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1. Einleitung

In der postnatalen Entwicklung des Skelettsystems spielt das von der Hypophyse sezernierte
Wachstumshormon (Growth Hormone - GH) eine bedeutende Rolle. Es hat entscheidenden
Einfluss insbesondere auf das Langenwachstum der Knochen, die Skelettreifung und die
Knochenmasse (Isaksson et al. 1982; Johannsson und Bengtsson 1997; Marcus 1997; Rosen
und Wister 2003). Dieser Einfluss konnte auch unter Schwerelosigkeit bei Untersuchungen
an heranwachsenden Ratten im Weltraum gezeigt werden, also unabh&ngig von der
biomechanischen Krafteinwirkung durch das erhéhte Korpergewicht auf den Knochen
(Turner et al. 1995). Nach dem Schluss der Epiphysenfugen ist GH auch von grosser
Bedeutung fir den Erhalt der Knochenmasse (Inzucchi und Robbins 1994; Wauster et al.
2001). Diese Wirkung ist zum einen direkt durch Stimulation der GH-Rezeptoren (GHR) der
Osteoblasten und maoglicherweise auch der Osteoklasten zu erklaren, zum anderen indirekt
durch Stimulation von IGF (Insulin like growth factor, Wister et al. 2001).

Bei einem Fehlen von GH kommt es sowohl beim Menschen als auch im Tierversuch
zu einem eingeschrénkten Langenwachstum, zu einer Reduktion der Knochendichte im Sinne
eines verminderten Knochenmineralgehaltes und geh&uft zu Frakturen (Jansson et al. 1982;
Hyer et al. 1992; Johannsson und Bengtsson 1997; Geusens und Boonen 2002). Ein Mangel
an GH soll auch in vielen Fallen der senilen Osteoporose Typ Il vorliegen, so dass die Gabe
von GH als mogliches Therapeutikum bei osteoporotischen Erkrankungen diskutiert wird
(Geusens und Boonen 2002; Gillberg et al. 2002; Landin-Wilhelmsen et al. 2003). Im
Gegensatz zu den meisten Medikamenten gegen Osteoporose, welche lediglich die
Knochenresorption hemmen, hat das GH die Eigenschaft, die Knochenformation zu erhéhen
(Marcus 2000; Rosen and Bilezikian 2001; Landin-Wilhelmsen et al. 2003).

Auch bei anderen Erkrankungen, die das Skelettsystem betreffen, spielt GH eine
bedeutende Rolle. Bei GH-Uberschuss, z.B. bei Vorliegen eines Hypophysenadenoms, findet
sich vor Schluss der Epiphysenfuge ein Gigantismus. Tritt das Adenom mit dem
entsprechenden GH-Uberschuss im Erwachsenenalter auf, so kommt es zum Krankheitsbild
der Akromegalie, welche durch eine Vergrdsserung der inneren Organe und der Extremitéten
(Akren) charakterisiert ist. Hinsichtlich der Knochenqualitit bei Akromegalie gibt es in der
Literatur jedoch widerspriichliche Angaben, welche von erniedrigter Gber unverénderter bis
hin zu erhdhter Knochenmasse und -dichte reichen (Halse et al. 1981; Ho et al. 1992; Hiibsch

et al.
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1993; Kotzmann et al. 1993; Jockenhovel et al. 1996; Kayath und Vieira 1997; Bolanowski et
al. 2000; Ueland et al. 2002; Scillitani et al. 2003).

Ziel der vorliegenden Studie war es, die Auswirkungen hoher GH-Spiegel auf das
Skelettsystem zu analysieren. Eine herausragende Bedeutung hat hier die In-vivo-Analyse
transgener Tiere, in denen einzelne Gene spezifisch Uberexprimiert oder ganz ausgeschaltet
werden konnen (Rossant und Nagy 1995; Wynshaw-Boris 1996; McCauley 2001; Priemel et
al. 2002), um die Funktion dieser Gene zu untersuchen. Als Modell eignet sich die GH-
transgene Maus, in welcher supraphysiologische Serumkonzentrationen an GH vorliegen
(Palmiter et al. 1982; Wolf et al. 1993). Bei der Uberexprimierung dieses Genes treten zudem
keine immunologischen Probleme auf, wie es bei der externen Gabe eines Genproduktes einer

anderen Spezies zu erwarten ware.

2. Theoretische Grundlagen und Literaturibersicht

2.1. Das humane Wachstumshormon (hGH)

Das humane Wachstumshormon (human Growth Hormone - hGH) wird in der
Adenohypophyse gebildet und besteht aus 191 Aminosduren. Die chemische Struktur des
GHs wurde erstmals von Li und Dixon (1971) entschliisselt. Beim Menschen wurden zwel
GH-Gene identifiziert, welche in der Plazenta (hGH-V) und in der Hypophyse (hGH-N)
exprimiert werden. Beide Gene befinden sich auf dem langen Arm von Chromosom 17
(17922-924). Ungeféhr 90% der Plasmakonzentration entfallen auf die sog. 22-K-Form (22
kD), 10% auf eine durch Splicing entstehende Variante mit 20 kD, die jedoch weniger
wirksam ist. Innerhalb von 24 Stunden synthetisiert die Hypophyse etwa 1-3 mg an GH
(Carrel und Allen 2000; Wister et al. 2001). Die Ausschittung des Somatotropen Hormones
erfolgt pulsatil, d.h. einer kurzen Ausschittung in Intervallen von ca. 3 Stunden folgen
langere Sekretionspausen. Die konstanteste Ausschiittung erfolgt 30-90 Minuten nach Beginn
des Schlafes. Insgesamt 2/3 der Sekretion innerhalb von 24 Stunden finden wéhrend der
Schlafperiode statt. Die Halbwertszeit des GHs liegt bei 15-20 Minuten (Wuster et al. 2001).
Im S&uglingsalter und wéhrend der Pubertat ist sowohl die Amplitude als auch die
Gesamtsekretion deutlich erhoht und nimmt beim Erwachsenen bis zum Senium
kontinuierlich ab (Rudman et al. 1981; Wiister 2001).
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2.1.1. Physiologische Regulation von Wachstumshormon

Die physiologische Regulation von GH unterliegt komplexen Regelkreisen, die bereits
embryonal vorhanden sind (Wuster et al.2001). Die Sekretion wird massgeblich durch die
Balance zwischen dem Somatokrinin (GHRH, Growth Hormone Releasing Hormone) und
dem Somatostatin (GHRIH, Growth Hormone Release Inhibiting Hormone) bestimmt.
Endokrine  Einflisse auf die GH-Sekretion bestehen ausserdem durch die
Schilddriisenhormone, Nebennierenrindensteroide und die gonadalen Steroide. Das
Schilddriisenhormon hat einen stimulierenden Effekt sowohl auf die Synthese als auch auf die
Sekretion von GH. Die Rolle der Nebennierensteroide ist bislang noch unklar, sie scheinen
jedoch keinen konsistenten Einfluss auf die GH-Synthese zu haben. Der Angriffspunkt der
Sexualsteroide liegt vermutlich sowohl auf hypothalamischer als auch auf hypophysérer
Ebene und ist fur die geschlechtsspezifischen Unterschiede des GH-Sekretionsmusters
verantwortlich. Allerdings sind diese Unterschiede je nach Spezies sehr verschieden
ausgepragt und beim Menschen vergleichsweise moderat (Wiuster et al. 2001; Felig und
Frohmann 2001).

2.1.2. Das Somatokrinin

Das Somatokrinin (GHRH) ist ein Peptidhormon aus 44 Aminosauren, das vorzugsweise im
Nucleus arcuatus des Hypothalamus gebildet wird und Gber die Axone dieser Zellen in den
hypothalamisch-hypophysaren Portalkreislauf eingeschleust wird. Die Synthese des GHs wird
durch eine erhdhte Gen-Transkription angehoben. GHRH steigert die Menge an GH, welche
pro pulsatiler Sekretion ins Blut sezerniert wird. Sowohl das cholinerge als auch das
adrenerg- dopaminerge  Neurotransmitter-System  wirken — modulierend auf das
hypothalamisch-hypophysdare System. Andere Stimulatoren der GH-Sekretion sind
Hypoglykédmie, Proteinmangel, Stress (physisch und psychisch), sowie o-adrenerge
Agonisten, B-adrenerge Antagonisten und Dopamin-Agonisten (Spinas und Fischli 2001).
Deren genauer Wirkmechanismus ist jedoch meist nicht exakt geklart (Wuster et al. 2001;
Felig und Frohmann 2001).

2.1.3. Das Somatostatin

Das Somatostatin (GHRIH) ist ein Peptidhormon aus 14 Aminoséauren, das vorwiegend in den
periventrikuldren Regionen des Hypothalamus gebildet wird. Seine Synthese ist jedoch an

zahlreichen Stellen des Nervensystems, sowie in den Inselzellen der Pankreas und im
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Gastrointestinaltrakt nachweisbar. Seine Wirkung liegt sowohl in der direkten Inhibition der
spontanen pulsatilen Sekretion des GHs, als auch indirekt in der Inhibition der GHRH
stimulierten Sekretion der somatotrophen Zellen (Wister et al. 2001). Das GH selbst wirkt
Uber einen negativen Feedback Mechanismus hemmend auf die Sekretion von GHRIH.
Daneben konnen Hyperglykémie, erhohte Fettsduren im Blut, a-adrenerge Antagonisten, -
adrenerge Agonisten und Dopamin-Antagonisten die Sekretion inhibieren (Spinas und Fischli
2001).

2.1.4. Der Wachstumshormonrezeptor

Das GH entfaltet seine Wirkung zum einen durch spezifische Bindung an den
Wachstumshormonrezeptor (GHR) der Zielzelle. Dieser gehort zur Superfamilie der
Zytokinrezeptoren und ca. 15 - 35% des zirkulierenden GHs sind im Plasma an ihn gebunden.
Eine modifizierte Form des GHR stellen die GH-Bindungsproteine dar (GHBP). lhre
Funktion ist noch nicht endgultig geklart. Durch eine GHR vermittelte Kaskade von
Proteinphosphorylierungen  wird die  Aktivierung von nukledren Proteinen und
Transkriptionsfaktoren ausgeldst (Ohlsson et al. 1998). Die Wirkung des GHs auf den
menschlichen Organismus erfolgt nicht nur durch den GHR-Komplex, sondern auch indirekt
uber Insulin-dhnliche Wachstumsfaktoren (IGF = Insulin-like growth factor; Felig und
Frohmann 2001).

2.1.5. Insulin like Growth Factors (IGF-1; IGF-II)

IGF-1 ist ein basisches Peptid aus 70 Aminosduren, das zu ca. 40% mit dem Proinsulin
ubereinstimmt. Der friher verwendete Name Somatomedin wird aufgrund dieser
Strukturahnlichkeit nicht mehr verwendet. Die vielfaltigen Wirkungen des IGF-1 im
Stoffwechsel sind zum Teil auch auf diese Ahnlichkeit zuriickzufiihren. Dazu gehdren unter
anderem die Stimulation des Kohlenhydratstoffwechsels, der Proteinsynthese und der
zelluldren Glukoseaufnahme, die Stimulation der DNA- und RNA-Synthese und der
zelluldren Differenzierung als auch die Zunahme der Erythropoese, des renalen Blutflusses
und des longitudinalen Knochenwachstums. Im Blut kommt IGF-1 nur in geringer
Konzentration in freier Form vor, etwa 99% liegt an Bindungsproteine (IGFBP = IGF Binding
Protein) gekoppelt vor. IGF-1 wird in einer Vielzahl von Geweben gebildet und mit autokriner
oder parakriner Wirkung sezerniert. Der grosste Anteil wird jedoch von der Leber
synthetisiert (Feld und Hirschberg 1996; Ohlsson et al. 1998; Wiister et al. 2001). Uber einen
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negativen Feedback-Mechanismus hemmt IGF-I die Synthese und Sekretion des GHs. Die
Tatsache, dass sowohl das GH als auch IGF-I das longitudinale Wachstum der Knochen
stimulieren, wirft die Frage auf, welche Wirkungsweise die bedeutendere ist. Die klassische
»Somatomedin-Hypothese* geht davon aus, dass die Wirkung des GHs massgeblich tber das
in der Leber gebildete IGF-I vermittelt wird (Daughaday 1981). Die Zweifaktoren-Theorie
postuliert jedoch eine getrennte Wirkung beider Hormone (Green et al. 1985, Ohlsson et al.
1998).

Die systemische Verabreichung von GH und IGF-I bei hypophysektomierten Ratten
zeigte, dass beide Hormone unabhéngige und unterschiedliche Wirkungen haben (Clark et al
1994; Fielder et al. 1996). Wurden beide Hormone, GH und IGF-1, zusammen verabreicht,
konnten synergistische Effekte beobachtet werden (Clark et al 1994; Hazel et al. 1994). Bei
der Uberexpression von GH bzw. IGF-l in Abwesenheit des jeweils anderen Hormons,
wuchsen jedoch die GH stimulierten Versuchstiere auf die doppelte Korpergrésse an,
wéhrend die IGF-I tberexprimierten Tiere lediglich eine normale Grosse erreichten (Palmiter
et al. 1982; Behringer et al. 1990; Ohlsson et al. 1998).

2.1.6. Wirkung des Wachstumshormons auf das Fettgewebe

Die Effekte des GHs sind vielschichtig und abhdngig von der metabolischen Grundsituation
und dem entsprechenden hormonellen Milieu. GH beeinflusst sowohl die Entwicklung als
auch die metabolischen Prozesse in den Adipozyten (Carrel und Allen 2000). GHR und die
Expression der GHR-mRNA konnten in Praeadipozyten Kulturen und in reifen Adipozyten
nachgewiesen werden, bei letzteren jedoch wesentlich starker (Carrel und Allen 2000). In
Zellkulturen von Adipozyten-Vorlaufer-Zellen stimulierte das GH die Proliferation dieser
unreifen Zellen und reduzierte deren Differenzierung zu reifen Adipozyten (Richelsen 1997).
Dariiber hinaus induziert es die Bildung von IGF-I, welches im Fettgewebe in hoherer
Konzentration anzutreffen ist als in anderen Geweben (Richelsen et al. 1994). Wahrend GH
sowohl direkt als auch tber IGF-I den Fettstoffwechsel beeinflusst, ist die genaue biologische
Rolle des im Fettgewebe produzierten IGF-1 noch nicht hinreichend bekannt. GH inhibiert die
fir die Verstoffwechslung der Triglyzeride erforderliche Lipoprotein-Lipase und stimuliert
die Hydrolyse der Triglyzeride in Glyzerol und freie Fettsduren, sowie die Fettoxidation
(Raben und Hollenberg 1959; Richelsen 1997). Es fordert den Transport der freien Fettsauren
zur Leber und verhindert deren Rick-Veresterung (Goodman 1968). Gleichzeitig wird die
Hormon-Sensitive-Lipase (HSL), die den limitierenden Schritt fur die Freisetzung der
gespeicherten Triglyzeride darstellt, zur Lipolyse angeregt (Carrel und Allen 2000).
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Rudman et al. (1981) wiesen bereits auf einen moglichen Zusammenhang zwischen
der Abnahme der GH-Sekretion im spéteren Erwachsenenalter und der Zunahme des
Korperfettanteils hin. Bengtsson und Johannsson (1998) konnten (ber erste therapeutische
Erfolge einer balancierten Therapie mit GH bei Fettstoffwechselerkrankungen mit vermehrter
Fettspeicherung (sog. Metabolisches Syndrom X) berichten. Auch Asada et al. (2000)
konnten den starken lipolytischen Charakter des GHs in einer Zellkultur mit Adipozyten
bestatigen, stellten jedoch eine Abschwéchung dieses Effektes durch das GH-Bindungsprotein
(GHBP) fest.

2.1.7. Wirkung des Wachstumshormons auf das Muskelgewebe

Sowohl mit In-vitro-Studien als auch mit In-vivo-Studien wurden die Auswirkungen des GHs
auf den Muskel eingehend untersucht. Wurde hypophysektomierten Tieren GH verabreicht,
so konnte ein deutlicher Anstieg des Muskelgewichts, des Protein- und RNA-Gehaltes, der
Ribosomen und aller beteiligter Enzyme in der Muskelzelle nachgewiesen werden (Florini et
al. 1996). GH stimulierte den Aminoséauretransport und deren Aufnahme in die Zelle und
steigerte auf diesem Weg die Muskelprotein-Synthese (Florini et al. 1996). Es begunstigt
damit einerseits die Retention von Phosphat und tragt so zur Aufrechterhaltung der zelluléren
ATP Homoostase bei, andererseits erhoht es die Stickstoffretention und erlaubt eine
effektivere Futterverwertung (Florini et al. 1996; Carrel und Allen 2000). Lé&ngere
Verabreichung von GH erhoht die Muskelmasse durch bessere Nutzung der Aminosauren
bzw. deren verbesserte Zuflihrung zur Glukoneogenese oder Oxidation (Carrel und Allen
2000). Unklar ist jedoch wiederum, ob dieser Effekt hauptsachlich auf den direkten Einfluss
von GH zuruckgefiihrt werden kann oder auf den Effekt des lokal oder in der Leber
synthetisierten IGF-I (Florini et al. 1996; Carrel und Allen 2000). Die Anwesenheit von GHR
in Muskelzellen konnte zwar nachgewiesen werden, aber eine spezielle Bindung von GH an
Myoblasten konnte bislang in-vitro nicht demonstriert werden (Carrel und Allen 2000).
Demgegenuber ist die Rolle des IGF-1 wesentlich klarer. IGF-I stimuliert sowohl die
Proliferation als auch die Differenzierung der Myoblasten (Ohlsson et al. 1998; Carrel und
Allen 2000).
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2.1.8. Wirkung des Wachstumshormons auf das Knochengewebe

Der Knochen unterliegt einem kontinuierlichen An- und Abbau, (Modeling und Remodeling)
(Ohlsson et al. 1998; Ohlsson et al. 2000). Altes Knochenmaterial wird durch Osteoklasten
resorbiert und neuer Knochen durch Osteoblasten aufgebaut (Ohlsson et al. 1998; Ohlsson et
al. 2000; Beamer et al. 2000; Lissett und Shalet 2000). Dieser Prozess wird u.a. durch das
hormonelle System gesteuert, z.B. Parathormon, gonadale Steroide, Thyroxin, Cortisol und
auch durch GH (Harris and Heaney 1969; Inzucchi and Robbins 1994; Ohlsson et al. 1998).
Rezeptoren sowohl fur GH als auch fur IGF-1 werden an Osteoblasten und Osteoklasten
exprimiert (Inzucchi und Robbins 1994; Murray und Shalet 2000). Wéhrend des
longitudinalen Knochenwachstums differenzieren Praechondrozyten der Keimzellschicht und
werden einer limitierten klonalen Expansion unterzogen, um dann die Chondrozyten-S&ulen
der Wachstumsfuge zu formen (Kember 1978; Isaksson et al. 1987). Dort reifen sie und
werden in die longitudinale Knochenneubildung einbezogen.

