstwasseranlage

Institut far Tierhaltung und Tierzlichtung,
Fachgebiet Tierhaltung und Leistungsphysiologie,
Universitat Hohenheim

Aliquot: 50 pl/well

Haltbarkeit: mehrere Monate bei Raumtemperatur, unter Abzug lagern.
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ANHANG V: Enzymimmunologische Bestimmung von Androstenon

PBS Puffer (pH 7,2)

1,26 g NaH,PO4 * H,0 Natriumdihydrogenphosphat, Merck 6346
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

6,059 Na,HPO4 * 2H,0 di-Natriumhydrogenphosphat, Merck6580
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

8,50 ¢ NacCl Natriumchlorid, Merck 6404
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

50 uI  Chlorhexidin 20 %  Chlorhexidine, 20 %ige Losung, Sigma C-9394

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutsch-

land

Ad 11 Aqua bidest Reinstwasseranlage
Institut far Tierhaltung und Tierziichtung,
Fachgebiet Tierhaltung und Leistungsphysiologie,

Universitat Hohenheim

Haltbarkeit: 1 Woche bei 4 T

Testpuffer

0,10 g RSA 0,1 % Rinderserumalbumin, Aloumin bovine fraction IV
Serva electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutsch-
land

Ad 100 ml PBS Puffer

Haltbarkeit: 1 Woche bei 4

Abséttigungspuffer

0,32 ¢ RSA 1% Rinderserumalbumin, Aloumin bovine fraction IV

Serva electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland
Ad 32 ml PBS Puffer

Haltbarkeit: 1 Tag bei 4
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Beschichtungspuffer (pH9,6)

1,059 NaHCO; Natriumhydrogencarbonat, Merck 6329
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Ad 250 ml Aqua bidest = Reinstwasseranlage

Institut far Tierhaltung und Tierztchtung,
Fachgebiet Tierhaltung und Leistungsphysiologie,

Universitat Hohenheim

Haltbarkeit: 2 Wochen bei 4 C

Waschpuffer
500 pl Tween 80 Tween 80, Merck 822187

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Ad 11 Aqua bidest Reinstwasseranlage
Institut far Tierhaltung und Tierzlchtung,
Fachgebiet Tierhaltung und Leistungsphysiologie,
Universitdt Hohenheim

Haltbarkeit: keine, immer frisch ansetzen
Beschichten der Mikrotiterplatte (1:8000:; 96 well)

18,75 ul IgG-Fraktion Hase 5 12.11.1992 AH
affinitatsgereinigt am 23.8.2001 an Protein G

1:10 (im Gefrierschrank aliquotiert gelagert)

15 ml Beschichtungspuffer

Haltbarkeit: keine, immer frisch ansetzen

Aliquot: 150 pl/well

Platte in Plastikfolie tiber Nacht im Kihlschrank inkubieren.
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Tracer Androstenon-HRP-Konjugat-Gebrauchslésung (4 ng/20 pl)
A16 HRP-Stammldsung (Standard) 4,904 mg/ml vom 31.7.2000
Lagerung bei -20C

Institut fur Tierhaltung und Tierztichtung,
Fachgebiet Tierhaltung und Leistungsphysiologie,
Universitat Hohenheim

Stammlésung Androstenon 100 pg/ml
1 mg Androstenon
10 ml Methanol

Haltbarkeit: mind. 1 Jahr bei 4

Vorverdinnung: 2yl Stammldésung
198 ul  Testpuffer
Gebrauchsldsung: 10,2 ul  Vorverdinnung
Ad 2,5 ml Testpuffer

Haltbarkeit: 1 Tag

Aliquot: 20 pl/well

Platte in Alufolie packen. 75min bei 37T auf Wéarme schittler inkubieren (Einstellung
150).

