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Einleitung

1 Einleitung

Die Kastration des Ruden ist ein in der Kleintierpraxis haufig praktizierter Eingriff. Neben der
Unterbindung der Fortpflanzung, ergeben sich eine ganze Reihe an Indikationen. So ist der
mit der Kastration verbundene Testosteronentzug ein wichtiger Teil der Therapie von
Erkrankungen des mannlichen Geschlechtsapparates, wie der benignen Prostatahyperplasie
(BPH), intraprostatischer Zysten, der chronischen Prostatitis oder chronischer Orchitiden,
aber auch von Testosteron-abhangigen Erkrankungen, wie perianalen Neoplasien
(SINOWATZb;c; WILSON u. HAYES 1979).

Weiterhin stellt die Kastration eine unterstitzende Malinahme bel der Therapie von
Verhaltensproblemen dar (HOLZMANN 2001; MAARSCHALKERWEERD et al. 1997).
Waéhrend sich bei Hodentumoren keine Alternative zur chirurgischen Entfernung der Hoden
ergibt, besteht nach 8 6 des Tierschutzgesetzes die Verpflichtung, die Notwendigkeit einer
operativen Entfernung der Gonaden abzuwéagen, mogliche Risiken (z.B. Narkoserisiko) und
Nebenwirkungen, wie beispielsweise  Verhatensanderungen,  Gewichtszunahme,
Fellveranderungen oder Inkontinenz (ANDERSSON u. LINDE-FORSBERG 2001; POWER
et a. 1998) in Betracht zu ziehen, und den Tierbesitzer darauf hinzuweisen.

Fir Zichter ergibt sich das Problem, dass eine chirurgische Kastration gleichbedeutend mit
einem irreversiblen Zuchtausschluss des Tieres ist.

Aus diesen Gegebenheiten stellt sich seit langem die Frage nach einer Alternative zur
chirurgischen Kastration.

Eine Solche stellte bisher vor allem die Anwendung von Gestagenen dar, deren Wirkung und
auch Nebenwirkungen jedoch nicht unumstritten sind (ENGLAND 1997; KOOISTRA u.
OKKENS 2001).

Andere Ansétze zur Unterbindung der Fortpflanzung sind die Immunisierung gegen GnRH
(LADD et a. 1994; JUNG et a. 2005), die Anwendung von GnRH-Antagonisten
(CORRADA et a. 2006) oder kompetetiver Androgenrezeptorblocker (TSUTSUI et al.
2000).

Im Gegensatz zu diesen Ansdtzen kommt der Anwendung des 5a-Reduktasehemmers
» Finasteride” bei der BPH des Ruiden bereits eine gewisse Praxisrelevanz zu (IGUER-OUDA
u. VERSTEGEN 1997; SIRINARUMITR et a. 2001), ebenso wie der Anwendung von
GnRH-Analoga a's Implantate und in einer Dosis, die zur Downregulation der hypophyséaren
GnRH-Rezeptoren fuhrt (PARAMO et al. 1993, VICKERY et al.1989). Gute Ergebnisse
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konnten mit dem Humanarzneimittel Profact depot® (Aventis) erzielt werden, einem
Implantat, mit welchem sich eine Downregulation und somit hormonelle Kastration Uber
einen Zeitraum von 233 + 28,2 bzw. 256,9 +66,8 Tage erreichen liel3 (RIESENBECK et al.
2002).

Auch wenn 8 56 a AMG die Mdglichkeit bietet, im Einzelfall fir die Humanmedizin
zugelassene Arzneimittel fir nicht-lebensmittelliefernde Tiere umzuwidmen, besteht doch die
Nachfrage nach einem fur die Veterindrmedizin zugel assenen Préparat.

Zid der vorliegenden Arbeit war daher die klinische Prifung eines neu entwickelten GnRH-
Implantates (,Gonazon®*, Wirkstoff Azagly-Nafarelin) der Firma Intervet an einem
Kollektiv von acht geschlechtsgesunden Beagle-Riiden.

Der Schwerpunkt lag dabei auf der Ermittlung der Testosteron-, Estradiol-17(3- und LH-
Konzentration im Plasma wéhrend und nach der Behandlung mit , Gonazon®" und der
Feststellung der mittleren  Wirkungsdauer des Préparates. Aulerdem wurden die
Auswirkungen auf die Prostata- und Hodengroél3e sowie auf die Spermagualitét untersucht und
die Reversibilitat der Behandlung tberprift.
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2 Literatur Ubersicht

2.1 Endokrine Steuerung der Hodenfunktion

Die Hodenfunktion unterliegt der Ubergeordneten Steuerung von Hypothalamus und
Hypophyse.

Dabel wird vom Hypothalamus pulsatil Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH) freigesetzt,
ein Dekapeptid, das hauptsachlich im Nucleus infundibularis des Hypothalamus gebildet
wird. Uber das Hypothal amus-Hypophysen-Pfortadersystem wird es an die Adenohypophyse
welitergeleitet, wo es eine ebenfalls pulsatile Freisetzung des luteinisierenden Hormons (LH)
und des follikelstimulierenden Hormons (FSH) induziert. Diese beiden Gonadotropine
erreichen Uber das Blut die Gonaden, wo LH die testikulare Steroidproduktion der Leydig-
Zellen anregt, wahrend FSH in den Sertoli-Zellen die ersten Schritte der Spermatogenese
stimuliert, die Bildung von Inhibin und androgen-bindender Proteine (DOCKE 1994a;
HOFFMANN 2003).

Die Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden —Achse ist einer Autoregulation durch mehrere
Feedback-Mechanismen unterworfen (DOCKE 1994b). Ab einem gewissen Schwellenwert
wirken sowohl die Gonadotropine as auch die gonadalen Sexualsteroide hemmend auf die
GnRH-Ausschittung des Hypothalamus (,, Negativer Feedback”) und damit auf die LH- und
FSH-Freisetzung, so dass sich der Regelkreis der Hypothaamus-Hypophysen-Gonaden-
Achse schliefd. Anders als die Sexualsteroide, hemmt Inhibin selektiv die FSH-Freisetzung.
GnRH ist weiterhin in der Lage, sich in relativ starkem Mal3e selbst zu regulieren. So fuhrt
bereits ein geringer Anstieg der GnRH-Plasmakonzentration zu einer Erhéhung der Anzahl an
GnRH-Rezeptoren auf den gonadotropen Zellen (up-regulation), wéahrend eine dauerhafte,
nicht pulsatile GnRH-Einwirkung, zur Desensibilisierung der Hypophyse und Reduzierung
der Rezeptoren filhrt (down-regulation) (DOCKE 19944).
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2.1.2 Luteiniserendes Hormon (LH)

Bel LH handelt es sich um ein Glycoprotein, das unter GnRH-Einfluss in den basophilen
Zellen der Adenohypophyse gebildet und von dort pulsatil freigesetzt wird. Die Art der
Freisetzung von LH l&sst vermuten, dass es in den gonadotropen Zellen in zwel Formen
vorliegt, ndmlich einem , Speicherpool® und einem , schnell freisetzbarem Pool®. So wurde
z.B. beim Bullen nach Gabe hoher GnRH-Dosen eine supraphysiologische LH-Freisetzung
beobachtet, wonach eine Refraktérzeit von 48 Stunden eintrat. Bel niedrigeren GnRH-Dosen
und einer entsprechenden niedrigeren LH-Freisetzung, trat eine solche Refraktérzeit nicht auf,
woraus geschlossen werden kann, dass weiterhin LH aus dem schnell freisetzbaren Pool zur
Verfiigung stand (SCHAMS et al. 1974; DOCKE 19944).

Unter physiologischen Bedingungen reflektiert die pul satile bzw. episodische Freisetzung von
LH somit weitgehend die Frequenz der GnRH-Pulse (DePALATIS et a. 1978,
BRINCKMANN 1989; SCHALLENBERGER 1990; GUNZEL-APEL et a. 1990).

Die beim Beagle-Riiden gemessenen Abstande zwischen den LH-Pulsen lagen bel 15-30
Minuten (GUNZEL-APEL et al. 1994). Das Sekretionsmuster wies dabei individuelle und
altersabhangige Schwankungen auf, zeigte jedoch keine Abhangigkeit von Jahres- und
Tageszeit (BRINCKMANN 1989). Weniger deutlich waren die Ergebnisse von KOCH
(2004), wo bei einigen Ruden sogar keine Anzeichen fur eine Pulsatilitét festgestellt werden
konnten.

Fur die LH-Freisetzung bei der Hindin konnten SCHNEIDER (1992) und HOFFMANN und
SCHNEIDER (1993) ein pulsatiles Sekretionsmuster zeigen, wobei die Hohe der Sekretion
im Verlauf des Zyklus variierte.

Die in der Literatur gemachten Angaben tber die Hohe der LH-Konzentrationen im Plasma
gesunder und intakter Ruden weisen erhebliche Unterschiede auf. Wahrend DePALATIS et
al. (1978) Werte zwischen 0,2 und 12 ng/ml ermittelten, lagen die Konzentrationen bei
BRINCKMANN (1989) und GUNZEL-APEL (1990) zwischen 1,2 und 96 ng/ml, bei
OLSON et al. (1992) bel 6,0 + 5,2 ng/ml und bei KOCH (2004) zwischen 1,4 und 14,1 ng/ml.

BRINCKMANN (1989) berichtet tber eine deutliche Altersabhangigkeit der LH-Freisetzung:
so ergaben sich bel Riden zwischen 7 und 8 Monaten héhere Werte (4,5 — 96 ng/ml) a's bei
Ruden in einem Alter von 3 bis 4 Jahren (1,2 — 79,4 ng/ml) und 8 Jahren (2,9 — 12,1 ng/ml).
Auch KAWAKAMI et a. (1995) berichten Uber eine Altersabhangigkeit der LH-
Konzentrationen, wobel sich jedoch — anders als bei BRINCKMANN (1989) — ein Anstieg
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mit zunehmendem Alter ergab. Abweichend davon konnten PETERS et al. (2000) keinen
Einfluss des Alters feststellen.

Diese Datenlage ist also widerspriichlich, wobei Methoden-bedingte Effekte sicherlich nicht
ausgeschlossen werden konnen.

Die in den Leydig-Zellen durch LH stimulierte Testosteronfreisetzung zeigt ebenfalls ein
pulsatiles Sekretionsmuster. Jedem LH-Gipfel kann ein versetzter Testosteron-Peak
zugeordnet werden, wobei beim Riiden der Abstand zwischen 15 und 105 Minuten liegt
(GUNZEL-APEL et al. 1990; 1994).

Die Menge des durch LH freigesetzten Testosterons ist abhéngig von der Tierart und variiert
mit dem Alter (BARTKE et al. 1978). Fiir den Riiden stellte BRINCKMANN (1989) fest,
dass keine Korrelation zwischen der Hohe eines LH-Gipfels und der Quantitit der daraus
resultierenden Testosteronfreisetzung besteht, da auch ein geringer LH-Anstieg einen
deutlichen Testosteronanstieg bewirken kann und ein hoher LH-Peak nicht zwangsldufig

einen hohen Testosteronspiegel nach sich zieht.

2.1.3 Testosteron

Die Bildung von Androgenen findet in den Leydig-Zellen der Hoden (BAMBERG 1994a),
aber auch zu einem geringen Anteil in der Nebennierenrinde statt (HOLZBAUER u.
NEWPORT 1969; THUN u. SCHWARZ-PORSCHE 1994).

Ausgangssubstanz der Testosteron-Synthese ist Cholesterin. Beim Riiden erfolgt die Synthese
primir auf dem A4-Syntheseweg iliber die Bildung von Pregnenolon (PS5), Progesteron (P4)
und Androstendion, aus dem dann das Testosteron entsteht (s. Abb.2).

Speziell fiir die Prostata beim Riiden, aber auch die akzessorischen Geschlechtsdriisen beim
Eber, konnte gezeigt werden, dass die eigentliche rezeptoraktive Form nicht das Testosteron
sondern 5a-Dihydrotestosteron ist, das lokal aufgrund der dort exprimierten 5Sa-Reduktase-
Aktivitdt entsteht (GLOYNA et al. 1970; RAESIDE et al. 1999). Die Bindung von 5Sa-
Dihydrotestosteron an den Androgenrezeptor ist 2-5 mal stirker als die von Testosteron

(BRUCHOVKY u. WILSION 1968; WILBERT et al. 1983; GRINO et al. 1990).
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Die bei prépubertaren Riden (BRINCKMANN 1989; GUNZEL-APEL et a. 1990)
gemessenen Werte liegen in einem Bereich von 0,2 bis 5,4 ng/ml, bel adulten Ruden wurden -
je nach Autor - folgende Konzentrationsbereiche angegeben: 0,1 bis 16,0 ng/ml
(BRINCKMANN 1989; GUNZEL-APEL et al. 1990); 1,29 bis 6,08 ng/ml (RIESENBECK
et a. 1999); 1,5his6,5ng/ml (KOCH 2004).

Uber abnehmende Testosteronkonzentrationen auf Werte um 0,96 bis 9,84 ng/ml bei Riiden
glter als finf Jahren berichten BRINCKMANN (1989) und GUNZEL-APEL et a. (1990).
Obwohl Testosteron im Fett- und auch im Nierengewebe angereichert wird (HOFFMANN u.
RATTENBERGER 1976), kommt es nach einer Kastration zu einem raschen Abfall, die
Halbwertszeit liegt beim Menschen bei unter 45 Minuten (BIRD et al. 1978; LIN et a. 1994).
Die endokrine Wirkung der gonadalen Androgene besteht hauptséchlich in der Entwicklung
und Funktionssteuerung der Geschlechtsorgane sowie der Ausbildung der sekundaren
Geschlechtsmerkmale. Androgene sind auch fir den Descensus Testis essentiell sowie fur die
Spermatogenese. Uber zentralnervose Wirkungsmechanismen sind die Androgene ebenfalls
an der Ausprdgung des mannlichen Sexual- und Aggressionsverhaltens beteiligt. Hierbei
spielen jedoch auch androgenunabhéngige, zentralnervale Effekte eine wesentliche Rolle. So
erlischt einerseits die sexuelle Aktivitét nicht sofort nach einer Kastration, andererseits lasst
sich bel kastrierten Tieren auch durch hohe Androgendosen nur selten Paarungsaktivitat
ausldsen (BAMBERG 1994b) .

Neben diesen geschlechtsspezifischen Wirkungen haben Androgene einen Einfluss auf
diverse Stoffwechselablaufe und wirken anabol auf beispielsweise Herz und Leber, hemmen
den Fettstoffwechsel und stimulieren das Knochenwachstum (BAMBERG 1994b).

2.1.3 Estradiol-1713

Die Beobachtung, dass Ostrogene verantwortlich sind fir die Resorption der
Tubulusflissigkeit im Nebenhoden, hat erstmals deren Bedeutung fur die mannliche
Fortpflanzung eindeutig belegt (HESS et al. 1997/2000). Auch eine Bedeutung fur die
Spermatogenese wird unterstellt, wobei jedoch speziesspezifische Gegebenheiten vorzuliegen
scheinen (Ubersicht bei MUTEMBEI 2006). Weiterhin uben Ostrogene eine wichtige
Kontrolle bel der LH- und FSH-Sekretion aus (WINTER et a. 1983).

Ort der Ostrogensynthese im Hoden sind insbesondere die Leydig-Zellen. Unstrittiger Beweis
dafiir ist, dass in diesen Zellen die Expression der Aromatase, des fur die Ostrogensynthese
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verantwortlichen Schllsselenzyms, bel Hengst, Schafbock und Eber nachgewiesen werden
konnte (EISENHAUER et a. 1994, SCHMALZ u. BILINSKA 1998; FRACZEK et a. 2001;
MUTEMBEI et a. 2005). Speziell beim Hund sind nach tumordser Entartung auch die
Sertoli-Zellen in der Lage, gewaltige, myelotoxische Ostrogenmengen (insbesondere
Estradiol-1713) zu produzieren (COMHAIRE et a. 1974; SHERDING et a. 1981, BRODEY
u. MARTIN 1985). Ansonsten scheint die Fahigkeit der Sertoli-Zellen Ostrogene zu
produzieren auf die prénatale oder unmittelbar postnatale Lebensphase beschrankt zu sein
(ROMMERTS et d. 1982).

Grundsitzlich ist davon auszugehen, dass beim mannlichen Tier Ostrogene auch durch
Synthese in der Nebennierenrinde sowie durch Aromatisierung im Fettgewebe gebildet
werden (THUN u. SCHWARTZ-PORSCHE 1994).

Die Ostradiolkonzentrationen im Plasma beim geschlechtsgesunden Riiden sind in der
Literatur unterschiedlich angegeben und liegen zwischen 9,5 — 24 pg/ml (COMHAIRE et al.
1974), 2 — 50 pg/ml (SHERDING et a. 1981), 6,5 — 21,9 pg/ml (RIESENBECK et al. 1999)
und 16 — 28 pg/ml (PALLA 1994). Im Gegensatz zu der pulsatilen Freisetzung von
Testosteron lie3 sich fir Ostradiol kein entsprechendes Sekretionsmuster beobachten
(PALLA 1994).

2.2 Sper matogenese

Mit der Geschlechtsreife beginnen in den Samenkandlchen kontinuierlich fortlaufende
Samenbildungsprozesse, die sich in drei Phasen, die Spermatogoniogenese, die
Spermatozytogenese und die Spermiohistogenese unterteilen lassen.

Zuné&chst bilden die der Basalmembran anliegenden Stammspermatogonien durch Mitosen
weitere Spermatogonien. Diese werden nach ihrer Zellgrofle, Vertellung von Eu- und
Heterochromatin sowie der Anzahl ihrer Nukleoli in A-, Intermediér- und B-Spermatogonien
unterteilt, wobel die Intermedidr- und B-Spermatogonien weiter entwickelte Zelltypen
darstellen. Durch mitotische Tellung der B-Spermatogonien entstehen die priméren
Spermatozyten aus denen nach meiotischer Tellung zunéchst die sekundaren Spermatozyten
und dann - nach einer zweiten meiotischen Reifeteilung - die runden Spermatiden entstehen.
Waéhrend der Spermiohistogenese reifen die Spermatiden letztendlich in vier Phasen zum
Spermium, wobel es zur Ausgestaltung der speziesspezifischen Kopf- und Schwanzform
kommt. Der grofdte Tell des Zytoplasmas und der darin enthaltenden Zellorganellen werden
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dabei abgeschntirt und von den Sertoli-Zellen phagozytiert. Es ist ein ausdifferenziertes, aber
noch nicht befruchtungsfahiges Spermium entstanden (SINOWATZ 2001a; HOFFMANN
2003).

Die Vorgange von Aufnahme der Teilung durch die A-Spermatogonie bis zur Entwicklung
der sekundéren Spermatozyten werden als Keimepithel zyklus bezeichnet.

Dessen Dauer ist bei den Haussdugern unterschiedlich lang und betrégt beim Hund 13,6 Tage,
der Gesamtvorgang der Spermatogenese ist nach ca. 61 Tagen abgeschlossen; es wird jedoch
auch Uber eine Dauer von 8 bis 9 Wochen berichtet (FOOTE et a. 1972; IBACH et a. 1976;
JOHNSON 1995).

STAGES OF THE CYCLE

Abb. 3 Keimepithelzyklus beim Riden (Russell et al. 1990)

Ihre volle Befruchtungsfahigkeit erhaten die Spermien erst wadhrend der epididymalen
Reifung, wo es zum Abldsen des Zytoplasmatropfens, zu Verdnderungen des Akrosoms, der
Plasmamembran, des Stoffwechsel sowie zu einer gerichteten Vorwértsbeweglichkeit der
Spermien kommt (SINOWATZ 20014a).
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Die Spermatogenese ist in hohem Mal3e von den Sertoli-Zellen abhangig. Diese bilden die
eigentliche Blut-Hoden Schranke. Sie Gben eine Stitz- und Erndhrungsfunktion aus, bauen
Kontaktstrukturen zu den Keimzellen auf und phagozytieren den bei der Spermiohistogenese
abgeschnurten Restkorper der Spermatiden; weiterhin werden fir die Entwicklung der
Keimzellen wichtige hormonale Stimuli Ubertragen (SINOWATZ 2001d). Versuche an
transgenen Mausen mit fehlendem Androgenrezeptor in den Sertoli-Zellen zeigten, dass
dieser Rezeptor fur die Aufrechterhaltung der kompletten Spermatogenese essentiell ist (DE
GENDT et a. 2003; CHANG et a. 2003; TSAI et a. 2006).

Die Gonadotropine stellen den wichtigsten endokrinen Regulator der Spermatogenese dar. LH
stimuliert in den Leydig-Zellen die Bildung von Testosteron, welches vor dlem die
meiotische Reifeteilung der priméren Spermatozyten sowie die Differenzierung der
Spermatiden beeinflusst. Wichtig hierbel ist die Bindung von Testosteron an das von den
Sertoli-Zellen unter FSH-Einwirkung gebildete androgenbindende Protein (ABP). Durch
Bindung an ABP kommt es zu einer Aufkonzentration von Testosteron, es wird in dieser
Form in die Samenkandchen und den Nebenhoden transportiert und zun&chst nicht weiter
verstoffwechselt. (DOCKE 1994a, HOFFMANN 2003).

FSH ist fur die Produktion unterschiedlicher, loka oder zentral wirksamer Peptide, z.B. von
Inhibin, verantwortlich. Es hat zudem Uber die Sertoli-Zellen férdernden Einfluss auf die
frihen Stadien der Spermatogenese. So konnten VIGIER et a. (2004) zeigen, dass sich durch
Zugabe von FSH und/oder Testosteron zu Keimzellkulturen - im Vergleich zu Zellkulturen
ohne Hormonzugabe - die Apoptoserate minderte, eine grofl3ere Anzahl runder Spermatiden zu
finden war und die Expression keimzellspezifischer Gene gesteigert wurde. Auch PAREEK et
al. (2007) konnten einen hemmenden Einfluss von FSH und Testosteron auf die Apoptose der
Keimzellen nachweisen.

Bel der hypogonadalen Maus fuhrte die Gabe von Testosteron oder Dihydrotestosteron via
Implantat zu einer quantitativ normalen Spermatogenese und fertilen Spermien, obwohl der
intratesikuléare Androgenlevel nur gering und FSH im peripheren Blut nicht nachweisbar war
(SINGH et al. 1995).

Zur weiteren Bedeutung von FSH fur die Spermatogenese liegen unterschiedliche
Beobachtungen vor. Transgene Méause mit fehlerhaften Rezeptorgenen fur FSH sind fertil,
weisen jedoch kleinere Hoden und eine geringere Spermienproduktion auf (DIERICH et al.
1998).
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SLUKA et a. (2006) zeigten, dass die Anwesenheit von FSH, nicht jedoch die von
Testosteron, essenziell fur den physiologischen Aufbau der Sertolizell-Verbindungen
untereinander ist.

2.3 Indikationen und M 6glichkeiten zur Ausschaltung der Hodenfunktion beim Riden

Die Kastration des Ruden stellt in der Kleintierpraxis eine alltégliche Aufgabe dar und gehort
mit zu den am haufigsten durchgeftihrten chirurgischen Eingriffen (FISCHER 2006). Die
Hauptgrunde fur die Kastration sind neben der Unterbindung der Fortpflanzung die Therapie
androgen-abhangiger Erkrankungen, von Hodenerkrankungen und -tumoren sowie
Verhaltensstorungen. In der Regel werden Riuden erst nach Abschluss der Pubertét kastriert,
die Kastration im prapubertaren Alter wird jedoch diskutiert (GUNZEL-APEL 1998; HOWE
et a. 2001; ARNOLD et a. 2006).

Nach 8§ 6 des Tierschutzgesetzes ist der Tierarzt verpflichtet, vor jeder Operation deren
Notwendigkeit abzuwégen, die Kastration des Rlden muss also begriindet sein.

2.3.1 Indikationen fir die Kastration

Ausschaltung der Sexualfunktion

Die Unterbindung der Fortpflanzung spielt besonders bei Tierbesitzern, die sowohl
Hundinnen als auch Riden halten, eine grof3e Rolle. Zudem wiinschen sich viele Halter einen
moglichst unproblematischen Ruden, der sich weder fur laufige Hindinnen in der Umgebung
interessiert, noch streunt oder ungewollt deckt.

Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die Einddmmung der Uberpopulation von Hunden, so dass
die Kastration von Tierheimtieren in Deutschland tblich ist. Wahrend nach dem Verband fir
das Deutsche Hundewesen (VDH) in Deutschland nur ca. 5 Millionen Hunde unter in der
Regel kontrollierten Bedingungen Ieben, haben andere Lénder, insbesondere in Osteuropa und
dem Mittelmeerraum, aber auch die USA, mit einer starken Population an herrenlosen
Hunden zu kdmpfen, die sich lediglich durch die Unterbindung der Fortpflanzung eingrenzen
l&sst. Nur so lésst sich die Zahl von schdtzungsweise 8 bis 10 Millionen Hunden und Katzen,
die in den USA in Tierheimen aufgenommen und zur Hélfte euthanasiert werden, reduzieren
(KUTZLER u. WOQOD 2006).
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Erkrankungen der Prostata

Zu den Erkrankungen der Prostata gehdren beim Hund insbesondere die benigne
Prostatahyperplasie (BPH), Prostatazysten, die Prostatitis, Prostataabszesse und das
Prostatakarzinom (JONSTON et a. 2000, HOFFMANN et al. 2007).

Die BPH tritt gehéuft bei unkastrierten Riden tber funf Jahren auf (SINOWATZ 2001b),
JOHNSTON et a. (2000) berichten, dass Uber 80% der mannlichen Hunde ab einem gewissen
Alter eine BPH aufweisen. Hinsichtlich der Pathogenese der BPH gilt, dass es sich u.a. um
einen androgenabhangigen Prozess handelt, bei dem die Wirkung von Dihydrotestosteron
(DHT), das durch die Einwirkung von 5a-Reduktase in der Prostata aus Testosteron entsteht,
im Vordergrund steht (JOHNSTON et a. 2000; HOFFMANN et a. 2007).