Unklar war bislang jedoch, ob das GH direkt auf das Knochengewebe wirkt oder seine
Wirkung hauptséchlich ber in der Leber synthetisiertes IGF-1 entfaltet (Daughaday et al.
1972; Daughaday 1981; Daughaday und Rotwein 1989). Nach der klassischen
»Somatomedin-Hypothese” stimuliert GH die Produktion von IGF-I in der Leber und dieses
wiederum stimuliert das Langenwachstum des Knochens (Daughaday 1981). Isaksson et al.
(1982) konnten jedoch zeigen, dass die direkte Injektion von GH in die Tibiaepiphyse von
Ratten das longitudinale Wachstum an der Injektionsstelle beschleunigt. So wurde die
Zweifaktoren-Hypothese (,,dual effector theory*) von Green et al. (1985), die den Einfluss
von GH und IGF-1 auf die Adipozytenentwicklung beschrieb, auch auf die
Knochenentwicklung ausgedehnt. Nach der Hypothese von Green et al. (1985) erfolgt der
Einfluss von GH zu verschiedenen Zeitpunkten auf die Zellentwicklung, sowohl direkt als
auch indirekt: GH stimuliert junge Praeadipozyten, IGF-I hingegen die klonale Expansion an
einer spateren Stufe der Entwicklung.

An der epiphysealen Wachstumsfuge stimuliert GH die Differenzierung der
Praechondrozyten in Chondrozyten, die ihrerseits die Produktion von IGF-I anregen. IGF-I
wiederum stimuliert die klonale Expansion und Reifung der Chondrozyten (Ohlsson et al.
1994; Ohlsson et al. 1998). GH ist also der bestimmende Faktor des longitudinalen
Knochenwachstums.

Sowohl GH als auch IGF-I reduzieren daruberhinaus die Dauer des Zellzyklus
(Ohlsson et al. 1998; Carrel und Allen 2000). Auch In-vitro-Versuche konnten die Bedeutung
von GH in diesem Zusammenhang nachweisen. Maor et. al (1989) kultivierten Knorpelstiicke
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der Rattenmandibula auf Kollagenschwédmmen in Abwesenheit und Anwesenheit von GH.
Nach 3-tégiger Inkubation mit GH konnte eine deutliche Steigerung der DNA-Synthese und
der GrOsse der Proben verzeichnet werden, diese Steigerung nahm auch nach 6 Tagen
weiterhin zu. Zudem zeigte sich nach 6 Tagen ein ausgeprégtes Trabekelwerk in der
extrazelluldren Matrix. Dieses Trabekelwerk enthielt Osteozyten-artige Zellen in engem
Kontakt mit Osteoblasten-artigen und Osteoklasten-artigen Zellen. Unbehandelte Proben
hingegen enthielten keine Knochen-artigen Strukturen. Daraus l&sst sich schliessen, dass GH,
zumindest in-vitro, auch direkt die Knochenneubildung induziert.

GH stimuliert ausserdem direkt die Osteoblasten, wie Morel et al. (1993) an einer
klonalen Osteoblastenzellreihe von Rattenkalvarien feststellten. Zugabe von GH fihrte zu
einem signifikanten Anstieg der alkalischen Phosphatase. Durch immunzytologische Methode
konnte die Expression von GHR-spezifischer mRNA in den Osteoblasten nachgewiesen
werden. Um die Rolle des IGF-I in diesem Prozess zu kléren gaben Ernst und Froesch (1988)
ein Antiserum gegen IGF-1 zu Knochenzellkulturen hinzu und konnten beobachten, dass die
proliferative Wirkung des GHs ausblieb. Der genaue Mechanismus der Induktion von IGF-I
durch GH ist noch unklar, ein Teil der Wirkung von GH scheint aber Gber die Regulation
lokal gebildeter IGF-Bindungsproteine (IGFBP) vermittelt zu werden (Hayden et al. 1995).
GH bt seine Wirkung indes nicht nur auf Osteoblasten aus, sondern auch auf Osteoklasten.
Es induziert direkt und indirekt Gber IGF-1 die Knochenresorption durch Osteoklasten, indem
es sowohl die Differenzierung der Osteoklasten stimuliert als auch die reifen Osteoklasten
aktiviert (Nishiyama et al. 1996). Allerdings konnte dieser stimulierende Effekt nicht in allen
Studien bestétigt werden (Ransj6 et al. 1996). Es ist bislang noch unklar, ob Osteoklasten
entsprechende GHR exprimieren (Ohlsson et al. 1998).

2.1.9. Wachstumshormonmangel und Wirkung auf den Knochen

Es sind sowohl Erkrankungen bekannt, bei denen ein Mangel des Hormons vorliegt als auch
solche, bei denen ein Uberschuss an GH produziert wird. Die Folgen eines juvenilen oder
adulten GH-Mangels (GHD = Growth Hormone Deficiency) sind ein reduziertes
Langenwachstum, eine reduzierte Knochenmasse und gehdufte Frakturen, insbesondere der
Wirbelkorper (Murray und Shalet 2000). Haufigste Ursache eines GH-Mangels im
Erwachsenenalter sind Tumoren im Bereich des Hypothalamus und der Hypophyse bzw. die
Folgeerscheinung einer chirurgischen oder strahlentherapeutischen Behandlung (Wuster et al.
2001). Die Symptome umfassen unter anderem das Herz-Kreislaufsystem, die Niere, das
hé&matopoetische System und den Knochenstoffwechsel (Lissett und Shalet 2000; Murray und
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Shalet 2000). Erwachsene mit GH-Mangel weisen eine verminderte Knochenmasse und eine
signifikant erhéhte Frakturrate auf (Wuster et al. 2000; Murray und Shalet 2000; Wster et al.
2001). Besonders ausgeprégt ist die Minderung an Knochenmasse, wenn der GH-Mangel
bereits vor der Pubertat (childhood-onset GHD) auftritt (Hyer et al. 1992; Johansson und
Bengtsson 1997). Patienten mit diesem frihen Krankheitsbeginn erreichen eine geringere
maximale Knochenmasse (,,Peak Bone Mass*) in ihrem Leben, sofern sie nicht friihzeitig mit
GH behandelt werden (Hyer et al. 1992; Bengtsson und Johannsson 1998; Wiister et al.
2001).

Hinsichtlich des GH-Mangels mit Beginn im Erwachsenenalter (adult onset GHD)
sind einige wenige widersprichliche Angaben zur Knochenqualitat zu finden. So berichten
Degerblad et al. (1995) tber eine normale Knochendichte bei Mannern mit GH-Mangel (adult
onset GHD) am Femur, den Wirbelkorpern und in der Ganzkorpermessung mittels DXA. Kaji
et al. (1997) ermittelten ebenso eine normale Knochendichte bei GH-defizienten Patienten mit
Beginn im Erwachsenenalter, gemessen an Wirbelsdule und Radius.

Ebenfalls widersprichliche Angaben finden sich bei der Therapie des GH-Mangels
mit GH. So berichten einige Autoren Uber keine Zunahme oder sogar geringfugige Abnahme
der Knochenmasse und Knochendichte unter Gabe von GH bei Adoleszenten (Amato et al.
1993; Thoren et al. 1993; Vandeweghe et al. 1993; Balducci et al. 1995; Sartorio et al. 1996).
Andere Studien konnten dagegen eine Zunahme an Knochenmasse und —dichte verzeichnen
(Baum et al. 1996; Johannsson et al. 1996), die jedoch erst nach einer Therapiedauer von 18
Monaten auftrat.

Nach Ansicht von Ohlsson et al. (1998) erfolgt der Knochenumbau unter Wirkung von
GH in zwei Phasen (,,Biphasic Model*): In einem ersten Schritt wird die Knochenresorption
gesteigert mit einem intermittierendem Verlust an Knochenmasse, gefolgt von einem spéteren
Anstieg der Knochenneubildung in einem zweiten Schritt. Erst wenn der Zeitpunkt der
maximalen Knochenresorption durchschritten ist (,,transition point®), findet ein Zuwachs an
Knochenmasse statt. Messungen der Knochenmasse wahrend der ersten Phase wirden gemass
Ohlsson et al. (1998) demnach erniedrigte Werte zeigen.

Die Mehrzahl der Autoren geht derzeit von einem positiven Einfluss der GH-Therapie
bei GH-Mangel aus, sowohl beim Erwachsenen als auch bei Kindern bzw. Jugendlichen
(Lissett und Shalet 2000; Wiister et al. 2001; Hennessey et al. 2001; Rosen und Wister 2003).
Das Ausmass des Therapieerfolges ist dabei umso hoher, je starker der Mangel an GH
ausgepragt ist (Lissett und Shalet 2000; Murray und Shalet 2000; Cowell und Wister 2000;
Waster et al. 2001).



Theoretische Grundlagen und Literaturiibersicht 13

2.1.10. Wirkung auf den Knochen bei Wachstumshormonuberschuss

Halse et al. (1981) entnahmen Patienten mit Akromegalie Knochenbiopsien aus dem
Beckenkamm und stellten im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe eine deutlich héhere
Knochendichte fest, sowohl trabekul&r als auch kortikal. Ho et al. (1992) bedienten sich der
Zweienergie-Rontgen-Absorptiometrie, um die Knochendichte (BMD) bei Akromegalie zu
untersuchen. Ihre Messungen am proximalen Femur und der lumbalen Wirbelséule ergaben
jedoch, dass die Knochendichte bei Patienten mit Akromegalie durchweg dem BMD der
gesunden Kontrollgruppe entsprach, selbst wenn die Patienten zusétzlich an Hypogonadismus
litten. Auch Lesse et al. (1998) stellten bei DXA-Untersuchungen einen unveranderten BMD
bei akromegalen Patienten fest, mit Ausnahme von erniedrigten Werten im Bereich des
Oberschenkelhalses. Im Unterschied zu Ho et al. (1992) fanden sie jedoch einen signifikanten
Einfluss der Geschlechtshormone auf die Knochendichte: Akromegale Patienten mit
Hypogonadismus zeigten eine signifikant niedrigere Knochendichte als eugonadale
akromegale Patienten und als die gesunde Kontrollgruppe. Kotzmann et al. (1993)
untersuchten ebenfalls akromegale und gesunde Patienten mittels DXA und beobachteten
keinen hoheren BMD im Bereich der lumbalen Wirbelsiule. Im Gegensatz zu Lesse et al.
(1998) stellten sie jedoch einen signifikant héheren BMD am Oberschenkelhals fest. Eine
hohere BMD bei Akromegalie wurde hingegen von Hubsch et al. (1993) an beiden
Messregionen beobachtet, unter Verwendung von DXA fanden diese Autoren eine deutlich
héhere Knochendichte sowohl an der lumbalen Wirbelsdule, als auch im Bereich des
Oberschenkelhalses.

Jockenhovel et al. (1995; 1996) bedienten sich der peripheren Computertomographie,
um Knochenveranderungen bei Akromegalie zu analysieren. Am distalen Radius war die
kortikale Dichte bei akromegalen Frauen hoher als bei Mannern und Frauen der
Kontrollgruppe; die trabekuldre Dichte hingegen unterschied sich nicht zwischen Patienten
und der Kontrollgruppe. Auch Scillitani et al. (1997) benutzten die quantitative
Computertomographie zur Messung am distalen Radius, sowie die DXA zur Untersuchung
der lumbalen Wirbelsdule und des Femurs. Insgesamt zeigte sich bei Akromegalie eine
erhdhte Knochendichte in allen gemessenen Regionen. Die gemessenen Regionen profitierten
in unterschiedlichem Ausmass vom GH-Uberschuss und zeigten sich abhéngig von der
Anwesenheit normaler Ostrogenspiegel.

Kayath und Vieira (1997) stellten fest, dass die mittels DXA gemessene
Knochendichte von Wirbelsdule und Femur bei Akromegalie nicht erhoht war. Eine
erniedrigte BMD an Wirbelsdule und Femur konnten sie beobachten, wenn die Patienten mit
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Akromegalie zusatzlich einen sehr langjéhrigen Hypogonadismus aufwiesen. Bolanowski et
al. (2000) untersuchten die Knochendichte der lumbalen Wirbelsdule der quantitativen
Computertomographie bei akromegalen Patienten. Sie konnten keine signifikanten
Unterschiede der Knochendichte der lumbalen Wirbelsdule gegenuber der Kontrollgruppe

verzeichnen.

Tabelle 2-1:
Auswirkung von Akromegalie auf die Knochendichte nach verschiedenen Autoren

Autor Messregion Messmethode BMD
Halse et al. (1981) Beckenkamm Knochenbiopsien 1
Ho et al. (1992) Femur, WS DXA —
Kotzmann et al. (1993) Femur, WS DXA T <
Hiibsch et al. (1993) Femur, WS DXA 1
Jockenhovel et al. (1995; 1996) Radius pQCT T <
Scillitani et al. (1997) Radius, Femur, WS pQCT, DXA 1
Kayath und Vieira (1997) Femur, WS DXA |l <
Lesse et al. (1998) Femur, WS DXA |l <
Bolanowski et al. (2000) WS pQCT >

BMD = bone mineral density; DXA = dual energy x-ray absorptiometry; pQCT = peripheral quantitative
computer tomography; WS = Wirbelsaule; 1 = Erhéhung der BMD; « = Keine Anderung der BMD; | =
Erniedrigung der BMD.

Die widerspruchlichen Angaben hinsichtlich der Knochendichte bei Akromegalie sind
auf mehrere Faktoren zurtickzufihren: Die Autoren bedienten sich zum Teil sehr
unterschiedlicher und untereinander nicht direkt vergleichbarer Techniken bei der
Bestimmung der Knochendichte. Nachdem sich zahlreiche Untersucher der DXA als
Messmethode bedienten, muss darauf hingewiesen werden, dass die Zweienergie-Rontgen-
Absorptiometrie eine zweidimensionale Messmethode ist und daher auch eine Beeinflussung
der gemessenen Werte durch die Knochengrosse denkbar ist (siehe Kapitel 2.2). Zudem
wurden von den Autoren verschiedene Korperregionen gemessen, die entweder Gberwiegend
kortikalen Knochen enthalten, wie z.B. der distale Radius, oder tiberwiegend Spongiosa, wie

z.B. die Wirbelkorper der Lendenwirbelsdule (siehe Tabelle 2-1). Eine Interaktion der
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Geschlechts-, Schilddriisen-, und Nebennierenrindenhormone mit dem entsprechenden
zeitlichen Verlauf, sowie die unterschiedliche Genese und Therapie der Akromegalie wurde
ebenso nicht von allen Autoren in Betracht gezogen.

2.2. Densitometrische Verfahren

Densitometrische Verfahren, d.h. nicht-invasive Methoden der Knochendichtemessung
wurden bereits in den oben genannten Kapiteln angesprochen und sollen hier naher erklart
werden, da diese auch in der vorliegenden experimentellen Studie zum Einsatz kamen.

Die Abschatzung des Knochenmineralgehaltes aus einem konventionellen
Rontgenbild ist wenig aussagefahig, da erst Verluste von mehr als 30% erkannt werden
kdnnen, sowie aufgrund der Abhédngigkeit von der Qualitat der Aufnahme, der Grésse und
Positionierung des Patienten, sowie der Erfahrung des untersuchenden Arztes. Aus diesem
Grund wurden seit den Sechziger Jahren neue rontgenologische Verfahren entwickelt, die
eine quantitative Messung der Knochendichte bzw.-masse erlauben (Adams 1997).

2.2.1. Zweienergie-Rontgen-Absorptiometrie — (DXA)

Bei der DXA wird als Strahlenquelle eine Rontgenréhre verwendet. Je nach Hersteller werden
zwei Rontgenstrahlen mit unterschiedlichen Energiemaxima (z.B. 28 keV und 48 keV) durch
einen Rontgengenerator produziert oder aus dem Spektrum der Rontgenstrahlung selektiv
herausgefiltert. Die zwei verschiedenen Energiebereiche fuhren zu maximalen
Schwéchungsunterschieden zwischen Weichteilgewebe und Knochen, so dass der
Knochenmineralgehalt quantitativ angegeben werden kann, auch wenn Weichteilgewebe oder
Fett den Knochen umgibt.

Eine Limitation der DXA liegt darin, dass eine Unterscheidung von kortikalem
Knochen und Spongiosa nicht moglich ist. Da die Zweienergie-Rontgen-Absorptiometrie ein
zweidimensionales Projektionsverfahren ist, wird die Knochendichte nicht volumetrisch,
sondern lediglich als flachenbereinigte Knochenmasse in g/cm? angegeben (Grier et al. 1996).
Daher ist die BMD abhdangig von der Dimension bzw. Tiefe des gemessenen Knochens (Grier
et al. 1996; Antonacci et al. 1996). Beim Menschen wurde die In-vivo-Prézision bei der
Messung der lumbalen Wirbelsédule mit 0,5-1,5% angegeben (Genant et al. 1996). Am

proximalen Femur wurde die Prézision mit 1-5% beschrieben (Adams 1997).
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2.2.2. Anwendung der DXA bei Versuchstieren

Die Anwendung der Zweienergie-Rontgen-Absorptiometrie erfolgte anfangs nur am
Menschen, hauptséchlich im Rahmen der Osteoporose Diagnostik (Adams et al. 1997). Die
Notwendigkeit Veranderungen der Kdrperzusammensetzung longitudinal im Tiermodell zu
charakterisieren, machte jedoch eine sukzessive Verbesserung der Hard-und Software
erforderlich. Zu Beginn der Neunziger Jahre war dies nur bei grosseren Versuchstieren wie
Schafe, Hunde und Katzen mdglich. Brunton et al. (1993) benutzten kleine Schweinchen
zwischen 1,6 kg und 6 kg Korpergewicht, um die Situation einer Messung am Neugeborenen
zu simulieren. Bei 3 Wiederholungsmessungen erreichten sie einen CV% zwischen 0,2% fur
das Korpergewicht und 6,3% fir die Fettmasse.

Weitere Verbesserungen der Hard- und Software ermdglichten Messungen an Tieren
mit geringerer Korpermasse, z.B. bei grosseren Nagetieren, insbesondere an der Ratte. Diese
werden haufig in der Erforschung des Knochens und des Knochenmineralhaushaltes genutzt
(Grier et al. 1996). Hagiwara et al. (1993) untersuchten Prézision und Genauigkeit von
Knochenmineralmessungen bei 6 Monate alten Ratten mit einem Durchschnittsgewicht von
283g mit DXA-Geréaten zweier unterschiedlicher Hersteller (Norland XR und Hologic QDR).
Nach sechsmaliger Ganzkorpermessung wurden die rechten Femora herausprépariert und
ebenfalls sechsfach gemessen. Die Femura wurden bei 800 Grad Celsius Uber 24 Stunden
verascht und das Aschegewicht bestimmt. Beide DXA Systeme wiesen eine sehr gute
Korrelation mit dem Aschegewicht auf (r = 0,98), jedoch war die Prézision der Femur
Messungen mit dem QDR-Gerét (0,5-0,9%) etwa zwei bis vierfach besser als mit dem XR
(1,5-4,3%).