Substratpuffer (pH 5,5)

2,05¢ Na-Acetat * 3H,O  Natriumacetat-trihydrat, Merck 6265
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Ad 250 ml Aqua bidest Reinstwasseranlage

Institut fur Tierhaltung und Tierztichtung,
Fachgebiet Tierhaltung und Leistungsphysiologie,

Universitat Hohenheim

Haltbarkeit: 2 Wochen bei 4 C
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0,6 % TMB-LGsung

6mg TMB 3,3'5,5"- Tetramethylbenzidin
AppliChem, Darmstadt, Deutschland

1ml DMSO Dimethylsulfoxid, Merck 802912
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Haltbarkeit: 1 Tag, dunkel stellen

1 % H,0,-L6sung (Wasserstoffperoxid-Losung)
30 ul H20, 30 % Perhydrol 30%
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
970 pl Aqua bidest Reinstwasseranlage
Institut far Tierhaltung und Tierzichtung,
Fachgebiet Tierhaltung und Leistungsphysiologie,

Universitat Hohenheim

Haltbarkeit: 1 Tag, dunkel stellen bei 4 C

Substratlésung
278 ul 0,6 % TMB-L6sung
70 ul 1% H,0,-Lésung
17 ml Substratpuffer (angewarmt)

Haltbarkeit: keine, immer frisch ansetzen

Aliquot: 150 pl/well

Platte in Alufolie packen. 40 min bei 37 T auf War meschuttler inkubieren.
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H,SO4 (Schwefelsaure, 2 M)

40 ml HySOq4 Schwefelsaure 96 % (konzentriert), Merck 731
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
320 ml Aqua bidest Reinstwasseranlage
Institut far Tierhaltung und Tierzichtung,
Fachgebiet Tierhaltung und Leistungsphysiologie,

Universitat Hohenheim

Aliquot: 50 pl/well

Haltbarkeit: mehrere Monate bei Raumtemperatur, unter Abzug lagern
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ANHANG VI: Chromatographische Bestimmung von Skatol

Tris Puffer (pH 8,3)

0,788g Tris HCI Tris(hydroxymethyl)aminomethanhydrochlorid
Roth GmbH & CoKG, Karlsruhe, Deutschland
Ad 100 ml Aqua bidest Reinstwasseranlage

Institut far Tierhaltung und Tierziichtung,
Fachgebiet Tierhaltung und Leistungsphysiologie,
Universitat Hohenheim

Haltbarkeit: keine, immer frisch ansetzen
HPLC Eluent A

0,315 ml CoH40; Essigsaure 99-100 %
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutsch-

land

275 ml Aqua bidest Aqua bidest, zu 55 %
Reinstwasseranlage
Institut far Tierhaltung und Tierziichtung,
Fachgebiet Tierhaltung und Leistungsphysiologie,
Universitat Hohenheim

150 ml  CyH3N Acetonitril, zu 30 %
Th. Geyer GmbH & CoKG, Renningen, Deutschland
75 ml C3HgO 2-Propanol, zu 15 %

Roth GmbH & CoKG, Karlsruhe Deutschland

Mischen und im Ultraschallbad entgasen.

Haltbarkeit: keine, immer frisch ansetzen
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HPLC Eluent B

0,63 ml  C,H40; Essigsaure 99-100 %
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Ad 1 | Acetonitril Acetonitril

Th. Geyer GmbH & CoKG, Renningen, Deutschland

Haltbarkeit: keine, immer frisch ansetzen

Stammldsung Skatol

1 mg/ml Methanol

Haltbarkeit: 3 Monate bei 4 C

Stammldésung Indol

1 mg/ml Methanol

Haltbarkeit: 3 Monate bei 4 T

Vorverdiinnung Skatol

10 pg/ml Methanol

10 pl  Stammlésung Skatol

10 pul Stammlésung Indol
980 ul Methanol
Haltbarkeit: 1 Tag bei 4

Arbeitsldsung Skatol

5 ng/ml Tris Puffer

5 ul Vorverdinnung
Ad 10 ml Tris Puffer

Haltbarkeit: 1 Tag bei 4 C
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Stammldsung 2-Methylindol, Interner Standard

0,2 mg/ml Methanol

Haltbarkeit: 3 Monate bei 4 T

Arbeitsldsung 2-Methylindol, Interner Standard

80 ng/ml Methanol
10 pl Stammldsung
Ad 10 ml Methanol

Haltbarkeit: 1 Tag bei 4 C
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ANHANG VII: Histomorphologische und immuncytologische Farbungen