Bel den betroffenen Hunden kann das Prostatavolumen um den Faktor zwei bis sechs erhdht
sein (LAROQUE et a. 1994,1995; KAMOLPATANA 1998), bei Beaglen mit einem
Korpergewicht zwischen 7 und 13 kg, die an BPH litten, ermittelten IGUER-OUADA und
VERSTEGEN (1997) mittels Ultraschall eine Prostatagrof3e zwischen 5 und 24 cmg.

Oft verlauft die BPH zunéchst symptomlos, das Allgemeinbefinden ist ungestort. Bel
langerem Bestehen kann es zu Defékationsbeschwerden und auch Miktionsproblemen
kommen (HOFFMANN et al. 2007). Da rekta oft nur ein Teil der Prostata palpierbar ist, ist
die sonographische Untersuchung die sicherste Diagnosemdglichkeit.

Gangige therapeutische Malinahme bel der BPH ist die chirurgische Kastration; BARSANTI
und FINCO (1995) beschreiben, dass sich die Grof3e der Prostata innerhalb von drei Wochen
nach der Kastration um 50%, nach neun Wochen sogar um 70% verringerte.

Prostatazysten lassen sich in intraprostatische Zysten, die haufig in Zusammenhang mit einer
BPH auftauchen, und paraprostatische Zysten unterteilen. Wéhrend die paraprostatischen
Zysten vom Prostatagewebe deutlich abgrenzbar sind und je nach ihrer Grole en
chirurgisches Vorgehen erfordern, befinden sich die intraprostatischen Zysten innerhalb des
Drisengewebes (s. Abb. 4) und rufen in der Regel keine klinischen Symptome hervor. Bei
groferen Zysten (zum Tell bisca 10 cm Durchmesser) kann es jedoch zu Symptomen dhnlich
einer chronischen Prostatitis oder BPH kommen (SINOWATZ 2001b; JONSTON et al.
2000), ds klinisches Leitsymptom zeigt sich , Traufeln® von blutigem Sekret aus dem Penis,
unabhéngig vom Urinabsatz (HOFFMANN et al. 2007). Prostatazysten werden haufig ab
einem Alter von 8 Jahren diagnostiziert (STOWATER u. LAMB 1989).
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Abb. 4 Sonogr afische Dar stellung einer intraprostatischen Zyste (Pfeil) beim
Ruden

Die Kastration stellt die einfachste Therapieform dar, da es dadurch zur Rickbildung
kleinerer intraprostatischer Zysten kommt. Unter Umstanden ist zusétzlich eine antibiotische
Therapie oder bel grof3eren Zysten eine Punktion bzw. ein chirurgisches Vorgehen notwendig
(SINOWATZ 2001b; HOFFMANN et . 2007).

Entziindungen der Prostata lassen sich in die akute und die chronische Prostatitis einteilen.
Die akute Entzindung wird durch aufsteigende bakterielle Infektionen verursacht, wobei
Escherichia coli die haufigste Ursache darstellt (JOHNSTON et al. 2000). Die betroffenen
Tiere zeigen zum Teil ein hochgradig gestortes Allgemeinbefinden, starke Schmerzen beim
Kotabsatz, Harndrang, Tropfeln eines blutig-eitrigen Sekrets aus dem Penis und teilweise
Fieberschiibe und Erbrechen. Palpatorisch zeigt sich die Prostata vergrofert und schmerzhaft,
im Ultraschall hingegen ist sie meist unauffallig (SINOWATZ 2001b; HOFFMANN et al.
2007).

Die chronische Prostatitis geht aus der akuten Form oder auch aus chronischen
Harnwegsinfektionen hervor und zeigt sich haufig in Zusammenhang mit Prostatahyperplasie,
Zysten und auch Neoplasien (SINOWATZ 2001b). Im Gegensatz zur akuten Prostatitis gibt
es jedoch oft keine klinischen Symptome, zum Teil wird Uber eine herabgesetzte
Samenqualitét, Infertilitdt und verringerte Libido berichtet (JONSTON et a. 2000). Die
Prostata ist bei einer chronischen Entziindung in der Regel nicht schmerzhaft, im Ultraschall

14



Literaturiibersicht

zeigt sich ein inhomogenes Bild, unter Umstdnden sind auch Prostataabszesse sichtbar
(SINOWATZ 2001b).

Zur Behandlung der Prostatitis ist in beiden Fallen eine antibiotische Therapie angezeigt.
Trimethoprim-Sulfonamid-K ombinationen und Enrofloxacin gelten als die Mittel der Wahl,
wobei eventuell eine Medikation tUber 3-5 Wochen notwendig ist (YIN u. NOLTE 2001). Bel
Prostataabszessen ist zusétzlich ein chirurgischer Eingriff mit Drainage oder Punktion
notwendig, da die Antibiose alleine hier nicht zur Heilung fuhrt (BOLAND et a. 2003). Bei
Rezidiven oder dem gemeinsamen Auftreten der Prostatitis mit einer Hyperplasie oder

Abszessen sollte zur Kastration des Riiden geraten werden.

Neoplastische Veranderungen der Prostata machen nur 0,2 bis 0,6 % aller Tumoren beim
Hund aus (BELL et al. 1991). Meist handelt es sich allerdings um maligne Prozesse, wie
Adeno- oder Ubergangsepithelkarzinome, die sowohl beim intakten als auch kastrierten Hund
vorkommen (HOFFMANN et al. 2007). Das mittlere Alter der Tiere liegt bei 10 Jahren
(CORNELL et a. 2000). Zum Teil wird auch Uber ein hdheres Risiko bel kastrierten Ruden
berichtet: nach BELL et a. (1991), erkrankten diese 2,38 mal so héaufig an
Prostatakarzinomen, nach SORENMO et d. (2003) sogar 3,9 ma haufiger as intakte Riden.
Im Gegensatz zum Menschen, l&sst sich dieser Tumor bei Hunden nicht durch Ausschalten
der Androgene (z.B. mittels Antiandrogenen, GnRH-Agonisten/Antagonisten oder Kastration)
behandeln bzw. aufhaten. Die Prognose bel Vorhandensein eines Prostatakarzinoms ist
generell asinfaust zu bezeichnen, Therapiemdglichkeiten sind nicht vielversprechend und bei
einem gestorten Allgemeinbefinden des Tieresist die Euthanasie anzuraten (JONSTON et al.
2000).
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Ver haltensstoérungen

Verhaltensstérungen beim Ruden stellen heute einen der haufigsten Grinde fir die Kastration
dar (BERCHTOLD 1993). Meist handelt es sich dabei um ,, stérendes Normalverhalten®, wie
beispielsweise Urinmarkieren und um Verhaltensprobleme, die sich aus Erziehungsfehlern
ergeben; auch die Hypersexualitdt wird dazu gerechnet (MAARSCHALKERWEERD et al.
1997). Der Begriff Hypersexualitét kennzeichnet verschiedene Ubersteigerte sexuelle
Verhaltensweisen, wie Uberreaktionen auf laufige Hindinnen, Masturbieren, Aufreiten an
anderen Hunden, Menschen oder Gegenstdnden, Streunen, aber auch Aggressivitat
(HOLZMANN 2001). Mitunter kommt es sogar zu relativ drastischen Verhaltensweisen, wie
der volligen Futterverweigerung oder Erbrechen im Zusammenhang mit laufigen Hindinnen,
Beil3en in den Penis bei Erregung (zum Teil mit perforierenden Bissverletzungen), bel kleinen
Hunderassen wird eine Verbindung zwischen sexueller Erregung und epileptiformen Anféllen
diskutiert (ARBEITER 1994).

FEDDERSEN-PETERSEN (1991) nennt as ene Ursache fir gestortes Verhalten
Fehlpréagungen aufgrund mangelnder sozialer Kontakte mit Artgenossen und Menschen im
Welpenalter sowie sexuelle Isolierung, aber auch die Fehlverstandigung zwischen Mensch
und Tier und unredlistische Erwartungen und Vorstellungen der Besitzer; aber auch die
genetische Disposition wird diskutiert (BERCHTOLD 1993).

Von den so verursachten Verhatensauffdligkeiten sind jene abzugrenzen, bel denen
somatische Erkrankungen die Ausldser von Verhaltensstorungen sind (DORING u. ERHARD
2006).

Aggressives Verhalten zeigt eine breite Palette an unterschiedlichen Aggressionsarten. So
muss man zwischen Aggression gegen menschliche Familienmitglieder, gegen fremde
Menschen, gegen Hunde aus dem gleichen Haushalt, fremde Hunde und Aggression gegen
Menschen, die in das Territorium eindringen, unterscheiden (NEILSON et a. 1997).

Neben mangelhafter bzw. fehlerhafter Erziehung (DORING u. ERHARD 2006), iiben auch
die Androgene einen wichtigen Einfluss auf das Sexual- und Aggressionsverhalten
mannlicher Tiere aus, so dass die Kastration einen therapeutischen Ansatz darstellen kann
(JOCHLE 1998).

In einer Untersuchung von NELSON et d. (1997) an 57 Riuden in einem Alter von Uber 2
Jahren zeigte sich, dass die Kastration vor allem einen positiven Einfluss auf Markieren,
Besteigen und Streunen hatte. Bei 60% der Hunde zeigte sich eine Verbesserung der
genannten Probleme um mindestens 50%, bei 25-40% der Hunde sogar um mindestens 90%.

Aggressives Verhalten hingegen wurde weniger stark von der Kastration beeinflusst: hier gab
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es eine Besserung von nur knapp einem Drittel, wobel sich die Aggressivitat gegen fremde
Menschen nicht  signifikant &nderte.  Uber  &hnliche  Ergebnisse  berichtet
MAARSCHALKERWEERD et d. (1997), der 122 Hundebesitzer befragte. Nach
ANDERSSEN und LINDE-FORSBERG (2001) zeigten anndhernd 80% der Hunde eine
Besserung von Verhatensauffélligkeiten nach Kastration; Aggression gegentiber anderen
Riden wurde hier von den Besitzern a's haufigstes Problem genannt: im Hinblick auf diesen
Parameter kam es bei 67% der Hunde zu einer Besserung.

In einer Studie an 209 Ruden mit Verhaltensprobleme zeigten 74% der Tiere nach Kastration
eine Besserung, z.T. verschwanden die Probleme ganzlich (HEIDENBERGER u. UNSHELM
1990). Dies war besonders bel Hypersexualitét der Fall, bel aggressiven Hunden zeigten 49
von 80 ein besseres Verhalten. Zudem wurde festgestellt, dass die Kastration bei mannlichen
Tieren einen grolReren Einfluss auf das Verhaten as bei weiblichen Tieren hatte
(HEIDENBERGER u. UNSHELM 1990) und dass das Alter des Tieres sowie die Dauer, seit
der das Verhaltensproblem besteht, keinen Einfluss auf den Effekt der Kastration hatte
(NEILSON et al. 1997).

Hinsichtlich der oben genannten Untersuchungen stellt die Kastration eine sinnvolle
Behandlung bzw. unterstiitzende Therapie bei Verhaltensstorungen dar, ist jedoch nur in
Zusammenhang mit weiteren Mal3nahmen sinnvoll. Dazu gehort vor allem eine rechtzeitige
und unter Umstdnden von Fachleuten unterstitzte Erziehung, das Optimieren der
Familiensituation und Haltungsbedingungen fir den Hund, regelméfdige und sinnvolle
Beschaftigung und Kontakt zu anderen Hunden. Da ein Aggressionsverhaten sehr komplex
und von vielen Faktoren beeinflusst sein kann, ist hier die Prognose vorsichtig zu stellen
(HOLZMANN 2001; HEIDENBERGER u. UNSHELM 1990).
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Sonstige Indikationen

Weitere Indikationen fur die Kastration des Riuden sind Hodentumore und
Hodenerkrankungen wie die chronische Orchitis und Epididymitis (HOLZMANN 2001), aber
auch perianale Neoplasien (WILSON u. HAY ES 1979).

Hodentumore kommen beim Riden haufiger als bei anderen Spezies vor (PETERS u. VAN
SLUIJS 1996) und sind mit einem Anteil von 5 bis 15%, bezogen auf die Gesamtzahl der
beim Riden beobachteten Neoplasien, die zweithdufigste Tumorart méannlicher Hunde
(JOHNSTON et d. 1991). Vorwiegend sind &tere Hunde betroffen, die haufigsten
Hodentumore sind Leydig-Zelltumore, Sertoli-Zelltumore und Seminome (PETERS u. VAN
SLUIJS 1996), wobel Kryptorchismus ein pradisponierender Faktor fur die Ausbildung von
testikuldren Neoplasien ist (HOFFMANN et al. 2007); so wird berichtet, dass dies das Risiko
einer tumordsen Entartung um den Faktor 14-23 erhoht (PRANGE et a. 1987, DOCKE
1994a).

Metastasen sind bei Hodentumoren selten, allerdings konnen Sertoli-Zelltumoren wegen ihrer
ostrogenbildenden Eigenschaft lebensbedrohlich sein, da Ostrogene speziell beim Hund zu
einer letalen Knochenmarksdepression (aplastische Anamie) fihren (SHERDING et al. 1981,
SINOWATZ 2001c).

Bel allen Tumorarten gilt die chirurgische Kastration als das Mittel der Wahl.

Neoplasien der perianalen Drisen treten besonders beim mannlichen Hund auf. Adenome
sind dabei 4,5 ma so haufig zu beobachten wie Karzinome. Da diese Adenome hormon-
abhangig sind, zeigt eine Kastration Therapieerfolg, ohne das es zu Rezidiven kommt, so dass
der Tumor nicht chirurgisch entfernt werden muss (WILSON u. HAYES 1979).

Letztlich soll noch darauf hingewiesen werden, dass — wenn die Zuchtnutzung erhalten
werden soll — eine vorribergehende Ausschaltung des Geschlechtstriebes auch bei
Verletzungen des Corpus cavernosus penis indiziert ist, um das Blutungsrisiko zu verringern,
wie eigene Erfahrungen gezeigt haben.
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2.3.2 chirurgische (blutige) Kastration

Die chirurgische Kastration des Ruden ist in der Kleintierpraxis Routine.

Wie bel jedem operativen Eingriff, insbesondere wenn er unter Vollnarkose durchgefihrt
wird, muss jedoch auch be der Standard-OP ,Kastration® mit Zwischenfdlen und
Nebenwirkungen gerechnet werden. Insbesondere bel &lteren und/oder Kreidauf-labilen
Tieren muss mit Narkosezwischenfdlen und Komplikationen wie Exzitationen wahrend der
Narkoseeinleitung oder Aufwachphase, Erbrechen des Tieres, Laryngospasmen, Herz- und
Kreidaufversagen, Unvertréglichkeit des Narkosemittels oder einer Hypothermie gerechnet
werden (ALEF u. OECHTERING 1999). Die Tierbesitzer sind auf diese sich aus dem
operativen Eingriff ergebenden Risiken grundsétzlich hinzuweisen.

2.3.3 Unblutige Kastration

2.3.3.1 Irreversible Ausschaltung der Hodenfunktion

Im Vordergrund steht hier die chemische Kastration mittels Injektion unterschiedlicher
Wirkstoffe, wie zum Beispiel von Zink-Gluconat (TEPSUMETHANON et al. 2005), in den
Hoden, Nebenhoden oder Samenstrang . In den USA ist Neutersol® fir diese Indikation
zugelassen, jedoch zur Zeit nicht im Handel. Als Nebenwirkungen werden Schwellungen und
Schmerzen Uber bis zu zwel Wochen (TALWAR u. NAZ 1981) und, laut Hersteller, auch
Hautveranderungen, Erbrechen, Lethargie und Durchfall genannt.

Ein anderer Ansatz ist der Einsatz von hochenergetisch fokussierten Ultraschallwellen auf
Hoden oder Nebenhoden, was zur thermischen Zerstérung des Gewebes und Verschluss der
spermienableitenden Wege fuhrt (FAHIM et al. 1977, ROBERTS et a. 2002, FRIED et al.
2002) oder auch die Kastration grof3er Hunde mittels Burdizzo-Zange (ORTEGA-
PATCHECO et a. 2006).
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2.3.3.2 Reversible Ausschaltung der Hodenfunktion

Gestagene

Eine Alternative zur nicht-chirurgischen Kastration stellte bisher vor alem die Behandlung
mit Gestagenen dar.

Progesteron ist das im Vordergrund stehende Hormon der Corpora lutea, es wirkt einmal in
Richtung periphere Zielorgane, z.B. Uterus, anderma aber auch negativ-rickkoppelnd in
Richtung Hypothalamus/Hypophyse, d.h. die Freisetzung von GnRH aus dem Hypothalamus
und damit die von LH und FSH aus dem Hypophysenvorderlappen wird gehemmt und infolge
dessen auch die Ovarfunktion. Auch beim Riuden haben Gestagene eine entsprechende
negativ ruckkoppelnde Wirkung, die sich auch in einer Reduktion der Plasmakonzentration
von Testosteron sowie der von Estradiol manifestiert (ENGLAND u. HARVEY 1998).

Diese Wirkung scheint jedoch nur partiell ausgepragt zu sein; so zeigten WRIGHT et al.
(1979), dass die Behandlung von gesunden Riden mit Medroxyprogesteronacetat (4 mg/kg)
as Depot-Préparat Uber sieben Wochen zwar zu einer Verringerung der peripheren
Testosteronkonzentration fuhrte, die Reduktion lag jedoch lediglich bel 58%, weder die
Grol3e und Konsistenz der Hoden, noch die Libido und die Samenqualitét des Tieres wurden
dadurch beeinflusst. Zu &hnlichen Ergebnissen kamen auch BAMBERG-THALEN u.
LINDE-FORSBERG (1992), die nach Gabe von Medroxyprogesteronacetat in verschiedenen
Dosierungen zwar eine Reduktion der Prostatagrdf3e und der Testosteronkonzentration im
Serum beobachten konnten, die Hodengréf3e und die Samenqualitdt wurden hingegen nicht
beeinflusst.

Andere Studien zeigten, dass nach oraler Gabe niedriger Dosen Megestrolacetat (2mg/kg)
Uber sieben Tage keine Verdnderungen in der Samenqualitét auftraten, bei htheren Dosen
(4mg/kg) kam es zu geringen Abweichungen der Spermaqualitdt. Nach der Behandlung mit
Medroxyprogesteronacetat in einer Dosis von 20mg/kg kam es innerhalb von drel Tagen zu
einem signifikanten Abfal von Spermienmotilitét, Morphologie und Volumen (ENGLAND
1997). Aufgrund des schnellen Effektes wird auch eine direkte Wirkung von Gestagenen auf
die epididymale Spermienreifung und deren Transport angenommen.

Dartber hinausgehend haben Gestagene in hohen Dosen auch einen sedativen Effekt;
weiterhin wird Uber diverse Nebenwirkungen berichtet. Erwahnt werden - neben den Ublichen
kastrationsbedingten Wirkungen, wie gesteigerter Appetit, Gewichtszunahme, Fell- und
Verhatensénderungen (Lethargie) - eine VergrolRerung des Gesduges mit dem Risiko des
Entstehens von Mammatumoren, Farbverdnderungen und/oder Alopezie an der
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Injektionsstelle (ENGLAND u. HARVEY 1998). Bei einer Langzeittherapie mit hohen Dosen
wird auch Uber das Auftreten eines iatrogenen Cushing-Syndroms oder von Diabetes mellitus
berichtet (KOOISTRA u. OKKENS 2001; SELMAN et a. 1997).

Ein in Deutschland fir den Ruden zugelassenes Préparat ist Delmadinoacetat (Tardastrex®,
Pfizer), dass jedoch zur Zeit nicht im Handel ist. Anwendungsgebiete sind laut Hersteller
BPH, kleine Adenome der Perianaldriisen, sexuelle Hyperaktivitét und androgen-abhangige
Angriffslust, wenn eine Kastration nicht erwiinscht ist. Als Nebenwirkungen werden
Appetitsteigerung, Polyurie und Polydipsie, ungewohnlich ruhiges Verhalten, Haut- und
Haarverénderungen an der Injektionsstelle, verminderter Geschlechtstrieb, Gesdugetumore
und en latenter Diabetes mellitus genannt, Gegenanzeigen sind schwere Leber- und
Nierenschaden, Mamatumore, Diabetes mellitus oder eine Langzeittherapie mit
Glukokortikoiden. L angzeitanwendungen sind zu vermeiden und
Wiederholungsbehandlungen  sollten  frihestens nach vier Wochen  stattfinden.
Medroxyprogesteronacetat (Perlutex®, Bayer) ist in Deutschland fur Hundinnen zur
Laufigkeitsunterdriickung und —Unterbrechung zugelassen; Uber Erfahrungen mit der
Anwendung von Perlutex® beim Riden wurden in der Literatur keine Angaben gefunden.

Kompetetive Androgen-Rezeptor blocker (Antiandrogene)

Die antagonistische Wirkung dieser Stoffe ergibt sich daraus, dass diese kompetitiv zu
Testosteron bzw. Dihydrotestosteron an den Androgenrezeptor binden, wodurch die
Transkription partiell oder komplett gehemmt wird. Wie Abb. 5 zeigt, kann dabel zwischen
steroidalen (Cyproteronacetat, Osateronacetat) und nicht steroidalen (Flutamid) Verbindungen
unterschieden werden. Bel Cyproteronacetat (Androcur®, Schering) handelt es sich um eine
seit langer Zeit in der Humanmedizin zugelassene Verbindung, die neben der kompetitiven
Hemmung am Androgenrezeptor auch noch eine gestagene Partialwirkung aufweist und
damit die Gonadotropinfreisetzung hemmt (NEUMANN 1983).

Indikationen zur Anwendung von Androcur® beim Menschen sind das fortgeschrittenen
Prostatakarzinom, schwerer  Akne, Hirsutismus, androgenetische  Alopezie,
Androgenisierungserscheinungen bei Frauen sowie der Triebddmpfung bel Mannern.
Beschriebene Nebenwirkungen von Androcur® sind laut Packungsbeilage unter anderem
Veranderungen des Korpergewichts, Unruhe, Midigkeit, eine Hemmung der Spermatogenese
und Leberveranderungen, Gegenanzeigen sind Lebererkrankungen, Depressionen und
Diabetes mellitus.
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Abb. 5: Strukturformeln von drel Antiandrogenen

Auch in der Veterindrmedizin kam Cyproteronacetat beim Ruden vielfach zum Einsatz;
Indikationen waren die BPH, Ausschaltung der Wirkung einer initia erhohten
Testosteronsekretion nach Verabreichung eines GnRH-Implantates zur Downregulation (siehe
Kap. 2.3.3.2 Downregulation der hypophysdren GnRH-Rezeptoren) und Beeinflussung des
Sexualverhaltens (RIESENBECK et a. 2002; SCHULER, pers. Mitteilung). Auch bei
Penisverletzungen kam Androcur® mit dem Ziel einer Erektion und damit einer erhdhten
Blutungsgefahr vorzubeugen erfolgreich zum Einsatz (PESCH, pers. Mitteilung, eigene
Erfahrungen). Hinsichtlich Nebenwirkungen fanden sich keine Angaben.

Seit 2007 ist Osateronacetat (Y pozane®, Virbac) in der ganzen EU zur Behandlung der
benignen Prostatahyperplasie beim Riden zugel assen.

Bereits 2000/2001 hatten TSUTSUI et a. berichtet, dass es nach Anwendung von
Osateronacetat bel Riden mit BPH zu einer Reduktion der Prostatagrofie um im Mittel 63%
kam, auch die Testosteronsekretion war signifikant reduziert, die LH-Spiegel sowie die
Samenqualitét waren hingegen nur geringgradig betroffen.

Flutamid (Hexal; Sandoz; Ratiopharm) ist in der Humanmedizin zur Behandlung des
fortgeschrittenen Prostatakarzinoms zugel assen. Nach Anwendung beim Ruden berichten
DOYLE et a. (2004) Uber eine deutliche Reduzierung der Prostatagrofie.
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5a-Reduktase-Hemmer

Die 5o0-Reduktase bewirkt die irreversble Reduktion von Testosteron zu
5a-Dihydrotestosteron (DHT) und wird in zahlreichen Geweben expremiert. Die Aktivitét
der 5o—Reduktase wird wesentlich von Testosteron beeinflusst. DHT weist eine stérkere
Bindung als Testosteron an den Androgenrezeptor der Prostata auf (BAMBERG 1994b) und
ist demnach das fir Wachstum und Sekretion der Prostata verantwortliche Schitisselenzym .
Der Einsatz von 5a—Reduktase-Hemmern bietet somit die Moglichkeit zur Behandlungen der
benignen Prostatahyperplasie, ohne dass dabei die Konzentration der Ubrigen Sexualsteroide
im Blut verandert wird (JONSTON et a. 2000).

Finasteride (Proscar™, Aventis), ein Typ Il 50—Reduktase-Hemmer, wird beim Mann zur
Behandlung der benignen Prostatahyperplasie ab einem Volumen von 40 cm® erfolgreich
eingesetzt. Als Nebenwirkungen werden vom Hersteller gelegentlich Impotenz, eine
verminderte Libido, ein verringertes Ejakulatvolumen und Gyndkomastie sowie selten
Uberempfindlichkeitsreaktionen angegeben.

Untersuchungen an erwachsenen Beaglen zeigten, dass 1 mg Finasteride pro kg
Korpergewicht pro Tag, verabreicht Gber 21 Wochen, die Prostatagrof3e um 70% verringerte;
die Menge an Prostatasekret nahm ab, was mit einer Zunahme des Spermienkonzentration
einherging. Schliefdlich konnte kein Sperma mehr gewonnen werden, obwohl die Tiere eine
normale Libido aufwiesen. Nebenwirkungen wurden nicht beobachtet und alle Effekte waren
6 — 8 Wochen nach Behandlungsende reversibel (IGUER OUADA u. VERSTEGEN 1997).
Nach Verabreichung von Finasteride in Dosierungen von 0,1, 0,25 und 0,5 mg/kg
Korpergewicht und Tag an geschlechtsgesunde Riden Uber sieben Tage, kam es einheitlich
zu einer Verringerung der Serum-Konzentration von DHT um 55%, wahrend die Testosteron-
Konzentration unverandert blieb.