Wahrend Hagiwara et al. (1993) ihre Messungen nur an getoteten Tieren vornahmen,
untersuchten Casez et al. (1994) 10 Ratten mit einem Gewicht von 50 bis 265g unter Narkose.
Das Skelett wurde im Anschluss verascht und der gesamte Kalziumgehalt mit
Spektrophotometrie bestimmt. Der Prazisionsfehler fir den Ganzkdrper BMC lag bei 1,3%,
die Korrelation zwischen Lebendmessung und Veraschung lag bei r = 0,99. Der
Prazisionsfehler fir die DXA Lebendmessungen lag bei 8,5% fir alle Tiere und bei 5,7%
unter Ausschluss der 50g Ratten.

Rozenberg et al. (1995) untersuchten die Reproduzierbarkeit bei Messungen in
verschiedenen Regions of Interest (ROI). 15 Ratten mit einem Gewicht zwischen 127 - 3989
wurden narkotisiert und jeweils zweimal in Bauch- und in Rickenlage gemessen. Ausserdem
wurde eine Interessensregion (ROI) im Bereich des linken Femurs und der Tibia ausgewertet.
Nach Toétung der Tiere wurden Femur und Tibia explantiert und in unterschiedlicher
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Positionierung zweifach ex-vivo gemessen. Die Messungen wurden von zwei verschiedenen
Untersuchern unabh&ngig voneinander durchgefihrt. Der skelettale Knochenmineralgehalt
wurde anschlieBend durch Veraschung und chemische Analyse bestimmt. Der
Reproduzierbarkeitsfehler betrug ex-vivo <1%, der in-vivo Prazisionsfehler war jedoch hoher
(bis 6,0%). Die Korrelation zwischen in-vivo und ex-vivo BMC-Messungen betrug r = 0,98
fur den Femur und r = 0,97 fur die Tibia. Die Korrelation der ex-vivo Messung zur
Veraschung lag bei r = 0,99. Rozenberg et al. (1994) fuhrten eine hohe Variabilitat zwischen
unterschiedlichen Untersuchern auf Probleme bei der Positionierung zurtick und schlugen vor,
in zukinftigen Experimenten immer gleiche Positionierungen durch nur einen einzelnen
Untersucher vornehmen zu lassen.

Makan et al. (1997) verglichen zwei DXA-Gerdte und untersuchten neben dem
Knochenmineralgehalt auch die Weichteilmasse (Lean) und Fettmasse in Bezug auf die
Reproduzierbarkeit. 20 Ratten (150-600g) wurden je Gerat (Hologic 1000W und 4500A)
einmal gemessen. 26 weitere Ratten wurden nur mit einem DXA-Gerat (4500A) gemessen,
eine Ratte daraus sechsfach mit nachfolgender Bestimmung der Koérpermasse durch
Veraschung und chemische Analyse. Der Korrelationskoeffizient zwischen beiden Systeme
betrug fir die Weichteilmasse (Lean) r = 0,99, fur die Fettmasse r = 0,95 und fur den BMC r
= 0,99. Der Variationskoeffizient fiir die Wiederholungsmessungen lag bei 0,4% fur die
Weichteilmasse, 2,5% fur den Fettgehalt und unter 2% fir BMC und BMD. Die Autoren
konstatierten eine gute Reproduzierbarkeit der neuen DXA-Gerédte im Tierversuch, wiesen
jedoch auf die Problematik der abnehmenden Reproduzierbarkeit bei kleineren Versuchstieren
hin.

Auch Rose et al. (1998) konnten zeigen, dass die Zweienergie-Rontgen-
Absorptiometrie verlassliche Werte bei der Analyse der Korperzusammensetzung bei Ratten
liefert. 36 Ratten (200-600g) wurden einem Di&tprogramm unterzogen, davon wiesen 18
Ratten zuchtbedingt einen hoheren, 18 einen niedrigeren Fettgehalt auf. Den Versuchstieren
wurde Uber 8 Wochen Guargummi zugefuttert und im Anschluss eine DXA-Messung
vorgenommen. Darauf folgten Veraschung und chemische Analyse. Die Korrelation zwischen
DXA und chemischer Analyse betrug r = 0,99 flr den Fettanteil, r = 0,96 fur den Anteil an
Lean (Weichteil) und r = 0,81 fiir den BMC. Rose et al. (1998) stellten jedoch fest, dass DXA
den prozentualen Fettanteil um etwa 30% (berschatzte.

Feely et al. (2000) stellten fest, dass die DXA verléssliche Aussagen (ber den
Knochenmineralgehalt erlaubt, nicht jedoch Uber die Fettmasse. Um die Reproduzierbarkeit
zu Uberprifen wurden 6 Ratten (374-430g) zweifach mit Repositionierung zwischen den
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Durchgangen gemessen. Der Variationskoeffizient fir den BMC betrug 2, 6%, fur die
Weichteilmasse (Lean) 2,2% und fir Fettgewebe 7,9%. Die grossten Variationskoeffizienten
wurden dabei an den Ratten mit dem niedrigsten Anteil an Korperfett beobachtet.

Jilka et al. (1996) konnten aufzeigen, dass die Repositionierung keinen massgeblichen
Einfluss auf die Reproduzierbarkeit ihrer Messungen an der Maus habe. Die zweifache
Messung von 32 Madusen nach Repositionierung ergab, dass die Differenz aus dem BMD
beider Messungen nicht signifikant verschieden von Null war. Daruberhinaus untersuchten
Jilka et al. (1996) den Zusammenhang zwischen der Osteoblastenzahl im Knochenmark, der
Knochenformation und der Knochendichte mit Hilfe der DXA. 47 Mause (9,0 - 69,89)
wurden unter Aussparung des Kopfes mit DXA gemessen, Wirbelsdule und Hinterbeine
wurden gesondert analysiert. Der Vergleich zwischen DXA, chemischer Analyse und
Veraschung ergab eine hohe lineare Korrelation von r = 0.98 (p< 0,001) fir den
Knochenmineralgehalt des gesamten Korpers. Bei der Wirbelsdule lag die Korrelation bei r =
0.99 (p< 0,001) und bei den Hinterbeinen bei r = 0.97 (p< 0,001).

Klein et al. (1998) untersuchten 12 Wochen alte weibliche Mause aus einer
Inzuchtkreuzung (C57BL/6 und DBA/2) mit DXA, um den Einfluss verschiedener
genetischer Hintergrinde auf die ,Peak Bone Mass“ des Knochens und auf die
Gesamtkorpermasse zu bestimmen. 12 Mduse (10-24g) wurden mit DXA gemessen, verascht
und chemisch analysiert. Der Variationskoeffizient fir den BMC lag bei 0,99+0,51% und fur
den BMD bei 1,71+0,33%. Der Vergleich zwischen DXA, chemischer Analyse und
Veraschung ergab eine hohe lineare Korrelation von r = 0.98 (p< 0,001) fir den
Knochenmineralgehalt.

Auch Nagy und Clair (2000) ermittelten die Prazision der DXA an Mausen im Vergleich mit
Veraschung und chemischer Analyse. Die Messungen wurden an 25 ménnlichen Mausen (19
bis 29g) im Alter zwischen 6 und 11 Wochen unter In-vivo-Bedingungen durchgefiihrt. Dabei
wurden die Tiere 3 Mal mittels DXA, jeweils nach Repositionierung, unter Aussparung des
Kopfes gemessen und im Anschluss chemisch die Fettmasse extrahiert, sowie bei 10 Tieren
Weichteilmantel und Skelett getrennt. Der Korper (ohne den Kopf) wurde durch Veraschung
bei 600 Grad Celsius analysiert und mit den DXA Messwerten verglichen. Die DXA
ermittelte den Veraschungsgehalt des Knochens mit 100%, die Weichteilmasse mit 97%,
sowie den Fettgehalt mit 209%, bei Variationskoeffizienten fiir die Messwiederholung von
0,8% bis 2,2%. Die Zweienergie-Rontgen-Absorptiometrie unterschatzte also den
Weichteilanteil und Uberschatzte den Fettgehalt, konnte aber den Veraschungsgehalt des

Knochens akkurat ermitteln.
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2.3. Transgene Versuchstiere

Der Begriff ,transgene” Mause wurde erstmals von Gordon und Ruddle (1981) gepragt und
beschreibt Tiere, denen fremde, in-vitro rekombinierte DNA-Sequenzen experimentell in ihre
somatischen Zellen und meist auch in ihre Keimbahnzellen eingeschleust wurden.
Transgenitat ist definiert durch die stabile Integration dieser Sequenzen im Genom. So kénnen
sowohl Genkonstrukte aus regulatorischen und kodierenden Bereichen verwendet werden.
Die Integration fremder Gene konzentrierte sich anfangs zumeist auf das Mausmodell, stellt
aber unterdessen eine etablierte wissenschaftliche Methode auch an anderen S&ugetieren dar
(Wolf et al 1993; Rossant und Nagy 1995; Wynshaw-Boris 1996; McCauley 2001; Priemel et
al. 2002).

Dabei stehen im Wesentlichen drei verschiedene Mdglichkeiten zur Integration von
fremden Genen in das Mausgenom zur Verfugung (Palmiter et al. 1984):

A: Die direkte prosomale Mikroinjektion von Genen in die VVorkerne befruchteter Eizellen.

B: Die Transduktion fremder DNA auf den Embryo mittels viraler Vektoren (Retroviren,
Adenoviren) wéhrend verschiedener Stufen der Entwicklung.

C: Die Benutzung genetisch transformierter pluripotenter Teratokarzinom-Zellen oder
embryonaler Stammzellen als Vehikel.

Die h&ufigste dieser Methoden, die auch in der vorliegenden Arbeit verwendet wurde,
stellt die prosomale Mikroinjektion, d.h. die Mikroinjektion von Genkonstrukten in die
Vorkerne von Zygoten dar. Nach Superovulation der Spenderméuse und Gewinnung einzelner
Zygoten werden 1-2pl einer DNA-L6sung mit einigen hundert Kopien des Genkonstruktes in
den mannlichen Pronukleus der Zygote injiziert. Das Volumen der Zelle schwillt dabei sichtbar
an und es erfolgt die Integration der fremden DNA nach dem Zufallsgesetz. Der Hauptvorteil
dieser Methode liegt darin, dass die Integration der Gene meistens vor dem ersten DNA
Replikationszyklus stattfindet. Damit ist der Anteil von Mosaiken in den Erblinien relativ
gering (20-30%). Der Begriff genetisches Mosaik bezieht sich auf Individuen, die von einer
einzelnen Zygote stammen, aber aus Zellpopulationen bestehen, die verschiedenen genetischen
Informationen tragen. Ein weiterer Vorteil der DNA Mikroinjektion ist die reproduzierbare
Effizienz im Bereich von ca. 20-30 Prozent transgener Tiere pro injizierte Zygote ((Palmiter et
al. 1984)).
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2.3.1. Charakterisierung Wachstumshormon-transgener Versuchstiere

Da fremde Wachstumshormone nicht unter der Kontrolle ihrer eigenen regulierenden DNA-
Sequenzen exprimiert werden, ist ein eigener Promotor notwendig. Wie auch in der
vorliegenden Studie wurde zur Expression von GH bei transgenen Tieren aufgrund der
hoheren Lebenserwartung vorwiegend Metallothionein (MT) verwendet. Wolf et al. (1993)
charakterisierten den Einfluss verschiedener Promotoren an der GH-transgenen Maus. Es
wurden Gruppen transgener Tiere unter Verwendung von Metallothionein (MT) bzw.
Phosphoenolpyrovate Carboxykinase (PCK) als Promotor hergestellt. Die kodierenden GH-
Abschnitte waren humanen (hGH) bzw. bovinen (bGH) Ursprungs. Im Vergleich zur nicht-
transgenen Kontrollgruppe wiesen die transgenen Tiere signifikant hohere Serumspiegel an
GH auf: Die MThGH transgenen 3000 bis 900000 ng/ml, die PCKbGH transgenen 320 bis
2960 ng/ml und die MTbGH transgenen Tiere mit 34 bis 1050 ng/ml. Die Lebenserwartung
der transgenen Tiere zeigte sich in Abhédngigkeit zur Hohe des Serumspiegels signifikant
reduziert. Eine Lebenszeit von einem Jahr wurde von 90% der Kontrollmduse erreicht, jedoch
nur von 3% der MThGH-transgenen Tiere, von 25% der PCKbGH-transgenen Tiere und von
44% der MTbGH-transgenen Tiere. Dies lasst sich auf die erheblichen Organverdnderungen
zuriickfihren, die bereits von Brem et al. (1989) beschrieben wurden. Bei 51 untersuchten
MThGH-transgenen Mausen stellten Brem et al. (1989) eine signifikante Zunahme des
Organgewichtes von Herz, Lunge, Milz, Leber und Nieren fest. Auch unter Beriicksichtigung
der hoheren Gesamtmasse der transgenen Tiere gegentber den nichttransgenen
Kontrollmausen zeigte sich das relative Organgewicht von Herz, Lunge, Leber und Nieren
signifikant erhoht, nur bei der Milz erreichte der Unterschied keine statistische Signifikanz.
Die durchschnittliche Lebenserwartung der MThGH-transgenen Maé&use war ebenso
signifikant erniedrigt, weniger als 30% U(berlebten langer als 6 Monate. Brem et al. (1989)
unterzogen die inneren Organe einer lichtmikroskopischen pathologischen Untersuchung
direkt nach dem Tod der Versuchstiere. Neben einer generellen Vergrosserung der Organe,
insbesondere der Nieren und Leber, zeigten sich erhebliche Organschaden: Es konnten
massive pathologischen Verdnderungen der Nieren festgestellt werden. Mikroskopisch
zeigten sich glomerulopathologische Verénderungen. Es imponierte eine zystische
Erweiterung der  Nierentubuli, interstitielle  Fibrose, = Glomerulohyalinose und
Glomerulosklerose.

Die Untersuchung der Leber (Brem et al. 1989) ergab bei den GH-transgenen Tieren
neben einer makroskopischen Vergrdsserung und teilweise noduldrem Umbau eine

mikroskopische zentrolobuldre hepatozellulare Hypertrophie mit Nekrose einzelner
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Hepatozyten. Auch die Nekrose ganzer Leberzellgruppen, Fibrose, proliferative
Veranderungen der Gallengadnge und nodulére Regeneration konnte aufgezeigt werden. Alle
transgenen Tiere zeigten Zeichen von Kardiomegalie. Histologisch fand sich multifokale
Myokardfibrose bei etwa einem Drittel aller transgenen Versuchstiere.

Brem et al. (1989) analysierten zudem das Skelett der transgenen Mé&use durch
Vermessung der dusseren Dimensionen der Versuchstiere. Die Gesamtlange des Rumpfes lag
bei den transgenen Mausen bei 10,8 cm und war damit um 20% grosser als bei den
Kontrolltieren (9,0 cm). Auch Wolf et al. (1991a,b) nahmen Messungen an GH-transgenen
Tieren (MThGH) und deren Kontrollen vor. Dabei wurde die Geschlechts-spezifische
Gewichtszunahme analysiert sowie die externen Dimensionen anhand der Rumpflange von
der Nase zu Schwanzwurzel als auch die Lange der Hinterbeine. Die Kontrolltieren waren in
zwei Gruppen getrennt, normale unselektierte Kontrollmduse und nach hohem Koérpergewicht
bei 8 Wochen Lebenszeit (N8) selektierte nicht-transgene Mduse. Bei den transgenen Tieren
konnte eine wesentlich steilere Wachstumskurve verzeichnet werden als bei den
unselektierten Kontrolltieren und den weiblichen N8-Ma&usen, jedoch ohne signifikante
Unterschiede zu den ménnlichen N8-Mé&usen. Die rapide Gewichtszunahme war bei allen
Gruppen &hnlich und endete um den 90. Lebenstag. Die Gewichtszunahme der transgenen
Tiere zeigte keine offensichtlichen Geschlechts-spezifische Unterschiede, wohingegen N8
Méannchen und Kontrollmdnnchen eine signifikant steilere Zuwachskurve zeigten als die
Weibchen. Die transgenen Tiere erreichten ihr maximales Korpergewicht mit einem Alter von
144 + 55 Tagen (Ménnchen) bzw. 130 + 60 Tagen (Weibchen), die Kontrolltiere beiderlei
Geschlechtes mit 165 + 50 Tagen. Die N8-Maduse erreichten ihr Maximalgewicht bei 240
Tagen. Sowohl bei den Kontrollm&usen als auch bei den N8-Mdusen zeigten die Mannchen
ein signifikant hoheres Maximalgewicht und Endgewicht zum Zeitpunkt des Todes. Im
Gegensatz dazu war das Endgewicht bei den transgenen Mdusen um 20% gegentiber dem
Maximalgewicht verringert. Die Autoren flihren dies auf die massiven Organverdnderungen
und die damit verbundene préfinale Kachexie zurtick.

Bei der Rumpflange von Nase zu Schwanzwurzel (NSL), Kopfscheitel zu
Schwanzwurzel (KSL) und der L&nge der Hinterbeine (HBL) fanden Wolf et al. (1991a,b) die
hochsten Werte bei den transgenen Mausen, gefolgt von den N8 Mé&usen. Der Zuwachs war
am hoéchsten fiir KSL und am niedrigsten fir HBL. Bei der relativen Lange bezogen auf das
Korpergewicht waren die Abmessungen jedoch bei den Kontrolltieren signifikant hoher als
bei den N8-Mdusen beiderlei Geschlechtes und den weiblichen transgenen Mé&usen. Die
transgenen Mannchen hatten lediglich eine geringere relative NSL, wohingegen sich KSL und
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HBL nicht signifikant von einander unterschieden. Die Autoren stellten abschliessend fest,
dass der absolute Zuwachs der &usseren Korperdimensionen bei transgenen Tieren signifikant
hoher war als bei den zwei Vergleichsgruppen, der relative Zuwachs bei den transgenen
Weibchen aber signifikant geringer als bei den Kontrolltieren. Dies fihrten sie auf das hohere
Korpergewicht der transgenen Weibchen verglichen mit den transgenen Mannchen zurick.

