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ZUSAMMENFASSUNG I

ZUSAMMENFASSUNG

Die Synthese von steroidalen Verbindungen im Eberhoden geht mit der Geschlechtsentwick¬

lung des Ebers einher. Die Androgene und die 16-en Steroide bilden zwei der fünf Gruppen von

Steroidverbindungen. Androstenon, ein 16-en Steroid, wird als wichtiger Kontributor fur den

Ebergeruch verantwortlich gemacht, welcher bei Schlachtkorpern von nicht kastrierten Ebern

auftreten kann. Mit Ebergeruch behaftete Schlachtkorper sind fur den Konsum ungeeignet. Mit

der Entfernung der Hoden wird die Entstehung von Ebergeruch weitgehend verhindert. Darum

werden in der Schweiz samtliche mannlichen Ferkel, welche fur die Mast bestimmt sind, bis zu

einem Alter von zwei Wochen ohne Schmerzausschaltung durch den Schweinehalter kastriert.

Ein Unterlassen der Kastration befriedigt ethische Bedenken und bietet Vorteile fur die Mast.

Bezuglich Fleischqualitat muss beachtet werden, dass der intramuskuläre Fettanteil von Eber¬

fleisch gegenüber Fleisch von Kastraten und Sauen tiefer ist.

Der Syntheseweg von Androstenon ist weitgehend bekannt. Pregnenolon wird mit der 16-en

Synthase Aktivität von CYP17 in Androstadienol umgewandelt. Als Intermediarprodukt wird

Pregnenediol erwähnt. 3ß-HSD katalysiert die Reaktion von Androstadienol in Androstadienon,

welches von der 5a-Reduktase in Androstenon umgewandelt wird. Im Steroidstoffwechsel ka¬

talysieren die Enzyme weitere Reaktionen. Die einzige bekannte Reaktion der nebst einer Lyase-

und Hydroxylaseaktivitat als dritte Aktivität beschriebenen 16-en Synthase von CYP17 ist die

Umwandlung von Pregnenolon in Androstadienol. Fur die 5a-Reduktase ist die Umwandlung

von Testosteron in Dihydrotestosteron von Bedeutung.

In dieser Arbeit wurde der Ansatz der Hemmung von Enzymen verfolgt, die an der Synthese von

Androstenon beteiligt sind. In der Humanmedizin werden Enzymhemmer fur Steroidhormone

erfolgreich gegen verschiedene Leiden eingesetzt. Mit Hilfe dieser Erkenntnisse wurden Ver¬

bindungen als potenzielle Inhibitoren fur die porcinen Enzyme ausgesucht. Die kodierenden

Sequenzen fur das porcine CYP17 und die 5a-Reduktase wurden kloniert und in Saugetierzellen

exprimiert. Durch Sequenzieren wurden die korrekten Sequenzen bestätigt. Mit in vitro Versu¬

chen wurde die Aktivität der Enzyme untersucht. Mit diesen Aktivitatsversuchen zeigte sich,

dass das etablierte in vitro System mit CYPi7fur die Hemmversuche nicht geeignet war, da mit

den als Substrat eingesetzten Pregnenediol und Pregnenolon kein genügender Umsatz in das

gewünschte Produkt Androstadienol erzielt wurde. Testosteron als Substrat fur die 5a-

Reduktase wurde in Dihydrotestosteron umgewandelt und mit dem System konnten Hemm¬

versuche durchgeführt werden.



Il ZUSAMMENFASSUNG

Der in der Humanmedizin eingesetzte Hemmer Finasterid und das nicht kommerziell erhaltli¬

che Andi23 hemmten die 5a-Reduktase in vitro am besten. Eine Hemmwirkung wurde zudem

mit Andi24, F8 und Fg erzielt. Andi25 war im Vergleich zu den anderen Hemmern nicht effizient.

In den folgenden beiden Futterungsversuchen mit je 32 Ebern wurde die Wirkung von Andi23 in

vivo untersucht. Je eine aus acht Tieren bestehende Kontrollgruppe ohne Andi23 im Futter

wurde zusammen mit drei aus ebenso vielen Tieren bestehende Gruppen mit unterschiedli¬

chem Verabreichungsschema von Andi23 im Futter gemastet. Von jedem Tier wurde das

Schlachtalter, das Schlachtgewicht, der mit einer Analyse bestimmte Androstenonwert im Fett

und eine Beurteilung der Geruchsprobe der erhitzten Speicheldruse erfasst. Bezuglich

Schlachtalter, Schlachtgewicht und Androstenonwerte bestanden zwischen den Gruppen und

den Versuchen einige Unterschiede, von denen wenige statistisch signifikant waren. Obschon

mit den organoleptischen Tests bei keiner Fleischprobe Ebergeruch festgestellt wurde, konnte

mit den Versuchen nicht schlussig gezeigt werden, dass Andi23 den Androstenonwert beein-

flusst.

Die Daten der in vitro Versuche und die Erfahrung in der Humanmedizin zeigen, dass der Ein¬

satz von Hemmern eine gewünschte Reaktion erzielen kann. Mit dem etablierten in vitro Sys¬

tem besteht die Möglichkeit, weitere Hemmer zu untersuchen und es können weitere Enzyme

in vitro kloniert werden. Das Verhalten von Andi23 im Tier ist weitgehend unbekannt. Fur den

Hemmer ist eine Form zu suchen, mit der sichergestellt wird, dass der Hemmer in wirksamer

Konzentration an den Zielort gelangt. Um den Effekt eines Hemmers in in vivo Versuchen ge¬

genüber Tieren ohne Hemmer zu belegen, muss die Anzahl Tiere gross genug sein. Kann ein

solcher Inhibitor etabliert werden, stellt dieser Ansatz eine Alternative zur Eberkastration dar,

mit welcher auf die analytische Kontrolle am Schlachtband verzichtet werden kann.
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SUMMARY

The synthesis of steroids in the boar testis is correlated with genital development. The andro¬

gens and the 16-ene steroids are two of the five classes of steroids hormones. Androstenone is

member of the 16-ene steroids and is known to contribute to boar taint, which can occur in the

carcasses of intact boars. Tainted carcasses are unacceptable for consumption due to the un¬

pleasant odour or flavour present in the product. Formation of boar taint can be widely pre¬

vented by excision of the testes. Therefore, in Switzerland, male pigs for livestock production

are being castrated at a maximum age of 2 weeks without anesthesia by the farmer. An alter¬

native to castration would satisfy ethical concerns and result in economic benefits to the pork

production industry. Concerning the quality of pork meat, the lower intramuscular fat level of

meat of boars compared to sows and castrates may be an adverse effect.

The synthesis pathway of androstenone has almost been fully established. The 16-ene synthase

activity of CYP17 converts pregnenolone to androstadienol. Pregnenediol has been suggested as

an intermediate product in this conversion. 3ß-HSD catalyses the reaction from androstadienol

to androstadienone, which is converted to androstenone by the 5a-reductase. In the steroid

pathway, the mentioned enzymes catalyze additional reactions. CYP17 possesses a 16-ene syn¬

thase as a third activity along with a lyase and hydroxylase activity. The conversion of pregne¬

nolone to androstadienol is the only known reaction catalyzed by the 16-ene synthase activity.

The conversion of testosterone to dihydrotestosterone is another reaction of significance cata¬

lyzed by the 5a-reductase activity.

In this work, the approach of inhibition of enzymes involved in androstenone synthesis is stud¬

ied. Inhibitors for enzymes involved in steroid synthesis are used successfully to treat diseases

in humane medicine. With the aid of this knowledge, compounds were chosen as potential in¬

hibitors for the porcine enzymes. The coding sequences of the porcine CYP17 gene and 5a-

reductase gene were cloned and expressed in mammalian cells. The cloned genes were se¬

quenced to confirm the correct sequences. The activity of the enzymes was studied in in vitro

trials. The in vitro system with CYP17 converted neither pregnenolone nor pregnenediol in a re¬

quired amount to androstadienol and could not be used for inhibition trials. The in vitro system

with the 5a-reductase converted the substrate testosterone to the expected product dihydro¬

testosterone and could be used for inhibition trials with potential inhibitors.

Finasteride, developed and used in the human medicine, and Andi23, a currently commercially

unavailable 5a-reductase inhibitor, were the best inhibitors for the porcine 5a-reductase.

Andi24, F8 and Fg also inhibited the enzyme to some degree. In comparison with the other

compounds, Andi25 was the most ineffective inhibitor.
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Animals were fed with food containing Andi23 in two subsequent animal trials with 32 animals

each. The animals were divided into 4 groups with 8 animals each. Three of the groups were fed

different amounts of Andi23 and one group remained as a control group without Andi23 in the

feed. After slaughter, age at slaughter, slaughter weight, androstenone in fat and data of esti¬

mation of boar taint of the heated salivary gland were recorded. In aspect to age at slaughter,

slaughter weight and androstenone level, there where some differences between groups, but

only a few were statistically significant. Although no carcass was olfactory assessed with boar

taint, no influence of Andi23to androstenone level could be shown.

The results of the in vitro inhibition trials and experiences in the human medicine demonstrate

the successful application of inhibitors to achieve desired actions. With this established in the

in vitro system and its possible extension, more enzymes and inhibitors could be tested. The

effect of Andi23 administered to animals has not been studied. An administration should be

chosen that enables a sufficient concentration at the target organ. To demonstrate the effect

of Andi23 with animals treated with inhibitor against animals with no inhibitor, the number of

animals in the trials must be big enough. The establishment of such an inhibitor offers an al¬

ternative to castration without the need to test the carcasses for boar taint at slaughter line.
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EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

Die Synthese der steroidalen Verbindung Androstenon verlauft parallel mit der sexuellen Ent¬

wicklung des Ebers. Das in den Hoden produzierte Androstenon tragt zum Ebergeruch bei, wel¬

cher beim Erhitzen von Fleisch auftreten kann und von den meisten Konsumenten als negativ

wahrgenommen wird. Der Ebergeruch entsteht nicht, wenn die Eber kastriert werden. Obwohl

der Geruch nicht bei allen Ebern auftritt, und auch nicht von allen Personen, wenn überhaupt,

gleichermassen wahrgenommen wird, werden in Europa und Nordamerika mit wenigen Aus¬

nahmen alle fur die Mast bestimmten mannlichen Schweine kastriert. Die chirurgische Entfer¬

nung der Hoden, welche ohne Narkose durchgeführt wird, verursacht bei den Ferkeln Schmerz

und Stress. Nebst diesen tierschutzerischen Aspekten, welche ein ethisches Problem darstellen,

entstehen als postoperative Folgen eine Depression in der Mast und eine erhöhte Anfälligkeit

fur Entzündungen. Mit der Entfernung der Hormon-produzierenden Hoden geht das anabole

Wachstumspotenzial verloren. Bisher ist weder eine praxistaugliche Alternative zur chirurgi¬

schen Kastration noch eine andere Methode etabliert, welche den Ebergeruch wahrend der

Mast nicht entstehen lasst (Futterung, Haltung, Zucht), oder mit welcher sich die mit dem Ge¬

ruch behafteten Schlachtkorper zuverlässig aussortieren lassen.

Das Wissen über die Synthese von Androstenon und der Hemmung von daran beteiligten En¬

zymen wird in dieser Arbeit genutzt, um den Ansatz der Hemmung dieser Synthese mit Inhibi¬

toren in vitro und in vivo zu untersuchen.

1.1 Steroide

i.i.i Entstehung der männlichen Keimdrüsen

Die Ausbildung des mannlichen Geschlechts und speziell die Entwicklung und Differenzierung

der Geschlechtsorgane ist ein komplexes Zusammenspiel verschiedener Vorgange. Das geneti¬

sche Geschlecht wird bei der Befruchtung durch das paternale X- oder Y-Chromosom festge¬

legt. Die Ausbildung der Organe wird anfanglich durch Gene reguliert (Viger et al. 2005). Die

Aktivität des auf dem Y-Chromosom liegenden Gens SRY nach 21-26 Tagen der Trachtigkeit

(Daneau et al. iggö) und der Einfluss von weiteren Genen bewirken, dass sich die anfanglich

nicht differenzierten Gonadenanlagen der Genitalleiste zum fetalen Hoden mit Sertoli- und

Leydig-Zellen entwickeln. Der Differenzierungsprozess der Organe wird vorwiegend durch

Hormone gesteuert. Unter dem Einfluss des Mullerschen Hemmfaktors der Sertoli-Zellen de¬

generieren die Mullerschen Gange. Beim Weibchen werden die Mullerschen Gange zu Eileiter,

Uterus und oberer Vagina ausgebildet. Androgene der Leydig-Zellen der fetalen Hoden bewir¬

ken eine Differenzierung der ursprunglich angelegten Wolffschen Gange zu Samenleiter, Ne-
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benhoden und Samenblase wie auch die Entwicklung von Harnrohre, Prostata, Penis und Ho¬

densack.

1.1.2 Regulation der männlichen Keimdrüsenfunktion

Im Hypothalamus wird Gonadotropin-Releasing Hormon (GnRH) gebildet, welches im Blut über

das Pfortadersystem zum Wirkungsort Adenohypophyse transportiert wird (Schally et al. ig76),

in welcher die Sekretion des luteinisierenden Hormons (LH) und des Follikel stimulierenden

Hormons (FSH) angeregt wird.

Neuro¬

peptide

ZNS
Neuro¬

transmitter

Hypothalamus

GnRH

Adenohypophyse

FSH LH

Gonaden

Peptide

r
Sertoli-

zellen

llt_

IT
Keim¬

zellen

Leydig-
zellen

Hormone

Abbildung 1.1. Regelkreis der männlichen Geschlechtshormone (abgeändert, nach Docke 1994)

In den Leydig-Zellen reguliert LH die Erhaltung und Entwicklung der morphologischen Struktur

und regt die Produktion und Sekretion von Androgenen und - in sehr kleinen Mengen - die von

Östrogenen an. FSH bewirkt über die Vermehrung der Sertoli-Zellen eine Forderung der Sper¬

matogenese. Die GnRH, LH und FSH sekretierenden Organe werden mit Hormonen durch nega¬

tive Ruckkoppelungsmechanismen gesteuert.
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Steroide wirken in und auf praktisch allen Zellen der Saugetiere. Sie haben Einfluss auf die Ent¬

wicklung, das Wachstum und die physiologischen Prozesse. Steran ist das chemische Grundge-

rust der Steroide, und Unterschiede entstehen durch unterschiedliche Seitenketten und Dop¬

pelbindungen. Die Ausgangssubstanz der Steroide ist Cholesterol, welches vor allem in der Le¬

ber in ca. 20 Reaktionsschritten aus Acetyl-CoA aufgebaut wird. Die Steroide werden in der Ne¬

bennierenrinde und in den Hoden gebildet, und können in vier Gruppen eingeteilt werden (ver¬

gleiche mit Abbildung 1): 1. Geschlechtshormone (u.a. Testosteron, Dihydrotestosteron, Ostradi-

ol und Androstenedion), 2. Glucocorticoide (u.a. Cortison, Cortisol und Corticosteron), 3. Minera-

locorticoide (u.a. Aldosteron) und 4.16-en-Steroide (u.a. Androstenon und Androstenol). Die Ge¬

schlechtshormone werden zum Teil in Androgene und Östrogene aufgeteilt, so dass die Ste¬

roidhormone in fünf Gruppen eingeteilt werden. Die 16-en-Steroide sind im Eberhoden gegen¬

über den Androgenen mengenmassig vorherrschend (Gower 1972).

1.2 Ebergeruch

Dem erhitzten Fleisch von Ebern kann ein als negativ wahrgenommener Geruch anhaften. Das

Pheromon Androstenon, ein Steroid, und Skatol, ein mikrobielles Abbauprodukt im Dickdarm,

gelten als wichtige Verursacher des Ebergeruchs. Messungen der beiden Stoffe können den ol¬

faktorisch beurteilten Ebergeruch jedoch nur zum Teil erklaren. Claus (197g) und Bonneau

(1992) listen nebst Androstenon und Skatol weitere Steroide und Substanzen auf, welche eine

vom Mensch als negativ wahrgenommene Geruchswirkung haben.

Tabelle 1.1. Einige Steroide und weitere Verbindungen mit einem vom Mensch als negativ wahrge¬
nommenen Geruch (zusammengestellt aus Claus (1979) und Bonneau (1992))

Bezeichnung Geruch Intensität

5a-Androst-i6-en-3-on Urin +++

Skatol fäkal +++

Androst-4,i6-dien-3-on Urin +++

5a-Androst-i6-en-3oc-ol Moschus +++

Zi beton Moschus +++

Muscon Moschus +++

5a-Androstan-3-on Urin ++

5a-Androstan-3oc-ol Moschus ++

A-Nor-5a-Androstan-2a-ol Moschus ++

5a-Androst-i6-en-3ß-ol Moschus +

5ß-Androst-i6-en-3-on Urin +
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1.2.1 Androstenon

Patterson (1968) hat Androstenon mit seinem intensiven Urin-ahnlichen Geruch als erster als

die fur den Ebergeruch verantwortliche Verbindung beschrieben.