Bei Behandlung von funf an BPH erkrankten Riiden und Anwendung der gleichen Dosierung
(0,1-05 mg Finasteridelkg KG/Tag), kam es nach 16 Wochen zu einer mittleren
Verkleinerung des Prostatavolumens um 43%, die Serum-Konzentration von DHT war um
58% verringert. Bei alen Hunden kam es zu einer Verringerung des Spermavolumens, die
Qualitat der Samenzellen selbst, die Testosteronkonzentration im Serum sowie Libido und
Fertilitdt waren jedoch nicht beeintrachtigt (KAMOLPATANA et al. 2001); Uber
entsprechende Beobachtungen berichten SIRINARUMITR et al. (2001).

Daraus ergibt sich, dass die Behandlung einer BPH mit dem 5a—Reduktase-Hemmer

Finasteride insbesondere bei Zuchtriden indiziert ist, da die Fertilitdt nicht oder nur
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geringgradig beeintrachtigt wird. Der Therapieerfolg ist allerdings grundsétzlich reversibel.
Nach IGUER-OUDA und VERSTEGEN (1997) erreichte die Prostata 12 Wochen nach Ende
der Behandlung mit Finasteride wieder die gleiche Grol3e wie vor Therapiebeginn.

I mmunisierung gegen GnRH
Ein anderer Ansatz zur gezielten Unterdrickung der Fortpflanzung durch Ausschaltung der
Gonadenfunktion ist die aktive Immunisierung gegen GnRH, LH oder LH-Rezeptoren.

Als kurzkettiges Peptid wird GhnRH vom Immunsystem nicht as fremd erkannt. Es muss
daher es an ein weiteres Makromolekil gekoppelt werden, um eine entsprechende

Immunantwort auszul Gsen.

LADD et a. (1994) immunisierte Riden mit an Tetanus Toxoid konjugiertem GnRH und
konnte bel allen Tieren einen signifikanten Abfall der Testosteronkonzentration im Serum auf
Werte wie nach einer Kastration und eine Unterdriickung der Spermatogenese feststellen, alle
Effekte der Immunisierung waren reversibel.

In anderen Versuchen wurde GnRH an das T-Helferzellen-Epitop p35 aus caninem
Staupevirus F Protein oder Rotavirus VP6 Protein der Ziege gebunden und mannliche Hunde
damit immunisiert (JUNG et a. 2005). Auch hier kam es zu einer Unterdrickung der
Spermatogenese. ZENG et a. (2001) benutzten ein an Ovalbumin konjugiertes GnRH-
Tandem Dimer zur Vakzinierung von mannlichen chinesischen Schweinen. Nach der
Immunisierung stellten sich sehr niedrige Serum-Testosteronlevel, meist unterhalb der
Nachweisgrenze, niedrige Androstenonwerte im Fettgewebe und ein sehr niedriges
Hodengewicht ein.

In Australien, Neuseeland, Siidafrika, Mexiko, Brasilien und den Philippinen ist Improvac®
(Pfizer GmbH), eine GnRH-V akzine, als Alternative zur chirurgischen Kastration von Ferkeln
zugelassen; die erste Injektion erfolgt in der 8./9. Lebenswoche, eine Boosterung in Woche
21/22.; ca. 40 % der mannlichen Tiere werden in Australien so behandelt.

Ein anderer Ansatz ist die Immunisierung gegen LH. LUNNEN et al. (1974) setzten bovines
LH zur Vakzinierung von mannlichen Beaglen ein und konnten damit eine Atrophie von
Hoden, Nebenhoden und Prostata erreichen. 2 — 5 Wochen nach der ersten Impfung lief3 sich
kein Ejakulat mehr gewinnen und die Testosteronkonzentration war im Vergleich zur
Kontrollgruppe (2 — 6 ng/ml) verringert (unter 2 ng/ml). Der Effekt der Immunisierung hielt
zum Tell bis zu einem Jahr lang an.
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Nach Immunisierung von Huindinnen gegen LH-Rezeptoren ergab sich drei Wochen nach
Behandlung ein Abfall der Progesteron-Konzentration im Plasma auf 0-0,5 ng/ml, wéhrend
sich die Estradiol-17R-K onzentration nicht veranderte. Uber einen Zeitraum von im Mittel 11
Monaten zeigten die Tiere keine Laufigkeit; nach Abnahme des Titers stellte sich wieder ein
normales Reproduktionsgeschehen ein (SAXENA et a. 2002). Die Immunisierung gegen
hCG fuhrte hingegen nicht zur Beeinflussung des Zyklus bel der HUndin, da anscheinend
keine ausreichende Kreuzreaktion zu caninem LH bestand (AL-KAFAWI et a. 1974).

Insgesamt stellt die , Immunkastration” eine interessante Alternative zur chirurgischen
Kastration dar, Arzneimittel zur Anwendung beim Hund stehen zur Zeit jedoch nicht zur

Verflgung.

GnRH-Antagonisten

GnRH-Antagonisten binden an den membransténdigen GnRH-Rezeptor, ohne dass die
nachfolgende Kaskade eingeleitet wird, d.h. die Ausschittung von LH und FSH unterbleibt.
Ein fir die Humanmedizin zugelassener GnRH-Antagonist ist Cetrorelixacetat (Cetrotide®,
Serono), das Anwendungsgebiet ist die Verhinderung eines vorzeitigen Eisprungs bei
Patientinnen, die sich einer kontrollierten ovariellen Stimulation, gefolgt von einer
Eizellentnahme und Techniken der assistierten Reproduktion, unterziehen.

Als Nebenwirkungen werden lokale Reaktionen an der Injektionsstelle, Ubelkeit,
Kopfschmerzen und in Einzelfdllen Uberempfindlichkeitsreaktionen, einschlieflich
anaphylaktischer Reaktionen, genannt. Vorteile gegentber der Behandlung mit GnRH-
Agonisten sind laut Hersteller die schneller eintretende Wirkung, das Ausbleiben eines initial
stimulierenden Effekts und die Moglichkeit einer dosi sabhéngigen Hormonsuppression.
GnRH-Antagonisten wie Cetrorelixacetat, Abarelix und Acyline wurden in Studien auch zur
Kontrazeption beim Mann ( PAVLOU er al. 1991; HERBST et d. 2002; AMORY 2006) und
zur Behandlung des humanen Prostatakarzinoms (DEBRUNY E 2004) eingesetzt.

Bel einigen GnRH-Antagonisten der 1. Generation wird als Nebenwirkung eine signifikante
Ausschittung von Histaminen beschrieben (PADULA 2005), wohingegen die neueren
GnRH-Antagonisten der 2. (Cetrorelix) und 3. Generation (Acyline) gut toleriert werden,
zudem potenter sind und eine langere Wirkungsdauer aufweisen (VICKERY 1985; HERBST
2003). Zur Anwendung von GnRH-Antagonisten beim Tier, insbesondere beim Hund, gibt es
nur wenig Angaben.
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Die Gabe von Detirelix, einem Antagonisten der 1. Generation, in einer Dosierung von 4
pg/kg KGW, fuhrte bel Riden zu einem Absinken der Testosteronkonzentration innerhalb
von zwel Stunden, bel hoheren Dosen (2 mg/kg KGW) wurde die Spermatogenese
unterdriickt (VICKERY et al. 1989).

Nach Verabreichung von Cetrorelixacetat (i.v. oder s.c.) an Ruden in einer Dosis von 0,1
mg/kg Korpergewicht kam es zu einem Absinken der Testosteronkonzentration im Plasma
nach 1 — 2 Stunden; bel Ausgangswerten von 0,8 bis 8,1 ng/ml lagen die Werte nach 4
Stunden unter 0,6 ng/ml. Nach 48 Stunden waren die Ausgangswerte wieder die erreicht
(SCHWAHN et a. 2000).

Bei Behandlung von Hiindinnen wahrend der ersten drei Tage des Protstrus mit Acyline (0,11
mg/kg KGW s.c.) kam es zu einem kurzen anovulatorischen Ostrus. Drei Wochen nach der
Behandlung waren die Tiere wieder im Proostrus, Nebenwirkungen wurden nicht beobachtet
(Gobello et a. 2005). CORRADA et a. (2006) behandelten Riden mit 0,33 mg Acyline/kg
KGW (s.c.), wonach sich die Spermaqualitdt stetig verschlechterte und sich nach zwel
Wochen ein deutlich verringertes Volumen (< 0,2 cmd), eine verringerte Gesamtzahl (0,5 x
10°%) und eine verschlechterte Motilitét (30%) zeigten. Zwei Wochen spéter konnte in den
Ejakulaten zudem ene erhohte Pathomorphologie mit z.T. = 40% Plasmatropfen
nachgewiesen werden. Die Veranderungen in der Spermaqualitét waren nach Versuchsende
voll reversibel.

Weitere verwertbare Erfahrungen zur Anwendung von GnhRH-Antagonisten Uber einen
langeren Zeitraum als Alternative zur chirurgischen Kastration beim Riden liegen bislang

noch nicht vor.

Downregulation der hypophysaren GnRH-Rezeptoren

Die Freisetzung von GnRH erfolgt beim Ruden - wie oben bereits dargelegt - pulsatil und
unterliegt verschiedenen negativen Feedback-Mechanismen. Fir GnRH sind mehrere
Isoformen bekannt sind, GnRH | und Il. GnRH wird in den GnRH-Neuronen des
Hypothalamus gebildet, seine Produktion und Sekretion unterliegt einem komplexen
Regulationsschema, bei dem u.a. den positiven und negativen Feedback-Mechanismen der
Sexualhormone, insbesondere von Estradiol-1713, eine entscheidende Rolle zukommt. Speziell
fUr Progesteron gilt, dass dessen negativ-rickkoppelnde Wirkung im Zusammenhang mit der
Bildung/Wirkung von endogenen Opioiden gesehen werden muss (HERBISON 2006).
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Ein besonderes Phdnomen, das mit der Freisetzung bzw. Wirkung von GnRH verbunden ist,
ist die in einer ,Downregulierung® mindende ,, Desensitization®. Es zeigt sich darin, dass im
Gegensatz zu einer pulsatilen, die LH-Freisetzung bewirkenden Sekretion von GnRH,
gleichbleibend hohe GnRH-Konzentrationen zu einer Suppression der LH-Freisetzung fuhren.
Die dabel zugrunde liegenden Mechanismen sind derzeit noch nicht in toto bekannt und
beides, Effekte auf Rezeptorenebene sowie der Post-Rezeptorebene wurden postuliert. Als
initialer Schritt wird ein Verlust der membranstandigen Rezeptoren gesehen, der durch den
Verlust der Ca®*-Kané chen aufrecht erhalten wird (JEONG u. KAISER 2006).
Unterschiedliche Analoga zu GnRH | stehen zum Einsatz in der Human- und
Veterinarmedizin zur Verfligung.

Diese synthetischen GnRH Agonisten, wie Buserelin, Desorelin oder Nafarelin, sind z.T. bis
zu 200fach potenter as GnRH selbst (PADULA 2005). lhr Einsatz erfolgt sowohl in
Einzeldosen mit dem Ziel einer kurzfristigen erhdhten Freisetzung von LH und FSH, als auch
als Implantat mit dem Ziel der Downregulation (ENGLAND u. HARVEY 1998).

So wird z.B. in der Humanmedizin das Arzneimittel Profact® depot (6,6 mg Buserelinacetat,
Aventis) zur Downregulation bel der Indikation ,Prostatakarzinomen® eingesetzt. Mit dem
Ziel der kurzfristigen Gonadotropinfreisetzung werden GnRH-Agonisten z.B. as Nasenspray
genutzt (Suprecur®, Galenpharma).

Uber erste Untersuchungen bei Anwendung eines GnRH-Agonisten zur Downregulation beim
Riden berichteten VICKERY et al. (1984); bel taglicher Injektion von 10 pg/kg des potenten
GnRH-Agonisten [6-D-(2-napththyl)alanine]-LHRH, kam es zunachst innerhalb von 2-4
Stunden zu einem Anstieg von LH, FSH und Testosteron im Plasma, nach 4 Tagen flhrte die
Behandlung jedoch zum Absinken dieser Werte auf Basalniveau. Auch die Hodengrofie und
die Spermagualitat nahmen unter den Injektionen ab, nach 5 Wochen lief3 sich kein Sperma
mehr gewinnen. Nach Behandlungsende erwiesen sich alle behandlungs-induzierten Effekte
as reversibel, es zeigte sich allerdings, dass dies bei Hunden, die Uber 42 Tage behandelt
worden waren, léanger dauerte as bel den nur 10 Tage behandelten.

Die Behandlung von Beagle-Riden mit 0,5 oder 2,0 pg/kg des GnRH-Agonisten
Nafarelinacetat s.c., fuhrte ebenfalls zu einem Abfall der LH- und Testosteronkonzentrationen
auf Basalniveau, einer Verringerung des Hoden- und des Prostatavolumens, einer Abnahme
der Spermaqualitdt und schliefdlich zur Unterdriickung der Spermatogenese, wobei alle
Effekte bel den Tieren, die mit 2,0 pg/kg behandelt wurden, schneller eintraten (VICKERY et
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a. 1985). PARAMO et al. (1993) berichten Uber @nliche Ergebnisse nach Anwendung von
Nafarelinacetat in einer Dosis von 50 ug pro Tier und Tag, verabreicht Uber 22/23 Tage.
Hinsichtlich der Reversibilitdt der GnRH-induzierten Effekte berichten TREMBLY und
BELANGER (1984), dass bel erwachsenen Riden 26 Wochen nach Ende einer 16 wochigen
Behandlung mit [D-Tryp6] LHRH Ethylamide Hoden und Prostata wieder ihr urspriingliches
Volumen erreicht hatten, nach 4 Monaten zeigten die Tiere wieder eine normale
Spermaqualitét. Die Werte der testikuléren Steroide waren allerdings bei den behandelten
Tieren nach Behandlungsende deutlich hoher als bel Kontrollgruppen.

In Ubereinstimmung damit zeigten DUBE et al. (1987) an Hoden von Riiden, die nach
Abschluss einer vier Monate dauernden Behandlung mit [D-Tryp6] LHRH Ethylamide via
Kastration gewonnen worden waren, dass die Samenkandchen nur Typ A und B
Spermatogonien, Sertoli-Zellen und wenige primére Spermatozyten enthielten und die
Leydig-Zellen atrophiert waren. Vier Monate nach Behandlungsende wurde bel den dann
kastrierten Riden eine vollstandige Reversibilitét der genannten Verénderungen beobachtet.
Die tégliche subkutane Injektion von [D-Tryp6, des-Gly-NH2(10)] GnRH Ethylamide Uber
23 Monate fuhrte bel prépubertdren Riden und Hindinnen zu einem Abfal der
Sexualsteroide im Plasma und zu einer Verzogerung der sexuellen Entwicklung. 14 Monate
nach Ende der Behandlung zeigten die mannlichen Tiere eine normale, dem Erwachsenenalter
entsprechende Spermatogenese und Prostatafunktion, die weiblichen Tiere eine normale
Ovarfunktion. Die Anpaarung von zwei mannlichen und zwel weiblichen Tieren war
erfolgreich (LACOSTE et al. 1989).

Anstelle taglicher Injektionen verabreichten TRIGG et al. (2001) méannlichen als auch
weiblichen Hunden ein Dedlorelin enthaltendes Implantat. Bei den mannlichen Tieren war die
Wirkung stark von der Dosis abhangig; eine Menge von > 0,25 mg Deslorelin/kg KGW fihrte
bei 14 von 16 Ruden zur Unterdriickung der Spermatogenese Uber die Dauer von einem Jahr.
Bei Hindinnen konnte der Ostrus um bis zu 27 Monate verschoben werden. Alle Effekte
waren auch hier reversibel.

Ruden, die mit einem 6 mg Deslorelin-Implantat behandelt wurden, zeigten nach 21 bzw. 27
Tagen Testosteron- und LH-Werte unterhalb der Nachweisgrenze. Nach 14 Wochen war das
Hodenvolumen auf 35 % des Ausgangswertes gesunken, nach 6 Wochen konnte kein Sperma
mehr gewonnen werden. 44 Wochen nach Einsetzen des Implantates, das nicht entfernt
worden war, kam es zu einem Wiederanstieg der Testosteronwerte, nach 51 Wochen war auch
LH wieder messbar. Beide Hormone erreichten nach 52 Wochen wieder Ausgangsbereiche,
eine normale Spermaqualitét wurde nach Woche 60 beobachtet (JUNAIDI et a. 2003).
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GnRH-Implantate erwiesen sich auch bei Wildtieren as erfolgreich. Eine Dosis von 6 mg
Dedlorelin  konnte bel méannlichen afrikanischen Wildhunden Uber ca. ein Jahr die
Fortpflanzung unterdrticken, bel mannlichen Geparden war 21 Wochen nach Implantation
kein Testosteron mehr im Plasma messbar (BERTSCHINGER et a. 2002).

In Australien und Neuseeland ist Suprelorin® (Peptech Animal Health), ein 4,7 mg
Dedorelin enthaltendes Implantat, zugelassen, der Preis betrdgt inklusive der tierarztlichen
Leistung 80 Australische $. Der Hersteller gibt fur dieses Implantat eine Wirkungsdauer von
mindestens sechs Monaten an, an einem Implantat mit einer Wirkungsdauer von einem Jahr
und lénger wird laut Homepage von Peptech gearbeitet (Stand Juli 2006).

Der subkutane Einsatz des 4,7 mg Dedlorelin enthatenden Implantates zwischen die
Schultern fuhrte bei 98 % der Riden zu einer Unterdrickung von Testosteron Uber
mindestens 6 Monate. Bei allen Tieren waren die Verénderungen reversibel, auch Hunde, die
4 ma hintereinander mit diesem Implantat behandelt worden waren, zeigten nach
Behandlungsende wieder eine normale Steroidogenese. Bel Verabreichung eines 9,4 mg
Dedlorelin enthaltenden Implantates, zeigten 9 von 10 Riden eine Erniedrigung der
Testosteronkonzentration < 1 ng/ml Uber 400 Tage, ein Hund zeigte nach 322 Tagen einen
Uber 30 Tage anhaltenden Testosteronanstieg, die Werte fielen danach jedoch wieder ab und
blieben Uber weitere 84 Tage < 1 ng/ml (TRIGG et al. 2004/ 2006).

Ebenfalls gute Resultate konnten mit dem in Deutschland fur die Humanmedizin
zugel assenen GnRH-Analogon Profact® depot (Aventis), das 6,6 mg Buserelinacetat enthélt,
erzielt werden. In einer Studie an 7 erwachsenen Rlden zeigte sich, dass es 2-4 Tage nach
Implantation zu einem initialen Anstieg von Testosteron und Estradiol 1713 um 76,7 und 87 %
kam, gefolgt von einem Absinken der Hormonkonzentrationen unterhalb der Nachweisgrenze
innerhalb von 15 Tagen. Der Effekt der Downregulation hielt fur 233 £ 28,2 Tage an. Die
Behandlung fihrte zu einer Abnahme der HodengrofRe um 57,3 + 13,8 % und der
ProstatagrofRe um 71,2 £ 7,3 %. Innerhalb von vier Wochen konnte kein Sperma mehr
gewonnen werden, die histologische Untersuchung eines Hodens zeigte 100 Tage nach
Implantation eine komplette Unterdriickung der Spermatogenese. Die Effekte des Implantates
waren voll reversibel; histologische Untersuchungen an Hoden unbehandelter Tiere und an
Hoden 399 und 645 Tage nach Implantation zeigten keine Unterschiede (RIESENBECK et al.
2002; HOFFMANN u. ENGEL 2004).

In einem Modellversuch wurde Profact ® depot auch bel kastrierten Hindinnen eingesetzt;
eine Suppression der LH-Freisetzung konnte im Mittel Uber 238 Tage gemessen werden
(JAGER 2006).
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In zwel weiterfihrenden Studien an der Klinik fir Geburtshilfe, Gynékologie und Andrologie
der Grol3- und Kleintiere der Justus-Liebig-Universitét zeigte die Behandlung mit Profact®
depot sehr gute Ergebnisse. Indikationen fur die Kastration waren BPH, Prostatazysten,
Prostatitis, Epilepsie, Hypersexualitdt, Aggressivitét, Unruhe, Penisverletzungen,
Schleimhautvorfall am Penis und perianalen Tumore, auf die hormonelle Kastration
(Downregulation) wurde insbesondere wegen eines Narkose- und Operationsrisikos, aus
Angst vor Nebenwirkungen oder einem spéteren Zuchtvorhabens zurtickgegriffen. Auch die
wiederholte Anwendung des Implantates zeigte eine hohe Wirksamkeit (RIESENBECK et al.
2002).

Bis vor kurzem waren in Deutschland bzw. in Europa keine GnRH-Agonisten mit der
Indikation ,hormonelle Kastration“ zugelassen. Auch wenn 8 56 a AMG die Mdglichkeit
bietet, im Einzelfal fir die Humanmedizin zugelassene Arzneimittel fir nicht-
|ebensmittelliefernde Tiere umzuwidmen, war diese Situation unbefriedigend.

Mit Gonazon® wurde erstmals 2006 ein solches Praparat zur Unterdriickung der
Gonadenfunktion bei HuUndinnen durch langfristige Blockade der Gonadotropinsynthese
zugelassen. Die Behandlung mit dem 18,5 mg Azagly-Nafarelin enthaltenden Implantat
konnte in einer Studie von RUBION et a. (2006) den Entritt der Pubertdt bei juvenilen
Beagle-Hundinnen (Alter 4,88 + 0,32 Monate) ein Jahr lang unterdriicken; durchschnittlich 8
Monate nach Behandlungsende zeigten ale Tiere einen normalen Zyklus.

Der vorliegenden Arbeit liegt die Frage zugrunde, ob und inwieweit dieses Arzneimittel zur

Downregulation beim Riden geeignet ist.
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3 Material und Methoden
3.1 Versuchstiere' und Haltung

Die Untersuchungen wurden an acht 5 Jahre alte Beagle-Riiden mit einem Gewicht zwischen
10 und 13 kg durchgefihrt.

Die Hunde wurden randomisiert in zwei Gruppen aufgeteilt und mit folgenden Namen
versehen:

Gruppe 1. Jackson, Jeremy, Jonathan und Julien, Gruppe: 2 Eddie, Elias, Elliott und Elvis

Tab. 1: In den Versuch aufgenommene Riden
Gruppe Name Alter (Jahre) * Gewicht (kg)* Gewicht (kg)®
1 Jackson 5 10 13
1 Jeremy 5 12 12
1 Jonathan 5 10 13
1 Julien 5 13 15
2 Eddie 5 11 12
2 Elias 5 11 13.5
2 Elliott 5 12 13
2 Elvis 5 11 12

! zum Zeitpunkt der Implantation * bei Versuchsende

Alle Hunde wurden vor Versuchsbeginn einer klinischen Allgemel nuntersuchung unterzogen,
die keine Auffélligkeiten ergab. Die spezielle androl ogische Untersuchung wies die Riden als
klinisch geschlechtsgesund aus, es wurden keine Hinweise auf Stérungen der Spermatogenese
erhalten.

Die Hunde wurden in Gruppen zu jeweils zwei oder drel Tieren in bedachten AulRenzwingern
gehalten. Jeder Zwinger war mit einer isolierten Hundehitte mit Platz fir bis zu vier Tieren
ausgestattet. Wasser stand ad libitum zur Verfigung, gefttert wurden die Riden einmal
taglich mit einer Mischung aus handelsiblichem Trocken- (400g/Tier/Tag) und Nassfutter
(200g/Tier/Tag). Nach Blutabnahmen oder Untersuchungen, bekamen die Beagle aul3erdem
» Hundekuchen® zugefUttert.

Nach Versuchsende wurden alle Hunde an Privatpersonen abgegeben.

! Es handelte sich um ein anzeigepflichtiges Vorhaben geméR § 8 Abs. 7 in Verbindung mit § 8a
Tierschutzgesetz.
Die Genehmigung wurde durch das Regierungsprasidium Giessen mit dem AZ V54-19¢20/15c Gl 18/15 erteilt.
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3.2 Versuchsaufbau und Versuchsdurchfiihrung

3.2.1 Versuchsaufbau

Ziel der Untersuchungen war es, den postulierten Effekt der , Downregulation* des GnRH-
Implantates ,, Gonazon® der Firma Intervet Uber die Erfassung der Verdnderungen der
Testosteron-, Estradiol-173- und LH-Konzentrationen im peripheren Blutplasma, der Hoden-
und Prostatagrof3e sowie der Spermagualitét darzustellen. Ein weiterer Parameter war die
Moglichkeit Samen zu gewinnen.

Uber die gesamte Versuchsdauer hinweg wurde zudem der allgemeine Gesundheitszustand
der Tiere Uberprift sowie die Implantationsstellen adspektorisch und palpatorisch untersucht
(siehe Kap. 3.2.2.1). Das Sexualverhalten der Tiere wurde anhand des Verhaltens der Riden
untereinander (z.B. gegenseitiges Bespringen), gegenuber laufigen HUndinnen und auch

Menschen (z.B. Hangen am Bein) beobachtet.

Die acht Ruden wurden zwel Gruppen eingeteilt, wobel das GnRH-Implantat bel Gruppe 1
nach sechs Monaten (180 Tagen) und bel Gruppe 2 nach 12 Monaten (365 Tagen),
unabhéngig von dessen Wirkdauer, entfernt wurde.

Beide Gruppen dienten vor Einsetzen des Implantates zunéchst as ihre eigene
Kontrollgruppe. Die Tiere wurden nach der Entfernung von ,,Gonazon® bzw. nach Ende der
Wirkungsdauer Gber einen festgel egten Zeitraum weiter untersucht (s.u.).