In einem weiteren Schritt wurden die kndchernen Dimensionen von Schadel,
Unterkiefer, Atlas, Skapula, Becken und der langen Rohrenknochen in standardisierter Weise
(Dicke, Lange und Breite) vermessen und mit den N8 Mausen und den unselektierten
Kontrolltieren verglichen (Wolf et al. 1991b). Alle absoluten Werte, ausser der Hohe der
Skapula bei Mannchen und der Dicke der Femurdiaphyse an der schmalsten Stelle bei
Weibchen, waren bei transgenen Tieren signifikant grdsser als bei den Kontrolltieren. Diese
Unterschiede lagen zwischen 3% und 32% bei den Mannchen und zwischen 6% und 28% bei
den Weibchen. Im Unterschied dazu konnte bei N8-Mduse kein Skelettzuwachs von >10%
beobachtet werden. Bei Berechnung des relativen Skelettzuwachses gemessen am
Korpergewicht, Ubertrafen die dusseren Dimensionen der Kontrolltiere die N8-Mause und oft
sogar die transgenen Tiere. Die einzige Ausnahme war die Dicke der Radiusdiaphyse die bei
méannlichen und weiblichen transgenen Tieren signifikant hoher war als bei den Kontrolltieren
gleichen Geschlechts. Zusammenfassend stellten Wolf et al. (1991b) fest, dass die
Uberexpression von GH das Knochenwachstum der transgenen Tiere in Geschlechts-
spezifischer Weise beeinflusst. Bei ménnlichen MT-hGH transgenen Tieren war die
Wachstumssteigerung der langen Rohrenknochen mehr durch appositionelles Wachstum
charakterisiert als durch Langenwachstum. Bei den transgenen Weibchen hingegen tberstieg
das Langenwachstum die Dickenzunahme der Diaphysen der langen RoOhrenknochen mit
Ausnahme des Radius. Die Tatsache, dass die Knochen der transgenen Tiere generell grosser
waren als bei den etwa gleich schweren N8 M&usen fuhrten die Autoren auf den direkten
lokalen und systemischen Einfluss des GHs auf das Skelett zuriick, der den blossen Einfluss
eines hoheren Korpergewichtes Ubersteigt.

Sandstedt et al. (1994) analysierten die Knochenentwicklung an der bGH transgenen
Maus im Hinblick auf den Einfluss der Sexualsteroide. 25-29 Tage nach der Geburt wurden
62 Versuchstiere gonadektomiert oder Sham-(Placebo-) operiert sowie die Menge an bGH
und IGF-1 zum Operationszeitpunkt und nach Tétung (80.-98. Tag) im Blut bestimmt. Die
L&ange der Tibia und lumbalen Wirbels&dule wurden mit einer konventionellen Rontgentechnik
ermittelt. Die Einteilung erfolgte in vier Gruppen, transgen/ nicht transgen und
gonadektomiert/ shamoperiert, mit 5-11 Tieren pro Gruppe. Die GH-Spiegel im Blut
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unterschieden sich nach dem operativem Eingriff nicht zwischen den Gruppen. Transgene
Tiere wiesen signifikant hohere IGF-1 Spiegel im Blut auf, diese unterschieden sich jedoch
nicht zwischen gonadektomierten und nicht gonadektomierten Tieren. Es zeigte sich eine
maximale Gewichtszunahme bei 30-60 Lebenstagen (peripubertdr), und eine langsamere
Gewichtszunahme nach dem 60. Lebenstag (adult). Mé&nnliche und weibliche Transgene
wiesen eine hohere peripubertdre und adulte Gewichtszunahme auf als die Kontrolltiere,
wobei die peripubertdre Gewichtszunahme der gonadektomierten Mannchen, sowohl
transgener als auch nicht transgener Herkunft, deutlich niedriger lag. Die Gewichtszunahme
im adulten Alter wurde durch Gonadektomie nicht beeinflusst. Ebenso blieben weibliche
Versuchstiere durch Gonadektomie unbeeinflusst. Die transgenen Versuchstiere beiderlei
Geschlechts wiesen ein erhohtes Wachstum der Tibia und der lumbalen Wirbelséule
gegentber den Kontrolltieren auf. Die Gonadektomie hatte keinen signifikanten Einfluss auf
die Tibia wahrend der peripubertdren Wachstumsphase, bei mannlichen Kontrolltieren fiihrte
sie sogar zu einer Zunahme wahrend der adulten Phase. Hinsichtlich der lumbalen
Wirbelsdule zeigte sich eine Verminderung des peripubertdren Wachstums bei den
Kontrollménnchen, wahrend der adulten Phase jedoch zeigte sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen. Die Epiphysendicke zum Zeitpunkt der Totung lag bei
den bGH-transgenen Tieren signifikant (ber den Kontrolltieren, die gonadektomierten
Ménnchen (sowohl transgen als auch Kontrollen) wiesen eine breitere Epiphyse auf als die
Shamgruppe, bei den Weibchen zeigten sich keine Unterschiede. Die Autoren stellten fest,
dass Sexualsteroide einen wichtigen Faktor des Wachstums darstellen. Der
Wirkungsmechanismus der Sexualsteroide liegt jedoch wahrscheinlich nicht allein auf der
Modulierung der GH Ausschittung. Gonadektomierte ménnliche Tiere sowohl Transgene als
auch Kontrolltiere wiesen ein dysproportionales Wachstum des Skeletts auf, nicht aber
weibliche Tiere. Wahrend der Skelettentwicklung scheinen die Gonaden bei Mé&nnchen
demnach eine andere Funktion aufzuweisen als bei Weibchen.

Sandstedt et al. (1996) untersuchten in einem weiteren Versuch den Einfluss der
Ovarien auf den Knochenmineralgehalt bei GH-transgenen Mdusen. 20 weibliche Mause,
davon 10 MT-bGH-transgene Weibchen, wurden in vier Gruppen unterteilt, transgen/ nicht
transgen und ovariektomiert/ scheinoperiert. Die Ovariektomie bzw. Scheinoperation erfolgte
25-29 Tage nach Geburt, nach 90 Tagen wurden die Versuchstiere getdtet und analysiert.
Dazu wurde ein 6 mm messender kortikaler Zylinder aus der rechten Tibia entnommen. Als
Beispiel fiir vorwiegend spongitsen Knochen diente der 6. Lendenwirbel. Die Analyse des
Knochenmineralgehaltes erfolgte mittels DXA, Wasserverdrangung nach Archimedes, sowie
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Veraschung. Die Autoren stellten fest, dass der Knochenmineralgehalt und das —volumen bei
den GH-transgenen Tieren signifikant hoher war als bei den Kontrolltieren, sowohl an der
Tibia als auch am Lendenwirbel. Bei den transgenen ovariektomierten Tieren waren der
Knochenmineralgehalt und das —volumen jedoch nicht hoher als bei den Kontrolltieren. Bei
den nicht-transgenen Kontrolltieren hatte die Ovariektomie keinen signifikanten Einfluss auf
die Knochendichte. Die Autoren folgerten daraus, dass intakte Ovarien eine Voraussetzung
fur den stimulierenden Effekt des GHs auf das Knochengewebe sind.

Tseng et al. (1996) untersuchten den Einfluss von GH auf die geometrische,
biomechanische und histomorphometrische Qualitdt des Knochens am hGH-transgenen
Mausmodell. Insgesamt 24 mannliche Versuchstiere im Alter von 15 Wochen, davon 10
hGH-transgene und 14 Kontrolltiere wurden analysiert. Nach Entnahme von Femora und
Humeri wurden die rechten Femora mit Mikro-CT auf H6he der Schaftmitte vermessen und
im Anschluss unter 4 Punkt Fixierung in einer servohydraulischen Testmaschine auf ihre
Versagenslast (Oberprift. Aus der Schaftmitte der kontralateralen Femora wurden
120x120x1000um grosse kortikale Zylinder entnommen und entweder unter 4 Punkt
Fixierung auf ihre Versagenslast Gberprift oder histomorphometrisch analysiert. Aus den
Humeri wurden nach Explantation in Schaftmitte 5mm lange Proben geschnitten, diese auf ihr
Trockengewicht hin untersucht und unter einheitlichen Bedingungen bei 600°C verascht. Wie
erwartet zeigten sich die transgenen Ma&use als signifikant grdsser und schwerer als die
Kontrollmause (+21%). Ebenso signifikant grosser waren die geometrischen Dimensionen der
Femora in Schaftmitte (+8%), der gesamte Querschnitt in Schaftmitte (+16%), der kortikale
Anteil in Schaftmitte (+11%) und das Tragheitsmoment der Biegebeanspruchung (+29%).
Auch das Widerstandsmoment im 4 Punkt Test der transgenen Tiere war signifikant hoher,
aber es wurde kein signifikanter Unterschied in der Biegesteifigkeit der Knochen transgener
Tiere gegeniliber den Kontrolltieren ersichtlich. Die Veraschung ergab signifikant niedrigere
Werte fir die Humeri der transgenen Mannchen pro Volumeneinheit Knochen . Bei der
histomorphometrischen Analyse der Humeri fanden sich bei den transgenen Tieren signifikant
grossere Inseln von Knorpelzellen und Geflechtknochen in Schaftmitte als bei den
Kontrollménnchen. Zusammenfassend stellten die Autoren fest, dass das Elastizitatsmodul
des Knochengewebes und die kortikale Festigkeit der transgenen Tiere gegentiber den nicht-
transgenen Kontrolltieren signifikant reduziert war. Der Zuwachs an geometrischen
Eigenschaften in Schaftmitte war nicht mit einem proportionalen Zuwachs an Biegesteifigkeit
verbunden. Dies fihrten die Autoren hauptsdchlich auf die beschriebenen
histomorphometrischen VVeranderungen.
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Saban et al. (1996) untersuchten die Auswirkungen des humanen GHs (hGH) auf die
Knochenmasse und —dichte bei Mdusen mit einer nicht-systemisch regulierenden Sequenz.
Unter Verwendung von B-Globin Regulationseinheiten und Mikroinjektion der DNA in
einzellige Embryos sowie Transfer der Embryos auf pseudotrdchtige Empféangerweibchen
gelang die Herstellung zweier hemizygoter transgener Erblinien, TG 420 und TG 450, mit
jeweils sechs bzw. finf Kopien des GH-Transgens. Die Plasmakonzentrationen an hGH lagen
bei 72 ng/ml im Alter von 55 Tagen, also signifikant niedriger als bei GH-transgenen Tieren
mit Metallothionein (MT) oder Phosphoenolpyruvatcarboxykinase (PEPCK) als Promotor. Im
Gegensatz zur pulsatilen Sekretion durch die Hypophyse konnten Saban et al. (1996) eine
kontinuierliche Ausschittung des GHs durch die erythroiden Zellen erreichen. Diese
erythroiden Zellen exprimieren das humane GH beim Mausefetus in der Leber, bei der
adulten Maus im Knochenmark. Die Versuchstiere wurden (ber einen Zeitraum von 13
Monaten regelmassig radiologisch auf ihre Knochendichte hin untersucht. Im Anschluss
erfolgte die Explantation der Tibiae, Vermessung und Einbettung in Paraffin sowie Farbung
zur autoradiographischen Analyse. Die transgenen Tiere zeigten eine signifikant hohere
Knochendichte beginnend mit 3 Wochen Lebensalter. Dabei fand sich eine verzigerte
Ossifikation der Epiphysen bei den jungen transgenen Mdausen. Die Messungen zum letzten
Zeitpunkt (13 Monate) ergaben 25-30% hohere Werte fur die transgenen Tiere als fur die
Kontrollmause. Die Tibiae der Transgenen zeigten eine signifikant grossere kortikale Dicke
(20-45%). Die normalerweise bei GH-transgenen Mausen beobachteten Effekte wie
Unfruchtbarkeit, Arthritis, reduzierte Serumspiegel an Insulin mit hohen Blutglukosespiegeln
und reduzierte Lebenserwartung blieben hingegen aus. Auch eine starkere lokale Stimulation
von IGF-1 ohne Anhebung des systemischen IGF-1 wurde durch die Autoren als mdgliche
Ursache diskutiert.

Tseng et al. (1998) vertieften ihre vorangegangenen Untersuchungen (1996) uber die
Auswirkungen von GH auf den Knochenstoffwechsel und die Knochenqualitat unter Nutzung
eines weiteren transgenen Mausmodells. Unter der Kontrolle eines Metallothionein-
Promotors wurden Madause mit dem humanen Somatokrinin-transgen (GHRH, Growth
Hormone Releasing Hormone) hergestellt. Unter dem Einfluss hoher GHRH-Spiegel wurden
die somatotropen Zellen der Adenohypophyse zur Produktion von GH stimuliert. Im Alter
von 16 Wochen erreichten die transgenen Tiere GH-Serumspiegel von 6229 ng/ml im
Vergleich zu 26 ng/ml bei den Kontrollen. Insgesamt 75 ménnliche Versuchstiere, davon 39
GHRH-transgene Mause wurden in mehreren Untergruppen analysiert. Nach 9, 16, 24 und 30

Lebenswochen wurden jeweils einer Untergruppe die Humeri und Femora entnommen. Diese
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wurden mittels Mikro-CT vermessen, biomechanisch unter 4 Punkt Fixierung des gesamten
Knochens sowie einzelnen Knochenzylinder des kontralateralen Knochens auf ihre
Versagenslast Uberprift, oder histomorphometrisch analysiert. Zusétzlich wurden 3 Transgene
und 3 Kontrollm&use mit Fluoreszenzfarbstoffen (Oxytetracyclin, Calcein-Griin und Xylenol-
Orange) zwischen der 28. und 30. Lebenswoche durch intraperitoneale Injektion markiert und
im Anschluss histomorphometrisch analysiert. Von den Humeri wurden nach Explantation in
Schaftmitte 5 mm lange Proben gewonnen, das Trockengewicht bestimmt und unter
einheitlichen Bedingungen bei 600°C verascht. Zwischen der 4. und 9. Lebenswoche stieg das
Korpergewicht der transgenen und nicht-transgenen Versuchstiere exponentiell an, im Alter
von 6 Wochen waren die GHRH-transgenen Mé&use erstmals signifikant schwerer als die
Kontrolltiere. Nach 10 Lebenswochen erreichte die Gewichtszunahme beider Gruppen ein
Plateau, nach 12 Wochen waren die transgenen Mause 25-30% schwerer als die Kontrolltiere.
Die geometrischen Dimensionen der Femora in Schaftmitte folgten diesem Trend bis
einschliesslich der 16. Lebenswoche: Die Querschnittsflache in Schaftmitte lag bei den
transgenen Tieren 16% Uber den Kontrolltieren, die kortikale Dicke um 13%, das
Tragheitsmoment um 44% und das Widerstandsmoment um 60% Uber den Kontrollen. In der
24. und 30. Lebenswoche zeigten sich jedoch alle geometrischen Werte im Bereich der
Kontrolltiere, signifikante Unterschiede konnten nicht mehr verzeichnet werden. Die
biomechanische Testung ergab keine Unterschiede in der 9. und 16. Lebenswoche. Die 4-
Punkt Testung der kontralateralen Knochenzylinder ergab ein signifikant niedrigeres
Elastizitdtsmodul der transgenen Tiere in jedem Lebensalter ausser bei 9 Wochen. Die
mechanischen Eigenschaften beider Gruppen erreichten ein Plateau bei 16 bis 24
Lebenswochen und fielen dann ab. Die Veraschung der Humeri zeigte bei allen
Lebenswochen einen signifikant niedrigeren Aschegehalt der transgenen Ma&use als der
Kontrollen. Auch hier erreichten die Werte ein Plateau bei 16 Wochen. Wie bereits in
vorangegangenen Untersuchungen (Tseng et al. 1996) ergab die histomorphometrische
Analyse der Humeri signifikant grossere Inseln von Knorpelzellen und Geflechtknochen in
Schaftmitte der transgenen Versuchstiere. Auch die Porositat im Bereich der Schaftmitte war
bei den transgenen Versuchstieren signifikant hoher. Bei der Analyse der
Fluoreszenzmarkierung zeigte sich bei den transgenen Mausen eine periostale und
endokortikale Knochenneubildung vor allem im lateralen und posterioren Quadranten der
Schaftmitte, bei den Kontrolltieren lediglich periostal im lateralen Quadranten, ohne
endokortikale Knochenneubildung. Die Autoren stellten zusammenfassend fest, dass die
Uberexpression von GH die Produktion von hohen Anteilen an minderwertigem
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Knochengewebe stimuliert, insbesondere die Bildung von Geflechtknochen und grdsseren

Inseln von Knorpelzellen. Der initial erhéhten Knochenneubildung folgte zudem ein Prozess

der Ubermdssigen Knochenresorption, die zu minderwertigen mechanischen Eigenschaften

des Knochens fiihrte. Aufgrund des héheren Gewichtes und der damit verbundenen hohen

mechanischen Beanspruchung konnte als Anpassung daran eine Veranderung der kortikalen

Geometrie verzeichnet werden. Tseng und Mitarbeiter (1998) schlossen daraus, dass bei der

transgenen Maus die Aufrechterhaltung der knochernen Integritdt aufgrund der niedrigen

feingeweblichen Qualitat nur durch eine Querschnittszunahme gewéhrleistet werden kann.

3. Fragestellung

In der vorliegenden Studie sollten die folgenden konkreten Fragen untersucht werden:

1.

Ist die Zweienergie-Rontgen-Absorptiometrie geeignet, eine prézise, d.h. reproduzierbare
Analyse der Knochenmasse an der GH-transgenen Maus durchzufiihren?

Findet sich bei den transgenen Tieren ein Zuwachs an Knochenmasse, welcher
proportional zur Zunahme des Korpergewichtes ist, oder féllt dieser geringer oder hoher
als die Zunahme des Kdrpergewichtes aus?

Ist ein moglicherweise anaboler Effekt, d.h. eine hohere Knochenmasse bei mannlichen
und weiblichen transgenen Tieren unterschiedlich ausgepragt? Erreichen die transgenen
Tiere im Laufe des Lebens eine ,,Peak Bone Mass”, also einen Zeitpunkt der hochsten
Knochenmasse, oder liegt ein kontinuierlicher Anstieg des Knochenmineralgehaltes bis in

das hohe Alter vor?

Die Ziele der vorliegenden Arbeit wurden anhand zweier getrennter Schritte verfolgt:

1.

In einer transversalen Pilotstudie wurde die Prézision der Methode zur Untersuchung von
Kontrollmdusen und GH-transgenen Versuchstieren mit der Zweienergie-Rontgen-
Absorptiometrie (DXA) ex vivo bestimmt sowie Unterschiede zwischen den Gruppen im
Alter von 12 Wochen charakterisiert.