1.2.1.1 Synthese

Androstenon wird in den Leydig-Zellen des Hodens produziert. Zusatzlich ist die Nebenniere

(bei Sauen auch die Ovarien) fähig, 16-en-Steroide zu bilden, im Vergleich zur Produktion der

Hoden jedoch nur in sehr kleinen Mengen. Die Androstenonkonzentration von Sauen und Kast¬

raten liegt bei 0.00-0.23 Hg/g Fett (Claus 197g; Herbert 1997) im Vergleich von bis zu 8.0 ug/g

Fett, wie sie bei Ebern auftreten kann (Claus 197g; Garcîa-Regueiro und Diaz ig8g; Neupert et al.

1995). Ebergeruch tritt auch bei Kryptorchiden (ein oder beide Hoden sind in der Bauchhohle

verblieben und nicht in den Hodensack gewandert) und Intersexen auf (Booth und Polge 1976;

Claus 1979).

Die Synthese von Androstenon erfolgt aus Pregnenolon mit Androstadienol und Androstadi-

enon als Intermediarprodukte. Als erstes Intermediarprodukt zwischen Pregnenolon und

Androstadienol wird auch Pregnenediol erwähnt (Loke und Gower 1972). Ein zweiter Synthese¬

weg, ebenfalls von Pregnenolon ausgehend, hat Progesteron und 11-Deoxycorticosteron als In¬

termediarprodukte. Mit 1/10 (Ahmad und Gower 1968) oder 1/11 (Louveau et al. 1991) der Synthe¬

seleistung des ersten Weges ist dieser zweite Weg weniger bedeutend. Die 16-en-Steroide und

die Androgene werden parallel sekretiert (gemeinsame Regulation, Syntheseort, beteiligte En¬

zyme) (Claus et al. 1994), und so unterscheidet sich Androstenon von Dihydrotestosteron ledig¬

lich durch die 16-en Doppelbindung und die Hydroxygruppe am C17. Diese Gemeinsamkeiten

sind mit ein Grund, warum der Androstenongehalt mit dem durch die Androgene verursachten

Masteffekt in Beziehung steht und bei Androstenonmessungen Fehler auftreten können.

1.2.1.2 Metabolismus

Androstenon gelangt vom Hoden über die Vena spermatica in den Blutkreislauf. Die Speiche¬

rung des Iipophilen Androstenons erfolgt im Fettgewebe (Ruckenspeck). Zur Freisetzung wird

Androstenon via Blut zu den Speicheldrusen transportiert, in welchen der grosste Teil davon in

Androstenol umgewandelt wird. Zwecks Loslichkeit und Transport im Speichel werden die 16-

en-Steroide an Pheromaxein, ein niedermolekulares Tragerprotein, gebunden (Austin et al.

2004). Pheromaxein wurde zuerst den Lipokalinen zugeordnet, Austin et al. (2004) schreiben es

anhand von Sequenz-Homologien den Sekretoglobinen zu, einer Superfamilie, welche ste-

roidreguliert ist und Steroide bindet. Von den zwei bekannten Untereinheiten A und C wird die
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Untereinheit A ausschliesslich in der Prostata und den Speicheldrusen transkribiert. Die Unter¬

einheit C kommt in weiteren Geweben vor. Die Synthese von Pheromaxein scheint im Zusam¬

menhang mit funktionierenden Hoden zu stehen (Babol et al. 1996). Marchese et al. (2000) be¬

schreiben aus Eberspeichel isolierte Lipokaline (boar salivary lipocalin, SAL), welche sich durch

ihre grossere molekulare Masse von Pheromaxein unterscheiden und Androstenon endogen

binden, jedoch wie Pheromaxein ausschliesslich bei mannlichen Schweinen vorkommen. Die

Funktion ist noch weitgehend unbekannt (Loebel et al. 2000; Spinel I i et al. 2002). Die 16-en-

Steroide werden beim so genannten ,Patschen' mit dem Speichel frei gesetzt, und wirken als

Pheromon auf die sich im Östrus befindende Sau, indem sie als wichtigste Funktion die Auslo¬

sung des Duldungsreflexes fordern. Diese Wirkung konnte mit dem Einsatz von synthetischen

Steroiden ebenfalls erreicht werden (Melrose et al. 1971).

1.2.1.3 Speicherung

Das im Fettgewebe gespeicherte Androstenon erreicht Konzentrationen im pig-Bereich. Die

Speicherung ist reversibel und das Fettgewebe hat eine Pufferfunktion. Wie der Vorgang der

Speicherung genau ablauft, ist noch nicht bekannt. Die Einlagerung ins Fettgewebe scheint

schneller zu sein (verstärkte Einlagerung wenige Stunden nach Erhöhung von Androstenon im

Plasma) als die Abgabe (nach der Kastration wird vermutlich ein Teil des freigesetzten

Androstenons wieder ins Fettgewebe eingelagert). Nach einer Kastration fallt der Androsten-

ongehalt innerhalb von drei bis sechs Wochen auf o (Abbau der Depots), mit einer Halbwerts¬

zeit von ca. zwei Wochen (Aising 1978). Innerhalb des Fettgewebes (Ruckenspeck) kann die Ver¬

teilung von Androstenon als einheitlich angesehen werden (Claus ig7g; Weiler et al. 1995). Sinc¬

lair und Squires (2005) beobachteten, dass Androstenon bei einer Mehrheit der in ihrer Studie

untersuchten Eber zu ca. 70% als Sulfokonjugat vorliegt. Bei Konzentrationen von g-56 ng sul-

fokonjugiertem Androstenon/ml Blut, hatten Tiere mit Werten über 28 ng/ml keine Androsten-

onwerte hoher als 0.5 pig/g Fett. Die Hydroxysteroid-Sulfotransferase scheint durch die Sulfoni-

sierung von Androstenon einen Einfluss auf die Einlagerung ins Fettgewebe zu haben.

Fett: Pufferung

Abbildung 1.3. Schematische Darstellung der Synthese, Pufferung und Freisetzung von Androstenon im

Eber
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1.2.1.4 Weitere Einflussfaktoren auf die Androstenonsynthese

Die Bildung von Androstenon ist eng mit der Pubertät und der Produktion der Steroidhormone

im Hoden gekoppelt. Faktoren, welche den Zeitpunkt der Pubertät beeinflussen, nehmen auch

Einfluss auf die Androstenonproduktion. Claus et al. (igg4) geben einen Überblick über die Ein¬

flüsse von Genotyp, der Jahreszeiten, der Ernährung und dem sozialen Umfeld. Willeke (1993)

listet acht Publikationen auf, in welchen die Durchschnitte der Androstenonwerte fur acht Ras¬

sen (Piétrain, Belgische, Danische und Deutsche Landrasse, Large White, Deutsches Edel-

schwein, Schwedisches Yorkshire und eine Hybridlinie) bestimmt wurden. Den kleinsten

Androstenonwert wiesen mit 0.28 pig/g Fett die mit 170 kg geschlachteten Eber der Deutschen

Landrasse auf, den höchsten Androstenonwert hatten die Piétrain mit 1.75 pig/g Fett. Die

Durchschnittswerte wiesen mit wenigen Ausnahmen hohe Standardabweichungen auf.

1.2.2 Sensorik

1.2.2.1 Riechepithel und Vomeronasales Organ

Das olfaktorische Epithel befindet sich am Dach der Nasenhohle und besteht aus Rezeptorzel¬

len, die zwischen Drusen- und Stutzzellen eingelagert sind. Duftstoffe werden durch ein Sys¬

tem von Stromungskorpern zum Riechepithel geleitet und binden dort an die chemosensori-

schen Zilien der Rezeptorzellen, welche die Information über die chemische Zusammensetzung

und die Intensität des Geruchs in elektrische Signale umwandeln (chemoelektrische Transduk¬

tion) und diese dem Riechkolben (Bulbus olfactorius) des Gehirns zuleiten.

Das vomeronasale Organ (VNO) ist ein zweites, vom Riechepithel unabhängiges chemo-

sensorisches Organ, welches in den meisten Amphibien, Reptilien und Saugetieren vorhanden

ist (Eisthen igg2) und zur Wahrnehmung von Pheromonen dient. Es wird von einer kleinen Roh¬

re in der Nasenscheidewand gebildet und leitet die Signale zum akzessorischen Riechkolben

weiter. Das Lumen des VNO enthalt olfaktorische Rezeptorzellen (Hart 1987).

vomeionasal duct nasopalatine duct

Abbildung 1.4. Das vomeronasale Organ des Schweins (Dorries et al 1997)
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Beim Schwein ist das VNO mit einem vomeronasalen Epithel mit Zugang zu Mund- und Na¬

senhohle vorhanden. Weibliche Schweine, welchen der Zugang zum VNO blockiert wurde und

Androstenon ausgesetzt wurden, zeigten kein verändertes Verhalten im Vergleich mit Schwei¬

nen mit frei zuganglichem VNO. Dorries et al. (1997) schliessen daraus, dass das VNO bei

Schweinen fur die Wahrnehmung und das daraus resultierende Sexualverhalten nicht not¬

wendig ist. Im Gegensatz zum Schwein ist das VNO beim Mensch nicht durchwegs vorhanden,

und seine Funktion ist noch nicht geklart. VNO bedingt das Vorhandensein einer Verbindung

mit dem vomeronasalen Epithel (Knecht und Lundstrom 2003) durch den vomeronasalen

Durchgang (vomeronasal duct, VND). Beim Mensch ist der VND bei 65% der Population fest¬

stellbar; bei 41% der Population ist er bilateral (Knecht et al. 2001). Ein Verschluss des humanen

VNDs führte in einem Versuch von Knecht und Lundstrom (2003) zu keiner Veränderung der

olfaktorischen Funktion und der Sensibilität (Wahrnehmungsgrenze) fur Androstenon. Diese

Befunde deuten darauf hin, dass Androstenon durch das olfaktorische Epithel und nicht mit

dem vomeronasalen Organ wahrgenommen wird.

1.2.2.2 Wahrnehmung durch den Mensch

Die Wahrnehmung von Androstenon beim Menschen ist sehr unterschiedlich und der genaue

Vorgang ist noch nicht erforscht. Obwohl der Geruch von Androstenon fur die meisten Perso¬

nen als negativ wahrgenommen wird, gibt es auch Personen, die den Geruch des Reinstoffes

angenehm finden (Font i Furnols et al. 2003). Bremner et al. (2003) fuhren 11 Publikationen auf,

in welchen mit unterschiedlichen Methoden und Androstenonkonzentrationen bei mehr als

27'8oo Personen die Fähigkeit der Androstenon-Wahrnehmung untersucht wurde. Die Nicht-

Detektions-Rate lag im Gesamtdurchschnitt bei 27.5%. Die höchste Nicht-Detektions-Rate lag

bei 75% (nicht nach Geschlechtern getrennt). Bremner et al. (2003) finden in ihrer eigenen Stu¬

die fur die wahre Anosmie eine Rate von 1.8-6.0%, und fuhren die hohen Werte der erwähnten

Studien darauf zurück, dass die Untersuchungsanordnung die Rate der Detektion erfasste, und

die Rate der Nicht-Detektion, respektive die der wahren Anosmie, fälschlicherweise überschätzt

wurde. In den Versuchen mit einer Unterscheidung des Geschlechts war die Rate fur die Nicht-

Detektion bei Frauen immer tiefer als die fur Manner und variierte bei den Frauen von 7.6-24%

und bei den Mannern von 13-44%. Zwischen Detektions-Raten der Bevölkerung in Landern tre¬

ten im Vergleich zueinander ebenfalls signifikante Unterschiede auf. Wysocki und Beauchamp

(1984) führten Versuche mit eineiigen Zwillingen durch und kamen zum Schluss, dass die Fä¬

higkeit zur Wahrnehmung von Androstenon genetisch bedingt ist, berichteten spater jedoch,

dass diese Fähigkeit nach wiederholter Exposition mit der Substanz erlernt werden kann (Wy¬

socki et al. ig8g). Ist eine Person fur längere Zeit dem Geruch ausgesetzt, geht die Fähigkeit,

verschiedene Konzentrationen zu unterscheiden, mehr und mehr verloren. Font i Furnols et al.
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(2003) beobachten eine Veränderung der Sensitivitat fur Androstenon mit dem Alter, mit stei¬

genden Werten von 18 bis 60 Jahren, und einer Abnahme von 60-75 Jahren. Androstenon ist

nicht sehr fluchtig, und somit konnten Unterschiede zwischen Geruch und Geschmack beste¬

hen, da beim Riechen am erhitzten Fleisch das freigesetzte Androstenon registriert wird, und

im Gegenzug beim Geschmackstest dieser Anteil im Fleisch fehlt (Font i Furnols et al. 2003). Bei

einer sensorischen Bewertung der Intensität des Androstenongeruchs von Lendenspeckproben

mit analytisch festgestellten Androstenonwerten wurde bei Proben mit weniger als 0.2 pig/g

Androstenon bei 66.7% der Proben kein Geruch, bei 33.3% ein geringer Geruch festgestellt. Bei

Proben mit 0.2-0.5 Hg/g Androstenon wurde noch bei 23.1% der Proben kein Geruch attestiert,

30.8% wiesen einen geringen Geruch auf und bei 46.1% der Proben war der Geruch erheblich

oder stark (Fischer und Weiler 1995). Annor-Frempong et al. (1997) losten Androstenon in Ol und

eruierten bei den 10 Teilnehmern des sensorischen Panels den Grenzwert fur die Androstenon-

wahrnehmung bei 0.426 ug/g. Die tiefsten Werte waren 0.169, 0.250 und 0.275 Hg/g- Unter

Berücksichtigung des Extremwertes von 1.4x105 pig/g sinkt der Durchschnitt auf 0.152 ug/g. Die

Durchfuhrung dieser sensorischen Tests mit reinem Androstenon oder mit Fleisch/Fettteilen ist

nicht standardisiert. Bei Fleisch/Fettteilen besteht die Gefahr, dass die Beurteilung durch weite¬

re Stoffe beeinflusst wird (siehe Tabelle 1.1.).

Eine Skalierung des Ebergeruchs fur die Wahrnehmung durch den Mensch ist schwierig, und es

existiert kein Standardverfahren zur Beurteilung der Intensität. An Schlachthöfen wird als

Schnelltest der ,Hot Iron Test' (Lotkolbentest) durchgeführt: ein Stuck Fett wird erhitzt und von

einer Person durch Riechen auf einen allfalligen Geruch getestet. Studien, in welchen analyti¬

sche Messungen von Androstenon und/oder weiteren Verbindungen auf ihren Beitrag zum

Ebergeruch hin untersucht werden, wird fur die Beurteilung des Ebergeruchs ein .Trained Sen¬

sory Panel' erstellt. Personen, welche die Fähigkeit besitzen, Androstenon wahrzunehmen, wer¬

den trainiert, die Intensität von zuerst in einem neutralen Lipid gelosten reinem Androstenon

und dann von seinem Anteil am Ebergeruch im Fett in einer Skala zu bewerten. Eine Unter¬

scheidung zwischen verschiedenen Stoffen, welche wie z.B. Skatol bekannter weise zum Eber¬

geruch beitragen können, ist vorteilhaft. Mit einer Standardisierung der äusseren Bedingungen

und Training mit definierten Konzentrationen wird versucht, objektive Resultate zu erhalten,

obschon die Sensitivitat und Sensibilität von vielen Parametern beeinflusst wird.

Squires und Bonneau (2000) schreiben, dass die Resultate von verschiedenen Panels nicht mit¬

einander verglichen werden können, und dass der Prozentsatz von mit Ebergeruch belasteten

Proben je nach Studie von 10-75% variiert. Nebst einem Prozentsatz wird auch eine Skala fur

Ebergeruch verwendet (Babol et al. 1995; Squires et al. 2001; Bahön et al. 2004). Eine Simulation,

welche auf Studien zur Wahrnehmung von Ebergeruch durch trainierte Personen und Konsu-
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menten basierte, sagte voraus, dass das Fleisch von Jungsauen gegenüber Eberfleisch von 6.5%

der Konsumenten immer bevorzugt wird (Bonneau et al. 2000).