Bel beiden Gruppen liefen sich der Versuch in vier Phasen (Experimental Phases, EP)

enteilen:

Gruppe 1

e Versuchsphase| (EP I; Eingew6hnungsphase)
Die Hunde konnten sich zunéchst Uber zwel Wochen an ihre neue Umgebung und die
jewelligen Gruppe gewohnen. In dieser Phase wurden keine Blutproben genommen, es
wurde jedoch von allen Hunden in der zweiten Woche Sperma gewonnen; V orraussetzung
fur den Verbleib im Versuch war die Feststellung einer Normospermie.
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Versuchsphase I (EP II; Kontrollperiode)

Waéhrend dieser dreiwtchigen Kontrollperiode wurde den Hunden zweimal wéchentlich
Blut zur Bestimmung von Testosteron und Estradiol-17(3 (Montag, Donnerstag)
entnommen. In der dritten Woche wurden Montags und Dienstags von jeweils zwei
Hunden Blutproben in 20 minttigen Abstanden tber 6 Stunden zur Bestimmung von LH
(LH-Fenster I) entnommen (siehe Kap. 3.2.2.2. und 3.2.2.3).

Versuchsphase I11 (EP |11; Behandlung mit Gonazon®)

Den Hunden wurde am Mittwoch der Woche 4 das Implantat eingesetzt (siehe Kap.
3.2.2.1), die Entfernung erfolgte 6 Monate (180 Tage) spéter.

Um die kurzfristigen Auswirkungen des GnRH-Implantates auf die Veradnderungen der
Testosteron-Konzentration zu ermitteln, wurden tber einen Zeitraum von 48 Stunden vor
und 96 Stunden nach Implantation, Blutproben in 12 stindigen Intervallen gewonnen.
Danach wurden die Blutentnahmen bis zum Ende der Woche 6 in Intervallen von
zweitdgigen Abstdnden fortgesetzt, danach bis Versuchsende in wochentlichen
Abstanden.

Zur Bestimmung der LH-Freisetzung unter der Behandlung mit ,, Gonazon® wurde in der
11 und der 22 Woche nach Implantation ein LH-Fenster angesetzt.

Waéhrend der ganzen Versuchsphase |11 wurden die Hunde ale zwei Wochen androl ogisch
untersucht und Sperma von ihnen gewonnen, bis dies nicht mehr méglich war. Weitere

Versuche zur Samenentnahme fanden danach alle zwel Monate statt.

Versuchsphase IV (EP 1V; nach Entfernung des Implantates)

Zunéchst wurden fur diese Phase 12 Wochen Uberwachungszeit eingeplant, da damit
gerechnet wurde, dass in dieser Zeit sowohl die Testosteronkonzentrationen als auch die

Spermagualitét ihre Ausgangswerte wieder erreicht haben sollten.

In dieser Phase wurden den Hunden wahrend des Anstiegs von Testosteron zunachst zweimal,
nach Erreichen der Testosteron-Ausgangswerte, einma wochentlich  Blutproben zur
Bestimmung der Testosteron- und Estradiol-173-Konzentration entnommen, in den Wochen 4
und 12 fanden Blutentnahmen zur Bestimmung der Verflgbarkeit von LH im Plasma statt
(LH-Fenster). Aul3erdem wurden die Hunde alle zwei Wochen andrologisch untersucht und in
den Wochen 4, 8 und 12 Versuche zur Samenentnahme unternommen und das Sperma, soweit

verfligbar, untersucht.
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Da jedoch drei Riden nach 12 Wochen noch eine Azoospermie und ein Ride eine Oligo- und
Pathospermie aufwiesen, wurde die Versuchsphase IV verlangert und die Hunde zusétzlich in
den Wochen 16 und 20 sowie je - nach Samenqualitét - auch noch in den Wochen 24-26 und
29-30 untersucht.

Gruppe 2

Versuchsphase 1 (EP 1; Eingewthnungsphase)
Kein Unterschied zu Gruppe 1

Versuchsphase 2 (EP 2; Kontrollperiode)
Kein Unterschied zu Gruppe 1

Versuchsphase 3 (EP 3; Behandlung mit Gonazon®)

Den Hunden wurde am Mittwoch der Woche 4 das Implantat eingesetzt, die Entfernung
erfolgte 12 Monate (365 Tage) spéter.

Die Probenentnahme zur Bestimmung von Testosteron, Estradiol und LH verlief wie bel
EP 111 der Gruppe 1.

Wahrend der Versuchsphase 3 wurden die Hunde alle zwei Wochen andrologisch
untersucht und Sperma von ihnen gewonnen, bis dies nicht mehr méglich war. Weitere
Versuche zur Samenentnahme fanden danach alle zwei Monate bis zur Entfernung des
Implantates bzw. bis zum Ende der Implantatwirkung statt.

Das Erreichen einer Testosteronkonzentration > 0,5 ng/ml im Plasma wéahrend der
Versuchsphase |11 wurde a's Ende der effektiven Downregulation angesehen. Die Hunde
gingen von diesem Zeitpunkt an in die Versuchsphase 4 (EP 4)Uber.

Versuchsphase 4 (EP 4; nach Entfernung des Implantates bzw. nach Wirkungsende)

Auch hier erfolgte die Behandlung wie bei den Hunden der Gruppe 1, EP IV. Nur ein Hunde
war 365 Tage nach Einsetzen des Implantates noch downreguliert. Bel den Ubrigen drel
Hunden wurde das Implantat ebenfalls nach 365 Tagen entfernt, obwohl es bereits friher zu
einem Wirkungsverlust gekommen war; diese Hunde gingen am Ende der effektiven

Downregulierung in die Versuchsphase EP 4 Uber.
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3.2.2. Versuchsdurchfihrung
3.2.2.1 Verwendete GnRH-Implantate
Die verwendeten elastischen Implantate (“ Gonazon®) wurden von der Firma Intervet R&D,

Frankreich zur Verfligung gestellt, jedes enthielt 18,5 mg des GnRH-Agonisten Azagly-
Nafarelin.

Abb. 6: Strukturformel von Nafarelin

Das Einsetzen von “Gonazon®” erfolgte nach Rasur und Desinfektion ohne Narkose mit
Hilfe eines Applikators subkutan und paraumbilikal. Fir die Entfernung nach 180 bzw. 365
Tagen wurde die Implantationsstelle mit 0,5 ml Procasel® 2% lokal betédubt und das
Implantat nach einem ca. 1cm grof3en Hautschnitt freiprgpariert und entnommen.

. , \/

Abb. 7: Applikator zum Einsetzen Abb. 8: Entnahme des I mplantates nach
von Gonazon® Desinfektion und L okalanasthesie
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3.2.2.2 Gewinnung der Plasmaproben zur Bestimmung von Testosteron und
Estradiol- 1713

Die Blutproben zur Bestimmung der Testosteron- und Estradiol-17(3 Konzentration wurden
nach Desinfektion aus der Vena cephalica antebrachii mit einer sterilen Nadel (0.9 x 40 mm)
entnommen. Es wurden je Hund 10 ml Blut in beschriftete Lithium-Heparin Rdhrchen
aufgefangen und bis zur Zentrifugation bei 1000g und 4°C Uber acht Minuten, auf Eis
gekuhlt. Das Uberstehende Plasma wurde schliefdlich in beschriftete Kunststoff-Rohrchen (3,5
ml, Fa. Sarstedt, Numbrecht) tberfihrt und die Proben bis zur Bestimmung der Hormonwerte
bei —22 bis—30°C gelagert.

3.2.2.3 Gewinnung der Plasmaproben zur Bestimmung von LH

Da LH pulsatil freigesetzt wird, wurden fur die Bestimmung der LH-Freisetzung Zeitfenster

angesetzt, bei denen in 20 minttigen Intervallen Gber einen Zeitraum von sechs Stunden Blut
entnommen wurde. Den Hunden wurde dafir ein zentraler Venenkatheter (Vygoflex Pur®,

Vygon GmbH & Co KG, Aachen), Durchmesser 1.4 mm, in die Vena jugularis externa
gelegt.

Abb. 9: Verwendeter Venenkatheter
Vygoflex Pur®, Vygon

Jeweils 2 ml Blut wurden mit 55 ml Kabevetten® Lithium-Heparin Rohrchen (KABE
Labortechnik GmbH, NUmbrecht) tber den Katheter gewonnen, nach jeder Entnahme wurde
der Katheter mit isotonischer Kochsalzlésung gespult und mit einem sterilen Mandrin

verschlossen, danach wurden die Proben wie in Kap. 3.2.2.2 aufgefuihrt zentrifugiert und
gelagert.
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3.2.2.4 Ermittlung der Hoden- und der Prostatagr of3e

Die Hunde wurden alle zwei Wochen andrologisch untersucht. Neben der Palpation der
Hoden und Ermittlung deren Konsistenz, wurden mit einem Zentimetermal3 Lange und Breite
der einzeln Hoden ohne Einbeziehung des Skrotums gemessen. Zusétzlich wurden die Hoden
mittels Ultraschall léangst und quer mit einem linearen 7,5 MHz -Schallkopf auf
Auffalligkeiten untersucht.

Die Prostata wurde ebenfalls ultrasonografisch auf Besonderheiten (z.B. Zysten) untersucht
und ihre Lange und Breite mit der im Ultraschallgerdt integrierten Vermessungseinheit
ausgemessen. Genutzt wurde dafir ein 5 MHz-Schallkopf, der lateral des Penis angesetzt
wurde. Zum Einsatz kam das Ultraschallgerdt SonoAce 990 (Fa. Sonoace GmbH, Marl), die
Befunddokumentation fand durch digitale Speicherung mit Hilfe des im Gerét integrierten
Computers statt.

3.2.2.5 Spermagewinnung und Sper maunter suchung

Die Hunde wurden, wie routinemaldig in der Klinik fur Geburtshilfe, Gynakologie und
Andrologie der Justus-Liebig Universitéat Giessen durchgefiuihrt (HOFFMANN 2003, PESCH
et a. 2007), durch manuelle Stimulation (Masturbation) abgesamt und das Sperma nach
Moglichkeit fraktioniert — (Vorsekret, spermienreiche Fraktion, Nachsekret) in sterile

Tulpengléser aufgefangen.

Abb. 10: Spermagewinnung durch manuelle Stimulation
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Zur Animation der Riden wurde zusétzlich eine laufige bzw. mit dem Lockstoff p-methyl-
Benzoesdure (GOODWIN et al. 1979; KUTZLER 2005) préparierte Hindin genutzt und auch
das Verhdten der Riden gegenuber der Hundin beobachtet. Zudem wurde auf die
Vollstandigkeit der Erektion und den Ablauf der Reflexkette geachtet.

Alle Fraktionen wurden einzeln grobsinnlich auf Volumen, Farbe, Konsistenz, Geruch und
Beimengungen untersucht. Bei mikroskopischer Untersuchung der spermienreichen Fraktion
erfolgte die Erfassung der Vorwartsbeweglichkeit, Dichte, Gesamtspermienzahl, Anzahl
lebender Spermien und Pathomorphologie nach Standardverfahren (RIESENBECK et al.
2001; HOFFMANN 2003; PESCH et al. 2007). In Ergdnzung dazu kam zur Erfassung
pathomorphologischer Verdnderungen auch die Féarbung/Fixierung mittels Formolcitrat zur
Anwendung, die spezielle Darstellung der Kopfkappen der Spermien erfolgte mittels der
Spermac® Farbung (Fa. Stefan Gulck, Hamburg). Weiterhin wurde noch Uber den
hypoosmotischen Schwelltests (HOS-Test) auf die Integritét der Plasmamembran geschlossen
(RIESENBECK et a. 2001). Der pH-Wert wurde mit Indikatorpapier im Bereich zwischen
6,4 und 8,0 (Merck®) bestimmt.

Der Bereich der Normospermie war nach RIESENBECK et al. (2001) sowie PESCH et al.
(2007) wie folgt definiert:

Volumen spermienreiche Fraktion: 0,5-2,0 ml
Vorwartsbeweglichkeit: =75%
Gesamtzahl Samenzellen: =0,3x 10°
Pathomorphologie: <20%
Kopfkappen-Veranderungen (Spermac®): =5%
HOS-Test (non curled): =5%
pH-Wert: 6,2—7,2
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3.3 Hormonanalytik

3.3.1 Bestimmung von Testosteron und Estradiol-1713

Die

Konzentrationen von Testosteron und Estradiol-178 im Plasma wurden mittels

Radioimmunassay (RIA) bestimmt.

Testosteron

Das Radioimmunassay zur Bestimmung von Testosteron wurde wie bei ROCKEN et al.
(1995) beschrieben als Kompetitionsassay durchgefihrt.

Extraktion: Jeweils 0,1 ml Plasma wurde zunachst zweima mit 1 ml Toluol extrahiert
und die Proben im V ortex-Evaporator niedergetrocknet.
Als Kontrollen wurden bei jedem Test parallel dazu mit bestimmit:

a) Wallach (niedriger Testosterongehalt), b) Hengst (mittlerer Testosterongehalt),

¢) Rude (hoher Testosterongehalt), d) Reagenzienleerwert.

Die Standardkurve umfasste acht Kurvenpunkte in einen Bereich zwischen

0,06 — 7,4 ng/ml. Als notwendige Bezugsproben wurden die , Totale® (Gesamtmenge
Radioaktivitét), ,NSB* (nichtspezifische Bindung) und der By (Bindungsnullwert) in
den Test eingebracht.

Demzufolge ergab sich nach Niedertrocknung der Proben folgendes Pipetier- und
I nkubati onsschema:

Pipettierschema RI A-Testosteron (Angaben in ml)

Totale NSB BO Standard- Leerwert Proben
Kurvenpunkte

BSA-Puffer: 0,5 0,5 0,1 0,1 0,1
Tracer 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Standard- 0,1
Losunaen:
Antiserum- 0,4 0,4 0,4 0,4
Verdlinnuna
Kohlesusp. 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Aqua dest. 0,2

Vorinkubation: 20 Minuten im Wéarmeschuttelbad bei 37°C
I nkubation: 60 Minuten bel 4°C (Eisbad im Kuhlschrank)
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Abtrennen des freien Hormons und Messung: Nach Trennung von freiem und
gebundenem Testosteron mittels Kohlesuspension (s. Pipetierschema), wurden die
Proben zentrifugiert und nach Abheben und Versetzen von 0,6 ml des Uberstandes mit
Szintillationsfliissigkeit die ®H-Impulse in einem Fliissigkeitsscintillationszahler (LS
5000 TD, Fa. Beckmann, Minchen) ermittelt.

Spezielle Reagenzien: Das verwendete Antiserum, Gi-Testosteron-1, in einer
Arbeitsverdiinnung von 1:50.000, war gegen 4-Androstenll o, 17p3-diol-3-on-11-HS:
BSA gerichtet und stammte vom Kaninchen. Folgende Kreuzreaktionen wurden

gemessen:

Dihydrotestosteron: 47.00 %

Androstendion: 0.84 %
Estradiol-178: 0.04 %
Progesteron: 0.02 %
Estron: <0.01%
Cortisol: <0.01%
Dehydroepiandrosteron: < 0.01 %
Pregnenolon: <0.01%
Estriol: <0.01%

Die Assoziationskonstante lag bei 0.312 [/nmol.

Als Tracer wurde ®H-Testosteron (spez. Aktivitat 50 Ci/mmol; NEN Diagnostics) in
BSA-Puffer in einer Menge von ca. 7200 cpm/100 pl verwendet.

Die untere Nachweisgrenze des Assays lag be 0,1 ng/ml, die Intra und
Interassayvariationskoeffizienten lagen bei 8,2 bzw. zwischen 7,8 und 9,0 %.
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Estradiol-1713

Der Radioimmuntest zur Bestimmung von Estradiol-1713 wurde - wie bel NOHR (1993)
und HOFFMANN et al. (1994) beschrieben - zur Steigerung der Sensitivitét als

Sequenztest angesetzt.

Auch in diesem Test wurden zwei Proben mit bekanntem niedrigem und hohem

Estradiolgehalt als Kontrollen mitgefihrt. Die Standardkurve umfasste einen Bereich

von 0,5 — 32 pg/Ansatz. Als notwendige Bezugsproben wurden ebenfalls die ,, Total e

(Gesamtmenge Radioaktivitét), ,,NSB*
(Bindungsnullwert) in den Test eingebracht.

(nichtspezifische Bindung) und der Bg

Nach Extraktion von 0,25 ml Plasma im Doppelansatz mit zweima 2,5 ml Toluol,

wurde der Estradiol-Test wie folgt durchgefhrt.

Pipettieransatz RI A-Estradiol fur die 1. Inkubation (Angaben in ml)

Totale NSB BO Standard- Leerwert Proben
Kurvenpunkte
BSA-Puffer: 0,5 0,1 0,1 0,1
Standard- 0,1
Lésungen:
Antiserum- 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
Verdinnung
Erste | nkubation
Uber Nacht bei 4°C (Eisbad im K iihlschrank)
Zugabe des *H-Tracers (Angaben in ml)
Totale NSB BO Standard- Leerwert Proben
Kurvenpunkte
Tracer 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

Zweite | nkubation

45 Minuten bel 4°C (Eisbad im Kihlschrank)

Abtrennung des freien Hormons und Messung
Siehe Testosteron RIA
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Das verwendete Antiserum, Gi-E2[3-Pool Kaninchen-1, in einer Arbeitsverdiinnung von
1:17.000, war gegen 1,3,5(10) Estratriene-3. 1713-diol-6-0-carboxy-methyloxim:BSA
gerichtet und stammte vom Kaninchen. Folgende Kreuzreaktionen wurden beobachtet:

Pregnenolon: <0,01%
Cortisol: <0,01%
5a-Dihydro-Testosteron: <0,01%
Androstendion: <0,01%
DHEA: <0.01%
Progesteron: <0.01%
Testosteron: <0.01%
Estriol: 0,68 %

Estron: 1,30 %

Die Assoziationskonstante lag bei 11,19 x 10° [/Mol.

Als Tracer wurde *H-Estradiol (spez. Aktivitat 105 Ci/mmol; NEN Diagnostics) in
BSA-Puffer in einer Menge von ca. 7200 cpm/100 pl verwendet.

Als untere Nachweisgrenze wurden 2 pg/ml ermittelt. Der Intraassayvariationkoeffizient
lag bel 16 %, der Interassayvariationskoeffizient zwischen 14,5 und 19 %.
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3.3.3 Bestimmung von LH

3.3.3.1 Testprinzip

Die LH-Bestimmung im Plasma erfolgte as ,, Solid-Phase-Assay* mittels eines heterologen,
kompetetiven Enzym-Immuno-Assay (EIA) nach dem Prinzip des Sequenztests.

Genutzt wurde canines LH als Standard, biotiniliertes bovines LH as Tracer, en
monoklonaler (Maus), gegen bovines LH gerichteter erster Antikorper und ein zweiter, als
»0l1d Phase" dienender anti-Maus 1gG Fc-spezifischer Antikorper (STRECKER et al. 1979)
Alle Proben wurden im Doppelansatz bestimmt, die Standardkurve umfasste einen Bereich
zwischen 0,2 und 6,4 ng/ml.

3.3.3.2 Beschichtung der Mikrotiterplatten

Zur Beschichtung mit dem 2. Antikorper wurden - wie bei JAGER (2006) beschrieben - pro
Vertiefung 500 ng des zweiten Antikorpers, aufgenommen in 0,1 ml Carbonatpuffer,
einpipetiert und die Platten danach tUber 48 h bei 4°C inkubiert. Danach wurde der Puffer
abgekippt, 0,2 ml Blockpuffer je Vertiefung zugegeben und die Platten nach einer
einstindigen Inkubation bei Raumtemperatur dreimal mit 0,2 ml Waschpuffer je Vertiefung
gewaschen. Die entleerten Mikrotiterplatten wurden mit Parafilm verschlossen und im
Kuhlschrank aufbewahrt.

3.3.3.3 Testdurchfiihrung
Die Standardkurve des Testes umfasste folgende Punkte:

Standard 1: 0,2 ng/ml
Standard 2: 0,4 ng/ml
Standard 3: 0,8 ng/ml
Standard 4: 1,6 ng/ml
Standard 5: 2,4 ng/ml
Standard 6: 3,2 ng/ml
Standard 7: 6,4 ng/ml
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Die Standardkurvenpunkte und auch ale Gebrauchslésungen wurden, abgesehen von den
Puffern, vor jedem Test aus den jeweiligen Stammldsungen frisch angesetzt.

Alle Kurvenpunkte, Proben, NSB (nicht spezifische Bindung) und B, (wie Standardpunkte
jedoch ohne Zugabe von LH) wurden im Doppelansatz einpipetiert, zusétzlich wurden zwei
biologische Kontrollen mit bekannt hohen und niedrigen LH-Wert, ebenfals im
Doppelansatz, eingesetzt.

Als Enzymsystem wurde Streptavidin-POD, als Substrat Phenylendiamin und zum Abstoppen
der Reaktion 1 N H,SO, benutzt. Der Sequenztest wurde Uber drei Tage, mit funf aufeinander
folgenden Inkubationen durchgefiihrt (siehe Tab. 2).

Tab. 2: Pipetierschema LH-ELISA
Art der Probe und Volumen (pl) Testreagenz Inkubations- )
Beendigung
i Zugegebenes
Inkubationen NSB Bo Std. Probe | Dauer |Temperatur durch
Testreagenz
1. Inkubation | 1. Antikdrper 100 100 100 24 h 4°C Waschung"
Standard 50
) Probe 50 4°C N
2. Inkubation 24 h Waschung
Probenpuffer | 100 100 50 50
) ) Raum- N
3. Inkubation Tracer 100 100 100 100 90 min Waschung
temperatur
Raum-
Streptav.-
) _ ) temperatur N
4. Inkubation | Peroxidase 100 100 100 100 30 min Waschung
(dunkel)
Raum-
Zugabe von
) ) temperatur
5. Inkubation Substrat 100 100 100 100 30 min 50 pl H,SO,
(dunkel)

! Der Waschvorgang beinhaltet jeweils 3 Waschungen mit je 200 ul Waschpuffer

3.3.3.4 Testauswertung und Zuverlassigkeit

Die Messung der Extinktion bei 450 nm erfolgte an einem Titertek® Multiskan (Fa. Flow
Laboratories GmbH, Meckenheim). Die weitere Auswertung geschah im , offline“-Betrieb
Uber das an den Gammacounter (Fa. Bertold, Bad Wildbach) angeschlossene
Rechenprogramm, wobel die Standardkurve durch Polynom-Interpolation der einzelnen

Standardkurvenpunkte nach statistischer Wichtung der Messergebnisse erstellt wurde.

44




Material und Methoden

Abhdngig vom berechneten ,curve-fit* als MaR fir die Ubereinsimmung des
mathematischen Modells mit den gemessenen Werten, wurde weiter nach linearer,
guadratischer oder kubischer Regression ausgewertet, die Darstellung der Kurve erfolgte im
linear-log-Plot.

Die aufgrund der Standardkurven ermittelte untere Nachweisgrenze des Tests lag bel 0,2

ng/ml, die Interassayvariationskoeffizienten lagen zwischen 12,7 und 17,3 %.

3.3.3.5 Testspezifische Substanzen

Mikrotiterplatten F8 maxisorp:  Fa. Nunc GmbH & Co, KG, Wieshaden-Biebrich

Zweiter Antikor per: Goat anti Mouse 1gG Fc specific, Fa. Sigma-Aldrich

Chemie GmbH, Deisenhofen

Erster Antikorper: 518 B7Mouse anti bovine LH (monoclonal; Dr. Jan
Roser, University of California, Davis, CA) verdinnt in
Trisma-Basepuffer
(= Stammlosung I in einer Konzentration von 1 ug/ul;
aliquotiert zu je 25 ul in Eppendorfgeféen und bei
—20°C gelagert; zur Herstellung der Arbeitd6sung wird
jewells ein Eppendorfgefald auf 2,5 ml aufgefillt, so dass
man ene Arbetslosung mit der Konzentration
25 /2,5 ml erhdlt)

Standard: canines LH AFP 5216B verdunnt mit 0,05 M PO, Puffer
+ 05%BSA (lyophilisert), diquotiert zu je
50 ng LH/100 pul Puffer in Eppendorfgefalie, gelagert bei
-20°C
Zur Herstellung der StammlGsung 1@ Jeweils 1
Eppendorfgefad mit Aqua dest. auf 500 ul auffillen:
ergibt eine Konzentration von 1 ng LH/10 ml
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Tracer: bovines LH: USDA bLH I-1, biotiniliert nach dem bel
MUTAY OBA et a.(1990) beschriebenem Prinzip; 300 mg
bovines LH wurden in 200 ul PBS-Puffer gelost und mit
45 ug in 10 ul N,N Dimethylformamid gel6stem Biotin-
NHS (Sigma) gemischt, vier Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert und die Reaktion durch Zugabe von 0,1 mg Glycin
in 100 ul PBS gestoppt. Nach einer Inkubation von 4
Stunden erfolgte die Zugabe von 1 mg BSA in 1 ml PBS.
Die Umpufferung erfolgte Uber eine PD-10-Saule
(Pharmacia) in PBS. Das Eluat wurde in PBS verdunnt, zu
100 pl aiquotiert und bel —20°C aufbewahrt.

Streptavidin-POD: Biochemica Roche Diagnostics Nr.1089153/001 500U
Streptavidin-POD, Imm. 85051321
(Boehringer Mannheim)

Substrat: Phenylendiamin (Fa. Merck KgaA, Darmstadit)
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3.3.3.6 Losungen und Puffer

1. Antikor per: 0,6 ng pro Ansatz, aufgenommen in 100 ul Probenpuffer
Standar dkurve: Aus der Stammldsung 1T mit der Konzentration von 1 ug LH/10 ml
wird folgende Verdiinnungsrei he angesetzt:

Standart 7 (6,4 ng/ml): 51,2 ul Stammlésung I+ 748,8 ul Probenpuffer
Standart 6 (3,2 ng/ml): 400 ul Standart 7 + 400,0 ul Probenpuffer
Standart 5 (2,4 ng/ml): 200 ul Standart 6 + 67,0 ul Probenpuffer
Standart 4 (1,6 ng/ml): 300 ul Standart 6 + 300,0 ul Probenpuffer
Standart 3 (0,8 ng/ml): 300 ul Standart 4 + 300,0 ul Probenpuffer
Standart 2 (0,4 ng/ml): 300 ul Standart 3 + 300,0 ul Probenpuffer
Standart 1 (0,2 ng/ml): 300 ul Standart 2 + 300,0 ul Probenpuffer

Tracer: Der Tracer wird in einer Verdinnung von 1:6000 in Probenpuffer

angesetzt.