In einer anschliellenden longitudinalen Studie wurde diese neue Methode zur In-vivo-
Analyse der GH-transgenen Mduse und der Kontrolltiere im Alter von 3 Wochen bis 9

Monaten angewendet.
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4. Material und Methoden

4.1. Die Messapparatur (DXA-Gerét)

In der vorliegenden Studie wurde ein Zweienergie-Rontgen-Absorptiometrie (DXA) Gerét der
Firma Norland/Stratec (Stratec Medizintechnik, Pforzheim) verwendet. Dieses Gerat wurde
ursprunglich fur Messungen des Knochenmineralgehaltes am menschlichen Unterarm im
Rahmen der Osteoporose-diagnostik konzipiert. Durch eine Anpassung der Hard- und
Software ist jedoch auch eine
Messung an  Kileintieren
(Mause, Ratten etc.) moglich.
Die Grosse des eigentlichen
Messfeldes betragt 120 x 150
mm (Abb.4-1). Das DXA-
Gerat arbeitet mit einer
Rontgenréhre mit Zinn-Filte—
\ rung. Nach Durchstrahlung
des Messobjektes wird die

Rontgenstrahlung von  zwel
Kadmium- Tellurid- Detek-

Abbildung 4-1: DXA-Gerét (Norland Stratec)

toren aufgenommen. Durch Absorption mit Hilfe einer K-Kantenfilterung (250 um Sn) wird
das primar emittierte Spektrum in zwei schmalbandige Energiegipfel aufgeteilt, deren
Intensitdtsmaxima bei 28 keV und 48 keV liegen. Zum Ausgleich der starkeren Schwachung
der niederenergetischen Strahlung durch das Korpergewebe betragt das Intensitatsverhaltnis 2
: 1 zwischen dem niedrigen und dem hohen Energiebereich.

Die Rontgenréhre und der Detektor sind auf einem gemeinsamen Transporterarm
befestigt und fahren das Messobjekt meanderformig ab, dabei werden zwei Linien
gleichzeitig aufgenommen. Der Querschnitt des Rontgenstrahls wird durch Verwendung einer
Fein-Fokus-Réhre auf einen Brennfleckdurchmesser von 50um  reduziert. Die
Beschleunigungsspannung liegt bei 60 kV bei einem Anodenstrom von 250pA.

Die Unterscheidung von Knochen und Weichteilen orientiert sich an einem
Algorithmus, der den jeweiligen Erfordernissen angepasst werden kann. Dieser

Schwellenwert zwischen Knochen und Weichteilgewebe wurde von der Herstellerfirma an



Fragestellung 29

Hand von Phantommodellen bestimmt und kann vom Benutzer im Bedarfsfall manuell

korrigiert werden (Norland Stratec User Manual, Pforzheim 1997).

Der Untersuchungsablauf erfolgt in mehreren Schritten:

1.  Anfertigung einer Ubersichtsaufnahme des gesamten Untersuchungsobjektes, der

sogenannte Scout-View.

2.  Festlegung des eigentlichen Messfeldes auf eine bestimmte Interessensregion (Region

of Interest, ROI).

3. Messung dieser Interessensregion und Darstellung des gescannten Objektes (Abb. 4-2).

4.  Ausgabe der quantitativen Parameter.

Abb. 4-2: Weibl. transaene —und Kontrollmaus
in g/cm® angegeben werden miisste. Der BMD errechnet sich aus dem BMC geteilt durch die

Aus den gewonnenen Daten kann der
Gesamtgehalt an mineralisiertem Gewebe
(BMC = Dbone mineral content), der
Fettgehalt (Fat) und die restliche
Weichteilmasse (Lean mass) im Messfeld
bestimmt werden. Daruber hinaus ermittelt
die Software automatisch die
Knochendichte im Sinne einer fl&chen-
korrigierten Knochenmasse (BMD = bone
mineral density in g/cm?). Hierbei handelt
es sich, wie im Literaturteil erklart, nicht um

eine volumetrische Knochendichte, da diese

Projektionsflache des Knochens. Das Gesamtgewicht des Untersuchungsobjektes kann als

Summe aus den Werten BMC, Fettgehalt und der sog. Lean mass berechnet werden.
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4.2. \Versuchstiere

Die in der vorliegenden Studie untersuchten Maduse stammten aus der Zuchtung von Charles
River-Wiga (Sulzfeld, Deutschland). Alle Tiere waren Nachkommen der 14. Generation von
Auszuchtmdusen des Naval Medical Research Institute (NMRI), Die urspringlich von Dr. T.
E. Wagner (Edison Biotechnology Center, Ohio Universitat, Athens, Ohio, USA) hergestellt
wurde. Die Mause wurden am Lehrstuhl fur Molekulare Tierzucht und Haustiergenetik der
LMU- Miinchen angeziichtet.

Untersucht wurden bGH-transgene und Kontrollmduse. Die Transkriptionskontrolle
erfolgte durch einen MT-Promoter (Wolf et al. 1993). Ungeféhr 2-3 Wochen nach der Geburt
wurden die Tiere hinsichtlich ihres Genotyps geprift. Hierzu wurde ein kleines Stlick des
Schwanzes (0,5 cm) abgetrennt und mittels DNS-Hybridisierungstechnik und Polymerase-
Ketten-Reaktion (PCR) auf das Vorhandensein des fremden Genmaterials untersucht. Die
Identifikation jeder Maus wurde durch farbliche Tatowierung der Extremitaten und durch
Ohrlochmarkierungen sichergestellt.

Haltung und Pflege der Tiere wurde am Institut fur Molekulare Tierzucht und
Haustiergenetik des Genzentrums der Ludwig-Maximilians-Universitat unter einheitlichen
Bedingungen gewahrleistet. Die Haltung erfolgte in vergitterten Makrolonkafigen auf
Tierstreu (Ssniff, Soest, Deutschland). Alle Tiere hatten freien Zugang zu Leitungswasser und
Futter einer entsprechenden Nagetiermischung (Ssniff V1126, Soest, Deutschland). Der Tag-
Nacht-Rhythmus war mittels Zeitschaltuhr von 19 h bis 7 h (Nacht) bzw. von 7 h bis 19 h
(Tag) geregelt. Die Temperatur lag bei konstant 21°C, die relative Luftfeuchtigkeit bei 55%.

Der Tierversuch wurde unter dem Aktenzeichen 211-2531-31/96 mit Uberarbeitung
vom 4.08.1998 von der Regierung von Oberbayern geméss Tierschutzgesetz (TierSchG) i.d.F.
vom 25.05.1998 (BGBI | S.1105) genehmigt.

4.3. Querschnittstudie

Zundchst wurden im Rahmen einer Querschnittstudie 28 Tiere untersucht, davon 14 weibliche
Tiere und 14 ménnliche Tiere. Jeweils 7 Tiere waren transgen und 7 waren Kontrollen. Die
Versuchstiere wurden schmerzfrei im Alter von 12 Wochen durch zervikale Dislokation im
Einklang mit dem deutschen Tierschutzgesetz getdtet. Sie wurden bis zur Untersuchung
tiefgefroren bei -20°C aufbewahrt. Jedes Versuchstier wurde vor der DXA-Untersuchung mit
einer Prazisionswaage (Mettler PM 100, Mettler, Giessen, Deutschland) gewogen.
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Die Maéause wurden in
Riickenlage mit abduzierten
Extremitaten auf dem Messfeld

positioniert. Im Verlauf von 3
Wochen wurde insgesamt 4 Mal
gemessen. Jeder Messdurchgang
fand jeweils an einem

unterschiedlichen Tag statt und

erfolgte nach erneuter Kalibrierung

Abbildung 4-3: Darstellung der Femora einer Kontrollmaus
(oben) und einer transgenen Maus (unten)

der Messapparatur.

Die DXA-Messung erfolgte bei einer Scangeschwindigkeit von 20mm/s. Je nach
Grosse des zu messenden Tieres konnte nach dem Scout-View das tatsachlich benétigte
Messfeld reduziert werden. Die Messdauer pro Tier lag bei etwa 15 - 20 min. Um den
Einfluss der Messgeschwindigkeit auf die Ergebnisse zu evaluieren wurden zwei Mé&use (eine
leichte  Kontrollmaus und eine schwere transgene Maus) bei verschiedenen
Geschwindigkeiten von 5 mm/s bis 40 mm/s gemessen.

Im Anschluss wurden die rechten Femora aller Mduse freiprapariert, in feuchte
Kompressen gehiillt und bei -20°C aufbewahrt. Diese Femora wurden einer weiteren Messung
unter ex-situ-Bedingungen unterzogen.

Zur Analyse der Prazision wurde jeweils ein Femur eines Kontrollweibchens und ein
Femur eines transgenen Mannchens gemessen. Alle Messungen wurden 4 Mal wiederholt (an
4 verschiedenen Tagen) jeweils nach erneuter Kalibrierung des Gerétes. Bei ex-situ-
Messungen von sehr kleinen Objekten in Luft tritt das Problem auf, dass der Algorithmus
nicht prazise arbeitet, weil keine Weichteile vorhanden sind, daher wurden die Femora in
einer dinnen Acryl-Petrischale mit 5mm Wasser bedeckt gemessen. Die Positionierung der
Femora erfolgte dabei einheitlich parallel zum Boden, mit dem distalen Femurende in
Richtung Transporterarm (Abb. 4-4).

Bei sehr kleinen Objekten kann zudem ein Projektionsfehler auftreten, weil fiir die
bildliche Darstellung und die Flachenbestimmung die Schwdachungsinformation auf eine
Ebene 3 cm uber der Auflageflache des Objektes projiziert wird. Daher wurde die Petrischale
am Rand auf zwei Acrylglasdeckel aufgestiitzt, so dass das Objekt exakt auf 3 cm Uber die
Auflageflache angehoben werden konnte. Diese Acrylglasdeckel befanden sich ausserhalb des
eigentlichen Messfeldes (Abb. 4-4). Das Messfeld wurde fur die ex-situ-Messung auf 25mm x
15mm eingeschrénkt. Es wurde die maximal erreichbare Auflésung von 100um x 100pum
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(250 x 150 Pixel) und die minimal mdgliche Messgeschwindigkeit von 1mm/s gewahlt. Die
Messdauer betrug 38 Minuten pro Femur einschliesslich des Scout-Views. Nach der DXA
wurde das Gewicht jedes Femurs mit einer Prézisionswaage gemessen (Mettler PM 100,
Mettler, Giessen). Die Lange sowie der anterio-posteriore Durchmesser des Schaftes wurde
mit Hilfe einer Schieblehre (Kaliper) bei 50% Knochenladnge bestimmt. Schliesslich wurde
das Gesamtvolumen der Femora durch Wasserverdrangung nach dem Archimedesprinzip
ermittelt. Aus diesen Werten wurde die
apparente Knochendichte errechnet, d.h.
der Knochenmineralgehalt (BMC) aus der
DXA dividiert durch das verdrangte

Volumen.

Alle erhobenen Daten wurden mit
dem Programm StatView 4.5 (Abacus
Concepts, Berkley CA, USA) statistisch

Abbildung 4-4: DXA-Messung mit Anhebung der
Petrischale auf 3cm Uber der Auflagefléche ausgewertet. Dlese Auswertung umfasste

den Gruppenvergleich  zwischen transgenen Tieren und Kontrolltieren, sowie
geschlechtsspezifisch zwischen mannlichen und weiblichen Tieren unter Verwendung eines
nicht-parametrischen Testes (Mann-Whitney-U).

Zur Bestimmung der Messpréazision wurde der Variationskoeffizient (CV% =
Standardabweichung der 4 Messwerte geteilt durch deren Mittelwert) flr jeden Parameter
bestimmt und der ,,Root-Mean-Square” der individuellen Variationskoeffizienten als Mass

der technischen Messprazision nach Glier et al. (1995) berechnet.

4.4. Longitudinale Studie

Im zweiten longitudinalen Teil der Studie wurden 42 M&use (ber einen Zeitraum von 38
Wochen (9 Monate) unter In-vivo-Bedingungen untersucht. VVon diesen Uberlebten 38 Tiere
bis zum Ende der Studie. Vorzeitig verstorbene Tiere wurden rickwirkend aus der Studie
ausgeschlossen. Zur abschlieBenden Auswertung kamen 10 weibliche Kontrolltiere und 10
weibliche transgene Mé&use sowie 7 mannliche Kontrolltiere und 11 mannliche transgene
Méause. Die Messzyklen wurden wéhrend der Wachstumsphase engmaschiger gewéhlt als bei
adulten Tieren. Die erste Messung fand 3 Wochen nach Geburt statt, weitere Messungen 6, 9,
12, 26, und 38 Wochen nach Geburt.

Fir die DXA-Messung wurden die Versuchstiere narkotisiert. Die Narkose wurde mit

einer Insulinspritze (1ml) und einer 0,4mm Kandle intraperitoneal appliziert. Es wurde eine
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Mischung aus 1 ml Ketamin 10% (Ketaminhydrochlorid), 0,25 ml Rompun 2% (Xylazin) und
5 ml physiologischer Kochsalzlésung (NaCl 0,9%) hergestellt. Die Dosierung betrug 0,5-3 pl
pro Gramm Korpergewicht, d.h. 100 mg/kg Korpergewicht Ketamin und 5 mg/kg
Korpergewicht Xylazin. Da bei Anésthesierung kleiner S&ugetiere die Gefahr einer todlichen
Unterkiihlung besteht, wurden alle Versuchstiere im Anschluss an die Messung bis zum
Erwachen auf eine Warmeplatte mit 37°C gelagert. Die Augen der Tiere wurden durch
Bepanthen® -Salbe vor Austrocknung geschiitzt.

5. Ergebnisse

5.1. Messgeschwindigkeit

Der Vergleich unterschiedlicher Messgeschwindigkeiten zeigte, dass mit zunehmender
Geschwindigkeit die Prazisionsfehler (Reproduzierbarkeitsfehler) fur den BMC und das
Gesamtgewicht bei der leichteren Kontrollmaus geringfiigig zunahm, wahrend dies bei der
transgenen Maus nicht beobachtet wurde. Basierend auf diesen Ergebnissen wurde fur alle

folgenden Messungen eine Geschwindigkeit von 20mm/s gewahlt.

5.2. Technische Prazision

Die Prazisionsanalyse aller 28 Tiere der Querschnittstudie ergab einen relativen Anteil der
individuellen Standardabweichungen am Mittelwert (CV%) von 0,9% fiur das mit der DXA
ermittelte Gesamtkdrpergewicht. Fir den Knochenmineralgehalt (BMC) betrug der
Prazisionsfehler 4,4% und flr den prozentualen Anteil des BMC am Korpergewicht 4,5%.
Die Prazisionswerte waren in allen Untergruppen relativ &hnlich (Tab. 5-2).
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5.3. Biologische Variabilitat

Die Variabilitat der Messwerte zwischen den 28 Tieren betrug fir den BMC 30% (CV%), fiir
die BMD 9% und fir den %BMC 15% (Tab.5-3). Die BMD und der %BMC zeigen im

Unterschied zum BMC ein geringeres Mass an Streuung.

Tabelle 5-1: Einfluss der Messgeschwindigkeit in der DXA auf die Reproduzierbarkeit
(CV%) der Messung und die absoluten Messgrassen (g).

Messgeschwindigkeit 5 mm/s 10 mm/s 20 mm/s 40 mm/s
BMC Reproduzierbarkeit

Kontrolltier 1,2% 1,4% 1,8% 3,6%
Transgene Maus 1,8% 1,7% 0,8% 2,1%
BMC Absolut

Kontrolltier 1,03g 1,029 0,999 1,059
Transgene Maus 1,509 1,51¢g 1,499 1,44qg
Gewicht Reproduzierbarkeit

Kontrolltier 0,4% 0,9% 1,0% 2,1%
Transgene Maus 1,8% 0,8% 0,9% 0,5%
Gewicht Absolut

Kontrolltier 40,59 39,99 38,09 37,59
Transgene Maus 47,4 g 46,59 46,19 442 g

BMC = bone mineral content = Knochenmineralgehalt (in g). Das auf der Waage bestimmte absolute Gewicht
des Kontrolltieres betrug 41,0 g und das der transgenen Maus 47,9 g.

Ein Vergleich dieser Werte (Tab.5-3) mit der technischen Prézision der Messungen (Tab.5-2)
ergab, dass die interindividuellen Unterschiede zwischen den Tieren um ein Vielfaches hoher
lagen als die Streuung der Werte bei Messwiederholungen. Somit ist eine verléssliche
Unterscheidung zwischen den untersuchten Gruppen moglich und bis zu einem gewissen

Grad auch zwischen den Tieren einer Gruppe.
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Tabelle 5-2: Technische Prazision (Reproduzierbarkeit) der DXA Messungen bei

20mm/s. CV% = Standardabweichung der 4 Messungen / Mittelwert x 100
Kontrollen Kontrollen Transgene Transgene Alle
mannlich weiblich mannlich weiblich
n=7 n=7 n=7 n==17 n=28
Gewicht 1,0% 0,9% 1,0% 0,8% 0,9%
BMC 3,9% 2,9% 4,7% 5,7% 4,4%
% BMC 3,8% 3,1% 4,5% 6,0% 4,5%
BMD 1,9% 1,4% 1,9% 3,9% 2,5%

BMC= Knochenmineralgehalt in g; BMD = flachenprojizierte Knochenmasse in g/cm?; %BMC = prozentualer
Anteil des BMC am Kérpergewicht in %.

Tabelle 5-3: Biologische Variabilitat des BMC, der BMD, des Korpergewichtes und des

%BMC zwischen den Tieren in den 4 Untersuchungsgruppen. CV% =
Standardabweichung bei je 7 Tieren / Mittelwert x 100.

Kontrollen Kontrollen Transgene Transgene Alle

mannlich weiblich mannlich weiblich

n=7 n=7 n=717 n=717 n=28

BMC 6,6% 16,2% 13,6% 18,4% 30,0%
BMD 5,9% 4,3% 4,2% 4,4% 9,0%
Gewicht 0 0 0 0 0
(Waage) 4,7% 9,5% 10,2% 5,9% 12,0%
%BMC 4,3% 9,5% 6,8% 14,0% 15,0%

BMC= Knochenmineralgehalt in g; BMD = flachenprojizierte Knochenmasse in g/cm?; %BMC = prozentualer
Anteil des BMC am Kérpergewicht in %.

5.4. Querschnittstudie - Ganzkérpermessung

Das Gewicht der transgenen Mause lag mit 55,7 + 3,2g (Weibchen) und 68,2 + 6,99
(Mannchen,) signifikant hoher als bei den Kontrolltieren (Abb.5-1). Der Vergleich des mittels
Waage gemessenen Korpergewichtes mit den durch DXA bestimmten Werten ergab bei den
Kontrolltieren eine systematische Abweichung von —6,6 + 1,2%, p<0,01 (-7,5 = 0,7% bei den
Weibchen und -5,7 = 0,9% bei den Mannchen) flr die DXA. Die systematische Abweichung
bei den transgenen Mausen lag bei -3,4 + 0,7% (p<0,01) fir die DXA (-3,8 £ 0,57% bei den
Weibchen und -3,0 = 0,65% bei den Mannchen). Zwischen den Messungen (DXA vs. Waage)
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existierte ein sehr hoher linearer Zusammenhang, der Korrelationskoeffizient betrug bei
Berlcksichtigung aller 28 Tiere r = 0,99. In allen 4 Gruppen wurden hohe
Korrelationskoeffizienten (>0,98) zwischen der Gewichtsbestimmung mit der DXA und mit
der Waage beobachtet.