1.2.3 Detektion/Analysemethoden

Patterson (1968) isolierte Androstenon bei der Identifizierung mit Hochvakuumdestillation aus

dem Fett von Ebern. Zamaratskaia (2004) und Tomula (2000) listeten in ihren Zusammenstel¬

lungen total 35 Methoden von 33 Autoren auf, mit welchen eine Messung von Androstenon

(mit einer Methode werden alle 16-en-Steroide gemessen, mit einer Methode das Merkmal

,Ebergeruch') aus Fett, Serum oder Plasma möglich ist. Die zwei häufigsten Methoden sind

chromatographische Verfahren (GC, HPLC und Fluid-Chromatography) und Immunoassays (RIA

und ELISA). Weiter wird eine kolorimetrische Methode und eine Bestimmung mit Halbleiter

Gassensor (conducting polymer sensor) und TMSR (thickness shear mode resonator technolo¬

gy) erwähnt. Mit der Absicht, den Probendurchsatz zu erhohen und zu automatisieren, besteht

eine Tendenz zu einer einfachen Probenaufbereitung und Durchfuhrung der Messung. Diese

Studien weisen im Vergleich mit den aufwandigeren Methoden (Exaktmethoden) jedoch un¬

genauere Androstenon-Bestimmungen auf. In der Auflistung von Tomula (2000) erreichen die

Immuno-Assays fur die Androstenonbestimmung aus Fett eine Messgrenze von 0.02-0.10 pg/g

Fett, die chromatographischen Methoden eine von 0.02-0.08 pg/g Fett (bei der von Hansen-

M0ller (1994) beschriebenen Methode zur gleichzeitigen Erfassung von Androstenon, Skatol

und Indol liegt die Grenze fur Androstenon bei 0.20 pg/g Fett).

In der Statistik ist fur einige Methoden (z.B. fur den T-Test) eine Normalverteilung der Werte

Bedingung, damit die Methode angewendet werden kann. Walstra et al. (1999) erreichten

durch Logarithmieren der Androstenonwerte mit dem naturlichen Logarithmus eine Normal¬

verteilung.

a) b)
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Abbildung 1.5. Androstenonwerte (pg/g) von 4*313 Ebern Verteilung der Originalwerte (a) und der mit

dem natürlichen Logarithmus logarithmierten Werte (b) (Walstra et al 1999)
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In der Studie wurden die Daten von 4*313 Ebern diverser Rassen und unterschiedlichen Alters

aus Schlachthausern von sechs europaischen Landern miteinbezogen. Die Stichprobe eines

Landes sollte dabei die jeweilige Population betreffend Rasse, Genotyp und Haltungssystem

repräsentieren.

1.2.4 Skatol

Skatol tragt ebenfalls zum Ebergeruch bei (Void 1970; Walstra und Maarse 1970). Skatol und

Indol sind bakterielle Abbauprodukte von Tryptophan im Blind- und Dickdarm des Schweins

und sind im Gegensatz zu Androstenon nicht an das mannliche Geschlecht gebunden. Skatol

kann bei weiblichen Tieren, Kastraten und Ebern auftreten und hat keine Wirkung als Phero-

mon.

CH2 - CH - COOH

I

NH2

Indole Tryptophan Skatole

(3-Methyhndole)

Abbildung 1.6. Mikrobieller Abbau von Tryptophan im Darm (nach Claus et al 1994)

Futter wurde als direkte Tryptophanquelle weitgehend ausgeschlossen, da ein erhöhter Tryp-

tophangehalt nicht zu einem erhöhten Skatolgehalt führte. Claus et al. (1994) nennen als mög¬

liche Tryptophanquelle Zelldebris der Darmschleimhaut. Zur Bildung von Skatol sind vor allem

Stamme der Bakterien Lactobacillus und Clostridium befähigt. Skatol wird zum grossten Teil

über den Kot ausgeschieden. Ein dazu proportionaler Teil wird über den Darm resorbiert (Claus

et al. 1993), über die Pfortader der Leber zugeführt und gelangt anschliessend in den Blutkreis¬

lauf. Ein kleiner Anteil wird ohne direkte Leberpassage dem Blutkreislauf zugeführt. Aus dem

peripheren Blut kann Skatol ins Fettgewebe eingelagert und akkumuliert werden, der Abbau

erfolgt in der Leber.

Die endogene und/oder exogene Veränderung des Skatolgehalts steht im Zusammenhang mit

dem mikrobiellen Fermentationsprozess im Dickdarm, also die Verfügbarkeit von Tryptophan

und die Aktivität der zur Skatolbildung befähigten Bakterien. Eine Erhöhung des Skatolgehalts

wird unter anderem durch einen tiefen pH, knappe Energieversorgung und erhöhter Prolifera¬

tion der Darmmucosa erreicht. Lee et al. (2005) fanden einen QTLfur Skatol auf SSC14, Varona

et al. (2005) einen auf SSC6. Mit der Futterung und einem guten Management kann das Auftre¬

ten von hohen Skatolwerten weitgehend verhindert werden.
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Die Messung von Skatol mit HPLC oder kolorimetrischen Tests ist implementiert, und es be¬

steht ein automatisiertes Verfahren mit minimaler Probenaufbereitung fur eine in-line Mes¬

sung am Schlachtband (Hansen-M0ller 1993).

Durch Logarithmieren der Skatolwerte mit dem naturlichen Logarithmus wird - im Gegensatz

zu den Androstenonwerten - keine Normalverteilung erreicht (Walstra et al. 1999).

a) b)
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Abbildung 1.7. Skatolwerte (pg/g) von 4*313 Ebern Verteilung der Originalwerte (a) und Verteilung der

mit dem natürlichen Logarithmus logarithmierten Werte (b) (Walstra et al 1999)

1.2.5 Indikatoren für Androstenon

1.2.5.1 Androstenon und Ebergeruch

Die Aussage von Patterson (1968), dass Androstenon fur den Ebergeruch verantwortlich ist,

muss relativiert werden. Bonneau (1992) listet in einer Übersicht 14 Studien von 1971 -1981 auf,

in welchen der Korrelationskoeffizient zwischen dem Androstenonwert und der Intensität der

Ebergeruchs von 0.41 bis 0.75 variiert. 12 dieser 14 Studien erklarten die Variation zwischen den

sensorischen Ergebnissen und dem analytisch bestimmten Androstenonwert mit 16-56%

(Brooks und Pearson 1986). Zwischen der analytischen Skatolbestimmung und der Ebergeruchs-

intensitat besteht ein Korrelationskoeffizient von 0.20-0.53, welcher die Variation zu 33% er¬

klart. Bejerholm und Parton Gade (1992) finden zwischen Skatol und dem Ebergeruch einen

Korrelationskoeffizienten von 0.76, welcher 58% der Variation der Geruchsbewertung erklart.

Die Daten derselben Studie erklaren die Variation zwischen den sensorischen Ergebnissen und

dem analytisch bestimmten Androstenonwert mit 24%. Mehrheitlich wird Androstenon als

grosster Kontributor fur den Ebergeruch angesehen, und eine Messung desselben fur die De-

tektion von Ebergeruch am Schlachtkorper vorgeschlagen.
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1.2.5.2 Androstenon und Skatol

In der Literatur sind die Aussagen betreffend der Beziehung zwischen Androstenon- und Ska-

tolwerten von Ebern nicht einheitlich. Garcîa-Regueiro und Diaz (1989) fanden keine Korrelation

(r=-o.i3), Walstra et al. (1999) fanden eine Korrelation von 0.3 und listeten weitere 14 Studien

auf, in welchen die Werte von 0.15 bis 0.74 variierten, wobei der Wert bei 11 Studien zwischen

0.3 und 0.55 lag. Aldal et al. (2005) fanden fur Eber, die 110 Tage alt mit 53-62 kg Lebendgewicht

geschlachtet wurden, zwischen dem Androstenon- und Skatolgehalt eine Korrelation von

r=o.03.

Hansson et al. (1980) und Porter et al. (1989) beobachteten in intakten Ebern gegenüber Kastra¬

ten und Sauen einen erhöhten Skatolgehalt. Herbert (1997) erklarte dies einerseits mit einem

hormonellen Effekt, mit welchem die in den Hoden produzierten Östrogene über das Wachs¬

tumshormon (growth hormone, GH) die Konzentration von IGF-1 beeinflussen. Ein hoher IGF-1-

Wert fordert die Proliferation der Darmmucosa. Weiter fuhrt eine Energiemangelsituation im

Darm zu einer erhöhten Skatolproduktion der Mikroorganismen. Ein Energiedefizit des Schwei¬

neorganismus selbst senkt den IGF-1-Wert und die Skatolbildung wird durch die abnehmende

Mitoseaktivitat im Darm verringert.

Mit in vitro Inkubationen untersuchten Babol et al. (1999) die kompetitive Hemmung von

Androstenon auf den Skatolmetabolismus in Lebermikrosomen, insbesondere den Einfluss auf

das Enzym CYP2E1, welches am Metabolismus von Skatol in der Leber beteiligt ist (Squires und

Lundstrom 1997). Androstenon (allerdings in höherer Konzentration als physiologisch vorkom¬

mend) reduzierte die Konzentration einiger Metaboliten des Skatolabbaus. Doran et al. (2002)

erklarten diesen Effekt damit, dass das Enzym CYP2E1 durch Skatol induziert wird und Androst¬

enon diese Induktion durch Inhibition des Promoters blockiert (Tambyrajah et al. 2004), wo¬

durch der Abbau von Skatol gebremst und seine Akkumulation im Fettgewebe gefordert wird.

1.2.5.3 Korrelation mit weiteren Merkmalen

Fur die Messung von Androstenon oder Ebergeruch ist keine Schnellmethode etabliert. Es wur¬

den Versuche unternommen, zwischen Stoffwechselprodukten oder anatomischen Merkmalen

und dem Merkmal Androstenon/Ebergeruch eine Korrelation zu finden, um damit den

Androstenongehalt/Ebergeruch zu beurteilen.

Zwischen Androstenon im Blut und Fett werden Korrelationen von 0.46 und 0.69 angegeben

(Sinclair et al. 2001; Zamaratskaia et al. 2004). Die Korrelation zwischen Androstenon und Tes¬

tosteron liegt in der Vena spermatica bei 0.86 (Claus 1979), im peripheren Plasma zwischen 0.33

und 0.65 (Claus 197g; Sinclair et al. 2001; Zamaratskaia et al. 2004). Testosteron im Blut ist mit

Androstenon im Fett mit r= 0.26 korreliert (Sinclair et al. 2001). Androstenon ist in der Vena
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spermatica mit freiem und konjugiertem Ostrogen mit r = o.gö und 0.75, im peripheren Plasma

mit r = 0.77 und 0.82 korreliert (Claus 1979). Mit Ostrogen als Indikator fur den sexuellen Status

wird versucht, die mit Erreichen der Pubertät in vollem Umfang beginnende Androstenon¬

synthese vorherzusagen. Ein enger Zusammenhang zwischen Steroiden im Plasma ist ange¬

sichts der gemeinsamen Synthese zu erwarten. Mit grosser werdendem Abstand zum Synthe¬

seort oder im Fett sind die Konzentrationen von Steroiden nicht mehr aussagekraftig genug,

um den Androstenongehalt oder den Ebergeruch zu beurteilen.

Testosteron

4

01 2 3456789 10

Aiter (Monate)

Abbildung 1.8. Verlauf von Testosteron als Indikator für die Pubertätsentwicklung beim Eber (Herbert
1997)

Bonneau und Russeil (1985) verglichen Lange und Gewicht der Bulbourethraldruse, Gewicht der

Hoden, der Nebenhoden und der akzessorischen Geschlechtsdrusen (inkl. Prostata, ohne die

Bulbourethraldrusen) mit dem Androstenongehalt von 100 und 110 kg schweren Ebern. Die Kor¬

relationskoeffizienten der Vergleiche variierten von 0.43-0.67. Fur Gewicht von Hoden, Neben¬

hoden, Samenblase und der Bulbourethraldruse verglichen mit dem Androstenonwert fanden

Bonneau et al. (1987) keine Korrelation. Eber mit tiefen Androstenonwerten haben signifikant

weniger und kleinere Leydig-Zellen.

Das Gewicht der Hoden, der Bulbourethraldruse, der Mundspeicheldruse und der Androst¬

enongehalt in Blut und Fett wurden von Booth et al. (1986) miteinander verglichen. Die Tiere

waren in 3 Gewichtsklassen (63-68, go-g7 und 121-133 kg) eingeteilt. Die beste Korrelation ergab

sich mit r=o.63 fur den Vergleich des Androstenongehalts im Fett mit dem Gewicht der Bulbo¬

urethraldruse. Oonk et al. (1995) verglichen Lange und Gewicht der Hoden von 115 kg schweren

Ebern, welche immunokastriert worden waren, mit dem Androstenongehalt. Wenn die Hoden

kurzer als 9 cm und leichter als 150 g waren, war der Androstenonwert immer unter 0.5 pg/g
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Fett. Mit diesen Kriterien traten aber falsch Positive auf, also Eber mit Hoden langer als g cm

oder schwerer als 150 g, welche ebenfalls Androstenonwerte unter 0.5 pg/g Fett aufwiesen. Die

Autoren bemerkten, dass eine Berücksichtigung des Volumens ein besseres Merkmal gewesen

ware, da das Gewicht von ca. g cm langen Hoden von 100-300 g variierte.

Vergleiche mit dem vom ,Sensory Panel' eruierten Ebergeruch brachten ahnliche Resultate. Die

16-en-Steroide in der Mundspeicheldruse und im Fett, Skatol im Fett, der Lange der Bulbo¬

urethraldruse, dem Gewicht der Mundspeicheldruse und dem Lebendgewicht verglichen mit

dem Merkmal ,Ebergeruch' ergaben Korrelationen von 0.53, 0.44, 0.46, 0.61, 0.60 und 0.54 (Ba-

bol et al. 1995). Fur den Vergleich der mit der kolorimetrischen Methode bestimmten 16-en-

Steroide der Mundspeicheldruse und im Fett mit Ebergeruch fanden Squires et al. (1991) signifi¬

kante Korrelationen von 0.842 und 0.846. Die 16-en-Steroide im Fett und in der Mundspeichel¬

druse waren mit r = 0.721 korreliert.

Mit Hilfe von Westernblots fanden Davis und Squires (1999) zwei immunoreaktive Cytochrom

b5 Proteine mit einem hohen (lökDa) und einem niedrigen (12 kDa) molekularen Gewicht. Cyto¬

chrom b5 ist ein Koenzym von CYP17. Die Korrelationen von 16-en-Steroiden im Fett mit total-

Cytochrom b5 und der niedermolekularen Isoform betrugen 0.59 und 0.72.

1.3 Kastration und Alternativen

1.3.1 Kastration

Zur Durchfuhrung der chirurgischen Kastration ohne Betäubung wird das Tier gefangen und

fixiert. Nach einem Schnitt in den Hodensack werden die Hoden entfernt und die Samenstran¬

ge durchtrennt. Die Wunde wird desinfiziert und das Ferkel kommt zurück in die Bucht. Die Be¬

lastung fur das Ferkel kann in eine physiologische Reaktion, eine Vokalisation und eine Verän¬

derung des Verhaltens eingeteilt werden. Bei der chirurgischen Kastration ohne Betäubung

wurde im Vergleich zu einer Kastration mit Lokalanästhesie eine erhöhte Herz- und Atmungs¬

frequenz, wie auch eine erhöhte HEF (frequency of highest energy) festgestellt (White et al.

1995). McGlone et al. (1993) stellten in einem Versuch fur chirurgisch kastrierte Ferkel im Ver¬

gleich mit nicht kastrierten Tieren längere Liegezeiten und kürzere Stand- und Saugezeiten fest.

Bei der Kastration wurde eine grossere Anfälligkeit fur Infektionen und eine Unterdrückung des

Saug-Verhalten beobachtet, was u.a. zu einem geringeren Absetz-Gewicht führte (De Kruijf und

Welling 1988; McGlone und Hellman 1988). Wird das Ferkel mit einem Alter von 7-14 Tagen

kastriert, sind die wenigsten negativen Auswirkungen in Bezug auf Gesundheit und Schlacht¬

leistung zu erwarten.
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1.3.2 Ebermast

Die in den Hoden produzierten Androgene und Östrogene tragen zur besseren Mastleistung

der Eber gegenüber Kastraten und weiblichen Tieren bei. Die Androgene haben nebst einer

vermuteten direkten Stimulierung der Proteinsynthese eine antikatabole Funktion und schüt¬

zen das Muskelgewebe vor übermässiger Degradation (Claus und Weiler 1993). Die Östrogene

stimulieren die Ausscheidung von GH- und IGF-1 und fordern so indirekt die Proteinsynthese.