Fur die Bestiickung einer Platte werden 1,67 ul bovines

LH (UsdA bLH I-1) in 10 ml Probenpuffer benttigt
Streptavidin-POD: Die Streptavidin-POD-L6sung wird in einer Verdiinnung von
1:30.000 in Waschpuffer angesetzt.

Substrat: Substratpuffer 1,000 ml
1,2 Phenylendiamin (Merck) 0,002 g
H,0, (Sigma) 0,700 pl
Die Substratl6sung wurde erst unmittelbar vor Gebrauch angesetzt.
Carbonatpuffer: NaCOs (MG 106,0) 1,325¢g
NaHCO; (MG 84,0) 1,050 g
Thimerosal (0,02 %) 0,050 g
Aquadest ad 250,000 ml
Blockpuffer: BSA 10g
Carbonatpuffer ad 10,0 ml
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Trisma-Base-Puffer:

Probenpuffer:

Waschpuffer:

Substrather stellung:

Puffer 1:

Puffer 2:

Substratpuffer :

Trismabase (MG 121,1; 20 mmol)
EDTA (MG 292,3; 15 mmol)
NaCl (MG 58,4; 0,3 mmol)
Aquadest.

mit 1 N HCL auf pH 7,2 einstellen

BSA
Trisma-Base-Puffer

Tween 20
Trisma-Base-Puffer

di-Sodium-Hydrogen-Phosphat (MG 177,99)

Aquadest.
Citronensaure-Monohydrat
Aquadest.

Puffer 1

Puffer 2
Aquadest.
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(MG 210, 14)

24229
0,438¢g

17,5309

ad 1000,0 ml

01lg
ad 100,00 ml

0,50 ml
ad 1000,00 ml

3,56 g
ad 100,00 ml
210g
ad 100,00 ml

12,50 ml
12,50 ml
25,00 ml
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3.4 Statistische Auswertung

Bearbeitung der Testosteron- und Estradiolergebnisse

Aufgrund der statistischen Verteilung der Hormonwerte (rechtsschiefe Verteilung), wurden

diese logarithmisch transformiert und die geometrischen Mittelwerte (xg) sowie die

zugehdrigen Streufaktoren (SF) ermittelt.

Bearbeitung der LH-Ergebnisse

Um die LH-Freisetzung wéhrend der LH-Fenster beschreiben zu kdnnen, wurden

folgende Parameter bewertet:

a)

b)

Basalkonzentration (BC)

Fir jeden Hund und jedes LH-Fenster wurde jeweils aus allen ermittelten
Hormonwerten der arithmetische Mittelwert (x) und die Standardabweichung (SD)
berechnet und Werte, die um mehr als zwel Standardabweichungen vom Mittelwert
(> x + 2 SD) abwichen, so lange eliminiert, bis sich ale LH-Konzentrationen
innerhalb von zwei Standardabweichungen (< x + SD) befanden.

Der so ermittelte Wert wurde als Basalkonzentration definiert (SCHALLENBERGER
et d. 1985; SCHALLENBERGER 1990).

LH-Puls (P)

Da die Halbwertszeit von LH beim Hund mit 15 Minuten angegeben wird
(SCHNEIDER 1992), wurden bei Blutentnahmen im 20 minitigen Abstand, Werte,
die tiber dem Mittelwert plus zwei Standardabweichungen (> x + 2 SD) lagen, als LH-
Puls angesehen. Gewertet wurden dabel nur Messwerte, bei denen zuvor und danach
die LH-Basalkonzentration feststellbar war. Dementsprechend wurden die Werte zu
Beginn und zum Ende des sechsstiindigen LH-Fensters nicht einbezogen und Werte
> X + 2 SD, die nebeneinander lagen, a's ein Puls angesehen.

LH-Maximum (Max.)
Als LH-Maximum wurde der hdchste LH-Wert innerhalb eines LH-Fensters definiert.
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d) AUC
Die “Area under the curve” (AUC) reflektiert die Verfugbarkeit von LH. Sie ist as
Produkt der Summe aller LH-Werte eines Fensters und der Zeit (ng/ml x min)
dargestellt.

Bearbeitung der Prostata- und Hodengr 6f3e

Zur Bestimmung der Prostata- und der Hodengrof3e, wurde jeweils aus deren Lange und
Breite die Flache (cm?®) berechnet (Formel: Flache=L&nge x Breite x 7/2). Aufgrund der
Normalverteilung der Werte, wurden die arithmetischen Mittel (x) und die jeweilige

Standardabweichung ermittelt.

Bearbeitung der Ergebnisse der Samenentnahme- und Unter suchung

Fir die Parameter Gesamtvolumen, Vorwartsbeweglichkeit, Prozentzahl |ebender
Spermien, Gesamtspermienzahl und Prozentzahl pathologisch verénderter Spermien
wurden aufgrund der Normalvertellung die arithmetischen Mittelwerte und die
Standardabweichung berechnet.

Die Beobachtungen zum Sexualverhaten der Ruden wdahrend der Versuche zur

Spermagewinnung wurden einem finf Punkte Schema zugeordnet:

1. Normales Interesse an der Hundin, normaler Ablauf der Reflexkette,
Ejakulatgewinnung mdglich

2. Normales Interesse an der HUndin, normaler Ablauf der Reflexkette,
Ejakulatgewinnung moglich, aber Azoospermie

3. Normales Interesse an der Hundin, normaler Ablauf der Reflexkette,
Aspermie (kein Ejakulat zu gewinnen)

4. Kein Interesse an der Hundin, Erektion durch Masturbation induzierbar,
Aspermie (kein Ejakulat zu gewinnen)

5. Ken Interesse an der Hindin, keine Erektion induzierbar, Aspermie (kein

Ejakulat zu gewinnen)
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Statistische Auswertung

Die datistische Auswertung erfolgte in  Kooperation mit der Arbeitsgruppe
»Biomathematik und Datenverarbeitung des Fachbereichs Veterinarmedizin der Justus-
Liebig Universitdt Giessen”. Zum Einsatz kam das Statistikprogramm BMDP/Dynamic,
Release 7.0 (DIXON 1993). Es wurde wie folgt vorgegangen:

a) Auswertung der Daten der ersten 180 Tage

Bis zum Tag 180 nach Implantation wurden alle acht Hunde zu vergleich baren
Zeitpunkten beprobt und daher as eine Gruppe gehandhabt. Die Parameter Testosteron,
Estradiol, LH (AUC, BC, Max.) Hoden- und Prostatagrof3e und Spermavolumen wurden
anhand einer einfaktoriellen Varianzanalyse mit Messwiederholungen im Faktor Zeit

ausgewertet. Fur die Ubrigen Parameter kam eine deskriptive Statistik zur Anwendung.

b) Auswertung der Daten nach Entfernung des Implantates

Bel funf Hunden (Tiere Gruppe 1 und Hund Elias, Gruppe 2) hielt die Wirkung des
Implantates bis zu dessen Entfernung an. Da bel diesen Hunden alle
Blutprobenentnahmen und Untersuchungen in der EP 1V/4 zu vergleichbaren Zeitpunkten
unternommen wurden, wurde diese Tiere fur die Auswertung dieser Versuchsphase als
eine Gruppe angesehen und die Variablen wie unter a beschrieben statistisch ausgewertet.

¢) Auswertung der Daten nach Wirkungsende

Bel drei Hunden (Eddie, Elliott, Elvis, Gruppe 2) kam es zu einem Anstieg der
Testosteronkonzentration vor Entfernung des Implantates nach 12 Monaten. Dabel wurde
das Uberschreiten von 0,5 ng/ml Testosteron im Plasma als Wirkungsende angesehen und
die Riden von diesem Zeitpunkt an einheitlich beprobt. Auch diese Hunde wurden daher
fur die Auswertung der Versuchsphase 4 als eine Gruppe angesehen, die weitere

Auswertung erfolgte wieder wie unter a angegeben.
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d) Spezielle Auswertung wahrend des Testosteronanstiegs in EP IV und EP 4

Um den Testosteronanstieg aller Hunde in den beiden Gruppen auszuwerten, wurden die
Messwerte von zu vergleichbaren Zeitpunkten entnommenen Proben einer Varianzanalyse
mit Messwiederholungen im Faktor Zeit unterzogen. Gleichzeitig wurde auf Unterschiede
zwischen den Hunden, bei denen das Implantat bis zur Entfernung wirkte und denen, die

schon vorher ein Wirkungsende zeigten, untersucht.

€) Bewertung der Reversibilitét

Um die Reversibilitédt der induzierten Behandlungseffekte zu Uberprifen, wurden die
letzten beiden Testosteron- und Euf3-Konzentrationen vor der Behandlung mit
,Gonazon®" sowie die in EP 11/2 ermittelten LH-Werte, Prostata- und Hodengrof3en
sowie Spermaparameter, mit den entsprechenden letzten, in EP IV bzw. EP 4 gewonnenen
Ergebnissen mit Hilfe eines unpaarigen t-Tests verglichen.
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4 Ergebnisse

4.1 Allgemeiner Gesundheitsstatusder Tiere

Vor Versuchsbeginn wurde bei allen acht Hunden eine klinische Allgemeinuntersuchung
sowie eine spezielle andrologische Untersuchung durchgefiihrt. Alle Riden erwiesen sich als
allgemein- und geschlechtsgesund, es wurden keine Hinweise auf Stérungen der
Spermatogenese gefunden.

Abgesehen von oberfl&chlichen Verletzungen nach anfanglichen Rangordnungskampfen,
blieben die Tiere tber den ganzen Versuch hinweg gesund und zeigten keine Auffalligkeiten.
Lediglich ein Hund der Gruppe 2 (Eddie) zeigte 7 Wochen nach Implantation einen leichten
epileptischen Anfall. Der Hund wurde in der Klinik fur Kleintiere der Justus-Liebig
Universitdt Giessen grundlich untersucht, jedoch keine Ursache fir den Anfall gefunden. Da
beim Beagle eine genetische Disposition fur primére Epilepsie besteht und das Tier wéhrend
des restlichen Versuchs keinerlel Anfélle mehr zeigte, wurde der beobachtete epileptische
Anfal nicht in Zusammenhang mit der Behandlung mit ,, Gonazon®* gesehen.

Wahrend der Studie wurden die Riden regelméliig mit Drontal plus® (Bayer) entwurmt und
mit Nobivac® (Intervet) SHP+LT geimpft.

4.2 Einsetzen und Entnahme der Implantate

Das Einsetzen des Implantats erfolgte ohne Betaubung subkutan in die Nabelregion, was von
alen Hunden gut toleriert wurde.

Bel der wdchentlichen Kontrolle der Implantationsstelle wurden keine Auffalligkeiten
beobachtet.

Die Entfernung der Implantate fand nach Lokalanésthesie mit jeweils 0,5 ml Procasel® statt.
Durch einen 1 cm langen Hautschnitt konnte das Implantat bei finf Hunden ohne Probleme
innerhalb von wenigen Minuten freiprapariert werden. Bei drei Hunden (Elvis, Jonathan,
Julien) war die Entfernung schwieriger und dauerte bis zu 10 Minuten, da das Implantat stark
mit der Unterhaut verwachsen und in Bindegewebe eingekapselt war; eine Nachdosierung mit
Procasel® erwies sich als notwendig.

Der Hautschnitt heilte bei allen Hunden per primam, das Nahtmaterial wurde nach 10 Tagen
gezogen.
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4.3 Ergebnisse der Testosteronbestimmungen

e Vor Implantation

Vor Einsetzen des Implantates wurde von jedem Hund zu 11 unterschiedlichen
Zeitpunkten Plasma (siehe Kapitel Versuchsdurchfihrung) gewonnen. Die gemessenen
Konzentrationen fur Testosteron lagen zwischen 0,7 und 2,1 ng/ml Plasma, der daraus
errechnete geometrische Mittelwert lag bei 1,2 ng/ml (SF 2,8).

e Wahrend der ersten 180 Tage nach Implantation

Waéhrend der ersten zwei Tage nach der Implantation kam es zu einem signifikanten
(p<0,0001) Anstieg der Testosteronkonzentration im Plasma, wobei ein durchschnittliches
Maximum [xg/(SF)] von 4,6/(1,5) ng/ml erreicht wurde. Im Vergleich zu den
Testosteronwerten vor der Behandlung waren die Konzentrationen wahrend dieses initialen
Testosteronanstiegs um den Faktor 3,8 erhoht.

Innerhalb von 29 Tagen kam es danach zu einem Abfall auf Werte unterhalb der fiktiven
Nachweisgrenze von 0,1 ng/ml Plasma.

Waéhrend der ersten 180 Tage nach der Behandlung mit ,, Gonazon®* blieben bel allen
Hunden ab diesem Zeitpunkt die Testosteronkonzentrationen im Plasma unterhalb der
Nachweisgrenze.

Eine Ausnahme bildete lediglich der Hund Jackson (Gruppe 2), bei dem zu zwei
Zeitpunkten (Tag 36 und 43 nach Implantation) Testosteron im Plasma nachweisbar war
(0,3 und 0,9 ng/ml).

Die mittleren Testosteronkonzentrationen vor Implantation und wahrend der ersten 180
Tage danach sind in Tabelle 3 und Abbildung 11 dargestellt.

Wahrend bel der Gruppe 1 das Implantat nach 180 Tagen entfernt wurde, behielten esdie
Hunde der Gruppe 2, unabhangig von der Wirkungsdauer, bis zum Tag 365 nach

Implantation.
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Tab. 3: Mittelwerte (Xg/SF) der Testosteron- und Estradiol-17R3-K onzentr ationen
von allen Hunden vor I mplantation und bis 180 Tage danach
Testosteron ng/ml Estradiol pg/ml
Datum |Tage Xg SF Xg SF
21.06.04 | -23 0.7 4.1 9.2 1.7
25.06.04 | -19 0.9 2.1 8.8 1.3
29.06.04 | -15 0.9 2.2 7.8 1.6
02.07.04 | -12 0.5 2.6 6.1 2.0
07.07.04 -7 1.8 2.7 45 1.5
09.07.04 -5 1.0 2.9 9.5 1.3
12.07.2004*| -2 1.5 3.3 8.2 1.3
12.07.2004 2| -2 2.1 1.5 3.8 1.3
13.07.2004*| -1 1.9 2.8 5.6 1.3
13.07.2004%| -1 1.4 2.2 9.3 1.2
14.07.2004*| 0 1.6 2.6 14.3 1.3
14.07.2004%| 0 3.3 1.4 13.2 1.3
15.07.2004 ' 1 3.4 2.7 6.8 1.7
15.07.2004 7| 1 4.1 1.6 6.4 1.5
16.07.2004 '| 2 4.6 1.5 16.8 1.4
16.07.2004°| 2 4.4 1.5 9.9 1.3
17.07.2004*| 3 4.1 1.7 14.6 1.4
17.07.2004%| 3 4.1 1.6 18.2 1.4
18.07.2004 | 4 3.4 1.3 10.9 1.3
18.07.2004°| 4 3.3 1.5 7.1 1.4
20.07.04 6 1.6 2.4 6.0 1.8
22.07.04 8 0.7 35 3.0 1.5
24.07.04 | 10 0.2 3.4 4.4 1.5
30.07.04 | 16 0.1 1.8 5.4 1.3
06.08.04 | 22 0.1 1.5 5.8 1.4
13.08.04 | 29 0.1 1.0 3.1 1.7
29.08.04 | 36 0.1 1.5 2.6 1.5
27.08.04 | 43 0.1 2.2 8.0 1.3
03.09.04 | 50 0.1 1.0 6.0 1.5
10.09.04 | 57 0.1 1.0 6.8 1.2
17.09.04 | 64 0.1 1.0 9.2 1.2
24.09.04 | 71 0.1 1.0 5.7 1.7
01.10.04 | 78 0.1 1.0 5.5 1.2
08.10.04 | 85 0.1 1.0 4.7 1.3
15.10.04 | 92 0.1 1.0 2.6 1.3
22.10.04 | 99 0.1 1.0 4.2 1.3
29.10.04 | 106 0.1 1.0 35 1.5
05.11.04 | 113 0.1 1.0 6.5 1.4
12.11.04 | 120 0.1 1.0 5.8 1.4
19.11.04 | 127 0.1 1.0 8.0 1.3
26.11.04 | 134 0.1 1.0 6.5 1.3
03.12.04 | 142 0.1 1.0 8.9 1.3
10.12.04 | 149 0.1 1.0 3.7 1.4
17.12.04 | 156 0.1 1.0 6.4 1.1
23.12.04 | 163 0.1 1.0 11.3 1.2
01.01.05 | 170 0.1 1.0 3.8 1.5
07.01.05 | 177 0.1 1.0 4.4 1.9

1=8am., =8 p.m., * = erste Blutprobe nach Implantation
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Abb. 11: Mittlere Testoster onkonzentration (xg/SF) vor und wahrend der ersten
180 Tage nach Implantation von allen acht Hunden
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e Nach Entfernung des I mplantates bzw. nach Wirkungsverlust

Die Hunde der Gruppe 1 und der Hund Elias der Gruppe 2 wurden as eine Gruppe
zusammengefasst, da bel ihnen die Downregulation bis zur Entfernung des Implantates
anhielt und die Probenentnahmen in der vierten Versuchsphase (EP 1V und EP 4) zu
vergleichbaren Zeitpunkten statt fanden.

Der Hund Elias zeigte zwar einen kurzfristigen Anstieg von Testosteron am Tag 324
(2,8ng/ml), danach kam es jedoch innerhalb von drei Wochen wieder zu einem Abfall
unter die Nachweisgrenze und Testosteron konnte bis zur Entfernung des Implantates am
Tag 365 nicht mehr im Plasma nachgewiesen werden.

Bel diesen funf Ruden kam es nach Implantatentfernung zu einem signifikanten Anstieg
der Testosteronkonzentration (p<0,0001). Nach sieben Wochen waren mit 1,3/(2,9) ng/mli
[xg/(SF)] die Ausgangswerte wieder erreicht (s. Tab. 4, Abb. 12). Die
Testosteronkonzentrationen im Plasma stiegen bis zur 20. Woche nach Entfernung des
Implantates weiter an und erreichten zu diesem Zeitpunkt Werte zwischen 3,8 und 9,8
ng/ml.

L
I A 1111

© N~ [ce) (e} o
i

12
20
29

Wochen EP IV/4

Abb. 12: Testosteronkonzentrationen im Plasma (xg/SF) nach Entfernung des
Implantates bei den Hunden der Gruppe 1 und Hund Elias, Gruppe 2
(z.T. keine Berechnung des Streufaktors moglich)
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Tab. 4 Mittelwerte (Xg/SF) der Testosteron- und Estradiol-17R-K onzentr ationen
nach I mplantatentfernung bei den Hunden der Gruppe 1 und Hund Elias,
Gruppe 2

Testosteron ng/ml Estradiol-173 pg/ml

Wochen EP IV/4 Xg SF Xg SF

1 0.1 1 7.3 1.4

0.1 1 3.9 1.5

2 0.1 1.4 5.4 2.1

0.2 1.8 3.6 2.1

3 0.2 1.6 7.5 1.3

0.3 2.6 8.3 1.4

4 0.4 3.7 4.7 2.0

0.5 3.4 8.6 1.4

5 0.7 4.4 6.6 1.1

0.7 3.1 7.0 1.6

6 1.1 3.3 9.2 1.7

0.5 1.5 5.1 2.2

7 1.3 2.9 15.4 1.3
0.9 * 11.0 *

8 1.6 2.0 10.5 1.4
1.5 * 20.2 *

9 3.0 1.7 17.5 1.2
1.6 * 12.0 *

10 3.3 1.6 12.8 1.3

11 2.1 1.8 12.7 2.8

12 2.3 2.0 11.0 2.7

16 3.0 1.6 9.8 2.1

20 5.5 1.4 13.2 1.3

24/25 5.0 1.1 13.9 1.2
29 4.9 * 13.1 *

* = keine Berechnung des Streufaktors moglich (< 3 Messwerte)

Bei den zu Gruppe 2 gehtrenden Hunden Elvis, Elliott und Eddie kam es zu einem Anstieg
der Testosteronkonzentration nach 177, 282 und 296 Tagen. Dabei wurde das
Uberschreiten eines Wertes von 0,5 ng/ml Testosteron im Plasma als Wirkungsende
angesehen, was nach 223 (Elvis), 307 (Elliott) und 324 Tagen (Eddie) der Fall war.
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e Vergleich des Testoster onanstiegs nach I mplantatentfernung bzw. Wirkungsende
Daalle acht Hunde nach dem erfolgten Wiederanstieg von Testosteron auf Werte > 0,5
ng/ml Uber sechs Wochen zu vergleichbaren Zeitpunkten beprobt wurden, konnten die
waéhrend dieses Zeitraumes erhaltenen Werte verglichen werden. Zwischen den Tieren, bel
denen die Wirkung bis zur Implantatentfernung anhielt (n=5) und denen, bel denen es
schon vorher zu einem Wirkungsverlust gekommen war (n=3), zeigte sich im
Testosteronanstiegs kein Unterschied (p= 0,3), der Effekt der Zeit war bei allen Tieren
hoch signifikant (p < 0,0001) (s. Tab. 5).

Tab. 5: Verlauf der Testosteronwerte (ng/ml) nach Implantatentfer nung bzw.
Wirkungsverlust

Nach Implantatentfernung Nach Wirkungsverlust Mittel

Wochen|Jackson®| Jeremy* |Jonathan®|Julien'| Elias?® |Eddie?| Elliott? |Elvis®| Xg SF

0 0.3 0.2 0.4 0.2 0.2 0.3 0.3 0.4 0.3 1.6

1° 1.1 0.9 0.7 0.5 1.2 0.8 0.9 0.6 0.8 2.1

2 1.7 1.5 1.3 0.5 3 2.8 1.2 0.7 1.4 2.8

3 2 2.4 1.7 1.7 2.7 1.1 1.2 0.6 1.5 1.6

4 4.4 1.4 2.4 2.3 3.3 1.1 1.9 1.9 2.1 1.5

5 1.9 1.2 0.9 2.8 4.5 1.0 4.5 1.4 1.9 1.8
! = Gruppel, * = Gruppe 2, = Woche mit dem ersten Wert > 0,5 ng/ml

e Ergebnisse zur Reversibilitat

Durchschnittlich sieben Wochen nach Implantatentfernung bzw. eine Woche nach
Wirkungsverlust, lagen bei alle Hunde die Testosteronkonzentrationen wieder in Hohe der
Ausgangswerte vor der Implantation. Danach stiegen die Testosteronwerte bis Woche 20
der Versuchsphasen 1V/4 jedoch weiter an, so dass bei allen acht Hunden die
Testosteronkonzentrationen in den letzten beiden Blutproben der Versuchsphasen 1V/4 mit
einer mittleren Konzentration von [xg/(SF)] 4,1/(1,6) ng/ml signifikant (p< 0,001) hoher
waren as die der letzten beiden Blutproben vor Implantation [1,5/(2,3) ng/ml] (s. Tab. 6).
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Tab. 6: Testoster onkonzentrationen und Mittelwerte (xg/SF) der letzten beiden
Blutproben vor Implantation und der letzten beiden Blutproben von EP
IV und EP 4 von allen acht Hunden

Testosteron ng/ml

Hund Vor Implantation Ende von EP IV/4
Jackson 1.3 0.6 5.6 5.4

Jeremy 3.5 5.2 6.7 4.7

Jonathan 2.2 2 5.5 2.8

Julien 0.4 4 6.1 5.2

Elias 3.6 3.5 3.7 4.2

Eddie 0.6 0.5 1.4 6.8

Elliott 1.7 0.6 2.3 2.7

Elvis 1.1 15 8.0 10.8
= 158 a1

SF 2.3 1.6
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4.4 Ergebnisse der Estradiol-173-Bestimmungen

e Vor Implantation

Anaog zu Testosteron wurde auch Estradiol-17(3 in den 11 Plasmaproben, die vor der
Behandlung mit ,, Gonazon®* (s. Kap. Versuchsdurchfiihrung) gewonnen worden waren,
bestimmt. Die Konzentrationen lagen zwischen 2,0 und 20,3 pg/ml Plasma, der daraus
errechnete geometrische Mittelwert lag bei 7,4 pg/ml (SF 1,7).

e Wahrend der ersten 180 Tage nach Implantation

Der Verlauf von Estradiol im Plasma zeigte wadhrend der ersten drel Tage nach der
Implantation einen signifikanten (p<0,0001) Anstieg. Die Maximalwerte lagen im Mittel
[Xg/(SF)] bei 18,2/(1,4) pg/ml. Im Vergleich zu den Estradiolwerten vor der Behandlung
waren die Konzentrationen wahrend dieses initialen Anstiegs um den Faktor 2,5 erhoht.

Ab Tag 8 nach Implantation sanken die Werte dann deutlich (p < 0,0001) ab, fir den
weiteren Verlauf der Messungen ergab sich ein Mittelwert von [xg/(SF)] 5,2/(1,7) pg/ml
Plasma ab.

Die Konzentrationen von Estradiol-1713 im Plasma vor Implantation und wahrend der
ersten 180 Tage danach sind in Tabelle 3 und Abbildung 13 dargestellt.
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Estradiol-178 pg/ml
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PN N

Tage vor und nach Implantation

Implantatio

Abb. 13: Mittlere Estradiol-17R3-K onzentrationen (xg/SF) vor und wahrend der
ersten 180 Tagen nach Implantation von allen acht Hunden
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e Nach Entfernung des Implantats bzw. nach Wirkungsverlust

Nach Implantatentfernung zeigte sich bei den Hunden der Gruppe 1 und Hund Elias,
Gruppe 2, ein signifikanten Anstieg der Estradiolkonzentrationen (p<0,0001). Mit 7,5 (1,3)
pg/ml [xg/(SF)] wurden die Ausgangswerte nach drei Wochen wieder erreicht

(s. Tab. 4, Abb. 14).