Die absolute Knochenmasse (BMC) lag bei den weiblichen Kontrolltieren etwas hoher
als bei den mannlichen Tieren (+ 0,6%), der Unterschied war jedoch nicht statistisch
signifikant (Abb. 5-2). Die transgenen Tiere wiesen gegentber den Kontrolltieren eine
wesentlich hohere Knochenmasse auf (+ 71% bei den weiblichen und + 62% bei den
mannlichen Tieren; p<0,01). Die Analyse der BMD (Knochenmasse pro Projektionsflache)
zeigte ebenfalls signifikante Unterschiede zwischen transgenen Mé&usen und Kontrolltieren,
wenn auch weniger stark ausgepragt als beim BMC (Abb. 5-4).

[e]

e Fhk Fkk

70 -

60 -

i Fhk — p<0’01
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Abb. 5-1: Befunde der Querschnittstudie — Korpergewicht in g
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Abb. 5-2: Knochenmineralgehalt (BMC) in g

Wenn man die Knochenmasse auf das Korpergewicht bezieht (%BMC), ergaben sich
signifikant hohere Werte fir das weibliche als fur das mannliche Geschlecht (+ 21%, p<0,01).
Der %BMC war bei transgenen und normalen Weibchen nahezu identisch (Differenz = 0,9%).
Bei den Mannchen lagen die transgenen Tiere mit —7,2% (p<0,05; Abb. 5-3) unter den
Kontrollen.

[%] N.S.
35
N.S.
3 g
25 N.S. = Nicht Signifikant
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0,5 -
0- —

Miénnlich Weiblich

Abb. 5-3: Prozentualer Knochenmineralgehalt (%BMC)
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Abb. 5-4: Knochendichte (BMD) in g/cm?

5.5. Querschnittstudie — Messung des Femurs

Der femorale Knochenmineralgehalt (BMC) war mit 30,9 + 4,6 mg flur die weiblichen
Kontrollen und 29,6 £ 4,5 mg fur die ménnlichen Kontrollen nicht signifikant unterschiedlich.
Bei den transgenen Tieren war der femorale Knochenmineralgehalt signifikant erhéht (51,1 +
8,9 mg, p<0,01 bei Weibchen und 48,4 £+ 4,7 mg bei Mannchen, p<0,01; Abb. 5-5). Der BMD
lag bei Weibchen hoher als bei Mannchen und bei Kontrollen niedriger als bei transgenen
Tieren (Abb. 5-7).

Die morphologischen Parameter Femurldnge, a.p.-Durchmesser, Femurgewicht und
Volumen des Femurs waren zwischen mannlichen und weiblichen Kontrolltieren nicht
signifikant unterschiedlich, aber signifikant hoéher bei mannlichen als bei weiblichen
transgenen Mdusen (Tab. 5-4). Das Volumen des Femurs betrug bei den transgenen Weibchen
87,9 + 7,6mm?, verglichen mit 56,1 + 6,3 mm® bei den weiblichen Kontrollmausen und 102,4
+ 10,7 mm® bei den transgenen Mannchen, verglichen mit 62,3 + 11,8 mm® bei den
mannlichen Kontrollméausen (Abb. 5-6). Die apparente Knochendichte (g/cm®) war bei den
ménnlichen Kontrollmdusen niedriger (0,48 = 0,067 g/ml) als bei den weiblichen
Kontrollmdusen (0,55 £ 0,051 g/ml), der Unterschied war jedoch nicht statistisch signifikant.
Die transgenen Tiere wiesen keine signifikant hohere apparente Knochendichte als ihre
gleichgeschlechtlichen Kontrollen auf (Abb. 5-7).
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Abb. 5-6: Femorales Volumen in g/ml
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Abb. 5-7: Femorale Knochendichte (BMD) in g/cm?

5.6. Longitudinale Studie

Abbildung 5-8 zeigt die Gewichtszunahme der untersuchten Tiere von Woche 3 bis 38. In der
3. Woche waren die Mduse durchschnittlich 13 g schwer und zeigten noch keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen. Im Alter von 6 Wochen hatte das Gewicht auf Werte
von ca. 25 bis 40 g zugenommen. Die ménnlichen Kontrolltiere waren signifikant (p<0,01)
schwerer als die weiblichen Kontrollen. Die transgenen Weibchen waren schwerer als die
weiblichen Kontrollen (18,3%, p<0,01), die transgenen M&nnchen wiesen jedoch zu diesem
Zeitpunkt noch keinen signifikanten Unterschied zu den ménnlichen Kontrolltieren auf (Abb.
5-8). Zu spéateren Zeitpunkten waren die Unterschiede jedoch auch bei den Mannchen
signifikant, wobei die transgenen M&nnchen mit durchschnittlich 66g in der 38. Woche die
insgesamt hochste Korpermasse aufwiesen (Tab. 5-5). Im Zeitraum von 26 bis 38 Wochen
war bei den Kontrolltieren noch ein signifikanter Zuwachs an Korpermasse zu verzeichnen,

nicht jedoch bei den transgenen Tieren (Abb. 5-8).
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Tabelle 5-4: Femorale Dimensionen

Kontrolle Kontrolle Transgen Transgen
mannlich weiblich mannlich weiblich
n=7 n=7 n=7 n=28
Femurlange (mm) 15,7 (£ 0,5) 159 (£ 0,7) 18,4 (£ 0,8) 17,1 (£ 0,5)

a.p. Femur-

Durchmesser (mm) | 140 (£0.11) | 137 (£007) | 170(£009) | 157 (+0,09)

Femurgewicht (mg) | 92,0 (+ 6,7) 94,6 (+10,4) | 151,0(x13,5) | 136,0 (+ 12,3)

a.p. Femur = Messung des anterior — posterioren Durchmessers;

Der skelettale Mineralgehalt (BMC) nahm bei den Kontrolltieren bis zur 38. Woche
kontinuierlich zu, wéhrend die Transgenen im Alter von 26 Wochen eine ,,Peak Bone Mass*
erreichten und die Werte danach nicht mehr signifikant zunahmen (Abb. 5-9). Wéhrend die
méannlichen Kontrolltiere konstant hohere Werte aufweisen als die weiblichen Kontrollen,
uberholten die transgenen Weibchen die transgenen Mannchen im Lebensalter von 12
Wochen. Wahrend die transgenen Mannchen von der 6. bis zur 26. Woche stets signifikant
hohere BMC-Werte aufwiesen als die Kontrollen, ergab sich bei 38 Wochen durch die weitere
Zunahme bei den Kontrolltieren und die leichte Abnahme bei den transgenen Tieren kein
signifikanter Unterschied mehr (Tab. 5-8).

Der prozentuale Anteil des Knochenmineralgehaltes am Koérpergewicht nahm von ca.
1% in der 3. Lebenswoche auf Werte zwischen 2,5 und 4% in der 38. Woche zu (Abb. 5-10).
Ab der 6. Lebenswoche wiesen die transgenen Weibchen gegeniber den
gleichgeschlechtlichen Kontrollen signifikant hohere Werte auf. Dies galt jedoch nicht fiir die
Ménnchen, die tendenziell sogar eher niedrigere Werte aufwiesen als die Kontrollen (Tab. 5-
10).
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2 Wochen
3 ] 9 12 18 26 38
Abb. 5-8: Kdrpergewicht von der 3. bis zur 38. Lebenswoche in g
Tab. 5-5: Durchschnittliches Kérpergewicht (in g) von 3-38 Lebenswochen
Kontrolle Transgen
Wochen mannlich weiblich mannlich weiblich

3 145+10 132+15 16,0+2,8 153+19
6 34,3+2,0 25,1+2.3 37,2+28 345+35
9 39,3+1,9 28,6 +3,1 49,2+48 42,0+ 4,4
12 41,726 31,2+ 35 56,7 £ 5,9 478+ 4,4
18 46,8 £4,9 34,3+3,7 63,6 £ 4,7 52,4 + 3,6
26 50,2 £ 5,2 36,2+4,5 65,4+ 4,4 55,2+ 3,9
38 52,3+6,3 38,5+5.3 66,1 + 8,5 52,3+9,6
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Tab. 5-6: Gruppendifferenzen im Kérpergewicht von 3-38 Lebenswochen

Mannliche vs. Transgen weiblich | Transgen mannlich
weibliche Kontrolle vs. Kontrolle vs. Kontrolle

3 + 9% + 16% +11%

6 + 37%*** + 37%*** + 8%*

9 + 37%*** + 47%*** + 25%0***
12 + 33%*** + 53%*** + 36%***
18 + 36%*** + 53%*** + 36%***
26 + 39%*** + 53%*** + 30%***
38 + 36%*** + 36%*** - 26%***

Signifikanzniveau: *

2,25

1,75
1,5
1,25

p<0,05; *=p<0,016;

% = p < 0,0033
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Abb. 5-9: Knochenmineralgehalt von der 3. bis zur 38. Lebenswoche in g
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Tab. 5-7: Durchschnittlicher Knochenmineralgehalt (BMC) von 3-38 Lebenswochen (g)

Kontrolle Transgen
Wochen mannlich weiblich méannlich weiblich
3 0,21 +0,02 0,18 + 0,03 0,22 + 0,04 0,20 + 0,04
6 0,64 + 0,07 0,51 +0,05 0,73 +0,09 0,69 + 0,08
9 0,79 £ 0,06 0,64 + 0,07 1,04 + 0,15 1,06 + 0,12
12 0,89 +0,11 0,76 + 0,09 1,28 £0,12 1,24 +£0,11
18 1,07 +£0,13 0,87 +0,13 1,60 £0,21 1,67 +0,24
26 1,28 £ 0,39 0,91 +0,11 1,66 + 0,26 1,73 +0,26
38 1,30 £0,21 1,00 £ 0,13 1,49 +£0,11 1,71 +£0,21
Tab. 5-8: Gruppendifferenzen im Knochenmineralgehalt (BMC) von 3-38
Lebenswochen
Mannliche vs. Transgen weiblich | Transgen mannlich
weibliche Kontrolle vs. Kontrolle vs. Kontrolle

3 +17% +12% + 6%

6 + 26%*** + 36%*** + 14%*

9 + 250p%** + 66%*** + 31%***

12 + 18%* + 63%*** + 43%***

18 + 23%* + 919%*** + 49%***

26 + 40%** + 89%*** + 30%**

38 + 29%*** + 71%*** + 15%*

Signifikanzniveau: * =p <0,05; **=p <0,016 ;

*** = p < 0,0033
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Wochen
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18
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Abb. 5-10: Prozentualer Knochenmineralgehalt von der 3. bis zur 38. Lebenswoche

Tab. 5-9: Durchschnittlicher prozentualer Knochenmineralgehalt (%BMC) von 3-38

Lebenswochen
Kontrolle Transgen
Wochen mannlich weiblich méannlich weiblich
3 15+01 1,4 +0,2 1,4+0,2 1,3+0,2
6 19+0,2 20+£0,1 2,0+£0,2 2,0+£0,3
9 20+£0,1 22+0,1 2,1+0,3 25+0,1
12 2,1+0,2 24+0,1 2,3+£0,1 26+0,1
18 23+0,1 25+0,1 25+04 32+04
26 25+0,5 25+0,2 2,6+04 31+04
38 25+0,3 26+0,1 2,3+£0,2 34+0,6
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Tab.5-10: Gruppendifferenzen

im prozentualen Knochenmineralgehalt von 6-38

Lebenswochen
Mannliche vs. Transgen weiblich | Transgen mannlich
weibliche Kontrolle vs. Kontrolle vs. Kontrolle
3 + 6% - 4% - 4%
6 - 8% - 1% + 5%
9 - 9%* + 13%*** + 5%
12 - 12%*** + T%** + 6%
18 - 10%* + 2590*** +10%
26 - 1%* + 24%*** + 2%
38 - 5% + 31%*** - 8%

Signifikanzniveau: * =p <0,05; **=p<0,016 ; ***=p<0,0033

6. Diskussion

Ziel der vorliegenden Studie war die Analyse der Auswirkung supraphysiologischer GH-

Spiegel auf den Knochenmineralstatus am Modell der GH-transgenen Maus. Zusatzlich wurde

die Prézision eines DXA-Gerates fiir die nicht-invasive Analyse des Knochenmineralstatus an

der Maus bestimmt.

Es wurden die folgenden konkreten Fragen untersucht:

1. Ist die Zweienergie-Rontgen-Absorptiometrie geeignet, eine prézise, d.h. reproduzierbare

Analyse der Knochenmasse an der GH-transgenen Maus durchzufiihren?

2. Findet sich bei den transgenen Tieren ein Zuwachs an Knochenmasse, welcher

proportional zur Zunahme des Korpergewichtes ist, oder féllt dieser geringer oder hoher

als die Gewichtszunahme aus?

3. Ist ein moglicherweise anaboler Effekt, d.h. eine hohere Knochenmasse, bei ménnlichen

und weiblichen transgenen Tieren identisch oder unterschiedlich ausgepragt?

4. Erreichen die transgenen Tiere im Laufe des Lebens eine ,,Peak Bone Mass®, also einen

Zeitpunkt der hochsten Knochenmasse oder liegt ein kontinuierlicher Anstieg des

Knochenmineralgehaltes bis in das hohe Alter vor?
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6.1. Methodikdiskussion

Wahrend Brunton et al. (1993) kleine Schweine untersuchten und konstatierten, dass die DXA
fur Messungen am kleineren Objekt noch nicht hinreichend einsatzfahig sei, steht seit kurzer
Zeit diese Technologie mit neu adaptierter Hard- und Software zur Verfligung, die auch eine
Messung am Kleintier ermdglicht. Bisher wurden Messungen am Tiermodell hauptséchlich an
der Ratte vorgenommen (Grier 1996; Makan 1997; Rose 1998). Fir préazise Untersuchungen
an der Maus fehlte bislang die erforderliche Auflésung (Sandstedt 1996; Ammann 1997). Erst
durch eine weitere Verbesserung der Hard- und Software konnte die Messung auch an sehr
kleinen Objekten durchgefiihrt werden.

Jilka et al. (1996) verglichen den Knochenmineralgehalt von 47 Mdusen gemessen mit
DXA mit der Analyse der Veraschung und der chemischen Analyse und konnten eine hohe
lineare Korrelation von r> = 0,96 fiir den Knochenmineralgehalt des ganzen Korpers
aufzeigen. Auch unsere Analyse des Knochenmineralgehaltes mittels DXA wurde durch
Veraschung Uberpruft (Eckstein et al. 2002). Der Knochenmineralgehalt mittels DXA wies
ebenfalls eine hohe Korrelation mit der Veraschung auf ( r = 0,97 ; Eckstein et al. 2002).

Klein et al. (1998) untersuchten 12 Wochen alte M&use und fanden ebenso eine hohe
lineare Korrelation des Knochenmineralgehaltes aus der DXA mit der Veraschung ( r* =
0,96). Die Prazision ihrer Messungen lag bei 1,0 + 0,5% (CV%) fir den BMC und bei 1,7 £
0,3% fur den BMD. Die Autoren gaben jedoch weder Aufschluss tber die Anzahl der Tiere,
die analysiert wurden, noch Informationen (ber die genaue Versuchsdurchfiihrung der
Prazisionsmessung oder die Anzahl der Wiederholungsmessungen. Nagy und Claire (2000)
ermittelten ebenfalls die Validitat der DXA im Vergleich mit Veraschung und chemischer
Analyse bei 25 mannlichen Mausen im Alter von 6 bis 11 Wochen (199 bis 29g). Die Werte
aus der DXA betrugen fir den Knochenmineralgehalt der Mduse aus der Veraschung 100%,
fiir die Weichteilmasse 97%, und fur den Fettgehalt 209% (chemische Analyse). Die Autoren
stellten fest, dass auch das nicht-knocherne Korpergewebe relevante Mengen an
Mineralgehalt aufweist (z.B. bei Arteriosklerose) und die DXA den Knochenmineralgehalt
valide bestimmt, den Gesamtkorper-Mineralgehalt aber unterschatzt. Auch in unserer
Validierung (Eckstein et al. 2002) unterschétzte die DXA den Knochenmineralgehalt im
Vergleich zur Veraschung des gesamten Korpers um etwa 30%. Dies ist unserer Auffassung
nach — jedoch abweichend zu Nagy und Clair (2000) — auf den nichterfassten Mineralgehalt
kleinerer Knochen mittels DXA zuruickzufiihren. Hinsichtlich des Fettgehaltes machten wir
ebenso eine gegenteilige Feststellung (Eckstein et al. 2002). Wahrend bei Nagy und Clair
(2000) der Fettgehalt Uberschatzt wurde, unterschatzte die DXA in unserer Studie den
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Fettgehalt im Vergleich zur chemischen Analyse (Eckstein et al. 2002). Eine schlussige
Erklarung fur diese Diskrepanz haben wir nicht.

Jilka et al. (1996) untersuchten die Reproduzierbarkeit von Messungen der
flachenprojizierten Knochendichte (BMD) bei 32 Mé&usen mit der DXA. Fir die
Ganzkorperregion lag der Variationskoeffizient der zweifachen Wiederholungsmessung bei
2,2%, flr die Wirbelsaule bei 2,2% und fiir die Hinterldufe bei 3,1%. Dies steht im Einklang
mit unseren Ergebnissen, der CV% lag bei unseren Messungen bei 2,5% fiir den Ganzkorper-
BMD. In der vorliegenden Studie wurde bei der Ganzkorperregion der Schadel jedoch nicht
ausgespart. Die Repositionierung in unserer Versuchsanordnung erfolgte vier Mal an jeweils
unterschiedlichen Tagen nach neuer Kalibrierung des Gerates und lasst damit eine robustere
Einschatzung als diejenige von Jilka und Mitautoren zu, die nur 2 Messungen am gleichen
Tag vornahmen.

Wie auch bei Jilka et al. (1996) erfolgten die Messungen des skelettalen BMC durch
Nagy und Clair (2000) unter Aussparung des Schadels, da das Messfeld mit nur 80 x 65 mm
eine Analyse grosserer Tiere nicht zuliess. Die Messungen in der vorliegenden Studie
erfolgten unter Einbeziehung des Schédels; hierbei erzielten wir &hnliche Ergebnisse
hinsichtlich der Prazision (Lochmuller et al. 2001, Eckstein et al. 2002). In einer detaillierten
Analyse zeigte sich eine Abh&ngigkeit der Prazision vom Korpergewicht der Versuchstiere
(Lochmiller et al. 2001). Es konnte gezeigt werden, dass der Knochenmineralgehalt bei 10g
und 20g schweren Tieren mit moderater Prazision durchfiihrbar ist (CV% = 12,8% bzw.
9,7%), und bei 40g und 60g schweren Tieren mit guter Prazision (CV% = 3,5% bzw. 5,6%).
Bei Méausen mit geringem Korpergewicht (10g und 20g) war die Prézision ausreichend, um
Unterschiede zwischen Gruppen zu ermitteln. Bei schwereren Mausen (40g und 60g) war
dartiber hinaus eine préazise Differenzierung zwischen Tieren mit htherem und niedrigerem
Knochenmineralgehalt innerhalb einer Gruppe moglich (Lochmdiller et al. 2001).