Bei vergleichbaren Tageszunahmen von Kastraten und Ebern ist die Futteraufnahme der Eber

geringer und die Futterverwertung ist besser (Weiler et al. 1995). Die bessere Stickstoff-

Retention, bewirkt durch die erhöhte Halbwertszeit der Korperproteine, hat eine verminderte

Stickstoff-Ausscheidung zur Folge und ist positiv fur die Stickstoffbilanz. Da durch die Zucht

Proteinumsatz-fordernde Eigenschaften reduziert wurden, durfte der Unterschied zwischen

Ebern, Kastraten und weiblichen Tieren allerdings nicht mehr sehr gross sein (Claus 1995). Der

grossere Proteinansatz der Eber fuhrt zu einer besseren Schlachtleistung mit mehr magerem

Fleisch und kleinerem Fettanteil (Claus et al. igg4; Dobrowolski et al. 1995) und erfolgt energe¬

tisch auf Kosten des Fettansatzes (Herbert 1997). Der intramuskuläre Fettanteil im langen Ru¬

ckenmuskel (IMF) kann bei Ebern unter 0.7% liegen (Fischer und Weiler 1995). Je 20 Eber einer

Kreuzung von Edelschwein x Landrasse x Duroc, welche nicht kastriert, immunokastriert oder

chirurgisch kastriert wurden, wiesen einen IMF von 2.2%, 2,5% und 2.7% auf (D'Souza und Mul-

lan 2003). Ein tiefer IMF kann die sensorischen Merkmale negativ beeinflussen. Ein IMF von 2-

3% liefert das schmackhafteste Fleisch (Bejerholm und Barton-Gade 1986).

Eber in Zweierbuchten gehalten zeigten im Vergleich zu Kastraten gegen Ende der Mast eine

wesentlich höhere Aktivität und beim Verladen eine gesteigerte Aggression (Hoppenbrock

1995). Eine Gruppenhaltung von Ebern ist durch ein geschicktes Management möglich (Aising

1978). Dass Tiere von Gruppen mit einem Eber mit hohem Androstenongehalt im Durchschnitt

höhere Androstenonwerte aufwiesen als Tiere von Gruppen ohne hohe Einzel-

Androstenonwerte (Giersing et al. 2000) widerspricht dem Ansatz, wonach ein Tier mit hohem

Androstenonwert die Androstenonwerte der anderen Tiere reduziert (Claus et al. 1994). Die Ag¬

gressivität in Gruppen mit hohem Androstenonlevel war signifikant hoher als in Gruppen mit

niedrigen Androstenonwerten.

Die durchschnittlichen Androstenonwerte von Ebern schwankten je nach Rasse von 0.28-1.75

pg/g Fett (Willeke 1993). Der fur Androstenon mit 0.5 pg/g Fett diskutierte Grenzwert wird in

Studien von 35% der Tiere (Bahön et al. 2004) und von 39% von total g2 Ebern mit Schlachtge¬

wicht unter 80 kg (Weiler et al. 1995) überschritten. Walstra (1974) fand zwischen Ebern mit

weniger und mehr als 80 kg Schlachtgewicht keinen Unterschied bei den Beanstandungen

betreffend Ebergeruch. 19% der mit 53-62 kg geschlachteten Eber der Rasse Noroc hatten

Androstenonwerte hoher als 0.5 pg/g Fett (Aldal et al. 2005). Fur eine Vermeidung des Eberge-
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ruchs dürfen die Eber nicht alter als 120 Tage sein und kein Lebendgewicht grosser als 55 kg ha¬

ben (Jensen und Andersen 2005).

1.3.3 Alternativen mit Kastration

1.3.3.1 Schmerzlinderung mit Analgetika, Kastration mit Lokal- und Totalanästhesie

Die Verabreichung der Schmerzmittel Aspirin und Butorphanol bei der Kastration (McGlone et

al. 1993) zeigte keine messbaren Verhaltensanderungen. Der Einsatz von Lidocain als Lokalanäs¬

thetika zeigte eine Reduktion der Vokalisation (White et al. 1995) und der Nozizeption (Wahr¬

nehmung einer Stimulation von Schmerzrezeptoren) (Haga und Ranheim 2005). Bei 14 Tage

alten Ferkeln wurde ein Unterbleiben der bei der Kastration ohne Anasthetika auftretenden

Unterdrückung des Saugverhaltens beobachtet (McGlone und Hellman 1988). Auf die restlichen

post-operativen Auswirkungen hatte die Lokalanästhesie keinen Einfluss.

Bei einer Totalanasthesie per Injektion einer Mischung aus Xylazine, Ketamine, Hydrochloride

und Glyceryl Guaiacolate starben 28% der behandelten Tiere. Die überlebenden zeigten ein re¬

duziertes Saugverhalten (McGlone und Hellman 1988). Bei einer Betäubung mit Halothan wur¬

de bei 1252 behandelten Ferkeln kein Abgang vermerkt (Wenger 2001), auch bei einem Versuch

mit Isofluran und lsofluran-N20-Gemisch nicht (Walker et al. 2004). Nebst dem nicht ganz un¬

problematischen Umgang (Lagerung und Transport) mit den Betäubungsmitteln muss die

Konzentration im Raum, in welchem die Betäubung und Operation stattfinden, beobachtet

werden, da sie fur Menschen schädliche Konzentrationen annehmen kann. Dem Ferkel bleibt

der Stress des Fixierens und des Vorgangs der Betäubung nicht erspart und es ist nach dem Er¬

wachen weiterhin den post-operativen Folgen ausgesetzt.

1.3.4 Alternativen ohne Kastration

1.3.4.1 Hormone

Mit dem Einsatz von Östrogenen und Gestagenen wird auf die Steroidproduktion im Hoden

Einfluss genommen. Aising (1978) listet 12 Versuche mit Östrogenen und 10 Versuche mit Ge¬

stagenen auf, welche zwischen 1951 und 1972 stattgefunden haben. Bei einigen Versuchen war

eine Reduktion der Steroidproduktion, resp. des Ebergeruches, zu erkennen, erreichte jedoch in

keiner Studie ein fur die Praxis befriedigendes Ausmass. Die Methode versagte bei ca. 20% der

Tiere, und der anabole Effekt der Androgene fiel weg. Aufgrund der Ruckstande hatten am

Mastende Absetzfristen eingehalten werden müssen, in welchen der Eber die Androstenonde-

pots wieder hatte bilden können. In Europa ist der Einsatz von Hormonen in der Tierproduktion

verboten und der Ansatz wurde nicht weiter verfolgt. Daxenberger et al. (2001) können in ihrer
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Studie mit anabolen Substanzen den Androstenonwert senken, beobachten aber nebst Non-

Respondern (Tiere, welche auf die Behandlung nicht ansprachen) eine Kontamination des Flei¬

sches, welche internationale Grenzwerte übersteigt.

1.3.4.2 Immunokastration

Mit einer aktiven Immunisierung wird dem Korper ein Antigen verabreicht, gegen den mit der

Abwehrreaktion ein Antikörper gebildet werden soll. Der Korper bildet gegen körpereigene Pro¬

teine keine Antikörper. Damit die Immunisierung mit einem körpereigenen Protein gelingt,

wird dieses an ein immunogenes Tragerprotein gekoppelt und zusammen mit einem Adjuvant

injiziert.

Die aktive Immunisierung gegen Androstenon wurde mit bovinem Serum Albumin (BSA) als

Tragerprotein versucht. Claus (1975) gelang mit standiger Verabreichung des Antigens in die

Lymphknoten, die kontinuierliche Neubildung von Androstenon zu verringern. Der Androst¬

enongehalt wurde in Versuchen mit weiteren Androstenon-Tragereiweiss-Konstrukten (Shenoy

et al. 1982; Daniel et al. ig84; Williamson et al. 1985) und Androstadien-3ß-ol als Antigen (Brooks

et al. 1986) beeinflusst. Diese gegen Androstenon und Androstenol selektiven Methoden wur¬

den jedoch nicht als praxistauglich beurteilt.

Antikörper gegen GnRH verhindern, dass die Adenohypophyse LH und FSH frei setzt und

hemmt so die Steroidproduktion in den Hoden. Die Impfung erfolgt zweistufig, mit einer ersten

Immunisierung gefolgt von einer oder mehreren ,Booster'-lmpfungen im Abstand von 4-8 Wo¬

chen. Bonneau und Enright (1995) listen in einer Übersicht verschiedene Konstrukte auf, bei

welchen natives GnRH an BSA, HSG (human serum globulin) oder KLH (keyhole limpet haemo-

cyanin) gebunden wurde und mit FCA (Freund's complete adjuvant), FCA/FIA (Freund's in¬

complete adjuvant) oder PEP (muramyldipeptide) als Adjuvant verabreicht wurden. Die meisten

Studien wiesen nach, dass der Ebergeruch gesenkt oder eliminiert werden konnte, die Varianz

aber gross war.

Meloen et al. (1994) und Oonk et al. (1998) konstruierten ein neues Antigen, bestehend aus ei¬

nem dimeren Tandem-Repeat GnRH, bei welchem dem GnRH eine Mutation eingefugt wurde.

Mit diesem Ansatz gelang es, den Androstenonwert zu senken und diesen Effekt auch mit ei¬

nem milderen Adjuvant als FCA und FIA herbeizufuhren. Bei einer Anwendung bei jüngeren

Ebern ist die Handhabung einfacher, bei einem spateren Stadium sind die anabolen Effekte je¬

doch grosser, und die Gefahr von ,Non-Respondern' und ,Rebound-Effekt' wird kleiner (Turkstra

et al. 2002). In Versuchen mit dem ersten kommerziell erhaltlichen Produkt Improvac® (CSL

Animal Health, Victoria, Australia), wurde eine Wirkung sowohl bei früher (Metz et al. 2002) als

auch bei einer Applikation kurz vor der Schlachtung (Williamson et al. 1985; Jaros et al. 2005)
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festgestellt. Die Mastleistung und Fleischqualitat von immunokastrierten Ebern lag zwischen

denen von Ebern und Kastraten/weiblichen Schweinen (Bonneau et al. igg4; Bonneau und En-

right 1995; Turkstra et al. 2002).

1.3.4.3 Spermaselektion

Das Problem der Kastration kann umgangen werden, wenn ausschliesslich weibliche Schweine

gemastet werden. Die momentan einzige etablierte Methode fur die Spermaselektion ist die

,Beltsville Sperm Sexing Technology'. Durch Färbung mit einem Fluorochrom, welches ins

Spermium eindringt und sich an die DNA anlagert, bekommen die mannlichen und weiblichen

Spermien aufgrund des Grossenunterschiedes zwischen den geschlechtsbestimmenden X- und

Y-Chromosomen eine unterschiedlich starke Markierung, was im Durchflusszytometer eine

Trennung zwischen mannlichen und weiblichen Spermien erlaubt. Mit der darauffolgenden

kunstlichen Besamung bekommt die Sau mit einer Wahrscheinlichkeit von go-g5% Nachkom¬

men mit dem erwünschten Geschlecht. Da fur eine kunstliche Besamung 50-100 x 106 Sper¬

mien benotigt werden, ist die Technik mit einem stundlichen Durchsatz von 15 x 106 X-

Chromosom und 15 x 106 Y-Chromosom tragenden Spermien zu wenig effizient und nicht pra¬

xistauglich. Mit einer Erhöhung des Durchsatzes bei der Spermaselektion, einer Reduzierung

der benotigten Anzahl Spermien pro Besamung und Verbesserungen der kunstlichen Besa¬

mung (keine Wiederholungen mehr) wird versucht, die Effizienz zu steigern (Niemann et al.

2003; Johnson et al. 2005).

1.3.4.4 Somatisches Klonieren von transgenen Zellen

Eine Genmutation kann die Bildung von Ebergeruch möglicherweise reduzieren oder eliminie¬

ren. Die Mutation kann naturlich auftreten oder mit Hilfe der Gentechnologie bewirkt werden.

Die Verbreitung einer Mutation in der Population dauert sehr lange und musste fur die Eber¬

mast bei jedem Tier dominant oder rezessiv homozygot vorhanden sein. Die Herstellung von

klonierten Knockout-Tieren fur ein Gen gelang mit der a-i,3-Galactosyltransferase, welche auf

der Zelloberflache von Schweine-Zellen vorkommt und ein Hindernis bei der Xenotrans¬

plantation ist, indem sie die hyperakute Zellabstossung auslost. Lai (2002) schaltete dieses Gen

in fetalen Zellen aus, und stellte mit Kerntransfer 7 klonierte Knockout-Schweine her, bei wel¬

chen das Gen fur die a-i,3-Galactosyltransferase fehlte.

Zum Klonieren wird eine Zelle des zu klonierenden Tieres mit einer unbefruchteten reifen Eizel¬

le, welcher die Chromosomen des Metaphase-Stadiums entfernt wurden, fusioniert. Entwickelt

sich der neue Zellkern zu einem Embryo, besitzt dieser die identischen Chromosomen wie der
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Spender. Dieser Vorgang wird in vitro durchgeführt, und die sich zum Embryo entwickelnden

Zellen werden anschliessend mit Embryotransfer in Leihmutter transferiert und ausgetragen.

Das somatische Klonieren eines Saugetiers gelang erstmal beim Schaf (Campbell et al. 1996).

Das somatische Klonieren beim Schwein gelang erstmals mit Granulosazellen (Polejaeva et al.

2000) und fetalen Fibroblasten (Onishi et al. 2000). Die Effizienz (geborene Tiere/transferierte

Embryos) ist mit ca. 1:100 im Vergleich zu anderen Tierarten tief.

1.3.4.5 Genetische Selektion und QTL

Die Herabilitat von Androstenon wird mit 0.25-0.87 angegeben (Willeke 1993). Die Selektion fur

tiefe Androstenonwerte ist möglich. Bonneau (igg2) erwähnt, dass durch die enge Kopplung

des Metabolismus von Androstenon mit dem der Androgene ungunstige Konsequenzen fur die

Produktivität und Fruchtbarkeit eintreten können. Ist ein niedriger Androstenonwert das einzi¬

ge Zuchtziel, entstehen Tiere mit spater sexueller Reife oder Tiere mit niedrigem Potenzial zur

Androgensynthese. Fur den ersten Fall werden negative Folgen fur die Fortpflanzungsleistung

befurchtet, fur den zweiten Fall ungunstige Auswirkungen auf die Mastleistung und die Quali¬

tät und Zusammensetzung des Schlachtkorpers.

Fouilloux et al. (igg7) vermuten einen Einzel-Haupt-Geneffekt fur das Merkmal Androstenon.

Quinta nil la et al. (2003) fanden QTLfur Androstenon im Fett auf den Chromosomen 3, 7 und 14,

welche 7-11%, 11-15% ur|d 6-8% der phänotypischen Varianz erklarten. Drei weitere QTL auf den

Chromosomen 4, 6 und g erklarten die phänotypische Varianz zwischen 4-7%. Lee et al. (2005)

fanden auf den Chromosomen 2, 4, 6, 7 and g einen QTLfur Androstenon. Der QTL auf Chromo¬

som 6 ist als einziger zusatzlich mit dem Merkmal Ebergeschmack gekoppelt. Bei der Untersu¬

chung der Chromosomen 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8, g, 10 und ^fanden Varona et al. (2005) keinen QTLfur

Androstenon.

1.3.4.6 Unterdrückung der Synthese

Mit dem Wissen über die 16-en Steroidsynthese wurden Versuche unternommen, diese zu un¬

terdrucken. Brophy und Gower (ig74) hemmten mit 5a-Pregnane-3,20-dion die Umwandlung

von Pregnenolon in Androstadienol. Meadus und Squires (igg2) hemmten ebenfalls CYP17 mit

P450-lnhibitoren (SKD-525A, Metyrapone, a-Naphtoflavon und Kohlenstoffmonoxid) und

schlugen vor, das als Koenzym von CYP17 involvierte Cytochrom b5 zu hemmen. Diese Versuche

hemmten nebst der Synthese der 16-en-Steroide zusatzlich auch die der Androgene. Cooke et

al. (igg7) testete die hemmende Wirkung von diversen Substanzen auf die 5a-Reduktase der

mikrosomalen Fraktion von Hodenhomogenat von immaturen Schweinen. Dieser Ansatz eroff-
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net die Möglichkeit, spezifisch die 16-en Steroidsynthese zu hemmen und die Bildung der An¬

drogene dabei nicht zu beeinflussen (siehe Kapitel 1.4.2.4: Enzyminhibitorfur 5a-Reduktase).

1.4 Enzyme und Inhibitoren

Der Syntheseweg von Androstenon ist weitgehend bekannt. Erkenntnisse über die Struktur,

Substrate, Kofaktoren und die Wirkungsweise der Enzyme helfen, die Reaktion zu erforschen,

und werden fur die Entwicklung und Testung von Hemmern genutzt.