Ahnlich zum Verlauf der Testosteronkonzentrationen, stiegen auch die Estradiol-1713-
Werte im Plasma weiter an, wobel sich mit Werten von zum Teil > 20 pg/ml in den
Wochen 9 bis 12 ein Maximum ergab.

Die Estradiol-173-Konzentrationen der drei Hunde der Gruppe 2 (Eddie, Elliott, Elvis),
bei denen es vor Implantatentfernung zu einem Wirkungsverlust kam, zeigten einen
ahnlichen Verlauf.

35

30 A

25

Estradiol-17R pg/ml

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 12 20 29
Wochen EP4

Abb. 14: Estradiol-17R-K onzentrationen im Plasma (Xxg/SF) nach Entfernung des
Implantates bei den Hunden der Gruppe 1 und Hund Elias, Gruppe 2
(z.T. keine Berechnung des Streufaktors moglich)

e Vergleich des Estradiol-Anstiegs nach I mplantatentfernung und Wirkungsende
Die Situation war analog zu der von Testosteron (s. S.63).

Zwischen den Tieren, bei denen die Wirkung bis zur Implantatentfernung anhielt (n=5)
und denen, bel denen es vorher zu einem Wirkungsverlust gekommen war (n=3), zeigte
sich beziglich des Estradiol-Anstiegs kein signifikanter Unterschied (p= 0,08), wéahrend
der Effekt der Zeit auch hier signifikant (p=0,03) war (s. Tab. 7).
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Tab. 7 Verlauf der Estradiol-17-3-Werte (pg/ml) nach Implantatentfernung bzw.
Wirkungsverlust
Nach Implantatentfernung Nach Wirkungsverlust | Mittel

Wochen | Jackson® | Jeremy* | Jonathan® | Julien® | Elias’ | Eddie® | Elliott? | Elvis? | Xg | SF
0 14 3.6 15.6 4 5.2 8.8 8.8 7.2 74 | 1.7

1° 9.2 10.8 9.2 6 5.6 11.6 5.2 144 | 85 |15

2 12 6.4 16.4 4.4 5.6 2.0 10.4 9.2 7.0 |1.9

3 13.2 5.6 10.8 104 5.6 11.6 9.2 148 | 96 |14

4 21.6 15.6 16.4 22.0 14 2.0 2.0 7.2 9.1 |2.7

5 6.4 124 21.2 10.8 17.2 9.0 10.8 72 111.0]15

! = Gruppe 1, ? = Gruppe 2, *>= Woche mit erstem Testosteronwert > 0,5 ng/ml

e Ergebnisse zur Reversibilitat

Nach Implantatentfernung bzw. Wirkungsverlust kam es zu einem Anstieg der

Estradiolkonzentration auf Werte von zum Tell tUber 20 pg/ml (s. Tab. 4). Danach zeigte
sich ein Abfall der Werte; mit 10,2/(1,9) pg/ml unterschied sich der Mittelwert [xg/(SF)]
der letzten beiden Blutproben der vierten Versuchsphase nicht signifikant (p= 0,9) von

dem Mittelwert der letzten beiden Blutproben vor Implantation [11,5/(1,4) pg/ml)
(s. Tab. 8).

Tab. 8:

Estadiol-17R-K onzentrationen und Mittelwerte (xg/SF) der letzten beiden

Blutproben vor Implantation und der letzten beiden Blutproben von EP

IV/4 von allen acht Hunden

Estradiol 1703 pg/ml

Hund vor Implantation Ende von EP IV/ 4
Jackson 11.40 12.20 10.00 12.40
Jeremy 10.7 19.2 16.5 11.6
Jonathan 10.1 14.6 17.2 10.8
Julien 6.9 20.3 16.8 14.8
Elias 11 13.2 26.4 17.0
Eddie 7.5 8.8 6.8 2
Elliott 9.4 18.6 12.0 7.2
Elvis 8.5 11.6 4 6.4
Xg 11.5 10.2

SF 14 1.9
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4.5 Ergebnisse der LH-Bestimmungen

Bei den Hunden der Gruppe 1 und Hund Elvis der Gruppe 2 fielen insgesamt 5 LH-Fenster
an. Aufgrund der unterschiedlich langen Wirkungsdauer des Implantates bei den Hunden der
Gruppe 2, ergaben sich bel den Riuden Eddie und Elliott jeweils noch ein 6., bel Elias ein 6.
und 7. zusétzliches LH-Fenster.

e Vor Implantation

Die vor der Implantation fur die Parameter AUC, Basalkonzentration (BC) und LH-
Maximum ermittelten Werte lagen bei alen acht Hunden im Mittel [xg/(SF)] bei
337,6(1,5) ng/ml*min, 1,6/(1,6) ng/ml bzw. 1,7/(1,5) ng/ml (s. Tab.9).

e Wahrend der ersten 180 Tage nach Implantation

Nach Einsetzen des Implantates kam es zu einem signifikanten Abfall (p<0,0001) der
Parameter AUC, Basalkonzentration (BC) und Maximum (s. Tab. 9; Abb. 15 und 16). So
zeigte sich 11 Wochen nach Behandlung eine Verringerung der AUC um 70,6%, nach 11
weiteren Wochen war nochmals ein geringer Abfall auf ca. 26 % der Ausgangswerte zu
beobachten. Die Basalkonzentrationen und die Maximalwerte waren bis zur 11. Woche
nach der Implantation um 82,4 % und 81,2 % abgefallen, ein weiterer Abfall bis zur 22.
Woche wurde nicht beobachtet (s. Abb. 19 und 20)

Es zeigte sich zudem, dass 7 von 8 Hunden einen annéghernd gleich verlaufenden Abfall
der AUC auf Werte zwischen 76-86 ng/ml*min in der Woche 22 nach Implantation
aufwiesen, bel Hund Julien (Gruppe 1) fiel die AUC dagegen nur auf einen Wert von 196
ng/ml*min ab, d.h. auf 54 % des Ausgangswertes (Abb. 20).

Wahrend der Kontrollphase vor der Implantation lief3en sich vereinzelte Pulse in der LH-
Freisetzung nur bei den Riden der Gruppe 2 darstellen. Unter der Wirkung des Implantates
konnten bei keinem Tier LH-Pulse festgestellt werden, nach Wirkungsende bzw.
Implantatentfernung traten bei 3 Tieren aus Gruppe 1 und 2 Tieren aus Gruppe 2 LH-Pulse
auf (Abb. 18-20). Im Hinblick auf die niedrige ,, Trefferquote® wurde eine statistische
Auswertung nicht durchgefihrt.
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Tab. 9 Mittelwerte (Xg/SF) L H-Freisetzung (AUC, Basalkonzentration und
Maximum) vor Behandlung, in den ersten 180 Tagen nach Implantation
und wahrend der vierten Versuchsphase

Parameter LH Fenster Xg SF
vor Implantation 337.6 15

11 Wochen n. Impl. 99.1 15

AUC 22 Wochen n. Impl. 89.3 1.4
Woche 4, EP IV/4 148.0 15

Woche 12, EP IV/4 2854 15

vor Implantation 1.6 15

11 Wochen n. Impl. 0.3 1.6

BC 22 Wochen n. Impl. 0.3 1.6
Woche 4, EP IV/4 0.6 1.4

Woche 12, EP IV/4 1.2 1.7

vor Implantation 1.7 1.6

11 Wochen n. Impl. 0.3 1.6

Maximum 22 Wochen n. Impl. 0.3 1.6
Woche 4, EP IV/4 0.7 1.4

Woche 12, EP IV/4 1.4 1.3
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Abb. 15: Mittelwert (xg/SF) AUC (ng/ml*min) von allen Hunden vor I mplantation,
11 und 22 Wochen danach sowiein den Wochen 4 und 12 der
Versuchsphase 1 V/4
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Abb. 16: Mittelwerte (Xg/SF) L H-Basalkonzentration und Maxima (ng/ml) von allen
Hunden vor Implantation, 11 und 22 Wochen danach sowiein den
Wochen 4 und 12 der Versuchsphase 1V/4
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e Nach Entfernung des I mplantates bzw. nach Wirkungsverlust

Nach Entfernung des Implantates bzw. nach Ende der Wirkungsdauer, konnte bei allen
Hunden ein signifikanten Anstieg (p<0,0001) der Verfluigbarkeit von LH in den Wochen 4
und 12 der vierten Versuchsphase festgestellt werden (Abb. 15 und 16). Dabei erreichte
die AUC im Mittel [xg/(SF)] 148/(1,5) ng/mlI*min in Woche 4 und 310/(1,5) ng/ml*min in
Woche 12.

Bel den Hunden Eddie und Elias zeigte sich schon vor der Versuchsphase 4 ein leichter
Anstieg der AUC ab Woche 35 nach Implantation (s. Abb. 17).

O Elias
@ Eddie

AUC ng/mlI*min
= = N N
o (o) o (o)
o o o o

| | | |

al
o
|

o
|

11 22 35 45 Woche 4, Woche 12,
Wochen n. Wochen n. Wochen n. Wochen n. EP4 EP4
Impl. Impl.. Impl. Impl.

Abb. 17: Anstieg der AUC bei den Hunden Eddie und Elias ab Woche 35 nach
I mplantation

e Ergebnisse zur Reversibilitat

Die Werte 11 Wochen nach Implantatentfernung bzw. Wirkungsverlust unterschieden sich
im Mittel nicht signifikant (p< 0,5) von denen vor I mplantation (Tabelle 10).

Dabe dem Riden Elvis (Gruppe 2) in Woche 12 der Versuchsphase 4 im Vergleich zu
den Werten vor Implantation jedoch eine deutlich geringere AUC ermittelt wurde und der
Hund bis Versuchsende eine Oligo- und Teratozoospermie zeigte, wurde fur diesen Hund
ein zusétzliches LH-Fenster, 50 Wochen nach Wirkungsende angesetzt. Die dort
ermittelten Werte (AUC 582 ng/ml* min) unterschieden sich nicht von denen vor der
Behandlung (AUC 544 ng/ml*min).
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In den Abbildungen 18, 19 und 20 ist beispielhaft an zwel Ruden der Gruppe 1 und dem
Ruden Elliott, Gruppe 2, der Verlauf der Konzentrationen von LH wahrend der Zeitfenster

vor sowie 22 Wochen nach Implantation und in Woche 12 der vierten Versuchsphase

dargestellt. Der Effekt der Downregulierung in der 22. Woche ist eindeutig erkennbar,

ebenso wie deren Reversihilitét.

Tab. 10: Mittelwerte der LH-Parameter (AUC, BC und Maxima) vor | mplantation
und in Woche 12 der vierten Versuchsphase (letztes LH-Fenster)
LH vor Implantation LH Woche 12, EPIV/4
Hund AUC BC Max. AUC BC Max.
Jackson 498 3.1 2.9 288 16 1.8
Jeremy 380 1.5 1.4 626 1.7 5
Jonathan 364 1.4 1.2 302 1.3 1.1
Julien 360 1.2 1.1 346 1.5 13
Elias 134 0.75 1 304 1.2 1.2
Eddie 270 1.3 2.1 164 0.7 1
Elliott 346 2.1 2.2 286 1.3 1.2
Elvis 544 2.6 2.7 164 1 1
Xg 337 1.6 1.7 285 1.2 1.4
SF 1.5 1.6 1.5 1.5 1.3 1.7
5
4- :
—&—\Vor Implantation
E3
> 22 Wochen nach
; 5 Implantation
- —4&—EP |V, Woche 12
1 |
0
Q O OO DV O O O O O O
N N R i O
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Abb. 18: LH-Konzentration (ng/ml) Gber drel verschiedene LH-Fenster (vor

| mplantation, 22 Wochen danach und in Woche 12, EP 1V) bel Hund
Jeremy, Gruppe 1l

73




Ergebnisse

14
1.2 -
14 —&—Vor Implantation
€ gl
5 08 22 Wochen nach
I 06" N Implantation
= A-A- —4&—EP IV, Woche 12
0.4
0.2
0
QO O O VO O L O O O O
N R I A O
Minuten
Abb. 19: LH-Konzentration (ng/ml) Gber drel verschiedene LH-Fenster (vor
| mplantation, 22 Wochen danach und in Woche 12, EP 1V) bel Hund
Julien, Gruppe 1
25
2,
£ 1.5 —&—Vor Implantation
>
S 11 22 Wochen nach
Implantation
0.5 —4&—EP 4, Woche 12
&«
0
QO O O O O O O 0O O O
N R A
Minuten

Abb. 20:

LH-Konzentration (ng/ml) Gber drel verschiedene LH-Fenster (vor
I mplantation, 22 Wochen danach und in Woche 12, EP 4) bel Hund

Elliott, Gruppe 2
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4.6 Erfassung der Hodengr0f3e

e Vor Implantation

Die vor Implantation ermittelte HodengroRe lag im Mittel (x /(SD)] bei 35,4 (9,9) cm?
(sehe Tab. 13). Die Konsistenz der Hoden war bei allen acht Riden prall-elastisch,
sonografisch zeigten sich die Hoden aller Hunde unauffélig.

e Wahrend der ersten 180 Tage nach Implantation

Waéhrend der ersten 180 Tage nach der Behandlung nahm die Hodengrof3e bel alen
Hunden signifikant ab (p<0,0001).

Eine Verkleinerung war schon ab der dritten Woche nach Implantation sichtbar, nach 13
(Julien) bis 23 (Jonathan) Wochen wurden Minimalwerte erreicht, die sich bis zur
Implantatentfernung bzw. bis zum Wirkungsende nicht mehr veranderten.

Im Durchschnitt kam es zu einer Verkleinerung der Hodengrof3e um 82% (s. Tab.11;
Abb.21).

Tab. 11: Mittelwerte (x/SD) Hoden- und Prostatagr 63e (cm?) bei allen acht Hunden
vor | mplantation und wahrend der ersten 180 Tage danach (bis Woche 25)

Wochen HodengroRRe Prostatagrofie
nach Implantation X SD X SD
Vor Implantation 35.4 9.9 10.6 3.1
1 32.6 8.1 11.0 1.8

23.5 4.8 7.3 15

5 20.6 5.5 5.7 2.3

7 19.7 5.1 5.4 1.3

9 16.5 4.8 5.6 1.7

11 15.3 3.8 5.3 1.3

13 12.2 3.3 5.6 1.6

15 11.5 3.9 5.5 1.8

17 7.6 1.9 5.0 1.3

19 7.1 1.8 6.1 0.8

21 6.6 0.6 5.1 14

23 6.4 0.9 4.0 1.3

25 6.4 0.9 4.1 1.0
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Abb. 21: Mittlere Hodengr 6Re (x/SD) von allen 8 Hunden vor Implantation und in
den ersten 180 Tagen danach (bis Woche 25)

Die Konsistenz veranderte sich nach durchschnittlich 3 Wochen von prall-elastisch nach
weich-elastisch. Palpatorisch und sonografisch  wurde ansonsten keine Auffélligkeiten
beobachtet (s. Abb. 22).
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Abb. 22: Sonogr afische Dar stellung beider Hoden im Quer schnitt von Hund
Jeremy (Gruppe 2), oben vor Implantation und unten 11 Wochen nach
Einsetzen des I mplantates

e Nach Entfernung des I mplantates bzw. nach Wirkungsverlust

4 bis 6 Wochen nach Entnahme des Implantates setzte bel den Hunden der Gruppe 1 und
bei Hund Elias (Gruppe 2) ein hoch signifikanter (p<0,001) Anstieg der Hodengrof3e ein.
Nach ca. 20 Wochen wurden die Ausgangswerte erreicht, dartiber hinausgehend kam es
danach zu ener welteren VergroRerung der Hoden bis zum Ende der
Untersuchungsperiode (s. Tab. 12; Abb. 23).
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Tab. 12: Mittelwerte (x/SD) der Hoden- und Prostatagr 6i3e (cm?) vor I mplantation
und nach Entfernung des Implantates bei den Hunden der Gruppe 1 und
Hund Elias, Gruppe 2

Wochen EP IV/4 IiodengrbBe Pr_ostatagrbBe
X SD X SD
Vor Implantation 34.9 9.3 10.6 4.1
2 6.4 11 4.8 11
4 7.3 1.3 4.1 0.6
6 10.6 3.4 4.8 0.6
8 15.6 6.8 6.0 25
10 22.8 8.7 7.7 3.7
12 24.8 11.1 9.5 2.7
16 27.0 11.8 10.9 3.6
20 30.0 11.6 12.6 5.1
24 bis 26 35.7 14.0 14.8 3.8
29 his 30 45.9 * 15.6 *

* = keine Berechnung der Standardabweichung mdglich (< 3 Messwerte)
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Abb. 23: Mittlere Hodengr 6RRe (x/SD) vor I mplantation und nach Entfernung des
I mplantates bei den Hunden der Gruppe 1 und Hund Elias, Gruppe 2
(zT. keine Berechnung der Standardabweichung mdéglich)

Die Hunde Eddie, Elliott und Elvis (Gruppe 2) zeigten nach Wirkungsende einen dhnlichen
Anstieg der Hodengrofe.
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Zwischen den Hunden bel denen die Wirkung bis zur Implantatentfernung anhielt und denen,

die schon vorher einen Wirkungsverlust zeigten, konnte kein Unterschied wéahrend des
Anstiegs der Hodengrol3e beobachtet werden (s. Tab. 13).
Da hier nur 4 Untersuchungen direkt verglichen werden konnten, wurde auf eine statistische

Auswertung verzichtet.

Tab. 13: Entwicklung der HodengrofRen (cm?) bei allen acht Hunden, erfasst zu
vergleichbaren Zeitpunkten ab dem Erreichen eines Wertes von = 0,5
ng/ml Testosteron im Plasma

Nach Implantatentfernung Nach Wirkungsverlust Mittel

Wochen |Jackson®|Jeremy!|Jonathan®|Julien®|Elias?| Eddie? | Elliott? | Elvis? | X SD

Vor Impl. 40.8 47.2 25.2 344 | 26.7 47.2 39.6 22 34.1 1.6

0 6.4 6.4 10.6 7.9 6.4 6.4 6.4 6.4 7.5 1.6
2° 6.4 6.4 10.6 7.9 9.4 23.0 16.5 9.4 10.2 2.1
4 7.1 11.8 14.1 14.1 | 15.7 27.5 22.0 14.1 14.7 2.8
6 14.1 11.8 14.1 28.3 | 275 275 35.5 14.1 20.0 1.6
8 17.7 18.8 28.3 | 35.3 27.5 35.5 14.1 24.0 1.5
10 20.6 18.8 424 314 35.5 18.8 26.5 1.8

= Gruppe 1, =Gruppe 2, *>= Woche mit erstem Testosteronwert > 0,5 ng/ml

e Ergebnisse zur Reversibilitat

Zwischen den Hodengréf3en vor Implantation und zum Zeitpunkt der letzten

Untersuchung in der vierten Versuchsphase ergab sich kein signifikanter Unterschied
(p < 0,4), die Tendenz zu einem leicht erhdhten Wert ist jedoch erkennbar (s. Tab. 14).

Tab. 14:

Mittlere (x/SD) Hodengr 63en (cm?) vor Implantation und
am Endevon EP IV/4

Hodengrof3e (cm?)

Hund Vor Implantation Ende EP IV/4
Jackson 40.8 26.7
Jeremy 47.2 35.3
Jonathan 25.2 31.4
Julien 34.4 56.5
Eddie 47.2 47.1
Elias 26.7 47.1
Elliott 39.6 40.5
Elvis 22 35.4
=

X 35.4 40.0
SD 9.9 9.8
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4.7 Erfassung der Prostatagr 6i3e

e Vor Implantation

Vor der Behandlung mit “Gonazon®* lag die durchschnittliche Prostatagroie [x/(SD)] bei
10,6 (3,1) cm? (s. Tab. 11) , sonografisch wurden keine Auffaligkeiten beobachtet (Abb.
24).

Koty Caralin Ludwig
“— Eddie

Abb. 24
(Gruppe 2) vor Implantation (s. Markierung)

e Wahrend der ersten 180 Tage nach Implantation

Die Prostatagrofe verringerte sich deutlich bei allen acht Hunden innerhalb von drei
Wochen nach Implantation. Nach 5 Wochen war keine weitere Verkleinerung mehr zu
beobachten, zu diesem Zeitpunkt hatte sich die Grol3e der Prostata um durchschnittlich
46% verringert (s. Tab. 11; Abb. 25). Die Verkleinerung der Prostata nach Behandlung mit
»,Gonazon®"“ war hoch signifikant (p<0,001).

Bei den sonografischen Untersuchungen wurden auch nach der Behandlung keine
Aufféligkeiten beobachtet (s. Abb. 26).
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Abb. 25: Mittlere ProstatagréRe (x/SD) von allen acht Hunden vor Implantation

und in den ersten 180 Tagen danach (bis Woche 25)

Hraty Caralin Ludwig (GGA #2855 [16.0emM| D8 253-10-200¢
- Eddie C3TIMI GenTisD

Abb. 26: Sonogr afische Dar stellung der Prostata (langs) bel Hund Eddie
(Gruppe 2) 15 Wochen nach Behandlung mit ,, Gonazon®*
(s. Markierung)
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e Nach Entfernung des I mplantates bzw. nach Wirkungsverlust

Innerhalb von 8 bis 10 Wochen nach Entfernung des Implantates kam es bei den Hunden
der Gruppe 1 und Hund Elias (Gruppe2) zu einem signifikanten Wiederanstieg (p<0,001)
der Prostatagrofe, wobel die Ausgangsgrofe von durchschnittlich 10,6 + 4,1 cm? nach 16
Wochen (10,9 + 3,6 cm?) erreicht wurde (s. Tab. 12; Abb. 27).

[
o o
o o
‘
-

Wochen

Abb. 27: Mittlere Prostatagr 6i3e (x/SD) vor Implantation und nach Entfernung des
I mplantates bei den Hunden der Gruppe 1 und Hund Elias, Gruppe 2
(zT. war keine Berechnung der Standradabweichung maoglich)

Die Hunde Eddie, Elliott und Elvis (Gruppe 2) zeigten nach Wirkungsende eine énliche
Zunahme der Prostatagrolie.

Wie sich aus Tabelle 15 ergibt, bestand kein Unterschied hinsichtlich des Anstiegs der
Prostatagrof3e zwischen den Tieren, bei denen es das Implantat entfernt wurde und denen, die
schon friher einen Wirkungsverlust zeigten. Auf eine statistische Auswertung wurde auch
hier verzichtet (s.0.).
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Tab. 15: Entwicklung der Prostatagr 6Re (cm?2) und Mittelwerte (x/SD) bei allen
Hunden, erfasst zu vergleichbaren Zeitpunkten ab dem Erreichen eines
Wertesvon =0,5ng/ml Testosteron im Plasma

Nach Imnlantatentfernuna Nach Wirkunasverlust| Mittel
Wochen |Jackson®|Jeremy’ | Jonathan® | Julien®|Elias®| Eddie® | Elliott® |Elvis®’| X |SD
Vor Impl. 53 16 8 12.2 11.4 | 115 10.6 94 |10.1 |16
0 51 4.2 4.2 3.2 4.4 53 7.2 4.1 46 |1.6
2° 4.9 4.4 35 5 3.9 8.8 8.9 5.9 54 |21
4 4.9 4.3 6.2 4.4 57 4.5 4.2 5.9 50 |28
6 6.6 54 6 5 10 5.9 7.5 7.3 6.6 |1.6
8 7.9 54 9.4 14.1 6.6 7.6 5 76 |15
10 8.6 10.2 135 | 13.1 9.8 11.8 {11.0 | 1.8

'=Gruppe 1, = Gruppe 2, *= Woche mit erstem Testosteronwert > 0,5 ng/ml

e Ergebnisse zur Reversibilitat

Die mittlere Prostatagrofe am Ende von EP I1V/4 unterschied sich nicht signifikant
(p<0,07) von den Ausgangswerten vor der Implantation. Eine Tendenz zu leicht erhdhten
Werten ist jedoch erkennbar (s. Tab. 16; Abb. 28).

Tab. 16: Mittelwerte (x/SD) der Prostatagr 63en (cm?) vor Implantation und
am Endevon EP 1V/4
Prostatagrofl3e (cm?)
Hund Vor Implantation Ende EP IV/4
Jackson 5.3 14.1
Jeremy 16 14.6
Jonathan 8 12.8
Julien 12.2 16.6
Eddie 115 12.7
Elias 11.4 9
Elliott 10.6 10.8
Elvis 9.4 19.6
—
X 10.6 13.8
SD 3.1 3.3
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Abb. 28: Sonografische Darstellung der Prostata (langs) der Hunde Eddie (oben)
und Elvis (unten) zum Ende der Versuchsphase 4
Eddie: Ahnliche ProstatagrélRe wie vor Implantation
Elvis: Prostataim Vergleich zum Ausgangswert deutlich grofer
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4.8 Auspragung der zur Samenabgabe fuhrenden Reflexkette

In Ab

bildung 29 sind die Beobachtungen zum Verhalten der Riden wahrend der Versuche

zur Samenentnahme und das Ergebnis der Samengewinnung, gemessen an den Parametern

Azoospermie und Aspermie, dargestellt.

Untersuchung

Vor Implantation

Woche 1 n. Impl.

Woche 3 n. Impl.

Woche 5 n. Impl.

Jackson| Jeremy |Jonathan| Julien | Eddie Elias Elliott Elvis

Woche 7 n. Impl.

Woche 15 n. Impl.

Woche 25 n. Impl.

Woche 33 n. Impl.

Woche 43 n. Impl.

Woche 51 n. Impl.