Phosphatpuffer (PBS, 0.1 M, pH 7,2)
399 NaH,PO,4 Natriumdihydrogenphosphat, Merck 6346
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
12,76 g Na,HPO, di-Natriumhydrogenphosphat, Merck6580
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Ad 1| Aqua bidest

Haltbarkeit: keine, immer frisch ansetzen

Formalinlésung 4 % in 0.1 M Phosphatpuffer

108 ml CH,0O 37 % Formaldehyd = 37 %, saurefrei
Roth GmbH & CoKG, Karlsruhe Deutschland

Ad11l 0.1 MPBS

Haltbarkeit: keine, immer frisch ansetzen

Ab- bzw. aufsteigende Alkoholreihe

100 % EtOH: 100 % EtOH Ethanol 100 %, Roth 9065
Roth GmbH & CoKG, Darmstadt, Deutschland

96 % EtOH: 100 % EtOH Ethanol 100 %, Roth 9065
Roth GmbH & CoKG, Darmstadt, Deutschland
Aqua bidest Reinstwasseranlage

Institut fur Tierhaltung und Tierztichtung,
Fachgebiet Tierhaltung und Leistungsphysiologie,

Universitat Hohenheim

70 % EtOH: 100 % EtOH Ethanol 100 %, Roth 9065
Roth GmbH & CoKG, Darmstadt, Deutschland
Aqua bidest Reinstwasseranlage

Institut far Tierhaltung und Tierziichtung,
Fachgebiet Tierhaltung und Leistungsphysiologie,
Universitat Hohenheim
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50% EtOH:  100% EtOH Ethanol 100%, Roth 9065
Roth GmbH & CoKG, Darmstadt, Deutschland
Aqua bidest Reinstwasseranlage

Institut fur Tierhaltung und Tierztichtung,
Fachgebiet Tierhaltung und Leistungsphysiologie,
Universitat Hohenheim

Paraplast®
Paraplast® Paraffin

Roth GmbH & CoKG, Karlsruhe Deutschland

H&amatoxylin-Eosin
Hamalaun-L6sunag, filtriert

Mayers Hamalaunlésung, Merck 9249
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Eosin-Lésung 0,2 %
Eosin, Merck 1345
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Eisessig
Essigsaureanhydrid, Merck 42

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

GATA-4

Prim&rantikdrper 1:200 mit TBS

GATA-4 (C-20): sc-1237

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland
Sekundarantikdrper 1:400 mit TBS

Rabbit anti goat IgG: Biotin

Dako GmbH, Hamburg, Deutschland
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AB-Komplex
45u A/B StreptABComplex/HRP, DAKO 3077

Dako GmbH, Hamburg, Deutschland
500 uI  TBS-Losung

30 min vorher ansetzen, dunkel aufbewahren

Tris balanced solution (TBS StammIdsunq)
60,6 g TRIS Ultrapure  Tris (hydroxymethyl)-aminomethan, Merck 8382
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
163,6 g NaCl Natriumchlorid, Merck 6404
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Ad 2 | Aqua bidest Reinstwasseranlage
Institut fur Tierhaltung und Tierztichtung,
Fachgebiet Tierhaltung und Leistungsphysiologie,

Universitat Hohenheim

Gebrauchslosung: pH 7.5, 1:10

Haltbarkeit: 2-3 Tage, bei 4 T dunkel stellen

Citratpuffer
21,0 g Citronensaurel-hydrat Citronensauremonohydrat, Merck 244

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Ad 11 Aqua bidest Reinstwasseranlage
Institut fur Tierhaltung und Tierztichtung,
Fachgebiet Tierhaltung und Leistungsphysiologie,

Universitat Hohenheim

Gebrauchslosung: pH 6.0, 1:10

Haltbarkeit: 2-3 Tage, bei 4 T dunkel stellen
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Farbentwicklung mit DAB

100mg DAB 3,3 -Diaminobenzidin-tetrahydrochloridDihydrat,Fluka 32750
Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