1.4.1 Enzyme

1.4.1.1 Enzym 3ß-HSD

Das Enzym 3ß-Hydroxysteroid-Dehydrogenase/A5-A4-lsomerase (3ß-HSD) katalysiert im Ste¬

roid Stoffwechsel die Umwandlung der A5-3-Hydroxysteroide in die A4-3-Keto-Form und ist im

Eberhoden an der Synthese der Cig-Ai6 Steroide, Androgene und Östrogene beteiligt.

Bis heute sind beim Menschen zwei (Rhéaume et al. igg2) und bei der Maus sechs (Payne et al.

1997) verschiedene Typen des Enzyms 3ß-HSD bekannt. Die verschiedenen Isoformen treten

gewebs- und entwicklungsspezifisch auf. 3ß-HSD Typ I vom Mensch kommt vorwiegend in der

Plazenta und im peripheren Gewebe (Haut) vor. Typ II wird vor allem in der Nebenniere und in

den Keimdrusen exprimiert. Die Gene beider Varianten liegen in der Chromosomenregion IP13.1

(Beruhe et al. ig8g; Morrison et al. 1991).

Spezies 3ß-HSDTyp
Gewebe, in welchen 3ß-HSD haupt¬

sächlich exprimiert wird

Mensch 1 Plazenta, Haut

II Nebenniere, Keimdrüsen

Maus 1 Keimdrüsen, Nebenniere

II Leber, Niere

III Leber, Niere

IV Niere, Hoden

V Leber

VI Haut, Leydig-Zellen

Tabelle 1.2. Übersicht über bekannten Typen und Vorkommen von 3ß-HSD bei Mensch und Maus

(Rhéaume et al 1992, Payne et al 1997)
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Von Teichman-Logischen Kohler (2001) hat aus Fettgewebe, Nebenniere, Leber, Ovarien, Plazen¬

ta und Hoden 3ß-HSD sequenziert, um herauszufinden, ob beim Schwein fur 3ß-HSD verschie¬

dene Isoenzyme existieren. Falls es ein Isoenzym gibt, welches ausschliesslich in den Hoden

exprimiert wird, konnte durch dessen Hemmung die Androstenonsynthese blockiert oder ein¬

geschränkt werden.

Das Gen 3ß-HSD wurde mit FISH auf das Schweinechromosom 4 (Region 4qi6-q2i) zugewiesen.

Damit herrscht Übereinstimmung mit der vergleichenden Genkarte vom Mensch, auf welcher

die zwei 3ß-H SD Typen auf der zum Schwein homologen Chromosomen region ipi3 liegen.

Die angewandten molekulargenetischen Methoden weisen darauf hin, dass das Genom des

Schweins nur einen Typ des 3ß-HSD Gens enthalt. Eine Hemmung von 3ß-HSD betrifft nicht nur

lokal die Hoden, sondern 3ß-HSD in allen Geweben. Nebeneffekte auf andere Hormone sind

wahrscheinlich und eine Blockierung ware erst vor dem Mastende sinnvoll.

1.4.1.2 Enzym CYP17

Cytochrom CYP17 gehört zur Gruppe der Cytochrom P450 Enzyme, welche im Komplex mit Koh-

lenmonoxid ein Absorptionsmaximum bei 450 nm aufweisen. Die Enzyme besitzen als prosthe¬

tische Gruppe ein Harn (Porphyrinring mit einem zentralen Eisenion) und übertragen als Teil

einer Elektronen-Transport-Kette Elektronen von NADPH über intermediäre Proteine auf Sauer¬

stoff.

Das Enzym CYP17 besitzt eine i7a-Hydroxylase- und 17,20-Lyase Aktivität. Mit der Hydroxylase-

Aktivitat werden Pregnenolon und Progesteron durch Hydrolyse an der i7a-Position zu 17a-

Hydroxypregnenolon und i7a-Hydroxyprogesteron.

Substrat

Cytochrom b5

NADPH

/
Produkt Carbonsäure

ÇQ

-4-*^

XX:
HO ^^^ ^s^

Pregnenolon

IADP+

f H2°

o2 1

NADPH H+

I ]

17ct-Hydroxypiegnenolon

Abbildung 1.9. Reaktion von CYP17 allgemein und mit Pregnenolon als Substrat
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Werden die Seitenketten durch die 17,20-Lyase Aktivität oxidativ als Acetat entfernt, entstehen

Dehydroepiandrosteron, respektive4-Androstendion.

CYP17 wird fur Mensch, Ratte, Maus und Schwein von einem Gen codiert. Hornsby et al. (1992)

vermuten beim Rind 3 Gene fur CYP17. Das Gen fur CYP17 liegt beim Mensch auf Chromosom 10

(Region ioq243) (Fan et al. 1992). Zwischen der 508 und 509 Aminosäuren langen Sequenz des

humanen (GenBank accession number Po5og3) und porcinen (GenBank accession number

P19100) CYP17 liegt eine Identität von 66.1% vor.

Aus Hodengewebe isoliertes CYP17 wurde vorerst nicht in einen direkten Zusammenhang mit

der Synthese von Androstenon gesetzt (Nakajin et al. 1985). In der Literaturubersicht über die

16-en-Steroide erwähnen weder Brooks und Pearson (1986) noch Soucy et al. (2003) eine direkte

Beteiligung von CYP17 an der Synthese von Androstenon aus Pregnenolon. Weusten et al. (1989)

beschreiben fur das CYP17 von Mensch und Schwein eine 16-en-Synthase, die Andien-ß Syntha¬

se, welche Pregnenonol und Progesteron direkt in 5,i6-Androstadien-3ß-ol und 4,16-

Androstanien-3-on umwandelt. Nakajin et al. (1985) berichten, dass die Synthese von Androste¬

non mit einem P450-Oxygenase System mit den Enzymen P450 Oxidoreduktase (OR) und Cyto¬

chrom b5 verbunden ist. Fur die 17,20-Lyase Aktivität von CYP17 vom Mensch werden von Cyto¬

chrom b5 keine Elektronen benotigt. Cytochrom b5 stimuliert als allosterischer Faktor durch

Interaktion mit dem CYPi7-OR-Komplex die 17,20-Lyase Aktivität (Auchus et al. 1998). Soucy et

al. (2003) exprimierten die Enzyme CYP17, P450 Oxidoreduktase und Cytochrom b5 von Mensch

und Schwein in HEK2g3 Zellen in vitro und schrieben anhand ihrer Beobachtungen die 16-en-

Synthase als eine dritte Aktivität dem Enzym CYP17 zu. Die 16-en-Synthase funktionierte im Ge¬

gensatz zur 17,20-Lyase und 17a- Hydroxy la se mit Cytochrom b5 und ohne die P450 Oxidoreduk¬

tase. Das Vorhandensein von OR stimulierte die 16-en-Synthase Aktivität nicht signifikant.

Die i7a-Hydroxylation und 17,20-Lyase von CYP17 haben dieselbe Substratbindestelle (Nakajin

et al. 1981). Ob die 16-en-Synthase dieselbe Substratbindestelle hat, wurde noch nicht unter¬

sucht.

Fur das humane CYP17 sind Mutationen bekannt, welche die i7a-Hydroxylation und die 17,20-

Lyase (Yanase et al. ig8g; Lin et al. iggi; Auchus und Miller iggg) oder nur die 17,20-Lyase (Miller

et al. igg7; Geller et al. iggg) betreffen. Die Mutationen, welche beide Aktivitäten betreffen,

verandern wahrscheinlich die Bindestelle fur das Substrat. Die selektive Mutation fur die 17,20-

Lyase Aktivität betrifft nicht die Substratbindestelle, sondern beeinflusst die Interaktionsstellen

fur benotigte Koenzyme (Cytochrom b5 und OR) so, dass die 17,20-Lyase nicht mehr stattfindet

(Auchus et al. igg8). Fur die 16-en-Synthase wurde noch keine Mutation beschrieben.
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1.4.1.3 Enzym 5a-Reduktase

Fur Mensch und Maus sind 2 Isoenzyme der 5a-Reduktase bekannt. 5a-Reduktase Typ I kommt

vor allem in der Leber und Haut vor, Typ II vor allem in den mannlichen Geschlechtsorganen

(Nebenhoden, Samenblase, Prostata) (Russell und Wilson 1994). Die 5a-Reduktase I liegt beim

Mensch auf Chromosom Nr. 5 (Region 5P15.31), Typ II auf Chromosom Nr. 2 (Region 2P23.1). Die

5a-Reduktase ist ein hydrophobes Membran-gebundenes Enzym, und die lipide Umgebung ist

vermutlich fur die Aktivität notwendig (Cooke und Robaire 1985).

Die 5a-Reduktase transformiert 4-en-3-Oxosteroid zum entsprechenden 5a-3-Oxosteroid mit

NADPH als Koenzym (Tomkins 1957) und braucht fur den Elektronentransfer keine Intermediar-

produkte (Cooke und Robaire 1984). Nebst der Umwandlung von Testosteron zu Dihydro¬

testosteron sind 2oa-Hydroxy-Preg-4-en-3-on, i7a-Hydroxy-Progesteron, Epitestosteron, Pro¬

gesteron und Androstenedion weitere Substrate (Russell und Wilson 1994).

MADP+

0

Testosteron
NfiHPH H+ Dihydrotestosteron

Abbildung 1.10. Reaktion der 5a-Reduktase mit Testosteron als Substrat

Beim Schwein ist ein Isoenzym der 5a-Reduktase bekannt, welches dem humanen Typ II ent¬

spricht. Im Syntheseweg von Pregnenolon zu Androstenon katalysiert das Enzym die Umwand¬

lung von Androstadienon zu Androstenon und ist fur die Synthese von Androstenon essentiell.

Die Reaktion findet vor allem in den Hoden und der Nebenniere statt. Die maximale Aktivität

fur 3-17 Wochen alte Tiere wurde bei einer Temperatur von 32-35^ und pH 6.9 eruiert (Watkins

et al. 1988). Cooke et al. (1997) fanden fur 5 und 6 Monate alte Tiere ein pH Optimum von 5.7

respektive 6.3. Schwankungen des pH-Wertes resultierten in einer irreversiblen Verminderung

der Aktivität Mit NADH statt NADPH als Kofaktor wurde bei Watkins et al. (1988) die Aktivität

von 175.2 auf 55.3 pmol/min/mg Protein reduziert. Zwischen der je 254 Aminosäuren langen Se¬

quenz der humanen (GenBank accession number P31213) und der porcinen (GenBank accession

number O18765) 5aRTyp II liegt eine Identität von 87.8% vor.

Beim Mensch vorkommende Mutationen resultieren in einem Verlust der Aktivität oder einer

Abnormalitat bei der Bindung von Testosteron oder dem notwendigen Kofaktor NADPH (Rus¬

sell und Wilson 1994). Fehlen beim Mensch die Aktivitäten der 5a-Reduktasen Typ I und II, ver¬

ändert sich das Testosteron niveau in der Prostata nur wenig, und die Folge ist eine schwere Be-
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eintrachtigung der Virilisation des sich entwickelnden Organismus (Wilson et al. 1993). Im Ge¬

gensatz dazu lassen sich bei der Maus in der Prostata bis zu 100-fache Testosteronwerte mes¬

sen und die betroffenen Mause ohne 5a-Reduktase Aktivität haben intakte interne und externe

Genitalien und sind fertil (Mahendroo et al. 2001). Die Plasmatestosteronwerte steigen bei bei¬

den Spezies nur wenig. Es wird vermutet, dass ein hoher Testosteronwert die Funktion eines

tiefen Dihydrotestosteronwertes übernehmen kann. Beim Schwein wurde weder eine Mutation

der 5a-Reduktase beschrieben, noch eine Blockierung der 5a-Reduktase beim Eber untersucht.

1.4.2 Inhibitoren

Mit Inhibitoren wird auf verschiedenen Stufen des Steroid-Metabolismus eingegriffen. Anta¬

gonisten zu Steroidhormonen hemmen deren Entstehung, Transport oder Wirkung (Miquel

und Gilbert 1988). Dies kann in Form einer Unterdrückung der Entstehung und/oder Freiset¬

zung von Gonadotropin, einer Unterdrückung der Steroidsynthese durch Hemmung der daran

beteiligten Enzyme oder einer Blockierung der Aufnahme der Steroide durch das Zielorgan

(meist eine Rezeptor-Blockade) sein. In der Humanmedizin wurden Wirkstoffe entwickelt, um

Krankheiten, die im Zusammenhang mit dem Steroid Stoffwechsel - vor allem Testosteron, Di¬

hydrotestosteron und Ostrogen - stehen, behandeln zu können. Dazu gehören bei der Frau

Brustkrebs (Santen und Harvey 1999), beim Mann gutartige Prostatavergrosserung und Prosta¬

takrebs (Sciarra et al. 1990).

1.4.2.1 Antiandrogene

Antiandrogene blockieren die Androgenrezeptoren in peripheren Zielorganen und zentral auf

hypophysar-hypothalamischer Ebene und verhindern, dass Androgene am Zielort ihre Aktivität

entfalten können. Antiandrogene beeinflussen die Synthese von Androgenen nicht direkt. Den

steroidalen Antiandrogenen liegt das fur die Steroide charakteristische Steran-Gerust zu Grun¬

de, mit welchem die Rezeptor-Affinitat der naturlichen Steroide ausgenutzt wird. Die nichtste¬

roidalen Antiandrogene besitzen keine strukturelle Ähnlichkeit mit den Steroiden und haben

bei hoher Dosierung keine partielle gestagene Wirkung, wie sie bei steroidalen Antiandrogenen

beobachtet wird (Kuber und Lunglmayr 1998).
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Abbildung 1.11. Beispiele für nichtsteroidale Antiandrogene.

Cyproteronazetat

OCOCH,

Spironolacton

"SOCCH,

Abbildung 1.12. Beispiele für steroidale Antiandrogene.

Die Behandlung mit Östrogenen und GnRH Analoga und die Orchiektomie (Kastration) hemmt

die testikuläre Synthese der Androgene und nicht die adrenale Produktion, welche 10-20 Pro¬

zent der Gesamtandrogene ausmacht. Die GnRH Analoga Buserelin, Goserelin, Leuprorelin und

Triptorelin sind Peptide und können nicht oral eingesetzt werden, da sie im Magen-Darm-Trakt

hydrolysiert werden (Hartmann 2001).

1.4.2.2 Enzyminhibitor für CYP19 und 3ß-HSD

Für die Behandlung von Brustkrebs haben sich Enzyminhibitoren für Östrogen bewährt, da das

Wachstum von Brustkrebs durch Östrogen unterstützt wird. Das Enzym CYP19 (Aromatase)

synthetisiert die Umwandlung von Androstenedion zu Östrogen. Für das in den 60er Jahren als

Antikra m pfmittel entwickelte Aminoglutethimid wurde eine inhibitorische Wirkung für das

Enzym CYPig (und weitere Enzyme der P450 Familie) festgestellt (Hughss und Burley 1970), und

zur Unterdrückung der Östrogenbildung eingesetzt (Hill und Moore 2002; Fentiman 2004).

Aufgrund der geringen Spezifität traten verschiedene Nebenwirkungen auf. Die inzwischen 3.

Generation von CYP19 Inhibitoren wie Anastrozol (Buzdar et al. 1996) und Letrozol (Domber-
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nowsky et al. 1998; Gershanovich et al. igg8) hemmen sehr spezifisch nur Cypig und beeinflus¬

sen die Therapie von Brustkrebs positiv (Santen und Harvey iggg).

Abbildung 1.13. Beispiele für CYP19 Hemmer.

In in vitro-lnkubationsversuchen mit aus Hodengewebe extrahierten mikrosomalem 3ß-HSD

konnte Cooke (iggö) die Aktivität mit den beiden humanen 3ß-HSD Typ I Hemmern Trilostan

und Cyanoketon reduzieren und die beiden Stoffe als kompetitive Hemmer bestätigen. Von

Teichman-Logischen Köhler (2001) exprimierte kionierte porcine 3ß-HSD in vitro in HEK Zellen

und konnte die Aktivität mit Cyproteronazetat stark, mit Bicalutamid schwach reduzieren.

1.4.2.3 Enzyminhibitor für CYP17

Mit einem CYPi7-Hemmer wird nicht nur die Androgenproduktion in den Hoden, sondern zu¬

sätzlich die in den Nebennieren inhibiert, welche beim Mensch für 10-20% der Produktion ver¬

antwortlich ist (Hartmann 2001). Dem Antimykotikum Ketoconazol wurde als erste Substanz

eine hemmende Wirkung auf CYP17 nachgewiesen. Ketoconazol ist nicht sehr spezifisch und

eine Behandlungführt zu vielen Nebenwirkungen.