EPIV/4, Woche 4

EPIV/4, Woche 6

EPIV/4, Woche 8

EPIV/4, Woche 10

EPIV/4, Woche 12

EPIV/4, Woche 16

EPIV/4, Woche 20

EPIV/4, Woche 24-26

EPIV/4, Woche 29-30

EPIV/4, Woche 34

Abb. 29:

Beobachtungen wéhrend des Versuchs der Samengewinnung bei den

Riden der Gruppe 1 und 2

Normales Interesse an der Hiindin, normaler Ablauf der Reflexkette, Spermagewinnung maglich

Normales Interesse an der Hiindin, normaler Ablauf der Reflexkette, Azoospermie

Normales Interesse an der Hindin, normaler Ablauf der Reflexkette, Aspermie

Kein Interesse an der Hiindin, normaler Ablauf der Reflexkette, Aspermie

Kein Interesse an der Hiindin, gestorte oder abgebrochene Reflexkette, Aspermie

Keine Untersuchung
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Bel normalem Sexualverhalten wiesen zwel Riden in der 3. Woche nach der Implantation
eine Azoospermie auf. In der 5. Woche konnte nur noch von einem Tier (Elvis) ein Ejakulat
gewonnen werden, die Ubrigen Tiere wiesen eine Aspermie auf, wobel jedoch noch drel
Riden ein mehr oder weniger intaktes Sexualverhalten bel normalem Ablauf der ansonsten
zur Ejakulation fihrenden Reflexkette aufwiesen.

Wahrend der Phase der Downregulation, d.h. bis zu Beginn von EP IV/4 verloren bei
bestehender Aspermie die Ruden weitestgehend das Interesse an den ihnen vorgestellten
Hundinnen, eine zu einer vollstandigen Erektion fihrende Einleitung der Reflexkette war
jedoch bel Julien noch in der 15. Woche nach der Implantation méglich, bei Elvis blieb dieses
Reaktionsmuster erhalten.

Nach Wirkungsende stellte sich bei alen Riiden spétestens ab der 16. Woche von EP IV/4 ein
normales, zu einer Ejakulation fuhrendes Sexualverhalten ein. Spermien traten im Ejakulat
erstmalsin der 8. Woche und spétestens in der 16. Woche von EP 1V/4 auf; lediglich der
Ride Eddie blieb azoosperm (s.u.).

86



Ergebnisse

4.9 Spermaqualitat

Bei jeder Spermauntersuchung wurden die Parameter Gesamtvolumen (ml),
Vorwértsbeweglichkeit (%), Anzahl lebender Spermien (%), Gesamtspermienzahl,
Pathomorphologie (%) und HOS non curled (%) bewertet.

e Vor Implantation

Vor der Behandlung mit ,Gonazon®“, lagen die Parameter Volumen,
Vorwartsbeweglichkeit, Gesamtspermienzahl, HOS n.c. sowie Anteil |ebender Spermien
bei allen acht Riden im Referenzbereich (siehe Kap. 3.2.2.5). Eine erhdhte Zahl
pathomorphologisch verénderter Samenzellen ergab sich bel Julien (39%) und Elliott
(28%), die Werte von 24,5 und 23 % bei Eddie und Elvis lagen ebenfalls oberhab des
Referenzberei ches von 20%, aber immer noch im statistischen Streubereich.

e Wahrend der ersten 180 Tage nach Implantation

Bel sieben Hunden konnte drei Wochen nach Implantation, bel Hund Elvis funf Wochen
nach Implantation zum letzten Ma Sperma gewonnen werden.

Die Spermaqualitét verschlechterte sich nach Einsetzen des Implantates, wobei sich jedoch
deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen Hunden ergaben.

Einheitlich zeigte sich bei allen Riden eine zunehmende Verringerung des Volumens der
spermienreichen Fraktion, bel den Riden Julien, Eddie und Elvis war dies mit einer
Erhohung der Spermiengesamtzahl verbunden, bel den Ubrigen Riden war dagegen eine
sofortige Abnahme zu verzeichnen. Bel zwei Ruden (Jonathan und Elias) wurde eine
deutliche Erhohung der Anzahl pathomorphologisch verénderter Samenzellen beobachtet,
bei Jackson und Elliott kam es zu einem hochgradigen Abfall des Antells lebender

Spermatozoen.

Die vor und wéhrend der ersten 180 Tage nach Implantation erhaltenen Mittelwerte sind in
Tabelle 17 dargestelt.
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Tab. 17: Mittelwerte (x/SD) Spermapar ameter (Gesamtvolumen, Vorwérts-
beweglichkeit, Anzahl lebender Spermien, Gesamtzahl, Pathomor phologie
und HOS n.c.) von allen Hunden vor und wahrend der ersten 180 Tage (25

Wochen) nach I mplantation

Parameter Wochen X SD
Vor Implantation 7.7 3.9
Gesamt- 1 4.7 2.9
volumen 3 2.2 1.9
(ml) 7 0 0
15 0 0
25 0 0
Vor Implantation 78.8 6.4
1 83.8 5.2
Vorwarts- 3 55.0 40.7
beweglichkeit 7 / /
(%) 15 / /
25 / /
Vor Implantation 81 6.8
1 85.9 5.3
Lebende 3 65.7 35.3
Spermien® 7 / /
(%) 15 / /
25 / /
Vor Implantation 492.5 171.9
1 531.3 303.1
Gesamtzahl 3 235.0 211.7
(mio.) 7 0 0
15 0 0
25 0 0
Vor Implantation 25,1224 04 | 77| 6 | 0.6
1 28.2|27.7| 0.6 |10.2| 9.7 | 0.6
Patho- 3 36.6/21.0| 1.3 |35.0[12.7| 0.8
morphologie 7 / / / / / /
(%) 15 / / / / / /
25 / / / / / /
Vor Implantation 8.1 2.2
1 4.3 3.9
HOS non curled 3 4.3 2.7
(%) 7 / /
15 / /
25 / /

/ = keine Untersuchung moglich
1 = Eosin-Ausstrich

2 = Formolcitrat-Féarbung

3 = Kopfkappenveradnderungen (Spermac®)

88




Ergebnisse

e Nach Entfernung des I mplantates bzw. nach Wirkungsverlust; Reversibilitat

8 bis 12 Wochen nach Entfernung des Implantates konnte von den Hunden der Gruppe 1
und Hund Elias (Gruppe 2) wieder Samen gewonnen werden. Das Spermagesamtvolumen
stieg wahrend der vierten Versuchsphase signifikant an (p<0,001). Zwischen 24 und 30
Wochen war, bezogen auf alle Parameter, die Ausgangsqualitét des Spermas wieder
erreicht (s. Tab. 18). Bei diesen funf Ruden war der Effekt der Downregulierung
vollstandig reversibel; bezogen auf die Pathomorphologie zeigte sich sogar die Tendenz
einer Verbesserung. Auch bei dem Ruden Elliott, bei dem es schon vor
Implantatentfernung zu einem Wirkungsverlust kam, waren alle durch die
Downregulierung induzierten Effekte voll reversibel, zudem konnte Elliott ca. 7 Monate
nach Wirkungsverlust (ungewollt) erfolgreich decken.

Bel Elviswurde bis Woche 20 der vierten Versuchphase zunéchst ein Anstieg der
Gesamtspermienzahl beobachtet, danach zeigte der Hund jedoch eine bis Versuchsende
anhaltende Oligo- und Teratozoospermie.

Von Eddie konnte bis Versuchende kein Samen sondern lediglich Prostatasekret

gewonnen werden (Azoospermie). Zur Abklarung wurde dieser Ride 40 Wochen nach
Wirkungsende kastriert und die Hoden histologisch untersucht. In den angefertigten

Schnitten konnte kein Hinweis auf eine Stérung der Spermatogenese gefunden werden

(s. Abb. 31; Kap. 5).
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Abb. 31 Hodenpr&parat Hund Eddie (Farbung mit Hamatoxillin),
Kastration 40 Wochen nach Wirkungsende
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Tab. 18: Mittelwerte (x/SD) Spermaparameter (Gesamtvolumen, Vorwérts
beweglichkeit, Anzahl lebender Spermien, Gesamtzahl, Pathomor phologie
und HOS n.c.) nach Implantatentfernung (Hunde der Gruppe 1 und
Elias, Gruppe 2), Versuchsphase EP 1V/4 (Wochen 4-30)

Parameter EP 1V/4 X SD
\Wnchen
vor Imnlantation 80 51
Woche 4 0 0
Woche 6 0 0
Gesamt- Woche 8 0 0
volumen Woche 10 1.4 *
(ml) Woche 12 2.0 *
Woche 16 4.5 1.2
Woche 20 5.2 1.7
Woche 24-26 8.0 6.1
Woche 29-30 11.0 *
vor Imnlantation 200 71
Woche 4 / /
Woche 6 / /
Vorwaérts- Woche 8 / /
beweglichkeit Woche 10 0 *
(%) Woche 12 26.0 *
Woche 16 54.0 41.0
Woche 20 86.0 5.5
Woche 24-26 87.5 5.0
Woche 29-30 85.0 *
vor Imnlantation 209 ]88
Woche 4 / /
Woche 6 / /
Lebende Woche 8 / /
Spermien® Woche 10 0 *
(%) Woche 12 26.0 *
Woche 16 62.6 37.4
Woche 20 86.2 6.2
Woche 24-26 85.0 6.7
Woche 29-30 87.5 *
vor Imnlantation 568 0 187 6
Woche 4 0 0
Woche 6 0 0
Gesamtzahl Woche 8 0 0
(mio.) Woche 10 0.5 *
Woche 12 2.8 *
Woche 16 71.3 88.1
Woche 20 210.4 216.9
Woche 24-26 355.0 214.8
Woche 29-30 438.0 *
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Fortsetzung Tab. 18

EP IV/4 -
Parameter Wochen X SD
1 2 2 1 2 2
vor Implantation 2511224 |04 | 9.0 0.6
Woche 4 / / / / / /
Woche 6 / / / / / /
Patho- Woche 8 / / / / / /
morphologie Woche 10 / / / / / /
(%) Woche 12 783 53 | 0.5 * * *
Woche 16 30.4|33.7 | 0.3 |24.2|32.7| 05
Woche 20 269236 |12 |94 |63 |13
Woche 24-26 189/138 |03 | 57| 5 | 0.3
Woche 29-30 17.0f 13 | 0.3 * * *
vor Imnlantation 81 47?2
Woche 4 / /
Woche 6 / /
HOS non curled Woche 8 / /
(%) Woche 10 / /
Woche 12 17 *
Woche 16 9.8 10.2
Woche 20 54 4.5
Woche 24-26 3.4 2.4
Woche 29-30 1 *

/ = keine Untersuchung moglich
* = keine Berechnung der Standardabweichung mdglich (< 3 Messwerte)
1 = Eosin-Ausstrich

2 = Formolcitrat-Féarbung
3 = veranderte Kopfkappen (Spermac®)
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4.10 Beobachtungen zum allgemeinen Verhalten der Riden

Das Verhdten der Tiere konnte insbesondere wahrend der LH-Blutprobenentnahme und bei
der taglichen Futterung und Pflege beobachtet werden.

Zwel Ruden, Elvis und Julien zeigten in den ersten beiden Versuchsphase (EP I/11 bzw.

EP 1/2), d.h. vor der Implantation, eine ausgepragte Hypersexualitdt, mit besonders bei Elvis
unermudlichem Bespringen von sowohl Hindinnen als auch Ruden.

Bel den Hunden Jackson und Jeremy konnte zunéchst ein gewisses Dominanz-Verhalten
gegenuber den tbrigen Hunden beobachtet werden, das sich bei Jackson besonders durch das
Verteidigen der Kontaktpersonen gegentiber den anderen Riden und bel beiden Hunden
durch eine schnelle Aggressionsbereitschaft gegentiber den anderen Tieren zeigte.

Das Verhalten der tbrigen vier Hunde war unauffélig.

Nach Implantation nahm das hypersexuelle Verhalten bei Elvis und Julien ab und verschwand
bei Julien vallig, wahrend Elvis weiterhin ein relativ ausgepréagtes Interesse an Hiindinnen
behielt.

Die Aggressionsbereitschaft von Jeremy verschwand innerhalb von wenigen Wochen. Auch
bei Jackson ging das Dominanzverhalten gegentiber den anderen Ruiden zurtick, ein
reduziertes Dominanzverhalten gegeniiber den anderen Riiden in Anwesenheit der
Kontaktpersonen blieb jedoch bestehen.

Nach Wirkungsverlust des Implantates kehrte die Hypersexualitét bei Elvis wieder zurlck, er
begann erneut andere Riden zu bespringen, was mitunter bis zur Ejakulation fuhrte.

Nach Entnahme des Implantates fiel bel Julien wieder ein verstarktes Interesse, auch an nicht
laufigen HUndinnen auf.

Das aggressive Verhaten der Hunde Jackson und Jeremy kehrte nach Entfernung des
Implantates nicht zurtick, der Ride Jackson zeigte jedoch weiterhin ein ausgepragtes
Dominanzverhalten.
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4.11 Wirkungsdauer

Die Wirkungsdauer von ,, Gonazon®* wurde anhand der Testosteronkonzentration im Plasma
bestimmt.

Die Wirkung des Implantates hielt bei den Ruden der Gruppe 1 bis zu dessen Entfernung an.
Bel den Hunden der Gruppe 2 blieb nur ein Hund (Elias) bis zur Entnahme des |mplantates
nach 365 Tagen downreguliert.

Bei den anderen drel Hunden der Gruppe 2 (Eddie, Elliott, Elvis) kam es zu einem Anstieg
der Testosteronkonzentration nach im Mittel 251,7 + 74,2 Tagen nach Implantation.

Das Uberschreiten eines Wertes von 0,5 ng/ml Testosteron im Plasmawurde als
Wirkungsende angesehen. Demnach war das Ende der Wirkung von ,, Gonazon®“ nach 223
Tagen (Elvis), 307 Tagen (Elliott) und 324 Tagen (Eddie) erreicht, was eine mittlere
Wirkungsdauer von 284,7 + 54,1 Tagen (ca. 9,5 Monaten) bel diesen Hunden ergibt.
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5 Diskussion

5.1 Fragestellung

Die chirurgische Kastration eines Ruden gehotrt zu den in der Kleintierpraxis am haufigsten
durchgefiihrten Operationen. Im Vordergrund stehende Griinde sind dabei neben der
beabsichtigten Ausschaltung der Fortpflanzungsféhigkeit, Erkrankungen der Prostata und
Verhaltensprobleme, wie z.B. ein Gbersteigertes Sexual verhalten.

Nicht bei ener medizinischen Indikation, jedoch wenn die Fortpflanzungsfahigkeit
unterbunden werden soll, insbesondere wenn der Ride unter kontrollierten Bedingungen
gehalten wird, stellen sich Fragen nach 8§ 6 Tierschutzgesetz, in dem die Entfernung von
Organen angesprochen wird.

Bel einer chirurgischen Kastration ist weiter zu beachten, dass der Eingriff in Abhéngigkeit
vom Gesundheitszustand des Tieres mit einem hohen Risiko, z.B. einem Narkoserisiko,
verbunden sein kann. Beim Zuchtriden bedeutet eine chirurgische Kastration den
Zuchtausschluss, generell ist weiterhin zu bedenken, dass es grundsétzlich zum Auftreten von
Nebenwirkungen, wie Verhatensanderungen, Gewichtszunahme, Fellverdnderungen oder

auch Inkontinenz, kommen kann.

Die Frage nach einer Alternative zur chirurgischen Kastration reicht daher weit zurtick . In der
Veterinarmedizin war Uber viele Jahre hinweg die Anwendung von Gestagenen (z.B.
Tardastrex®, Pfizer) Gblich. Bei der benignen Prostatahyperplasie, Hypersexualitét aber auch
bei gewissen Formen der Aggressivitat, konnten mit Gestagenen Erfolge erzielt werden, da
Progesteron auch beim mannlichen Tier negativ ruckkoppelnd wirkt, was zu einer
Reduzierung der Testosteronkonzentration im Plasma fuhrt (ENGLAND 1997).
Nebenwirkungen einer Gestagenbehandlung kénnen jedoch eine VergrofRerung des Gesauges
mit dem Riskko des Entstehens von Mammatumoren, Fellveranderungen an der
Injektionsstelle und bel einer Langzeittherapie mit hohen Dosen auch ein iatrogenes Cushing-
Syndrom oder Diabetes mellitus sein (KOOISTRA u. OKKENS 2001; SELMAN 1997).
Alternativen dazu ergaben sich hbis vor kurzem lediglich durch Umwidmung von
Humanarzneimitteln.

So wird in verschiedenen Studien Uber die Anwendung von Androgenrezeptorblockern
berichtet (TSUTSUI et a. 2000/2001; DOYLE et a. 2004); in neueren Arbeiten wird
ebenfalls Uber gute Erfolge mit 5a-Reduktasehemmern bel der benignen Prostatahyperplasie
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des Riden berichtet (IGUER OUADA u. VERSTEGEN 1997, KAMOLPATANA 1998;
SIRINARUMITR et d. 2001).

Mit Ypozane® (Wirkstoff: Osateronacetat; Virbac) wurde 2007 erstmas ein
Androgenrezeptorblocker zur Anwendung beim Hund zugel assen.

Eine spezielle die Veterindrmedizin betreffende Entwicklung kann auch in der Bereitstellung
von GnRH-Vakzinen zur Anwendung bel Schweinen, Rindern und Wildtieren gesehen
werden.

Fur Kleintiere, d.h. speziell fur den Hund, gilt, dass in den letzten Jahren mit der Anwendung
von GnRH-Agonisten zur Downregulation der Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse
erste Erfahrungen gewonnen werden konnten. Entsprechende Arzneimittel wurden in der
Humanmedizin unter anderem zur Behandlung des Prostatakarzinoms zugel assen.

Die versuchsweise Anwendung derartiger Praparate in der Veterindrmedizin erfolgte zunachst
mit dem Ziel der L&aufigkeitsunterdriickung der Hindin auf der Basis der hormonellen
Kastration. Dabei trat das Problem auf, dass bei geschlechtsreifen Hiindinnen die Behandlung
praktisch immer mit der Induktion einer Laufigkeit verbunden war (VICKERY et al.1989).
Bel Behandlung prapubertérer Tiere trat dieser Effekt nicht auf, es kam zu einem deutlich
verzogerten Eintritt der Geschlechtsreife (VICKERY et a.1989; TRIGG et d. 2006;
RUBION et al. 2006). Unter Hinwels auf diese Gegebenheiten wurde Gonazon® (Intervet) im
Jahre 2006 zur Unterdrickung der Gonadenfunktion bei Hundinnen durch langfristige
Blockade der Gonadotropinsynthese zugel assen.

Anders als bel der Hindin, fuhrte die initiale Stimulierung der Hodenfunktion nach
Applikation des GnRH-haltigen Implantates bei Riden zu keinem besonderen Effekt, bereits
nach relativ kurzer Zeit konnte eine vollstandige hormonelle Kastration erreicht werden.

So berichten RIESENBECK et al. (2002) bel Verabreichung des Humanarzneimittels Profact
depot® (Aventis) Uber eine Wirkungsdauer von durchschnittlich 250 Tagen, eine vollsténdige
Reversibilitét der kastrationsbedingten Nebenwirkungen und eine grof3e Akzeptanz seitens
der Tierbesitzer, wobel auch Wiederholungsbehandlungen erfolgten.

Bel Gonazon®, das als Wirkstoff 18,5 mg des GnRH-Analogons Azagly-Nafarelin enthalt,
handelt es sich um ein Implantat, das speziell zur Anwendung beim Hund entwickelt wurde.
Es unterscheidet sich von allen bisher — auch fur die Humanmedizin — entwickelten
Préparaten dadurch, dass das Implantat ggf. entfernt werden kann.

Anders as die bisher verflgbaren Implantate, die kontinuierlich Wirkstoff freisetzen und von
der Galenik her so konzipiert sind, dass das Implantat parallel zur Wirkstofffreisetzung
.almahlich resorbiert wird, bleibt bei Gonazon der Wirkstofftréger erhalten. Dadurch entsteht
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die grundsétzliche Moglichkeit, bei einem eventuellen Auftreten unerwinschter Wirkungen,
wie Verhaltensdnderungen oder Gewichtszunahme, die Behandlung jederzeit abbrechen zu
konnen.

Den eigenen Untersuchungen lag die grundsétzliche Fragestellung zugrunde, in einem
Modellversuch die downregulierende Wirkung von Gonazon® beim Riden zu Uberprifen

und gleichzeitig Hinweise auf die Entfernbarkeit der Implantate zu erhalten.

5.2 Versuchsaufbau und erfasste Parameter

Fir die Versuche standen acht geschlechtsgesunde Beaglertiden zur Verfigung, die nach dem
Zufalsprinzip in zwei Gruppen mit je vier Hunden aufgeteilt worden waren.

Nach einer Kontrollphase, in der die Tiere as ihre eigene Kontrollgruppe genutzt wurden,
bekamen alle Hunde das Implantat am gleichen Tag eingesetzt.

Die Implantationsstelle befand sich paraumbilikal, um ein Wandern des Implantats (wie dies
beispielsweise bel in die Halsregionen gesetzten Transponder-Chips der Fall ist) zu
verhindern, um damit ein moglichst problemloses Entfernen der Implantate zu ermoglichen.

Bel den Tieren der Gruppe 1 wurde das Implantat nach 180 Tagen wieder entfernt. Neben der
Frage, ab wann nach der Implantation von ,Gonazon®“ mit dem Erreichen einer effektiven
»hormonellen Kastration* zu rechnen ist, sollte insbesondere die Reversibilitat der Effekte bei
Entfernung des Implantates zu einem Zeitpunkt, an dem die Ruden noch ,,downreguliert*
sind, Uberprift werden.

Bei den Riden der Gruppe 2 wurde das Implantat nach 365 Tagen entfernt. Neben der auch
Gruppe 1 betreffenden Frage, wann mit einer effektiven hormonellen Kastration zu rechnen
ist, sollten in dieser Gruppe Hinweise auf die Wirkungsdauer und die Reversibilitat der
Effekte nach einem langeren Zeitraum der Downregulation erhalten werden. Dabel wurde
davon ausgegangen, dass mit 365 Tagen ein ausreichend langer Zeitraum gewdahlt worden

war.

Die Wirkung des GnRH-Implantates beruht darauf, dass es durch kontinuierliche Freisetzung
eines GnRH-Analogons zur Downregulation der hypophysdaren GnRH-Rezeptoren kommt.
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Dies fuhrt zu einer Hemmung der Freisetzung der Gonadotropine LH und FSH und dariber

zu einer Ausschaltung der germinativen und endokrinen Hodenfunktion (DOCKE 1994a).

Um die LH-Freisetzung vor und unter Implantateinwirkung sowie nach dessen Entfernung
bzw. nach Wirkungsverlust zu untersuchen, wurden den Hunden zu definierten Zeitpunkten
jeweils tber 6 Stunden im 20 minttigen Rhythmus Blut entnommen. Die Etablierung solcher
»LH-Fenster* ergab sich aus der Beobachtung, dass auch bei Riiden die Ausschittung von LH
pulsatil erfolgt (BRINCKMANN 1989) und eine einmalige Messung demnach nur wenig
Aussagekraft hat. Dabei wurde um die Proben mdglichst schonend fir die Tiere zu
entnehmen, ein zentraler Venenkatheter gelegt.

Fir jeden Hund und jedes LH-Fenster wurde die Verfligbarkeit von LH durch die Parameter
»Area under the curve® (AUC), Basakonzentration (BC), Maximum und Anzahl der Pulse
definiert.

Da infolge einer Hemmung der LH-Ausschittung zumindest eine partielle Ausschaltung der
Hodenfunktion und damit eine Hemmung der Steroidhormonproduktion in den Leydig-Zellen
zu erwarten war, wurden den Hunden zudem Uber den ganzen Versuch hinweg mindestens
einma  wdchentlich Blutproben zur Bestimmung von Testosteron und Estradiol-1713
entnommen. Hoher frequente Blutentnahmen erfolgten sowohl nach Verabreichung als auch
Entfernung des Implantates, um den Verlauf, d.h. Eintritt und Aufhebung der Downregulation
nadher zu charakterisieren.

Klassisches Zielorgan der androgenen Wirkung ist die Prostata. Im Rahmen der
durchgefihrten Untersuchungen sollte daher auch der Frage nachgegangen werden, ob und
inwieweit sich eine verminderte Testosteronproduktion auf die Grof3e der Prostata auswirkt.
Bei allen Ruden wurde daher mittels Sonographie die Grofde der Prostata (gemessen als
Flache im Ultraschallbild) alle zwel Wochen ermittelt

Um den Effekt von ,,Gonazon®“, d.h. der Downregulation, auf die Spermatogenese zu
Uberprufen, wurden wéahrend der Kontrollphase, nach der Implantation und nach Entfernung
bzw. Wirkungsende, Versuche zur Samenentnahme unternommen und die Spermaqualitéat
untersucht. Erfasst wurden die Standardparameter Gesamtvolumen, Vorwéartsbeweglichkeit,
Anzahl lebender Spermien, Gesamtzahl und Pathomorphologie, fur die die entsprechenden
Referenzbereiche bekannt sind (RIESENBECK et al. 2001). Zusétzlich wurde auch die
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Libido der Tiere durch das Verhaten gegentber einer laufigen bzw. einer mit einem
Lockstoff préparierten Hundin Uberprift; als ein weiteres Indiz diente die manuelle

Stimulierbarkeit der Riiden wahrend der Versuche zur Spermagewinnung.

Da davon ausgegangen wurde, dass eine Ausschaltung der germinativen und endokrinen
Hodenfunktion zu einer Verkleinerung der Hodengrol3e fuhrt, wurde auch diese wahrend der
gesamten Studie in 14-tagigen Intervallen erfasst und as Hodenflache (Lange * Breite/2 * p)
dargestellt.
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53  Methodik

Die LH-Konzentration im Plasma wurde mit einem Enzym-Immuno-Assay (EIA) bestimmit.
Das Assay wurde zur Steigerung der Sensitivitdt als Sequenztest angesetzt, as Standard
diente canines LH, als Tracer biotiniliertes bovines LH. Die Standardkurve deckte einen
Bereich zwischen 0,2 und 6,4 ng/ml ab.

Der heterologe Test ergab gut reproduzierbare Ergebnisse, der Interassayvariationskoeffizient
lag zwischen 12,7 und 17,3 %.