Die Aufnahmegeschwindigkeit von 20mm/s in der vorliegenden Studie hat
moglicherweise einen Einfluss auf die Prazision der Messung (Lochmiiller et al. 2001). Da
jedoch der Einsatz am narkotisierten Tier anvisiert wurde und die Dauer der intraperitonealen
Andsthesie den limitierenden Faktor darstellte, entschieden wir uns gegen eine niedrigere
Messgeschwindigkeit. Die gesamte Messung, einschliesslich Erstellung des Ubersichtsbildes
sowie die Positionierung des Tieres auf der Messflache musste in 20 Minuten durchfihrbar
sein.

Die Prézision der Knochendichtemessung (BMD) war durchweg hoher als die
Prazision der Messung des BMC. Wahrend bei den 10g und 20g Mé&usen der CV% bei 4,9%
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bzw. 4,5% lag (BMD), betrug er bei den 40g Mausen 1,7% und bei den 60g Tieren 3,1%. Die
BMC Werte waren bei den 60g Mdusen ca. zwanzig Mal hoher als bei den 10g Méausen, die
BMD jedoch nur doppelt so hoch. Es muss darauf hingewiesen werden, dass die mittels DXA
bestimmte BMD keine tatsachliche volumetrische Dichte (g/cm®) darstellt, sondern eine
Flachen-korrigierte Knochenmasse (g/cm?). Da die Zweienergie-Rontgen-Absorptiometrie ein
zweidimensionales Projektionsverfahren ist, wird neben der Knochenmasse (BMC) auch die
Flachengrdsse des Knochens angegeben und daraus die ,,flichenhafte Knochendichte* (BMD)
errechnet. Die BMD ist aber abh&ngig von der Knochentiefe. Es ist demnach sinnvoll, die
BMD bei Studien zu bestimmen, bei denen die Knochengrdsse gleich ist, nicht jedoch bei
Versuchstieren mit unterschiedlichen Korperdimensionen.

Die technische Reproduzierbarkeit in den Studien von Jilka et al. (1996), Klein et al.
(1998), Nagy und Clair (2000), und unserer Studie ist geringer im Vergleich zur
Reproduzierbarkeit, die in der Osteoporosediagnostik mittels DXA beim Menschen erzielt
wird. Bei Messung der lumbalen Wirbelsdule beim Menschen wurden Werte (CV%) von 0,5-
1,5% angegeben (Genant et al. 1996). Am proximalen Femur wurde die Prézision mit 1-5%
beschrieben (Adams 1997). In Anbetracht der viel geringeren Knochendimensionen sowie
den hoheren technischen Anforderungen hinsichtlich der Aufldsung sind die Prazisionsfehler
bei der Maus jedoch erstaunlich gering.

Zusammenfassend koénnen wir feststellen, dass die vorliegende Prézisionsanalyse
unter sehr ,,konservativen*“ Bedingungen durchgefiihrt wurde. Die Wiederholungsmessungen
wurden nicht am gleichen Tag vorgenommen, es erfolgte eine erneute Kalibrierung der
Messapparatur und neue Positionierung der Versuchstiere.

Aus den in der vorliegenden Studie erhaltenen Werten wurde die Reproduzierbarkeit
in der von Gluer et al. (1995) angegebenen Weise als ,,Root Mean Square” (RMS) errechnet,
nicht als Mittelwert oder Median. Aus der Arbeit von Glier kann abgeleitet werden, dass bei
4 Wiederholungsmessungen die Freiheitsgrade fir Prézisionsanalysen bei Gruppen von 10 bis
14 Tieren zwischen 30 und 42 variieren. Dabei liegt der CV% im Bereich von +30% der
tatséchlichen Standardabweichung in der Grundgesamtheit (95% Konfidenzintervall). Daher
kann die Reproduzierbarkeit dieser Studie als représentativ fir Messungen auch bei grésseren
Zahlen an Versuchstieren gelten. Vorraussetzung dafir ist lediglich die Anwendung der
gleichen Rahmenbedingungen, wie z.B. dieselbe Hard- und Software, Messgeschwindigkeit,
Auflosung sowie die gleiche Positionierung der Versuchstiere. In der Vergleichsliteratur
(Jilka et al. 1996, Makan et al. 1997, Klein et al. 1998, Rose et al. 1998, Feely et al. 2000,
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Nagy und Clair 2000) wurde die Reproduzierbarkeit dagegen als arithmetischer Mittelwert

der einzelnen Variationskoeffizienten angegeben, welcher niedrigere Werte erzeugt.

6.2. Diskussion der Befunde

6.2.1. Diskussion der Querschnittstudie

Weibliche und mannliche nicht-transgene NMRI-Mause wiesen nach unseren Messungen eine
sehr &hnliche Gesamtknochenmasse auf, jedoch fanden wir bei den weiblichen Tieren
aufgrund des niedrigeren Korpergewichtes einen hoheren relativen Anteil Knochenmasse am
Korpergewicht als bei den ménnlichen Tieren. Schiessl et al. (1998) beobachteten, dass nach
Einsatz der Geschlechtsreife und vor Erreichen der Menopause beim weiblichen Geschlecht
ein hoherer relativer Anteil an Knochen am Gesamtgewicht zu beobachten ist. Dies wurde auf
eine Ostrogen-bedingte Verschiebung der Empfindlichkeitsschwelle des Knochens gegeniiber
mechanischen Reizen zurlickgefiihrt. In der vorliegenden Studie war dieser hohere relative
Anteil an Knochen am Gesamtgewicht auch bei den transgenen Weibchen nachweisbar. Es
lasst sich also ableiten, dass der mogliche modulierende Effekt von Ostrogen auf GH
(Sandstedt et al.1994, 1996; Ohlsson et al. 1998) keine Verschiebung des Verhéltnisses von
Knochenmasse zu Kdrpergewicht zwischen den Geschlechtern hervorruft.

Obwohl bei GH-transgenen Ma&usen ein unterschiedlicher Effekt von GH auf die
Dickenzunahme und das Langenwachstum der Knochen von weiblichen und ménnlichen
Versuchstieren beschrieben wurde (Wolf et al. 1991 a,b), hat dies offensichtlich keinen
Einfluss auf das Geschlechts-spezifische Verhéltnis der Knochenmasse (BMC) zum
Gesamtgewicht der Tiere. Wolf und Mitautoren (1991) stellten bei transgenen Mannchen eine
Zunahme des appositionellen Wachstums, also der Knochendicke fest, bei den Weibchen vor
allem eine Langenzunahme. Interessanterweise wiesen die transgenen Tiere in unserer Studie
zwar einen signifikant hoheren absoluten BMC und eine héhere BMD auf, jedoch ist der
prozentuale Anteil des BMC am Kdorpergewicht bei den weiblichen Transgenen ahnlich, bei
den Ménnchen sogar signifikant niedriger als bei den Kontrolltieren. Diese Befunde stehen in
prinzipieller Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Wolf et al. (1991 a,b), dass die
ausseren Dimensionen der Knochen in der Regel bei den transgenen Tieren nicht grosser sind,
wenn sie auf das Korpergewicht bezogen werden.

Sandstedt et al. (1996) konnten zeigen, dass die anabole Wirkung des GHs bei
ovarektomierten bGH-transgenen Mausen ausbleibt. Es wurde vermutet, dass Ostrogen die
GH-Rezeptoren der Osteoblasten moduliert. Demnach lasst sich spekulieren, dass die
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Abnahme der relativen Knochenmasse bei den bGH transgenen Méannchen durch das Fehlen
des Ostrogens bedingt ist, welches bei den Weibchen fiir eine starkere Wirkung der hohen
GH-Spiegel am Knochen sorgt. Es kann jedoch anhand der vorliegenden Befunde festgestellt
werden, dass durch supraphysiologische GH-Spiegel beim wachsenden Tier nur die absolute
Knochenmasse, nicht hingegen der relative Knochenanteil am Korpergewicht gesteigert
werden kann. Ein Uberproportionaler Profit des Skelettsystems vom Hormoniberschuss kann

nicht verzeichnet werden.

6.2.2. Diskussion der Befunde am Femur

Ménnliche und weibliche GH-transgene M&use zeigen nicht nur einen deutlichen Anstieg der
Knochengrosse des Femurs, sondern auch einen proportionalen Anstieg der femoralen
Knochenmasse. Wir konnten daher weder bei méannlichen noch bei weiblichen transgenen
Tieren eine GH-induzierte Erhohung der apparenten volumetrischen Knochendichte am
Femur feststellen. Hinsichtlich der Femurgrésse scheinen mannliche Versuchstiere starker
von den erhohten GH-spiegeln zu profitieren als weibliche; sie wiesen einen grosseren
Zuwachs an Femurlénge, -durchmesser und —volumen auf. Die weiblichen M&use wiesen
hingegen eine hohere volumetrische Knochendichte auf als die M&nnchen.

Bei den Kontrollm&usen ermittelten wir Mittelwerte von etwa 30mg flr den femoralen
Knochenmineralgehalt. Beamer et al. (1996) verglichen die Femora von 11 verschiedenen
Inzuchtstdmmen bei 12 Monate alten M&usen mittels pQCT und fanden Mittelwerte von 15,3
bis 27,4mg. Unsere Werte fir den Knochenmineralgehalt lagen etwas hoher als bei diesen
Autoren, allerdings war auch das femorale VVolumen mit 56mm? bei unseren Kontrollmausen
ebenfalls héher, im Vergleich zu 30 - 45 mm® bei Beamer und Mitautoren (1996). Die
volumetrische Knochendichte unserer weiblichen Kontrollméuse lag mit 0,55g/ml genau im
Bereich der von Beamer et al. (1996) ermittelten Werte (0,45 — 0,69g/ml). In einer
ergénzenden Untersuchung konnte eine befriedigende Prazision von
Wiederholungsmessungen an Mé&usefemora mit dem in unserer Studie verwendeten Gerat
ermittelt und deren hohes lineares Verhaltnis zu Veraschungsanalysen gesichert werden
(Eckstein et al. 2002).

Hohe Serumspiegel an GH bewirken bei beiden Geschlechtern einen proportionalen
Anstieg des Korpergewichtes und femoralen Knochenmineralgehaltes. Daraus l&sst sich die
Vermutung ableiten, dass die Relation der mechanischen Kraft, welche auf das Femur wirkt
und der femoralen Knochenmasse nicht durch hohe Serumspiegel an GH verandert wird.
Obwohl mannliche Tiere ein signifikant hoheres Korpergewicht aufwiesen, war bei
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weiblichen Mé&usen der femorale Knochenmineralgehalt etwas hoéher. Diese Beobachtung
steht in Ubereinstimmung mit der Theorie von Schiessl et al. (1998), dass ein hoherer Anteil
an Knochenmasse beim weiblichen Geschlecht auf eine durch Ostrogen bedingte hohere
Sensitivitadt des Knochens gegenliber mechanischen Reizen zuruckzufiihren sein kodnnte.
Dieser Ostrogen-bedingte Effekt scheint transgene Weibchen in gleichem Ausmass zu
betreffen wie Kontrollweibchen. Die von Sandstedt et al. (1994; 1996) und Ohlsson et al.
(1998) beschriebene Modulation des GHs durch Ostrogen und Testosteron scheint also auch
keinen Einfluss auf das Verhéltnis von femoraler Knochenmasse zu Kdérpergewicht bei beiden
Geschlechtern zu haben.

Die Beobachtung einer unveranderten apparenten volumetrischen Knochendichte des
Femur bei transgenen Tieren steht im Widerspruch zu Befunden von Saban et al. (1996),
welche eine erhdhte Knochendichte der Wirbelkorper bei GH-transgenen Mdausen mit (-
Globinpromotor berichteten. Diese Autoren benutzten jedoch eine zweidimensionale
Rontgentechnik und ermittelten daher eine flachenprojizierte Knochendichte anstatt einer
volumetrische Knochendichte, wobei der Effekt unterschiedlicher Knochendimensionen nicht
vollstandig eliminiert werden kann. Unsere Ergebnisse stehen jedoch im Einklang mit
denjenigen von Sandstedt et al. (1996), die bei MT-bGH-transgenen Mausen in 6mm
Schnitten der Tibia und Wirbelkorper eine unveranderte Knochendichte feststellten. Rosen et
al. (1995) fanden eine Zunahme der Knochengrosse und des Mineralgehaltes, aber eine
Abnahme der volumetrischen Knochendichte bei Ratten nach Applikation von GH und IGF-I.

Unsere Befunde schliessen jedoch nicht mogliche Unterschiede in der
Knochenstruktur, der trabekuldren Mikroarchitektur und der mechanischen Eigenschaften der
Knochen Dbei transgenen Tieren aus. Tseng et al. (1996) konnten an kortikalen
Knochenzylindern von hGH-transgenen Mé&usen eine signifikant verminderte biomechanische
Festigkeit nachweisen. In Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen beobachteten die
Autoren mit der Micro-CT signifikant grdssere Knochendimensionen bei den transgenen
Tieren, bei der histomorphometrischen Analyse der Humeri jedoch grdssere Inseln von
Knorpelzellen und Geflechtknochen in der Kortikalis. Der Zuwachs an kortikaler Flache in
Schaftmitte war nicht mit einem proportionalem Zuwachs an Biegesteifigkeit verbunden.
Diese Befunde konnten Tseng und Mitautoren auch in einer nachfolgenden Studie Uber
verschiedene Lebensalter bestatigen (Tseng et al. 1998).

Die vorliegende Analyse des Knochenmineralgehaltes mittels DXA wurde durch eine
nachfolgenden Studie mit der Mikro-CT ergénzt (Eckstein et al. 2002). Es zeigte sich dabei in

Analogie zur vorliegenden Studie, dass der Zuwachs an kortikalem Knochen nicht grésser
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war als der Zuwachs der Gesamtknochengrdsse. Es konnte eine substantielle Zunahme an
trabekuldrer Knochendichte bei den transgenen Weibchen verzeichnet werden, nicht aber bei
den transgenen Mannchen. Bei beiden Geschlechtern fand sich eine Abnahme der
Knochengewebedichte bei ausschliesslicher Betrachtung der mineralisierten Matrix.

Eine unterschiedliche, dysproportionale Auspragung des anabolen Effektes auf
verschiedene Knochen der transgenen Tiere wurde von Wolf et al. (1991a,b) beschrieben.
Dabei profitierten bei bGH-transgenen Mé&usen manche Knochen (z.B. Radius) wesentlich
starker als andere vom anabolen Effekt. In unserer Studie hingegen war der Zuwachs an

femoralem Knochenmineralgehalt proportional zum gesamten Zuwachs an Knochenmasse.

6.2.3. Diskussion der longitudinalen Studie

Ménnliche transgene Méause wiesen ab der 9. Woche ein signifikant hoheres Kérpergewicht
auf als die gleichgeschlechtlichen Kontrolltiere, die transgenen Weibchen schon ab der 6.
Woche. Die transgenen Mannchen erreichen ein durchschnittliches Maximalgewicht von
66,05 * 8,5¢g in der 38. Woche, die transgenen Weibchen von 55,19 + 3,9g in der 26. Woche.
Diese Befunde stehen in Einklang mit Wolff et al. (1991), die ein Anwachsen von transgenen
Méausen auf das 1,5 bis 2-fache des normalen Koérpergewichtes unter supraphysiologischen
GH-Spiegeln beschrieben hatten. Im Vergleich zur Querschnittstudie lagen die Kontrollm&use
der longitudinalen Studie im Alter von 12 Wochen mit ihrem Korpergewicht etwa im gleichen
Bereich, die transgenen Mause aus der longitudinalen Studie wiesen jedoch ein etwas
geringeres Korpergewicht auf als in der Querschnittstudie. Bei den Kontrolltieren
verzeichneten wir im Zeitraum von 26 bis 38 Wochen noch einen signifikanten Zuwachs an
Korpermasse, nicht jedoch bei den transgenen Tieren. Bemerkenswerterweise fallen die
transgenen Weibchen von der 26.-38. Lebenswoche mit dem Korpergewicht sogar signifikant
ab. Auch der durchschnittliche skelettale Mineralgehalt fallt in dieser Zeit von 1,73g auf
1,71g ab. Der prozentuale Knochenmineralgehalt (%BMC) steigt von der 26. bis zur 38
Woche bei den transgenen Weibchen sogar signifikant an, wahrend er bei den Ménnchen
abnimmt. Dieser Anstieg des prozentualen Knochenmineralgehaltes ist unserer Auffassung
nach darauf zurlickzufiihren, dass die Abnahme an Korpergewicht deutlich grésser war als die
Abnahme an mineralisiertem Gewebe. Die signifikante Abnahme an Kdrpergewicht ist am
ehesten auf die Kachexie zurlickzufiihren, die bei transgenen Tieren bereits als Folge der
hohen Serumspiegel an GH beschrieben wurde (Brem et al. 1989; Wolff et al. 1991;1993)

sowie auf die Leber- und Niereninsuffizienz der Tiere.
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Die préfinale Kachexie und reduzierte Lebenserwartung von mannlichen und
weiblichen GH-transgenen Tieren in unserer Studie steht im Einklang mit Befunden von Wolf
et al. (1993). Hierbei zeigte sich die Lebenserwartung von GH-transgenen Tieren in
Abhéangigkeit zur H6he des GH-Serumspiegels als signifikant reduziert, nur 3% der MThGH
transgenen Tiere, d.h. der Versuchstiere mit den hdchsten GH-Serumspiegeln, erreichten eine
Lebenszeit von einem Jahr. Mehrere Autoren wiesen auf die ausgepréagten
Organverénderungen durch supraphysiologische GH-Spiegel hin, wie z.B. Viszeromegalie,
zystische Erweiterung der Nierentubuli, interstitielle Fibrose, Glomerulohyalinose und
Glomerulosklerose (Brem et al. 1989), Hypertrophie des Nephrons mit progressiver
glomerulérer Sklerose (Feld und Hirschberg 1996), sowie zentrolobulére hepatozellulére
Hypertrophie mit Nekrose einzelner Hepatozyten (Brem et al. 1989). Eine
geschlechtsspezifische Auspréagung der pathologischen Veranderungen wurde hingegen nicht
beschrieben. Es ist daher unklar warum transgene Weibchen in unserer Studie prafinal starker
von Kachexie betroffen waren als die transgenen Mannchen.