Abbildung 1.14. Beispiel für einen nichtsteroidaler CYP17 Hemmer.
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Der Wirkstoff R 75 251 zeigte eine Hemmung fur CYP17 (Van Wauwe und Janssen 1989), und

kam spater unter dem Namen Liarozole zur Behandlung von Ichthyosis auf den Markt. Abirate¬

ron Acetate (BRG/Boehringer, Mannheim, DE) (Potter et al. 1995) und YM-116 (Yamanouchi, To¬

kyo, J) (Ideyama et al. 1998) sind zwei Verbindungen, welche als CYP17 Inhibitoren geprüft wer¬

den. Hartmann (2001) beschreibt die Entwicklung und Eigenschaften eines CYP17 Hemmers. Die

CYP19 Hemmer komplexieren das Eisen und verhindern damit die Sauerstoffaktivierung. Sie

besitzen eine hohe Affinitat zum Apoprotein. Dieses Wissen war fur die Entwicklung eines

Hemmers fur CYP17 nutzlich, bei welchem die Struktur des aktiven Zentrums noch nicht be¬

kannt ist. Die beiden naturlichen Substrate Progesteron und Pregnenolon binden hoch affin an

das aktive Zentrum von CYP17 und wurden als Ausgangsverbindungen gewählt. Mit Hilfe der

(in Saure instabilen) Leitverbindung Aziridin wurden die beiden potenten Inhibitoren Pyridyl-

methyl-Dihydronaphthalin und Imidazolylmethyl-Dihydronaphthalin gefunden. Zwei weitere

Hemmer, Sa40 und Sa4i, leiten sich von Abirateron ab und haben als Substitut Pyrimidin statt

Pyridin (Haidar et al. 2001; Haidar et al. 2003). Sa40 erwies sich zudem als Hemmer fur die 5a-

ReduktaseTyp I und Typ IL

Abirateron (R=H) und Abirateron Acetat (R=Ac) Sa 40 (R=H) und Sa 41 (R=Ac)

Abbildung 1.15. Beispiele für steroidale CYP17 Hemmer

Nakajin et al. (1991) untersuchten die hemmende Wirkung antimykotischer Imidazol-

Verbindungen auf die 16-en Steroidsynthese von Mikrosomen von porcinem Hodengewebe.

Von den untersuchten Substanzen Klotrimazol, Econazol, Miconazol, Ketoconazol, Imidazol,

Urocaninsaure, Benzimidazol und Cimethidin zeigte Klotrimazol den besten Hemmeffekt.

Vorhandene Hemmer fur CYP17 hemmen die beiden schon langer bekannten Aktivitäten 170c-

Hydroxylation und 17,20-Lyase. Zum Teil wird eine unterschiedliche Wirkung fur die beiden Ak¬

tivitäten (Li et al. 1992), oder die Wirkung nur fur die 17,20-Lyase untersucht (Ideyama et al.

1998; Duc et al. 2003). Die Wirkung auf die 16-en-Synthase Aktivität von CYP17 der bisher be¬

kannten Hemmer wurde noch nicht untersucht und es gibt keinen Inhibitor, fur welchen spezi¬

fisch die Hemmung nur dieser Aktivität beschrieben wurde.
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1.4.2.4 Enzyminhibitor für 5oc-Reduktase

Mit einem 5a-Reduktase Hemmer wird spezifisch die Umwandlung von Testosteron in Di¬

hydrotestosteron und von Androstadienon in Androstenon blockiert. Die androgene Wirkung

von Testosteron bleibt möglich. In der Humanmedizin gibt es Inhibitoren fur die 5a-Reduktase

Typ I oder Typ II oder fur beide.

Finasterid (MK-go6, i7ß-N-(i', i'-dimethylethyl)-carbamoyl-4-aza-5a-Androst-i-ene-3-on, Merck,

NJ, USA) war der erste potente Hemmer fur die 5a-Reduktase Typ II (Rasmusson et al. 1986). Fi¬

nasterid ist ein kompetitiver Hemmer, welcher die 5a-Reduktase irreversible blockiert, oder sich

nur sehr langsam lost. Die primäre Halbwertzeit von Finasterid betragt 5-8 Stunden (Sudduth

und Koronkowski 1993). MK-434 (Merck, NJ, USA) war ein weiterer selektiver Hemmer fur die

5a-Reduktase Typ I, dessen Entwicklung aber nicht weiter verfolgt wurde. Dutasterid ((5a, i7ß)-

N-{2, 5 bis (trifluormethyl) phenyl}-3-oxo-4-azaandrost-i-ene-i7-Carboxymid) ist ein kompetiti¬

ver und spezifischer Inhibitor fur die 5a-ReduktaseTyp I und Typ II und formt einen stabilen En¬

zymkomplex, von welchem sich der Hemmer sehr langsam lost. Die Halbwertzeit von Dutaste¬

rid ist ungefähr 5 Wochen.

Unterdessen wurde vielen Substanzen eine hemmende Wirkung auf die 5a-Reduktase nach¬

gewiesen. Einige Stoffklassen sind die i6ß-substituierten Steroide, die Diazoketon Steroide, die

i7ß-substituierten 4-Azasteroide (Finasterid und Dutasterid), die 6-Azasteroide, und die

Pregnan-Derivate (Rasmusson et al. 1986; Li et al. 1995; Cabeza et al. 2001).

Finasterid und Dutasterid sind steroidale Hemmer. Als nichtsteroidale Hemmer, welche jedoch

nicht die Wirksamkeit der steroidalen Hemmer erreichen, werden von (Li et al. 1995) in einer

Übersicht Benzoquinolinon-Derivate, Phenazin-Derivate, Zinksulfat und 1, 7-heptandicarboxylic-

Saure erwähnt. Die Wirkungsweise dieser Substanzen ist nicht bekannt.

Abbildung 1.16. Beispiele für steroidale 5cc-Reduktase Hemmer
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Cooke et al. (1997) testeten von verschiedenen Substanzen die hemmende Wirkung auf die 5a-

Reduktase der mikrosomalen Fraktion von Hodenhomogenat von immaturen Schweinen. Eine

Hemmung der 16-en Steroidsynthese stoppt die Synthese von Androstenon und gleichzeitig

bleibt das anabole Potenzial von Testosteron erhalten. Progesteron war ein kompetitiver Inhibi¬

tor mit der besten Wirkung. Fur den gleichen Effekt brauchte es von MK-434 die 460-fache und

von 4,i6-Androstadien-3-on die 730-fache Konzentration im Vergleich zu Progesteron. Die Wir¬

kung von MK-434 ist in der Ratte grosser als die von Finasterid (Borst et al. 2005) und hemmt

5a-ReduktaseTyp I und Typ IL
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Primer

Tabelle 2.1. Tabelle der verwendeten Primer mit Name, der Sequenz in 5*->3* Richtung, der Anlage¬
rungs-Temperatur in °C und der Nukleotidposition des offenen Lese-Rahmens (ORF) fur

das jeweilige Gen Der Buchstabe ,V in der Sequenz des TVX-Primers kann das Nukloetid

,G', ,A* oder ,C, sein, ,N* kann jedes dervier Nukleotide sein

Primer Sequenz WQ Nukleotidposition

Primer RT-PCR und Klonierung

TVX 585'-TTTTTTTTTTTTTTTTTTVN-3'

SP6 5'-ATTTAGGTGACACTATAG-3' 58

T7 5'-TAATACGACTCACTATAGGG-3' 58

CYP17 Primer

CYP-F01 5'-TGGCCACCATGTGGGTGCTCT-3' 62 -8^13

CYP-R02 5'-GGTGGAGTCAGGAGGTACTCC-3' 62 1537^1517

CYP-F03 5'-TTCTGCCTCTGTGGTAAAGTGG-3' 58 918^939

CYP-R04 5'-ACAAGTTGGTTCCGGTCGCTG-3' 60 1052^1032

CYP-F05 5'-CAGATGTCGTCGTCAATCTGTGG-3' 60 1169 —^ ngi

CYP-R06 5'-ATGTTCTCCAGCTTCAGGTTGCC-3' 60 434^412

CYP-F07 5'-GGGCAACCCCAGTTTGGTCC-3' 62 1431^1450

CYP-R08 5'-GGAATGGCAGGCTGCCCACC-3' 64 127^108

5aR Primer

5aR-Foi 5'-CGCGATGCCTGTTCGCTGCC-3' 64 -4^16

5aR-Ro2 5'-GCCCTTATTCCATTTATCTTTTAAAG-3' 53 767->742

5aR-Fo3 5'-CGGGAAGTACACGGAGAGCC-3' 62 99 —> 118

5aR-Ro4 5'-CTCGCTTTGTTTCCTTGGGCTG-3' 60 678^657

5aR-Fo5 5'-GCCACTGGCGGGGAATAC-3' 60 -24 - -7

5aR-Ro6 5'-GGAACAAAGTCCCCACAATC-3' 55 803->784

5aR-Fo7 5'-GGAATACGGCGCGATGCC-3' 60 -13^5

5aR-Ro8 5'-CCTTCAAGCTGCGGAACCT-3' 57 833 - 815

5aR-Fog 5'-CTGCTCTGTCGGAAGCCACTGGC-3' 65 -38-*-16

5aR-Rio 5'-CCTGTAACTTTTCAAGTCCCACTGTG-3' 60 856 -> 831

5aR-Fn 5'-TCTCTGCTCTGTCGGAAGC-3' 57 -41 - -23

5aR-Ri2 54 799 - 7795'-GTGGGGACTTTGTTCCTTTTT-3'

5aR-Fi3 5'-CAGCACTTGCATTTGCATTT-3' 51 635- 654

5aR-Ri4 5'-CGTCAGGCTCTCCGTGTACT-3' 60 123^104
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2.1.2 Reagenzien

ABAM

Aceton

Acrylamid/Bis 29 1

Aga rose (Aga r)

Ampicillin

AMV Reverse transcriptase

5,i6-Androstadien-3ß-ol

4,i6-Androstadien-3-one

5a-Androstan-i7ß-ol-3-one

i6,5a-Androsten-3a-ol

4-Androsten-i7ß-ol-3-one

Androstenone

APS

Bacto-Trypton

Bacto-Hefe Extrakt

Benzen

Big Dye Terminator Version 3 o

100 bp Leiter

Borsaure

CaCl2

Calf intestinal alkaline phosphatase (CIP)

DEPC

N,N-Dimethylformamid

DMEM

DMSO

dNTPs

EDTA

Eisessig

Emulsifier-Safe Scintillation Cocktail

EpicurianColi®XLio-Gold

Ethanol absolut

Ethidiumbromid

Fetal calf serum

Formamid

GeneClean®lll Kit

Geneticin® (G-418 Sulfate)

D(+)-Glucose Monohydrat

Glycerol

Gibco (15240-096)

Fluka (00580)

BIO-RAD Laboratories (161-0121)

Gibco (15510-027)

Gibco (11593-019)

Promega (M5101), zusammen mit 5X RT-

Reaktionspuffer (250 mM Tris HCl pH 83, 250 mM

KCl, 50 mM MgCl2, 25 mM Spermidin und 50 mM

DTT)

Steraloids (A0660-000)

ResearchPlus (#018-1)

Sigma (A8380)

Sigma (A 8008)

Sigma (T1500)

ResearchPlus (#291-1)

Fluka (09915)

Difco (3-01-1)

Gibco (30393-029)

Merck (1 01783)

Applied Biosystems (439024807006)

Pharmacia Biotech (27-4001)

Fluka (15660)

Fluka (21079)

Pharmacia Biotech (27-0620-01)

Fluka (32490)

Fluka (40250)

Gibco (41965)

Fluka (41640)

Amersham Biosciences (27-2035-01)

Sigma (E-5134)

Merck (1 00063)

Packard BioScienceSA (6013389)

Stratagene (#211188)

Merck (1 00983)

Sigma (E-8751)

Seromed (0113)

Fluka (47670)

OBiogene (1001-600)

Gibco (11811)

Merck (8342)

Merck (1 04094)
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Hexamminecobalttrichlorid

293 Human embryonic kidney cells

IPTG

Isopropanol

Kaliumazetat

Kaliumchlorid (KCl)

KiloBase DNA Marker

LipofectAMINE Reagent

Magnesium chloride (MgClJ

Magnesiumsulfat Heptahydrat (MgS04x7H2i

Manganchlorid Tetrahydrat

ß-Mercaptoethanol

Methanol

Na2HP04X2H20

NAD+

b-NAD Phosphat (NADPH)

NaH2P04xH20

Natriumazetat Trihyd rat

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumdedocylsulfat

Natriumhydroxid (NaOH)

(tetra-) Natriumpyrophosphat Decahydrat

Natriumpyruvat

NEAA

Notl

Opti-MEM®-l Reduced Serum Medium

Orange G

PBS (without Ca2+, Mg2+)

pcDNA3i(+)

pGem®-T Easy vector system

(ortho-) Phosphorsaure (H3P04)

5-Pregnen-3ß-2oß-diol

[3H(G)]Pregnenediol

RNasin

RNeasy® Maxi Kit

Salzsaure (32%, HCl)

Sequenzier Ladepuffer

Fluka (52740)

Gibco (11625)

Boehringer Mannheim (1 732 650)

Fluka (59300)

Fluka (60034)

Merck (1 04936)

Pharmacia Biotech (27-4004-01)

Gibco (18324-012)

Fluka (63063)

Fluka (63140)

Sigma (M-3634)

Sigma (M-6250)

Fluka (65541)

Merck (1 06580)

Sigma (N4505)

Sigma-Aldrich (N7505)

Merck (6346)

Fluka (71188)

Merck (1 06464)

Fluka (71729)

Merck (6498)

Fluka (71514)

Fluka (15990)

Gibco (11140)

Amersham (E0304Y), zusammen mit 01% BSA, 01%

Triton X-100,10X Puffer H (10 mM Tris HCl pH 75, 7

mM MgCl2,150 mM MaCl, 7 mM 2-Mercaptoethanol,
o 01% Triton X-100, o 01% BSA)

Gibco (31985)

Chroma Gesellschaft (1A116)

Seromed (L182-10)

Invitrogen (V790-20)

Promega (A 1360), beinhaltet pGem®-T Easy vector,

Kontrollinsert DNA, T4 DNA Ligase, 2X Rapid Liga-
tionspuffer (60 mM Tris HCl pH 78, 20 mM MgCl2,
20 mM DTT, 2 mM ATP, 10% Polyethylenglykol)

Merck (1 00573)

ResearchPlus (#3335-16)

Hartmann-Analytic GmbH

Promega (N251A)

Oiagen (75162), zusammen mit Puffer RLT, Puffer RWi,

Puffer RPE, RNase-freis Wasser

Merck (1 00319)

Applied Biosystems (36097407008)
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T4 DNA Ligase

Taq DNA Polymerase

TEMED

[12673H]Testosteron

Tris Base

TrisHCl

Trypsin (025% in PBS ohneCa2+, Mg2

X-Gal

Xylencyanol FF

Boehrmger Mannheim (481 220), zusammen mit 10X

Puffer (660 mM Tris HCl, 50 mM MgCl2, 10 mM Di-

thioerythntol, 10 mM ATP, pH 7 5)

Pharmacia (27-0799-03), zusammen mitioX PCR Puffer

Amresco (110-18-9)

Amersham Biosciences (XB5276)

Sigma (T-1503)

Sigma (T-3253)

Biochrom KG (L2123)

Fluka (16665)

Fluka (95600)

2.1.3 Lösungen

Ampicillin

DEPCH20

DMEM komplettiert

DNA Loading Dye

Ethidiumbromid

FSB Puffer

Geniticm

IPTG

Inkubationspuffer

DEPC

nach 30 Minuten Umrühren autoklaviert

NEAA

ABAM

Natnumpyruvat

FCS (fur 30 Minuten bei 56°C inaktiviert)

G418

Orange G

Xylencyanol

Glycerol

Kahumazetat (pH 7 5)

MnCl2

CaCl2

KCl

Hexamminecobalttrichlorid

Glycerol
mit 01 N HCl auf pH 6 4 angeglichen
autoklaviert

Natriumphosphatpuffer (o 15 M)

EDTA

50 mg/ml in H20

o 5 ml/l

10 ml/L

10 ml/L

10 ml/L

10%

500 pig/ml (Selektion)

250 pig/ml (Kultivierung)

025% (w/v)

25 % (w/v)

30%

10 mg/ml in H20

10 mM

45 mM

10 mM

100 mM

3 mM

10 % (v/v)

01 g/ml in H20

25% (w/v) in H20

50 mM

1 mM
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LB Agar Agar

autoklaviert

LB Agar Amp icil lin Agar

autoklaviert

Ampicillin

LB Medium Bacto-Trypton

Bacto-Hefe Extrakt

NaCl

autoklaviert

LB/Glycerol LB Medium

Glycerol
autoklaviert

Natriumphos;phatpuffer (0.115M)