Zur Bestimmung der Testosteron- und Estradiol-17(3 Konzentration im Plasma wurden
etablierte Radioimmunassays eingesetzt (ROCKEN et al. 1995; Hoffmann et al. 1994).

Die untere Nachweisgrenze fir Testosteron ergab sich mit 0,1 ng/ml. Der
Intraassayvariationskoeffizient lag bei 8,2 %, der Interassayvariationskoeffizient zwischen 7,8
und 9,0 %. Diese Werte entsprechen den Erwartungen.

Fir die Bestimmung von Estradiol-1713 ergab sich — abgeleitet aus dem Reagenzienleerwert -
eine untere Nachweisgrenze von 2 pg/ml, der Intraassayvariationskoeffizient lag bei 16 %, der
Interassayvariationskoeffizient zwischen 14,5 und 19 %. Auch diese Werte entsprechen den
Erwartungen und konnen im Hinblick auf den sehr niedrigen Messbereich as sehr gut
bezeichnet werden.

Die Prostata wurde nach Standardverfahren ultrasonografisch dargestellt und auf
Auffalligkeiten untersucht. Die Grof3e (Lange und Breite) wurde durch Ausmessen mit Hilfe
der im Computer des Ultraschallgerétes integrierten Messeinheit bestimmt und die Flache
(cm?) berechnet.

Die Hoden wurden zunéchst ebenfalls mittels Ultraschall auf Besonderheiten kontrolliert und
dann mit einem Mal3band, ohne Einbeziehung der Skrotalhaut, vermessen (Lange und Breite)
und die Flache (cm?) berechnet.

Die Darstellung der Prostata und Ausmessung der beiden Organe erfolgten stets durch die
gleiche Person, so dass personenabhéngige Variabilitéten ausgeschlossen werden kénnen.

Die Spermagualitdt wurde anhand der Parameter  Gesamtvolumen  (ml),
Vorwértsbeweglichkeit (%), Anzahl lebender Spermien (%), Gesamtzahl und
Pathomorphologie (%) bestimmt. Zur Anwendung kamen etablierte Standardverfahren. So
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wurde die Vorwartsbeweglichkeit an einem Nativprgparat mit Deckglas bei 400facher
Vergroferung und 37°C  untersucht, der Prozentsatz lebender Spermien und die
Pathomorphologie wurden mit Hilfe eines Eosin-Ausstrichs ermittelt; in Erganzung dazu
wurde zur Beurtellung der Pathomorphologie eine Formolcitrat-Farbung angefertigt.
Veranderungen der Kopfkappen wurden durch eine Farbung mit Spermac® dargestellt, um
auf die Intaktheit der Spermienmembran schlief3en zu kénnen wurde ein hypoosmotischer
Schwelltest (HOS) durchgefiihrt.

Die Ermittlung der Dichte zur Berechnung der Gesamtzahl erfolgte mit Hilfe der Neubauer
Zahlkammer.

Bei den Versuchen zur Samengewinnung wurde auch versucht, Anhaltspunkte auf die Libido
zu erhalten. Beobachtet wurde das Verhaten gegentiber einer laufigen bzw. mit Lockstoff
praparierten HUndin, wobei gleichzeitig die manuelle Stimulation (Masturbation) zur
Samengewinnung hinzukam.

Die Bewertung der Beobachtungen und Zuordnung in die jeweilige Kategorie (s. S. 50)
erfolgten aufgrund der hier im Klinikbetrieb mit Riiden gemachten allgemeinen Erfahrungen;
ein spezielles Punkteschema wurde nicht entwickelt, so dass nur von einem Grobraster
gesprochen werden kann.
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54  Ergebnisse

5.4.1 Der Downregulierung zugrunde liegende Effekte

Alle acht Riden wiesen wahrend der Kontrollphase einen guten Gesundheitsstatus auf. Die
ermittelten Werte fur die Parameter LH-, Testosteron- und Estradiol-17(3-Konzentration im
Blutplasma sowie Hoden- und Prostatagrof3e, befanden sich im physiologischen Bereich. Bel
keinem der Tiere wurden Hinweise auf eine Storung der Spermatogenese gefunden.

Bel alen acht Riden kam es nach der Behandlung mit “Gonazon®” zu einer Downregulation
der hypophysaren GnRH-Rezeptoren, was sich an einer deutlichen Reduzierung der LH-
Freisetzung 11 Wochen nach Implantation zeigte. Bei 7 der 8 Hunde lag die AUC um mehr al's
70 % unter den Ausgangswerten, bel einem Hund (Julien) kam es nur zu einer Verringerung
um 46 %.

Offensichtlich unabhéngig vom beobachteten unterschiedlichen Grad der Minderung der LH-
Freisetzung kam es bei allen acht Riden nach erfolgter Implantation zu einem kontinuirlichen
Absinken der Testosteronkonzentrationen; nach durchschnittlich 22 Tagen lagen diese bel
allen Tieren unterhalb der Nachweisgrenze von 0,1 ng/ml.

Parallel zu Testosteron sanken auch die Konzentrationen von Estradiol-17(3 im Plasma
signifikant ab, alle Werte blieben jedoch weiterhin im Messbereich mit einem Mittelwert
[Xg/(SF)] von 5,3/2,2 pg/m.

Wie bereits von RIESENBECK et d (2002) und VICKERY et a. (1989) beschrieben, kam es
wéahrend der ersten drei Tage nach Einsetzen des Implantates zunéchst zu einem starken
Anstieg der Testosteron- und auch der Estradiol-1713 Konzentrationen. Verglichen mit den
Ausgangswerten vor der Implantation, waren die Werte fur Testosteron bzw. Estradiol-1713 zu
diesen Zeitpunkten um den Faktor 3,8 bzw. 2,5 erhoht.

Dieser initidle Anstieg entspricht den Erwartungen und ergibt sich aus der unmittelbaren
Freisetzung von Azagly-Nafarelin aus dem Implantat. Die Wirkungsumkehr nach ca. 3 Tagen
muss als Indiz fur die beginnende Downregulierung angesehen werden, ein VVorgang, der
innerhalb von 8 bis 22 Tagen abgeschlossen war. Danach lagen die Werte fur Testosteron
unterhalb der Nachweisgrenze von 0,1 ng/ml. Auch die Estradiol-17(3-Konzentrationen
sanken innerhalb dieser Zeit auf Basalwerte. Eine Downregulation zeigte sich demnach bei
allen acht Hunden.
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Als Ergebnis der sistierenden oder unterhalb der Nachwei sgrenze verlaufenden
Testosteronproduktion ergab sich eine Verringerung der Grof3e der Prostata um 46 %
innerhalb von 5 Wochen. Eine weitere Grof3enabnahme wurde danach nicht mehr beobachtet.
Die sonografische Erfassung der Prostata gestattet keine weiteren zelluléren
Differenzierungen. Es ist jedoch davon auszugehen, dass insbesondere die epithelialen
Anteile mit einer raschen Ruickbildung reagiert habe, wahrend die stromalen Anteile nahezu
unverandert bleiben dirften. In den vorliegenden Untersuchungen wies die Prostata mit im
Mittel 10,6 (3,1) cm? [x/(SD)] bei allen Riiden eine relativ geringe AusgangsgroRe auf. Esist
daher davon auszugehen, dass der bindegewebige Anteil an der Gesamtprostata relativ hoch
ist, was sich daran zeigt, dass die mittlere Grof3e der Prostata um lediglich ca. 50 % abnahm.
Es kann daher davon ausgegangen werden, dass bei einer grol3eren Prostata oder deren
Hyperplasie, deutlich stérkere Grolenabnahmen gemessen werden konnen. Erste klinische
Befunde an Riiden mit einer benignen Prostatahyperplasie scheinen dies zu bestétigen
(HOFFMANN et al., unverdffentlichte Ergebnisse).

Festzustellen ist weiterhin, dass der initiae Testosteronanstieg nach der Implantation des
Arzneimittels keinen nachweisbaren Effekt auf die Grolde der Prostata hatte.

Die Groféenabnahme der Prostata ging auch mit einem funktionellen Verlust einher, wie die
Abnahme der Ejakulatvolumina bis hin zur Aspermie erkennen 18sst. Die damit zunéachst
einhergehende Erhdhung der Spermienkonzentrationen im Ejakulat bestétigt friihere Befunde
(RIESENBECK et a. 2002, HOFFMANN u. ENGEL 2004) und zeigt, dass die epididymale
Spermienpassage bel der Downregulation zunéchst wenig betroffen zu sein scheint.

Ob die nach 5 — 7 Wochen eintretende Aspermie auf einen mangelnden Spermientransport
oder einen bereits eingetretenen Arrest der Spermatogenese zurtickzufiihren ist, kann derzeit
nicht gesagt werden. Unbenommen davon bleibt die Beobachtung, dass die Downregulation
zu einem Arrest der Spermatogense auf Ebene der Spermatogonien fuhrt (RIESENBECK
2002), ein Effekt der zwischenzeitlich auch fir Azagly-Nafarelin gezeigt werden konnte
(Pesch et al., unveroffentlichte Ergebnisse).

Im Vergleich zur Prostata verringerte sich die Grof3e der Hoden relativ langsam; 13 bis 17
Wochen nach Implantation war die Hodengroéf3e durchschnittlich um 82 % gesunken und
blieb danach praktisch konstant. Diese Reduktion der Hodengrof3e entspricht der, wiesie z.B.
bei saisonalen Wildtieren (Reh, Rothirsch, Nerz) gefunden wurde (SHORT u. MANN 1966;
HOCHEREAU-DE REVIERS u. LINCOLN 1978; SUNDQVIST et al. 1988), betroffen
waren sowohl tubuléres a's auch interstitielles Hodengewebe (HOCHEREAU-DE REVIERS
u. LINCOLN 1978).
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Wie erwartet hielt bei den Hunden der Gruppe 1 die Downregulation bis zur
Implantatentfernung nach 180 Tagen an.

Von den Tieren der Gruppe 2, zeigte nur ein Hund (Elias) eine bis zur Implantatentfernung
anhaltende Wirkung, bel den Hunden Eddie, Elliott und Elvis kam es zum Wirkungsverlust
nach im Mittel 251,7 + 74,2 Tagen.

Gemessen an den vier Tieren der Gruppe 2 ergibt sich demnach eine héchst unterschiedlich
lange Wirkungsdauer der Implantate. Auffallend war weiterhin ein kurzfristiger Anstieg von
Testosteron auf Werte im physiologischen Bereich von 0,3 — 0,9 ng/ml (Jackson) bzw. 0,3 -
2,8 ng/ml (Elias) an den Tagen 36 und 43 bzw. 324, 331 und 338 nach der Implantation.
Diese Beobachtungen lassen auf eine variierenden Freisetzung des GhRH-Agonisten aus der
Implantationsstelle schlief3en. So zeigte sich bel den Versuchen der Implantatentfernung, dass
dies bel einigen Tieren (Elvis, Jonathan, Julien) aufgrund bindegewebiger Verwachsungen
relativ schwierig war. Auf dhnliche Beobachtungen wurde bereits friher hingewiesen
(OETTEL 1976) und dies mit einer Resorptionsverzogerung und damit einer langeren
Wirkdauer interpretiert. Wie sich aus Untersuchungen von JAGER (2006) ergibt, scheint die
Dauer der Downregulation von der Aufrechterhaltung gewisser Mindestspiegel des
Wirkstoffes abzuhangen, wie sie sich wahrend der terminalen Phase der Elimination ergeben,
da kein Unterschied in der Wirkdauer bel doppelter und dreifacher Dosierung festzustellen
war.

Eine Erkl&rung fur das kurzfristige Auftreten physiologischer Testosteronkonzentrationen bel
zwel Tieren wahrend der Phase der Downregulation kann nicht gegeben werden. Da mit
Anderungen der Wirkstofffreisetzung aus dem Implantat selbst nicht zu rechnen ist, konnten
ggf. die sekundéren, die Umgebung des Implantates betreffende gewebliche Umbauprozesse
dafir verantwortlich sein.

Nach Entfernung des Implantates bzw. Wirkungsende zeigte sich bei allen Hunden ein
Anstieg der Testosteron- und Estradiol-173-Konzentration, die Ausgangswerte vor der
Implantation wurden nach durchschnittlich 7 bzw. 3 Wochen wieder erreicht.

Die Verfugbarkeit von LH lag 11 Wochen nach Entfernung des Implantates bzw. nach
Wirkungsende wieder auf dem gleichen Niveau wie vor der Behandlung mit ,, Gonazon®“.
Die Testosteron- und Estradiol-173-Konzentrationen stiegen interessanterweise Uber das
Ausgangsniveau hinausgehend weiter an und die Testosteronwerte waren — in Bestétigung
friherer Befunde (TREMBLY und BELANGER 1984) - am Ende der Beobachtungsphase
signifikant hoher als vor der Implantation. Die initialle Ursache fur diese erhohte
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Testosteronproduktion ist unbekannt. Da die 11 Wochen nach Implantatentfernung bzw.
Wirkungsverlust gemessene Verfligbarkeit von LH dem Ausgangswert entsprach, ist jedoch
eher zu vermuten, dass auf testikuldrer Ebene eine erhthte Reaktionsbereitschaft auf
gonadotrope Stimuli vorliegt, als eine verstérkte Produktionsleistung des Hypothalamus-
Hypophysen-Systems (mehr GnRH und LH).

Auch die Hoden erreichten wahrend der Versuchsphase 4 nach 16 bis 20 Wochen ihre
Ausgangsgrof3e, bei der Prostata war dies bereits nach 8 bis 9 Wochen der Fall, wobel bel drel
Hunden (Elvis, Jackson, Julien) die urspriingliche Grof3e sogar deutlich Uberschritten wurde.
Dies ist in Ubereinsimmung mit den Uber die Ausgangswerte hinausgehenden
Testosteronkonzentrationen und lasst die hohe Androgenempfindlichkeit der Prostata
erkennen.

Bei 7 Hunden konnten durchschnittlich ab der 9. Woche nach Entfernung des Implantates
bzw. Wirkungsende wieder Samen gewonnen werden, der allerdings noch von minderer
Qualitdt war. Bel 6 dieser 7 Hunde hatte das Sperma ab den Wochen 20 bis 30 der
Versuchsphase 4 wieder die Ausgangsqualitét erreicht, bzw. zeigte bei den Parametern
Vorwartsbeweglichkeit und Pathomorphologie sogar eine Verbesserung. Bel diesen Tieren
war es demnach nicht nur zu einer volligen Rekonstitution der Spermatogenese gekommen
sondern es zeigte sich — in Ubereinstimmung mit den Testosteronbefunden — auch die
Tendenz einer Verbesserung der Spermaqualitét. Der Ride Elliott (Gruppe 2) hatte ca. 7
Monate nach Wirkungsende erfolgreich gedeckt. Damit bestétigt sich die mit anderen GnRH-
Analoga gemachte Beobachtung der Reversibilitdt der Hemmung der Spermatogenese
(LACOSTE et a. 1989; TRIGG et d. 2001; JUNAIDI et a. 2003).

Bel dem 7. Hund (Elvis) konnte bis Woche 20 der Versuchsphase 4 ein den anderen Hunden
vergleichbarer Anstieg der Gesamtspermienzahl beobachtet werden; diese fiel danach aber
wieder ab und der Rude zeigte bis Versuchsende eine Oligo- und Teratozoospermie. Auf die
dabel zugrunde liegenden Ursachen kann — auch mangels weiterfihrender Untersuchungen —
nicht geschlossen werden.

Von Hund Eddie konnte bis Versuchsende nur Seminaplasma (Prostatasekret), gewonnen
werden, so dass sich die Diagnose einer Azoospermie ergab. Eine Erklérung bot sich zunéchst
nicht an, zumal sich ale hormonellen Parameter im Referenzbereich befanden. Dieser Rude
wurde 40 Wochen nach Wirkungsverlust, bel immer noch bestehender Azoospermie kastriert
und die Hoden histologisch untersucht. Dabei zeigte ich sich ein normales mehrschichtiges

106



Diskussion

Keimepithel (s. Abb. 31). Hinweise auf eine Stérung der Spermatogenese ergaben sich nicht.
Als eine Ursache der festgestellten Azoospermie wurde daher eine Obstruktion im Bereich
der oberen samenableitenden Wege vermutet, da Nebenhodenschwanz- und Kopf klinisch

unauffalig waren.

5.4.2. Sonstige Effekte

Das Implantat wurde von den Hunden sehr gut toleriert, unerwiinschte Nebenwirkungen
wurden nicht beobachtet. Allerdings waren Tierzahl und Behandlungsdauer zu gering, um
hier eine abschlief3ende Beurteilung dazu zu gestatten.

Alle Implantate konnten zu den vorgegebenen Zeitpunkten entfernt werden. Bei 5 Riden war
dies nach kleiner Lokalanésthesie innerhalb weniger Minuten problemlos moglich. Bei drei
Riden war das Implantat jedoch nur schwer auffindbar, die Lokalanasthesie musste
nachdosiert und ein grofl3eres Areal infiltriert werden. Im Rahmen des Versuchs waren alle
Hunde an ein gewisses ,,Handling“ gewohnt worden. Bei Fehlen einer solchen Gew6hnung,
konnte es ggf. jedoch notwendig werden, paralel zur Lokalanasthesie eine leichte Sedation

einzuleiten.

Schlussfolgernd lasst sich sagen, dass die Behandlung mit “ Gonazon®* bei allen acht Hunden
zu einer effektiven Ausschaltung der Hodenfunktion fuhrte, fr das Implantat ergab sich

eine mittlere Wirkungsdauer von 284,7 + 54,1 Tagen (ca. 9,5 Monate).

»,Gonazon* stellt somit eine interessante Alternative zur chirurgischen Kastration dar, zur
Reversibilitét der Spermagualitat und der Anwendung des Praparates bel Zuchtriiden sollten
welterfuhrende Studien an einer grof3eren Tierzahl durchgefihrt werden.
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6 Zusammenfassung

Die Downregulation der hypophysaren GnRH-Rezeptoren durch Anwendung von I mplantaten
die einen GnRH-Agonisten kontinuierlich freisetzen, bietet eine effektive und reversible
Alternative zur chirurgischen Kastration des Riden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Effekt von Gonazon® (Intervet), einem neuen
Implantat, das als Wirkstoff 18,5 mg des GhnRH-Agonisten Azagly-Nafarelin enthdt, an acht
Beagle-Riden zu ermitteln.

Nach ener Eingewbhnungsphase (1. Versuchsphase) und einer dreiwdchigen
Versuchsperiode (2. Versuchsphase), in der die Hunde a's ihre eigene Kontrollgruppe dienten,
wurde alen Hunden das Implantat am gleichen Tag subkutan, paraumbilikal appliziert; damit
begann die 3. Versuchsphase.

Bel 4 Hunden (Gruppe 1) wurde das Implantat nach 180 Tagen wieder entfernt, bei den
anderen 4 Ruden (Gruppe 2) nach 365 Tagen. Nach Entfernung des Implantats bzw. nach
Wirkungsverlust, ergab sich eine vierte, 20 bis 30 Wochen andauernde V ersuchsphase.

Zur Erfassung von Eintritt und Aufhebung der Downregulation, wurden Uber alle
Versuchsphasen hinweg mindestens einmal wdchentlich Blutproben zur Bestimmung der
Testosteron- und Estradiol-173-Konzentrationen entnommen. Zusatzlich wurden zur
Ermittlung der LH-Freisetzung zu bestimmten Zeitfenstern Blutproben in 20 minttigem
Abstand Uber 6 Stunden gewonnen. Weiterhin wurde alle zwei Wochen die Prostata- und
HodengrofRe ermittelt. Versuche zur Samenentnahme mit nachfolgender Spermauntersuchung
wurden in regelmaldigen Abstanden durchgefihrt.

Nach Implantation sanken bei allen Hunden die Testosteronkonzentrationen innerhalb von 8
bis 22 Tagen unter die Nachweisgrenze von 0,1 ng/ml ab. Im gleichen Zeitraum fielen auch
die Estradiol-17(3-K onzentrationen auf Basalwerte. 11 Wochen nach der Implantation war die
Verfugbarkeit von LH um ca. 70 % reduziert. Weiterhin zeigte sich eine Verringerung der
HodengrofRe um durchschnittlich 82 % 13 bis 17 Wochen nach Implantation und die Grofe
der Prostata nahm innerhalb von 5 Wochen um ca. 46 % ab.

5 bis 7 Wochen nach Implantation konnte von keinem der Riden mehr Ejakulat gewonnen
werden.

Die Ruden der Gruppe 1 waren zum Zeitpunkt der Implantatentfernung nach 180 Tagen noch
downreguliert. Von den Tieren der Gruppe 2 war nur ein Hund nach 365 Tagen noch
downreguliert, bei den anderen RlUden kam es zu enem Wirkungsverlust nach
durchschnittlich 251,7 + 74,2 Tagen.
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Sieben bzw. drei Wochen nach der Entfernung bzw. nach Wirkungsverlust, erreichten die
Testosteron- und Estradiol-173-Konzentrationen bei allen acht Hunden wieder die
Ausgangswerte, stiegen danach jedoch noch weiter an, am Ende der 4. Versuchsphase lagen
die Testosteronwerte signifikant tber den Ausgangswerten.

Die Verfugbarkeit von LH entsprach 11 Wochen nach der Entnahme des Implantates wieder
der vor der Behandlung. Nach 16 bis 20 Wochen erreichten auch die Hoden wieder ihre
Ausgangsgrofde, bel der Prostata war dies bereits nach 8 bis 9 Wochen der Fall, wobel bei drei
Hunden die urspriingliche Groél3e sogar deutlich Gberschritten wurde

Bel 6 Ruden hatte die Ejakulatqualitat 20 bis 30 Wochen nach Implantatentfernung die
Ausgangsqualitét wieder erreicht, ein 7. Rude (Elvis) wies bis zum Ende der vierten
Versuchsphase eine Oligo- und Teratozoospermie auf. Der 8. Hund (Eddie) zeigte bis
Versuchsende eine Azoospermie. Der Ride wurde 40 Wochen nach Implantatentfernung
kastriert und die Hoden histologisch untersucht, wobel sich keine Hinweise auf eine Stérung
der Spermatogense zeigten, so dass eine Obstruktion im Bereich der oberen samenableitenden

Wege vermutet wurde.

Die Behandlung mit “Gonazon®“ fuhrte bel allen acht Hunden zu einer effektiven
Ausschaltung der Hodenfunktion. Fur Gonazon® ergab sich eine mittlere Wirkungsdauer von
284,7 £ 54,1 Tagen (ca. 9,5 Monate), die Effekte auf die Hormonfreisetzung, Hoden- und
Prostatagrof3e waren bei allen Hunden voll reversibel.

Zur Uberpriifung der Reversibilitat der Spermaqualitét und der Anwendung des Préparates bei

Zuchtriden sollten weiterfiihrende Studien an einer grof3eren Tierzahl durchgefihrt werden.
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7 Summary

Downregulation of anterior pituitary GnRH-receptors by application of a ow release GnRH-
implant offers an effective and reversible alternative to surgical castration in the male dog.
Aim of the present study was to test the efficacy of a new controlled-release device
(Gonazon®, Intervet) containing 18.5 mg of the GnRH-analogon Azagly-Nafarelin in 8 male
beagle dogs.

After alowing the dogs to get accustomed to their new environment (1. Experimental Phase)
and a three week control period (2. Experimental Phase), where dogs served as their own
control group, al dogs where treated with Gonazon®, marking the onset of Experimental
Phase 3. To alow for implant removal, implantation was s.c. at the para-umbilical region.

In 4 dogs (group 1) implant removal was after 180 days, in the other 4 dogs (group 2)

removal was after 365 days.

Following implant removal or loss of efficacy, dogs entered Experimental Phase 4, which
lasted between 20 to 30 weeks.

To monitor onset and loss of downregulation blood samples were collected at |east once per
week for assay of testosterone- and estradiol-17(3. To characterise availability LH, time
windows were set where blood samples were taken in 20 min intervals over 6 hours.

In addition testicular and prostatic size were measured in two week intervals and attemptsto

obtain an gjaculate were at regular intervals; where possible semen quality was evaluated.

8 to 22 days after implantation testosterone-concentrations had decreased below 0.1 ng/ml.
Similarly estradiol-173 showed a decrease to basal levels. 11 weeks after implantation,
availibility of LH was reduced by about 70 %. Testicular size decreased by about 82 % 13 to
17 weeks after implantation and prostatic size decreased by about 46 % after 5 weeks. 5 to 7
weeks after treatment all dogs were aspermic.

All dogs in group 1 were still downregulated at the time of implant removal while in group 2
only one dog stayed downregulated until day 365. The other three dogs showed a loss of
efficacy after an average of 251.7 + 74.2 days.

7 and 3 weeks after implant removal or loss of efficacy, testosteron- and estradiol-17(3-
concentrations had returned to pre-treatment values in al 8 dogs. Both hormons showed a
further increase and at the end of the 4. Experimental Phase testosterone levels were
significantly higher than before treatment.
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11 weeks after removal of the implant or loss of efficacy, availability of LH had reached pre-
treatment values. Testicular and prostatic size were back to pre-treatment values after 16 to 20
resp. 8 to 9 weeks; in 3 dogs size of the prostatic gland even exceeded pre-treatment values.

In 6 dogs semen quality had reached or was even above pre-treatment levels 20 to 30 weeks
after implant removal or loss of efficacy. In one dog (Elvis) recrudescence of spermatogenesis
stopped to continue and fell back to a stage of oligozoo- and teratozoopermia after 30 weeks.
The 8th beagle (Eddie) stayed azoospermic and was castrated 40 weeks after implant removal.
Histological examination of the testis did not give any hints on a disturbed spermatogenesis;
hence an obstruction of efferent ductules was the suspected reason for the azoospermia
observed.

In conclusion treatment with Gonazon® efficiently induced a long-term blockade of pituitary
and gonadal functions in all dogs. Average duration of efficacy was 284,7 £ 54,1 days (about
9,5 months). Effects on availability of testosterone, estradiol-17(3 and LH and also on
testicular and prostatic size were fully reversible.

However, the observations in respect to recrudescence of spermatogenesis warrant further

investigations.
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