200 ml  TBS-Losung

100 pl H.0- Perhydrol 30% (filtriert)
Roth GmbH & CoKG, Karlsruhe, Deutschland

Haltbarkeit: keine, immer frisch ansetzen

7.4 % H>0O,-L6sung zum Blockieren der endogenen Peroxidase
14,8 ml H,O, 30 % Perhydrol 30 %
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

200 ml  Aqua bidest Reinstwasseranlage
Institut far Tierhaltung und Tierziichtung,
Fachgebiet Tierhaltung und Leistungsphysiologie,
Universitat Hohenheim

Haltbarkeit: keine, immer frisch ansetzen

Losung zum Blockieren unspezifischer Bindungen

Kaninchenserum Institut far Tierhaltung und Tierztchtung,
Fachgebiet Tierhaltung und Leistungsphysiologie,
Universitat Hohenheim

TBS

Verdiinnung: 1:10

Haltbarkeit: keine, immer frisch ansetzen
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Negativkontrolle 1:1000 mit TBS

Kaninchenserum Institut far Tierhaltung und Tierztichtung,

(non-immune) Fachgebiet Tierhaltung und Leistungsphysiologie,

Universitat Hohenheim

~
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Primarantikdrper 1:4 mit TBS
Ki 67 (MIB1) Histoprime Nr. EO59
LINARIS Biologische Produkte GmbH, Wertheim-Bettingen, Deutschland

Sekundarantikdrper 1:400 mit TBS
Goat anti mouse IgG: Biotin
Dako GmbH, Hamburg, Deutschland

AB-Komplex
45u A/B StreptABComplex/HRP, DAKO 3077

Dako GmbH, Hamburg, Deutschland
500 uI  TBS-Losung

30 min vorher ansetzen, dunkel aufbewahren

Tris balanced solution (TBS Stammldsung)
60,6 g TRIS Ultrapure  Tris (hydroxymethyl)-aminomethan, Merck 8382
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
163,6 g NaCl Natriumchlorid, Merck 6404
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Ad 2 | Aqua bidest Reinstwasseranlage
Institut far Tierhaltung und Tierziichtung,
Fachgebiet Tierhaltung und Leistungsphysiologie,
Universitat Hohenheim

Gebrauchslosung: pH 7,5, 1:10

Haltbarkeit: 2-3 Tage, bei 4 T dunkel stellen
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Citratpuffer
21,0 g Citronensaurel-hydrat Citronensauremonohydrat, Merck 244

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Ad 11 Aqua bidest Reinstwasseranlage
Institut fur Tierhaltung und Tierztichtung,
Fachgebiet Tierhaltung und Leistungsphysiologie,

Universitat Hohenheim

Gebrauchslosung: pH 6.0, 1:10

Haltbarkeit: 2-3 Tage, bei 4 T dunkel stellen

7,4 % H,O,-L6sung zum Blockieren der endogenen Peroxidase

148 ml  H,O, 30 % Perhydrol 30 %
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
200 ml  Aqua bidest Reinstwasseranlage

Institut fur Tierhaltung und Tierztichtung,
Fachgebiet Tierhaltung und Leistungsphysiologie,
Universitat Hohenheim

Haltbarkeit: keine, immer frisch ansetzen

Losung zum Blockieren unspezifischer Bindungen

Ziegenserum Institut far Tierhaltung und Tierzlichtung,
Fachgebiet Tierhaltung und Leistungsphysiologie,
Universitdt Hohenheim

TBS

Verdinnung: 1:10

Haltbarkeit: keine, immer frisch ansetzen
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Farbentwicklung mit DAB

100mg DAB 3,3 -Diaminobenzidin-tetrahydrochloridDihydrat,Fluka 32750
Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

200 ml  TBS-L6sung

100 pl H.0- Perhydrol 30 % (filtriert)
Roth GmbH & CoKG, Karlsruhe, Deutschland

Haltbarkeit: keine, immer frisch ansetzen

Negativkontrolle 1:1000 mit TBS

Ziegenserum (non-immune) Institut far Tierhaltung und Tierziichtung,

Fachgebiet Tierhaltung und Leistungsphysiologie,
Universitat Hohenheim

Depex
DePeX® Polystyrol in Xylol + Weichmacher

Serva electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland
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