Na2HP04X2H20

NaH2P04xH20

20 g/l in LB Medium

20 g/l in LB Medium

40 ug/ml

10 g/l

5 g/l
10 g/l

50 ml/100 ml

50 ml/100 ml

26.7 g/l

20.7 g/l

Glycerol 20oml/l

mit NaOH auf pH 7.4 justiert und mit 22 pim Filter sterilfiltriert

Natriumpyruvat 0.1 M in H20

sterilfiltriert

Pi Tris HCl (pH 8.0)

EDTA

P2 NaOH

Natriumdedocyl sulfat

p3 (pH 5.5) Kaliumazetat (5M)

Eisessig (Glacial acetic acid)

H20

autoklaviert

PBS (ohneCa2+, Mg2

15 mM

10 mM

0.2 mM

1%

60.0 ml

11.5 ml

28.5 ml

g.55g/LinH20

autoklaviert

SOB Agar Agar 20 g/l in SOB Medium

autoklaviert

SOB Medium Bacto-Trypton 20 g/l
Bacto-Hefe Extrakt 5 g/l
NaCl 0.5 g/l
KCl (250 mM) loml/l

MgCl2(2M) 5 ml/1

NaOH(5N) 0.2 ml/1

autoklaviert

SOC Medium Glucose 20 mM in SOB Medium
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TBE Puffer Tris Base 107.8 g/l
Borsaure 55 g/l
EDTA 4.9 g/l
autoklaviert

Tris HCl Tris Base 121.16 g/l
Tris HCl 157.6 g/l
Tris Base und Tris HCl mischen, bis erwünschter pH-Wert erreicht

autoklaviert

Trypsin/EDTA Trypsin (0.25% in PBS ohne Ca2+, Mg2+)
EDTA (1% in PBS)

X-Ga 1(2.5%) X-Gal

N,N-Dimethyl-Formamid

100 ml

1.5 ml

100 mg

4 ml

2.2 Methoden

2.2.1 Tiere und Fütterungsversuche

2.2.1.1 Tiere

Die zwei Futterungsversuche wurden auf der Forschungsstation Chamau der ETH Zurich mit

Ebern der Rasse Schweizer Edelschwein aus der eigenen Zucht durchgeführt. Die je 32 Eber pro

Futterungsversuch wurden in vier Gruppen mit je acht Tieren eingeteilt. Von Würfen wurden

die mannlichen Tiere zufallig auf die Gruppen verteilt. Beide Versuche wurden im selben Stall

durchgeführt. Die Tiere wurden in Einzelbuchten mit Fress- und eingestreutem Liegebereich

gehalten.

Die Tiere der Gruppen A1-C1 des ersten Futterungsversuches wurden mit ca. 100 kg Lebendge¬

wicht geschlachtet, die Tiere der Gruppe Di mit 150 kg Lebendgewicht. Die Tiere des zweiten

Futterungsversuchs (Gruppen A2-D2) wurden alle mit 100 kg Lebendgewicht geschlachtet. Die

Tiere wurden im Tierspital Zurich geschlachtet und zerlegt.

Die Futterungsversuche wurden vom Veterinaramt des Kanton Zug bewilligt (Tierversuch Be¬

willigung Nr. ZG 32/03).

2.2.1.2 Futter

Die Tiere wurden mit einem Standard-Alleinfutter fur Mastschweine (UFA 339-5, UFA, Herzo-

genbuchsee, CH) mit 13.0 MJ/kg Verdauliche Energie Schwein, 170 g/kg Rohprotein, 9.5 g/kg

Lysin und 5.5 g/kg Phosphor gefuttert.
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Die Tiere wurden wöchentlich gewogen und gemäss Rationenplan gefuttert:

Futter (kg) = X * LRationenplan mittel: X = 0.19, Rationenplan hoch: X = 0.21)

Fur die Futterungsversuche wurde Futter mit 100 mg Andi23/kg Futter vorbereitet. Andi23 wur¬

de vor dem Pelletieren ins Futter gemischt. Die Eber bekamen die Tagesration Andi23 jeweils zu

Beginn des Tages mit Futter mit 100 mg Andi23/kg Futter verabreicht, und bekamen weiter Fut¬

ter ohne Andi23 gemäss Rationenplan.

Tabelle 2.2. Fütterungsversuch I und II Einteilung der Tiere (Gruppen), Dosierung von Andi23 in mg

Andi23/Tag in Abhängigkeit vom Lebendgewicht (LG) und Gewicht, mit welchem die Tie¬

re geschlachtet wurden (Schlachtung)

Gruppe Ab 30 kg LG Ab 60 kg LG Ab 90 kg LG Abi2okgLG Schlachtung

Al - - - - 105 kg

B1 10 mg 10 mg 10 mg - 105 kg

Cl 10 mg 20 mg 30 mg - 105 kg

Dl 10 mg 20 mg 30 mg 40 mg 150 kg

A2 - - - - 105 kg

B2 - 1 mg 1 mg - 105 kg

C2 - 10 mg 10 mg - 105 kg

D2 - 100 mg 100 mg - 105 kg

2.2.1.3 Probenentnahme

Die Gewebeprobe vom Nebenhoden (Epididymes) fur die Total-RNA Extraktion wurde unmit¬

telbar nach der Schlachtung entnommen und in flussig Stickstoff (-ig6°C) gefroren. Danach

wurde die Probe bei -75°C gelagert.

Von den Tieren der Futterungsversuche wurde ein Stuck Ruckenspeck und die Mundspeichel¬

drusen entnommen und eine 10 ml Blutprobe (Entnahmeort: Halsarterie) in EDTA Rohrchen

abgefüllt und bei -20°C gelagert.

2.2.1.4 Bestimmung von Ebergeruch und Androstenon

Der organoleptische Test wurde anschliessend an die Schlachtung durchgeführt. Eine Mund¬

speicheldruse wurde im Mikrowellenofen erhitzt, zerschnitten und einem Panel von 3-8 Perso¬

nen zum Beurteilen auf alIfalIigen Ebergeruch vorgelegt.

Der Androstenongehalt der Ruckenspeckproben wurde analytisch mit ELISA bestimmt. Diese

Messungen wurde von Prof. Claus (Universität Hohenheim, DE) durchgeführt. Fur die Berech-
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nung des Gruppendurchschnitts und der Standardabweichung wurden die gemessenen Werte

(ug Androstenon/g Fett) verwendet. Fur den F-Test und den T-Test wurden die Werte durch Lo-

garithmieren mit dem naturlichen Logarithmus normalisiert (Walstra et al. 1999).

2.2.2 Statistik

Die Gruppen wurden anhand der erhobenen Daten mit einem F-Test und einem zweiseitigen T-

Test fur zwei nicht gepaarte Stichproben miteinander verglichen. Je nach Ergebnis des F-Tests

wurde fur den T-Test der Test fur gleiche oder ungleiche Varianzen gewählt. Die statistische

Auswertung wurde mit den Funktionen ,FTEST* und ,TTEST* des Programms Excel (Microsoft

Coorp., WA, USA) gemacht. Ein statistisch signifikanter Unterschied wird mit einem F-Test oder

T-Test Wert < 0.05 angenommen (95% Vertrauensintervall).

Mit der Funktion ,Trendlinie* (logarithmisch oder linear) desselben Programms wurden die Glei¬

chungen generiert, mit welchen die Konzentrationen fur eine 50% Hemmung des Enzyms in

den in vitro Hemmversuchen berechnet wurden.

2.2.3 RNA und DNA Methoden

2.2.3.1 Total-RNA Extraktion

Die Total-RNA Extraktion wurde mit dem RNeasy® Maxi Kit (Qiagen, 75162) durchgeführt. 0.6 g

Gewebe wurden mit einem Morser in flussig Stickstoff zu Pulver vermählen, in ein auf -70°C

vorgekuhltes 50 ml Falcon-Rohrchen transferiert und nach Zugabe von 15 ml Puffer RLT mit

0.143 M ß-Mercaptoethanol wahrend mindestens 60 Sekunden mit einem Mixer homogeni¬

siert. Zur Reinigung wurde der Mixer vor und nach Gebrauch einmal in Bidest-Wasser, einmal

in 1 N NaOH, dreimal in Bidest-Wasser und einmal in Puffer RLT kurz laufen gelassen. Das Ho-

mogenat wurde bei Raumtemperatur fur 10 Minuten bei 3000 x g zentrifugiert. Der Überstand

wurde in ein neues 50 ml Falcon-Rohrchen transferiert. Nach Hinzufugen von 15 ml 70% Etha¬

nol wurde das Falcon-Rohrchen sofort heftig geschüttelt um die Bildung von Präzipitat zu ver¬

hindern und allfallig entstandenes wieder zu resuspendieren. Der Inhalt wurde in eine RNeasy

maxi spin column' transferiert, welche sich in einem 50 ml Zentrifugations-Rohrchen befindet,

und fünf Minuten bei 3000 x g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und 15 ml RW1

Puffer wurden ins Rohrchen pipettiert. Nach fünf Minuten Zentrifugation bei 3000 x g wurde

der Durchfluss wiederum verworfen. 10 ml Puffer RPE wurden hinzugefugt und das Rohrchen

fur fünf Minuten bei 3000 x g zentrifugiert. Der letzt Schritt wurde wiederholt, und das Rohr¬

chen zum Trocknen der Membran fur weitere 10 Minuten zentrifugiert. Die RNeasy maxi spin

column wurde auf ein neues Rohrchen gesetzt. 0.8 ml RNase freies Wasser wurden direkt auf
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die Membran pipettiert. Das Rohrchen wurde verschlossen und 1 Minute stehen gelassen. Fur

den Waschvorgang wurde das Rohrchen fur drei Minuten bei 3000 x g zentrifugiert. Das Eluat

mit der RNA wurde bei -70°C gelagert. Weitere Total-RNA Extraktionen aus Hoden, Fettgewebe

Leber und Haut waren vorhanden.

2.2.3.2 RT-PCR

Fur die RT-PCR wurden 2.5 pig RNA, 125 pmol eines spezifischen Reverse Primers oder 125 pmol

des TVX Primers mit DEPC-H20 auf 10 ul ergänzt und wahrend 5 Min bei 70°C gehalten. Die

Temperatur wurde mit einer Schrittgeschwindigkeit von o.i°C/Sek auf 25°C reduziert, und fur

zwei Min bei 25°C gehalten. Wahrend dieser Temperaturreduktion wurden 5.0 ul 5X RT-

Reaktionspuffer, 6.25 nmol dNTPs, 1.0 ul RNasin (40 u), 2.5 I DEPC- H20,100 nmol auf 40°C vor¬

gewärmtes Natriumpyrophosphat und 1.5 ul AMV reverse Transkriptase (22.5 u) zusammenge¬

mischt und bei Erreichen der 25°C zum Reaktionsgemisch gegeben. Die Reaktion wurde fur 45

Min bei 42°C, fur 10 Min bei 50°C, fur 10 Min bei 55°C und fur 15 Min bei 72°C inkubiert und an¬

schliessend auf 4°C gekühlt. Fur die nachfolgende PCR mit 40 Zyklen wurden 5 ul der erhalte¬

nen cDNA verwendet.

2.2.3.3 Standard PCR

Die PCR setzte sich aus 50-500 ng DNA, je 10 pmol Forward- und Reverse-Primer, 5 nmol dNTP

Mix, 1X PCR Puffer, 2.5 u Taq-Polymerase und H20 bis Erreichen des Endvolumens von 25 ul zu¬

sammen. Die Reaktion wurde in einem Thermocycler (Techgene) durchgeführt. Die Proben

wurden fur 4 Minuten bei 95°C denaturiert, und durchliefen 35 Zyklen des folgenden Pro¬

gramms: 30 Sekunden Denaturierung bei g5°C, 30 Sekunden Annealing bei der Primerspezifi-

schen Annealing-Temperatur und 30 Sekunden Elongation bei 72°C. Nach einem zusatzlichen

Elongations-Schritt von sieben Minuten wurden die Proben auf 4°C abgekühlt.

2.2.3.4 Isolation eines DNA-Fragments

Die PCR Reaktion wurde elektrophoretisch mit einem 0.8-1.0% Agarose Gel mit 0.1 ug/ml Ethi-

diumbromid aufgetrennt. Die gesamte PCR Reaktion wurde mit 5 ul DNA Loading Dye gemischt

und auf das Gel geladen. Als Grossenreferenz fur DNA-Fragmente kleiner als 1000 bp wurde ein

100 bp Leiter (Pharmacia Biotech) verwendet, fur grossere Fragmente ein 1000 pb Leiter (Kilo-

Base, Pharmacia Biotech). Die Elektrophorese lief 60-go Min bei 60-100 V in 1X TBE Puffer.

Das Gel wurde mit UV Licht durchleuchtet und fotografiert. Mit einem Skalpell wurde das ge¬

suchte DNA-Fragment ausgeschnitten. Fur die Aufreinigung der DNA (Extraktion aus dem Gel)
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wurde GeneClean® II (Bioioi® Systems, Obiogene) verwendet. Die Menge DNA (in ng) wurde

anhand des Fotos des Gels geschätzt.

2.2.3.5 Spektrophotometer

Fur das Bestimmen des DNA Gehalts in Losung und der Reinheit wurde mit einem Spektro¬

photometer (Lambda Bio UV/VIS, Perkin Eimer) die optische Dichte (OD) bei 260 und 280 nm im

Vergleich zu der von H20 gemessen. Mit der Formel:

c (ug/u(26ox dfx ec)/iooo

wurde die Dichte c der DNA berechnet, wobei OD26o die optische Dichte bei 260 nm, df der Ver¬

dun nungsfaktor und ec der Extinktionskoeffizent (fur doppelstrangige DNA gilt: 1 OD = 50

ug/ml) ist. Mit dem Verhältnis OD26o/OD28o wurde die Reinheit der Losung gemessen. Bei reiner

DNAistOD26o/OD28o = l.8.

2.2.4 Klonierung

2.2.4.1 Ligation eines DNA-Fragments in den pGem®-T Easy Vector

Fur das Klonieren des DNA-Fragments wurde das pGem®-T Easy Vector System I (Promega) ver¬

wendet. Die fur die Ligation benotigte Menge DNA wurde mit folgender Formel berechnet:

ng Vektor x Grosse Insert in kb 2

ngDNA = ; x
— (molares Verhältnis Insert:Vektor)

Grosse Vektor in kb 1

Die Ligation wurde mit einem Totalvolumen von 10 ul, bestehend aus 25 ng Vektor, 50 ng DNA,

5 ul 2X Rapid Ligationspuffer, 1 ul T4 DNA Ligase (3 u) und falls notig H20, durchgeführt und

über Nacht bei 4°C inkubiert.

2.2.4.2 Subklonierung eines Inserts vom pGem®-T Easy vector in pcDNA3.i(+)

Fur die Praparation von Vektor und Insert wurden 1 ug pcDNA3.i(+) und 2.5 ug pGem®-T Easy

Vektor mit Insert mit Notl verdaut. Der DNA wurde 2 ul Puffer H, 1 ul 0.1% BSA, 1 ul 0.1% Triton

X-100 und 10 u Notl beigefugt und mit H2o auf 20 ul ergänzt. Der Verdau fand fur 2 Stunden bei

37°C statt. Die Reaktionen wurde aufgereinigt (Micron-PCR Filter Units, Millipore) und mit 20 ul

iomM Tris HCL pH 8.0 eluiert.
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Die verdaute pcDNA3.i(+) wurde mit CIP dephosphoryliert. 10 ul des Verdaus wurden 2 ul Puffer

(buffer one phor. all) und 0.5 u CIP beigefugt und mit H2o auf das Endvolumen von 20 ul er¬

gänzt. Nach 30 Minuten Inkubation bei 37°C wurde CIP fur 10 Minuten bei 70°C inaktiviert. Die

Reaktion wurde mit Micron-PCR Filter Units aufgereinigt.

Die verdaute DNA (pGem®-T Easy Vektor mit Insert) und 3 ul der verdauten pcDNA3.i(+) wurden

mit einer Elektrophorese mit einem 1% Agarose Gel aufgetrennt. Das in den pGem®-T Easy Vek¬

tor klonierte Fragment wurde ausgeschnitten und mit GeneClean® II (Bioioi® Systems, Obioge-

ne) aufgereinigt. Mit dem Spektrophotometer wurde die Dichte bestimmt. Die aufbereitete

DNA wurde bei -20°C gelagert.

Die 3 ul pcDNA3.i(+) wurden mit Gelelektrophorese aufgetrennt, um den vollständigen Verdau

zu kontrollieren.