Auch Tseng et al. (1998) beobachteten einen starken Anstieg des Korpergewichtes bei
transgenen Mausen mit supraphysiologischen GH-Spiegeln. Im Unterschied zu unseren
Befunden war der Gewichtsanstieg zwischen 4 und 9 Lebenswochen sogar exponentiell, bei 6
Wochen lagen sowohl ménnliche als auch weibliche Transgene signifikant Uber den
Kontrollen. Tseng und Mitautoren verwendeten jedoch Mé&use mit dem humanen
Somatokrinin-transgen (GHRH, Growth Hormone Releasing Hormone) unter der Kontrolle
eines MT-Promotors. Die transgenen Tiere erreichten hierbei GH-Serumspiegel von 6229
ng/ml im Vergleich zu 10 ng/ml bei normalen nicht-transgenen M&usen und 100-200 ng/ml
bei bGH-transgenen M&usen, die in unserer Studie verwendet wurden (Wolff et al. 1993;
Eckstein et al. 2004). Interessanterweise erreichte die Gewichtszunahme in der Studie von
Tseng et al. (1998) nach 10 Lebenswochen ein Plateau, sowohl bei den transgenen M&usen als
auch bei den Kontrolltieren. Wahrend das Gewichtsplateau bei den transgenen Tieren mit
einem schnelleren Erreichen des Maximalgewichtes durch die htheren GH-Serumspiegel im
Vergleich zu unseren Versuchstieren gedeutet werden kann, steht eine Erklarung fir das
Gewichtsplateau der Kontrolltiere aus.

Der skelettale Mineralgehalt nahm bei den weiblichen und mannlichen Kontrolltieren
in unserer Studie bis zur 38. Woche kontinuierlich zu, die transgenen Mause hingegen
erreichten im Alter von 26 Wochen eine ,,Peak Bone Mass“ bzw. ein Plateau ohne weitere
signifikante Zunahme. Nachdem die ménnlichen Kontrolltiere bis zur 12. Lebenswoche einen
konstant hoheren Knochenmineralgehalt aufwiesen als die Weibchen, Uberholten die
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transgenen Weibchen die transgenen Mannchen in diesem Lebensalter. Wahrend die
transgenen Maénnchen von der 6. bis zur 26. Woche stets signifikant hohere
Knochenmassenwerte auswiesen als die Kontrollen, ergab sich bei 38 Wochen durch die
weitere Zunahme des BMC bei den Kontrolltieren und die leichte Abnahme bei den
transgenen Tieren kein signifikanter Unterschied mehr. Wie bereits oben besprochen ist dies
vermutlich auf die beginnende Kachexie zuruckzufiihren, sowie die Verdnderungen von
Nieren und Leber (Brem et al. 1989; Wolff et al. 1991;1993).

Betrachtet man den prozentualen Anteil des Knochenmineralgehaltes am
Korpergewicht, so zeigt sich dass dieser von ca. 1% in der 3. Lebenswoche auf Werte
zwischen 2,5% und 4% im hoheren Lebensalter zunahm. Ab der 6. Lebenswoche wiesen die
transgenen Weibchen gegentber den gleichgeschlechtlichen Kontrollen signifikant hohere
Werte auf. Dies galt jedoch nicht fir die Mannchen, die tendenziell sogar eher niedrigere
Werte aufwiesen als die Kontrolltiere. Die Befunde der longitudinalen Studie stehen damit
nur in teilweiser Ubereinstimmung mit den Befunden der Querschnittstudie. Auch in der
Querschnittstudie fand sich bei den transgenen Weibchen eine hthere relative Knochenmasse
am Korpergewicht als bei den mannlichen Tieren, vermutlich bedingt durch den
modulierenden Effekt des Ostrogens auf GH (Sandstedt et al. 1994; Schiessl et al. 1998).
Ebenso konnten die Ergebnisse der Querschnittstudie insofern reduziert werden, als die
transgenen Mannchen keine signifikanten Unterschiede im prozentualen Mineralgehalt zu den
Kontrollen aufwiesen. Die transgenen Weibchen zeigten jedoch ab der 9. Woche einen
gegentber Kontrollen signifikant erhohten prozentualen BMC, wahrend sich in der
Querschnittstudie hierbei keine signifikanten Unterschiede ergeben hatten. Ein Grund far
diesen Unterschied ist uns nicht bekannt; dieser kdnnte aber auf die relativ geringe Zahl an
Tieren und damit auf das relativ geringe Signifikanzniveau des Unterschiedes zurickzuftihren

sein.
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6.3. Wachstumshormon und Osteoporose beim Menschen

Es ist bekannt, dass GH eine Schlisselrolle in der postnatalen Entwicklung des
Skelettsystems spielt. Neben einem entscheidenden Einfluss auf das Langenwachstum der
Knochen und der Skelettreifung (Isaksson et al. 1982; Johannsson und Bengtsson 1997;
Marcus 1997) ist es auch von grosser Bedeutung fiir den Erhalt der Knochenmasse (Inzucchi
und Robbins 1994). Im Sduglingsalter und wéhrend der Pubertét ist sowohl die Amplitude als
auch die Gesamtsekretion an GH deutlich héher und nimmt beim Erwachsenen bis zum
Senium kontinuierlich ab (Rudman et al. 1981). Daher wird auch ein Zusammenhang
zwischen einem Mangel an GH-Sekretion und seniler Osteoporose diskutiert. Die Gabe von
GH stellt daher einen méglicher Therapieansatz bei Osteoporose dar (Marcus 2000; Rosen
and Bilezikian 2001; Landin-Wilhelmsen et al. 2003).

Im Gegensatz zu den meisten derzeit verfligbaren Medikamenten gegen Osteoporose
welche antiresorptive Wirkung haben, weist GH die Eigenschaft auf, die Knochenformation
zu erhéhen (Marcus 2000; Rosen and Bilezikian 2001). Sugimoto et al. (1999) untersuchten
den Effekt einer einjédhrigen Therapie mit GH bei &lteren Frauen mit Osteoporose. Es zeigte
sich eine signifikante Zunahme der Muskelkraft und ein Anstieg der Marker des
Knochenstoffwechsels im Sinne einer Stimulation der Osteoblasten und Osteoklasten, jedoch
keine signifikante Veranderung der mittels DXA bestimmten BMD. Erst im therapiefreien
Folgejahr konnte ein signifikanter Anstieg der BMD an Radius und Lendenwirbelsdule bei
den therapierten Personen festgestellt werden.

Saaf et al. (1999) flihrten ebenfalls eine Studie unter Verwendung der DXA mit
einjahriger Gabe von GH bei 16 postmenopausalen Frauen durch. Aufgrund der
Nebenwirkungen wie z.B. Gelenkschmerzen sowie schwieriger Compliance, verblieben
jedoch nur 12 Individuen nach einem Jahr in dieser Doppelblind-Studie unter GH-Einnahme,
und nur 4 Patienten nach 2 Jahren. Neben der erwartungsgeméssen Stimulation des
Knochenstoffwechsels (Osteocalcin) konnten aufgrund der beschrankten Grosse des
Kollektivs und der kurzen Studiendauer keine statistisch signifikanten Daten erzielt werden.
Wahrend in der Placebogruppe keine Anderung der BMD an Oberschenkelhals, lumbaler
Wirbelsdule und bei der Ganzkdrpermessung ermittelt werden konnte, lag der BMD nach
einjdhriger GH-Einnahme am Oberschenkelhals sogar deutlich unter den Werten der
Kontrollgruppe, obwohl die Osteocalcin Marker um bis zu 88% erhoht waren, (Saaf et al
1999).

Es ist zu vermuten, dass die von Saaf und Mitautoren (1999) verzeichnete Osteopenie
beim Menschen darauf beruht, dass &hnlich wie bei Sugimoto et al. (1999) ein signifikanter
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Anstieg der BMD erst im therapiefreien Folgejahr bzw. mit deutlicher Zeitverzdgerung
sichtbar wird. Eine Osteopenie wurde allerdings auch gelegentlich bei der Akromegalie
beobachtet (Kayath und Vieira 1997; Lesse et al. 1998). Es ist anzunehmen, dass die
beobachtete Osteopenie auf einer Interaktion mit den Geschlechts-, Schilddrisen-, und
Nebennierenrindenhormonen beruht, bzw. auf anderen Effekten eines Hypophysentumors
oder dessen Therapie (z.B. Bestrahlung, Chemotherapie, postoperativ) oder auf
unterschiedliche Messtechniken zu verschiedenen Zeitpunkten des Krankheitsverlaufes
zuriickzufuhren ist.

Landin-Wilhelmsen et al (2003) fihrten bei 80 postmenopausalen Frauen mit
Osteoporose eine placebo-kontrollierte Doppelblind-Studie mit rekombinantem GH (ber 5
Jahre durch. Alle Frauen erhielten Kalzium und Vitamin D sowie Ostrogene, der
Knochenmineralgehalt wurde mittels DXA bestimmt. Die Analyse erfolgte in drei Gruppen,
zwei Therapiegruppen mit Gabe von GH (1,0 U/Tag oder 2,5 U/Tag subcutan) sowie eine
Placebo-Gruppe. Nach Ablauf von 18 Monaten endete die Placebo-Gabe, die zwei
Therapiegruppen wurden fir weitere 18 Monate fortgesetzt (insgesamt 3 Jahre) und Uber
insgesamt 5 Jahre weiterverfolgt. Nach 18 Monaten war der Knochenmineralgehalt bei der
Therapiegruppe mit 2,5 U/Tag GH-Gabe am hdchsten. Nach 3 Jahren zeigte sich kein
signifikanter Unterschied zwischen beiden Therapiegruppen (1,0 U/Tag bzw. 2,5 U/Tag),
jedoch ein signifikanter Unterschied der Knochendichte gegeniiber der Placebo-Gruppe. Nach
5 Jahren zeigte sich nach wie vor ein signifikanter Unterschied der Therapiegruppen
gegentber der Placebo-Gruppe (+16%, p< 0,01). Die Autoren schlossen aus ihren Befunden,
dass eine Applikation von GH eine zeitverzdgerte Wirkung auf den Knochen austibt und den
Knochenmineralgehalt signifikant bei Osteoporose anheben kann. Landin-Wilhelmsen et al.
(2003) konnten also einen anabolen Effekt von GH auf den Knochen aufzeigen. Ihre Studie
weist jedoch auch Limitationen auf, wie Rosen und Wauster (2003) in einem Editorial
feststellen. Die doppelblinde Behandlung der Patientinnen erfolgte nur ber einen Zeitraum
von 18 Monaten, d.h. die Patientinnen der zwei anderen Gruppen wussten Uber lhre
Behandlung mit GH in den letzten eineinhalb Jahren Bescheid. Unklar ist ebenfalls, ob die
Versuchspersonen hinsichtlich der Ergebnisse der BMD-Messung ,,verblindet” waren. Beides
konnte lhre Lebensfuhrung beeinflussen hin zu Verhaltensweisen, welche die Knochendichte
ebenfalls erhdhen. Langfristige Nebenwirkungen, wie etwa eine erhdhte Tumorneigung sind
nicht innerhalb von 5 Jahren absehbar. Auflerdem befanden sich alle Patientinnen unter
Hormonersatztherapie mit  Ostrogen, so dass bestenfalls der Erfolg einer
Kombinationstherapie dokumentiert werden kann, nicht jedoch die alleinige Wirkung des
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GHs. Rosen und Wister (2003) kritisierten ausserdem, dass die Zahl der untersuchten Frauen

(n = 80) fur eine Osteoporose-Studie verhaltnisméassig gering sei.

Es lasst sich zusammenfassend feststellen, dass derzeit noch keine konklusiven

Befunde zur Therapie der Osteoporose mit GH vorliegen, ein langfristiger Nutzen der GH-

Gabe bei Osteoporose kann derzeit weder bewiesen noch widerlegt werden. Zukinftige

Studien werden allerdings nur valide Ergebnisse erbringen kénnen, wenn ausreichend grosse

Kollektive Uber einen Zeitraum von mehreren Jahren beobachtet werden.

6.4. Schlussfolgerungen

1.

Es konnte gezeigt werden, dass die hochauflésende Zweienergie-Rontgen-
Absorptiometrie (DXA) fur die prazise nicht-invasive Charakterisierung des
Knochenmineralgehaltes der Maus geeignet ist. Mit dieser Technik ist insbesondere
die longitudinale Messung unter In-vivo-Bedingungen méglich.

Im GH-transgenen Tiermodell war eine anabole Reaktion auf den Knochen im Sinne
eines absoluten Zuwachs an Knochenmasse nachweisbar. Die transgenen Tiere wiesen
einen signifikant hoheren absoluten Knochenmineralgehalt (BMC) auf als die
Kontrolltiere. Der anabole Effekt von GH blieb insgesamt proportional zur
Gesamtzunahme des Kdorpergewichtes. Auch die Analyse der Femora zeigte einen
signifikanten Zuwachs der absoluten Knochenmasse, jedoch nur proportional zum
gesamten Zuwachs an Knochenmineralgehalt und zum Zuwachs an femoralem
Knochenvolumen.

Die Ergebnisse unserer Querschnittstudie zeigten bei weiblichen und mannlichen
transgenen Mausen eine vergleichbare Gesamtknochenmasse. In der longitudinalen
Studie wiesen die transgenen Versuchstiere ab der 9. Lebenswoche signifikant hohere
Werte an Koérpergewicht und Knochenmineralgehalt auf als die Kontrolltiere. Der
prozentuale Anteil der Knochenmasse am Korpergewicht war bei den transgenen
Weibchen geringfiigig hoher, bei den transgenen Ménnchen aber signifikant niedriger
als bei den Kontrolltieren. Im Unterschied zur Querschnittstudie profitieren die
weiblichen Versuchstiere in der longitudinalen Studie Uberproportional vom GH-
Uberschuss, ihr relativer Knochenmineralgehalt am Korpergewicht war signifikant
erhoht, bei den transgenen Ménnchen hingegen blieb er unveréndert.

In der longitudinalen Studie konnte gezeigt werden, dass transgene Maéause



Diskussion 59

in der 26. Lebenswoche eine ,,Peak Bone Mass®“, d.h. einen Zeitpunkt der hdchsten
Knochenmasse erreichen. Bei den nicht-transgenen Kontrolltieren hingegen
verzeichneten wir eine kontinuierliche Zunahme an Knochenmineralgehalt bis zur 38.
Woche. Der Unterschied ist mit hoher Wahrscheinlichkeit auf die pathologischen
Veranderungen bei transgenen Mausen zurlickzufthren, die im Alter eine Kachexie
und Knochenresorption zur Folge haben, bei gleichem Knochenvolumen und gleicher

volumetrischer apparenter Knochendichte.

7. Zusammenfassung

Das von der Hypophyse sezernierte GH spielt eine Schlisselrolle beim Langenwachstum der
Knochen, bei der Skelettreifung und fur den Erhalt der Knochenmasse beim Erwachsenen.
Erkrankungen wie Akromegalie oder Osteoporose verdeutlichen die Notwendigkeit, die
Wirkung des GHs am Knochen zu identifizieren, um Erkenntnisse fur die Entwicklung neuer
Therapieoptionen als auch fur die klinische Diagnostik zu gewinnen. Am Modell der GH-
transgenen Maus untersuchten wir den Einfluss von supraphysiologischen GH-Spiegeln auf
den Knochenmineralgehalt.

Wir verwendeten ein speziell adaptiertes Zweienergie-Rontgen-Absorptiometrie Gerat
(DXA, Sabre, Stratec) zur quantitativen Bestimmung des Knochenmineralgehaltes. In einer
Querschnittstudie an 28 Mé&usen im Alter von 12 Wochen (14 transgen, 14 Kontrollen, je 7
weiblich und 7 ménnlich) ermittelten wir bei insgesamt 4 Messungen die Reproduzierbarkeit,
d.h. technische Prézision.

Im Anschluss an die Querschnittstudie wurden die rechten Femora aller Versuchstiere
explantiert und gesondert mit der DXA gemessen sowie das VVolumen der Knochen nach dem
Archimedes Prinzip bestimmt. In einer longitudinalen Studie wurden 42 Mause unter
Injektionsnarkose im Alter von 3, 6, 9, 12, 26 und 38 Lebenswochen mittels DXA untersucht
(10 weibliche Kontrolltiere, 10 weibliche transgene Mé&use, 7 mannliche Kontrolltiere, 11
mannliche transgene Mause).

Im Rahmen der Querschnittstudie konnten wir eine technische Prézision von 4,4% fir
die Knochenmasse (BMC), 2,5% fur die flachen-korrigierte Knochenmasse (BMD), 0,86%
fiir das Korpergewicht und 4,5% flr den prozentualen Anteil des Knochenmineralgehaltes am
Gesamtgewicht nachweisen. Die absolute Knochenmasse war bei den transgenen
Versuchstieren gegenuber den Kontrollen signifikant erhoht, bei den Weibchen um 71%
(p<0,01), bei den transgenen Mannchen um 62% (p<0,01). Der prozentuale
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Knochenmineralgehalt am Korpergewicht war bei den transgenen Weibchen etwa identisch,
bei den transgenen Méannchen jedoch niedriger als bei den Kontrollen (-7,2% ; p<0,05). Auf
das Gewicht bezogen ergab sich fir weibliche Mduse eine hohere prozentuale Knochenmasse
als bei den mannlichen (+21% bei Kontrollen und +31% bei transgenen [p<0,01]
Versuchstieren). Die isolierte Analyse der explantierten Femora ergab eine signifikante
Erhohung der Knochenmasse und des Knochenvolumens, jedoch nicht der volumetrischen
apparenten Knochendichte bei den transgenen Versuchstieren. Die volumetrische
Knochendichte war bei weiblichen Tieren tendenziell hoher als bei den Mé&nnchen.

Im Rahmen der longitudinalen Studie wiesen die transgenen Tiere ab der 9.
Lebenswoche ein signifikant hoheres Korpergewicht auf sowie einen hoheren
Knochenmineralgehalt mit einem Gipfel in der 26. Lebenswoche (,,Peak Bone Mass*), gefolgt
von deutlichem Verlust an Gewicht und Mineralgehalt. Die Kontrolltiere verzeichneten einen
kontinuierlichen Zuwachs an Korpergewicht und skelettalem Mineralgehalt bis zur 38.
Lebenswoche. Der prozentuale Anteil der Knochenmasse am Kdorpergewicht war bei den
weiblichen Transgenen signifikant hoher als bei den Kontrolltieren. Im Unterschied zur
Querschnittstudie profitierten die weiblichen Versuchstiere (berproportional vom GH-
Uberschuss.

Die Zweienergie-Rontgen-Absorptiometrie (DXA) ist in der Lage, den Gehalt an
mineralisiertem Knochengewebe bei der Maus mit hoher Prézision zu bestimmen. Diese
Methode kann dabei in zukinftigen longitudinalen Studien zur In-vivo-Analyse transgener
Versuchstiere verwendet werden.

Im GH-transgenen Tiermodell ist eine anabole Reaktion auf den Knochen
nachweisbar, transgene  Tiere haben einen  signifikant  hoheren  absoluten
Knochenmineralgehalt. Weibliche Mause profitierten tiberproportional vom GH-Uberschuss,
transgene Mannchen hingegen erfahren einen Zuwachs an Knochenmineralgehalt der etwa
proportional zum Korpergewicht ist. Dies ist u.a. auf den modulierenden Effekt des Ostrogens

zurtickzufihren.
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