Die fur die Ligation notwendige Menge DNA wurde mit derselben Formel wie beim pGem®-T

Easy Vector System berechnet. Die Ligation enthielt 25 ng des phosphorylierten Vektors und die

errechnete Menge DNA. Die Negativkontrolle enthielt 25 ng des phosphorylierten Vektors, die

Positivkontrolle 25 ng des nicht phosphorylierten Vektors. Allen Reaktionen wurde 1 ul 10X Puf¬

fer und 1 u T4 DNA Ligase (Boehringer Mannheim) beigefugt und mit H2o auf das Endvolumen

von 10 ul ergänzt. Die Ligation wurde über Nacht bei 4°C inkubiert.

2.2.5 Kompetente Zellen

2.2.5.1 Vermehrung der kompetenten Zellen

Fur die Transformation mit pGem®-T Easy wurden die kompetenten Zellen Epicurian Coli®

XLio-Gold (Stratagene) verwendet. Zur Vermehrung der kompetenten Bakterien wurde ahn¬

lich dem Verfahren von Sambrock et al. (1989) vorgegangen. Von der in -70°C gelagerten Kultur

wurden von der Oberflache einige Zellen abgekratzt und auf einer SOB Agarplatte mit 50 ul

Ampicillin/ml aufgetragen und fur 16 Stunden bei 37°C wachsen gelassen. Eine Kolonie wurde

in 100 ml SOB-Medium mit 20 mM MgS04transferiert und bis zu einer OD6oo von 0.4-0.5 wach¬

sen gelassen. Die Zellen wurden in eisgekühlte 50 ml Falcon-Rohrchen transferiert, fur 10 Min

auf Eis gelassen und fur 5 Min bei 4°C mit 3300 x g zentrifugiert. Nach dem Entfernen des

Uberstands wurde das Pellet in 20 ml eiskaltem FSB sorgfaltig mit dem Vortex resuspendiert,

noch mal 10 Minuten auf Eis gelassen und fur 5 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Nach Entfernen

des Uberstandes wurde die Kultur in 4 ml eiskaltem FSB und 140 ul DMSO sorgfaltig resuspen¬

diert und fur weitere 15 Minuten auf Eis gelassen. Weitere 140 ul DMSO wurden beigegeben

und alles sorgfaltig gemischt. Die Zellen wurden in 400 ul Aliquots in eisgekühlte Eppendorf-

Rohrchen abgefüllt, sofort in flussig Stickstoff gefroren und bei -70°C gelagert.
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2.2.5.2 Transformation kompetenter Zellen mit einem Vektor

Von den auf Eis aufgetauten kompetenten Zellen wurden in zwei eisgekühlte 15 ml Falcon-

Polypropylen-Rohrchen je 100 ul pipettiert. Fur die Transformation wurden 5 ul der Ligations-

Reaktion dazu pipettiert. Als positive Transformationskontrolle wurde eine Reaktion mit 0.1 ng

pUCi8 Plasmid gemacht. Die Rohrchen blieben 30 Minuten auf Eis, wurden fur 30 Sekunden im

42°C Wasserbad erhitzt und nach 2 Minuten auf Eis wurde 0.9 ml SOC Medium dazugegeben,

welches vorher auf 42°C erhitzt worden ist. Die Reaktion wurde fur eine Stunde bei 37°C in ei¬

nem Schuttler mit 100 U/Min inkubiert, in ein Eppendorf-Rohrchen transferiert und fur 5 Minu¬

ten mit 2000 x g zentrifugiert. Vom Überstand wurden ca. 800 ul verworfen und die restlichen

200 ul auf eine LB-Agarplatte mit 50 ug/ml Ampicillin auspipettiert. Auf der Platte fur die

Transformation mit pGem®-T Easy wurden vorgangig 50 ul 2.5% IPTG und 50 ul 2.5% X-Gal

ausgetragen. Die Platten wurden fur 16 Stunden bei 370 C inkubiert.

2.2.5.3 Von positiv transformierten Kolonien Kulturen anlegen

Fur die mit pGem®-T Easy transformierten Zellen wurden sechs farblose Kolonien der Trans¬

formationsreaktion, fur die mit pcDNA3.i(+) transformierten Zellen acht beliebige Kolonien, mit

einer Ose je in ein 50 ml Falcon-Rohrchen mit 8 ml Ampicillin-LB-Medium gebracht und fur 12-

16 h mit 200 rpm bei 37°C inkubiert. Beim Transferieren der Kolonie wurde vor dem Abflammen

der Ose mit dieser auf einer LB-Ampicillin-Agarplatte ein Abstrich gemacht, über Nacht bei 37°C

inkubiert, mit Paraffin verschlossen und bei 4°C gelagert.

2.2.5.4 Plasmid Extraktion

Das Falcon-Rohrchen wurde fur 5 min mit 3000 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde ent¬

fernt, das Pellet mit 250 ul Puffer P1 resuspendiert und in ein Eppendorf-Rohrchen transferiert.

Nach Zugabe von 5 ug RNase A und 300 ul Puffer P2 wurde das Rohrchen sorgfaltig gemischt

und fur 5 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. 300 ul Puffer P3 wurden hinzugefugt

und das Rohrchen nach 5 Minuten Lagerung auf Eis fur 10 Minuten mit Maximalgeschwindig¬

keit zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues Eppendorf-Rohrchen transferiert und fur 5

Minuten mit Maximalgeschwindigkeit zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues Rohr¬

chen transferiert und ein zum vorhandenen Volumen identisches Volumen Isopropanol wurde

hinzugefugt. Die Proben wurden fur mindestens 15 Minuten bei -20°C gelassen, und fur 15 Mi¬

nuten bei 4°C mit Maximalgeschwindigkeit zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und

200 ul 70% Ethanol wurden hinzugefugt und fur 5 Minuten mit Maximalgeschwindigkeit

zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, und das Pellet fur 20 Minuten bei Raumtempe¬

ratur getrocknet. Die DNA wurde mit 70 ml 10 mM Tris Puffer pH 8.0 fur 60 Minuten bei 50°C
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im Wasserbad resuspendiert. Mit 10 ul wurden mit dem Spektrophotometer die Dichte und

Reinheit bestimmt.

2.2.6 Kontrollen für die Transformation

2.2.6.1 Restriktionsverdau

Als erste Kontrolle fur die Transformation wurde ein Restriktionsverdau durchgeführt. Von 6-8

ausgewählten Kulturen wurden je 1 ug Plasmide, 2 ul Puffer H, 1 ul 0.01% BSA, 1 ul 0.01% Triton

X-100, 1 ul (10 Units) Notl und H20 bis Erreichen des Endvolumens von 20 ul fur 1 Stunde bei

37°C inkubiert. Die Reaktion wurde mit einer Agarose Gel Elektrophorese aufgetrennt. Die

Fragmente wurden mit UV Licht sichtbar gemacht, fotografiert und die Reaktion ausgewertet.

2.2.6.2 PCR

Fur die pcDNA3.i(+) Vektoren wurde als zweite Kontrolle eine PCR mit dem Forward-Primer des

Vektors und einem Reverse-Primer des ligierten DNA-Fragments und mit einem Reverse-

Primers des Vektors und einem Forward-Primer des ligierten DNA-Fragments durchgeführt. Die

Lange des erwarteten DNA-Fragments konnte anhand der im Voraus bekannten Sequenzen des

DNA-Fragments, der Sequenz des pGem®-T Easy- und pcDNA3.i(+) Vektors berechnet und mit

dem Ergebnis der PCR verglichen werden.

2.2.6.3 Sequenzierung

Vor der Transfektion der HEK293 Zellen mit pcDNA3.i(+) wurde die gesamte Lange des Frag¬

ments sequenziert. DNA Proben wurden nach der Methode von Sanger et al. (1977) nach dem

Prinzip der Kettenabbruch-Reaktion mit ddNTPs sequenziert. Die Sequenzier-PCR wurde mit

einem Volumen von 10 ul durchgeführt. Die benotigte Menge DNA wurde mit folgenden For¬

meln berechnet:

PCR extrahiert (ng) = Lange (bp) / 20

Plasmid Klon (ng) = [Insert (bp) + Vektor (bp)] / 4

Die DNA wurde mit 1.6 pmol Primer, 4 ul Big Dye Sequenziermix und H20 gemischt. Das Se¬

quenzierprogramm bestand aus einem 5 minutigen Denaturierungsschritt bei 95 °C, 30 Zyklen

mit 30 Sekunden bei 94°C, 15 Sekunden bei 50°C und 4 Minuten bei 6o°C.
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Die Reaktionen wurden mit H20 auf go ul ergänzt und mit 10 ul 3M Natriumacetat pH 5.2 und

200 ul 100% Ethanol präzipitiert. Die Proben wurden gevortext, fur 15 Minuten bei -70°C gela¬

gert, fur 30 Minuten bei 4°C mit 21000 x g zentrifugiert und in der Vakuumzentrifuge getrock¬

net. Die DNA wurde in 3 ul Formamid:Sequenzier-Ladepuffer 5:1 (v/v) resuspendiert, fur 5 Minu¬

ten bei g5°C denaturiert und auf ein 1X TBE Gel mit 4.5% Polyacrylamid und 6 M Harnstoff, bei

welchem die Polymerisation mit 0.007% APS und 0.03% TEMED ausgelost wurde, geladen. Mit

einer Elektrophorese wurden die Proben in 1XTBE Puffer der Grosse nach aufgetrennt. Die Fluo¬

reszenz wurde von einem Laser detektiert. Die Rohdaten wurden mit dem Programm ABI

Prism 377 Collection PE ausgewertet.

2.2.7 HEK-293 Zellen

2.2.7.1 Reaktivierung und Kultivierung

Ein Rohrchen mit kryokonservierten 2g3-HEK Zellen (Gibco BRL) wurde im 37°C-Wasserbad auf¬

getaut. Der Inhalt wurde in eine T-25 cm2 Flasche mit 5 ml auf 37°C vorgewärmtes komplettier¬

tes DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, Gibco) gegeben. Medium fur Zellen, die mit

pcDNA3.i(+) transfektiert wurden, wurde mit 500 ug/ml Geniticin versetzt. Die Flasche wurde

fur 3-5 Stunden mit 5% C02 und g5% N2 bei 37°C in den C02-Brutschrank gestellt. Die Zellen

wurden unter einem Mikroskop darauf kontrolliert, ob sie sich an die Flasche angehaftet haben.

Das Medium wurde entfernt und mit 3 ml komplettiertem DMEM ersetzt. Nach 2-8 Tagen wa¬

ren die Zellen zu 80-100% konfluent.

Nach Entfernen des Mediums wurden die Zellen gewaschen, indem 1 ml PBS Puffer beigefugt

und nach sorgfaltigem Hin- und Herbewegen der Flasche wieder entfernt wurde. Nach Hinzu¬

fugen von 1 ml Trypsin/EDTA wurde die Flasche so lange hin und her bewegt, bis sich alle Zellen

von der Flasche gelost hatten und sich frei im Medium bewegten. Die Zellen wurden in eine T-

75 cm2 Flasche transferiert und mit 6 ml komplettierten DMEM auf g ml ergänzt.

Fur die Kultivierung in T-75 cm2 Flaschen wurde das Medium entfernt, die Zellen mit 3 ml PBS

Puffer gewaschen und mit 1.5 ml Trypsin/EDTA gelost. Ca. 1/10 des Volumens wurde in eine

neue Flasche transferiert und mit komplettiertem DMEM auf g ml ergänzt. Das Medium wurde

pro Woche zwei Mal komplett erneuert.
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2.2.7.2 Zeilenzahlen

100 ul Medium mit gelosten Zellen wurden je nach Konfluenz 1-10 x verdünnt. Eine Hamozy-

tometer Kammer (Burker-Turk) wurde mit 70% Ethanol gereinigt und getrocknet. Die seitlichen

Auflageflachen fur das Deckglas wurden befeuchtet und das Deckglas wurde darauf gedruckt.

Vor dem Füllen der Hamozytometerkammer wurden die Zellen noch einmal geschüttelt. Die

vorhandenen Zellen von 20 Teilkammern von je 0.10 mm Lange und 0.05 mm Breite wurden

gezahlt (1 mm2). Die überlappenden Zellen jeweils einer Seite wurden mitgezahlt, die von der

Gegenseite nicht. Mit einer Kammertiefe von 0.1 mm entsprechen die gezahlten Zellen einem

Volumen von 0.1 mm3. Die Zeil-Konzentration wurde mit folgender Formel berechnet:

Z (Zellen/ul) = Anzahl Zellen fur 0.1 mm3 x Verdunnungsfaktor x 10

2.2.7.3 Kryokonservierung von HEK293 Zellen

Die konfluenten Zellen einer T-75 cm2 Flasche wurden mit 3 ml PBS Puffer gewaschen, mit 1.5 ml

Trypsin/EDTA gelost und zusammen mit 8.5 ml komplettiertem DMEM in ein steriles 50 ml Fal¬

con-Rohrchen gegeben. Mit Hilfe der Hamozytometer Kammer wurde die Zelldichte bestimmt.

Das Rohrchen mit den Zellen wurde fur 10 Minuten mit 1000 x g bei Raumtemperatur zentrifu¬

giert. Die Zellen wurden mit der Menge Kryokonservations-Medium (DMEM:FCS:DMSO = iO:2:i)

resuspendiert, dass die Zellkonzentration 2-5 x 106 Zellen/ml betrug. Die in Kryokonservations-

rohrchen abgefüllten Zellen wurden fur 1 Stunde bei 4°C, fur 1 Stunde bei -20°C, fur 2-12 Stun¬

den bei -70°C gelagert und schliesslich in flussig Stickstoff konserviert.

2.2.7.4 Transfektion von HEK293 Zellen

Die zu 80-100% konfluenten Zellen einer T-75 crr|2 Flasche wurden mit PBS Puffer gewaschen,

mit Trypsin gelost und in ein 50 ml Falcon-Rohrchen transferiert. Mit der Hamozytometer

Kammer wurde die Dichte der Zellen bestimmt.

2 x 105 Zellen wurden mit 2 ml komplettiertem DMEM in eine T-25 cm2 Flasche transferiert und

inkubiert, bis sie zu 50-80% konfluent waren. Losung A (2 ug DNA in 100 ul Opti-MEM®-l Redu¬

ced Serum Medium (Gibco)) und Losung B (10 ul LipofectAMINE Reagent (Gibco) und 100 ul

Opti-MEM®-l Reduced Serum Medium) wurden vermischt und fur40 Minuten bei Raumtempe¬

ratur gelassen. Wahrend dieser Zeit wurden die zu 50-80% konfluenten Zellen einmal mit Opti-

MEM®-I Reduced Serum Medium gewaschen. Die Transfektions-Reaktion wurde sorgfaltig mit

0.8 ml Opti-MEM®-l Reduced Serum Medium vermischt und zu den gewaschenen HEK2g3 Zel-
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len gegeben. Nach der Inkubation über Nacht im C02-Brutschrank wurde den Zellen 1 ml kom¬

plettiertes DMEM mit ABAM und doppelter Konzentration Serum beigefugt. Ca. 24 Stunden

nach dem Start der Transfektion wurde das vorhandene Medium mit komplettiertem DMEM

ersetzt. Zur Selektion wurde nach weiteren 72 Stunden 1/10 der Zellen in eine neue Flasche mit

Medium mit 500 ug/ml G418 (Invitrogen) gegeben. Das komplettierte Medium mit G418 wurde

pro Woche zwei Mal komplett erneuert. Nach 3-4 Wochen waren die transfektierten Zellen 80-

100% konfluent.

2.2.7.5 Aktivitäts- und Hemmversuche

Um die Wirkung des Inserts zu überprüfen, wurden Inkubationen mit HEK2g3 Zellen mit und

ohne dem jeweiligen Insert gemacht. Die Hemmversuche bestanden aus Versuchen mit Hem¬

mer und Kontrollversuchen ohne Hemmer. Fur die in vitro Versuche wurde mit Hilfe der Hamo¬

zytometerkammer die Zelldichte bestimmt und je 106 Zellen wurden in 6-Kammer Platten mit

33 mm Durchmesser transferiert. Nach Zugabe von 1 ml komplettiertem DMEM wurden die

Platten über Nacht im C02-Brutschrank inkubiert. Das Medium wurde entfernt, die Zellen mit 1

ml PBS Puffer gewaschen und zu jeder Kammer 1 ml Inkubationspuffer gegeben. Dem Inkubati¬

onspuffer wurde vor der Zugabe zu den Zellen fur jede Reaktion 2.5 ul radioaktiv markiertes

Substrat, kein oder 1 mM Kofaktor (NAD+ oder NADPH) dazugegeben. Den Hemmreaktionen

wurde in Ethanol gelöster Hemmer dazugegeben. Die Kontrollreaktionen wurden ohne oder

mit einem zum Volumen des Hemmers in den Hemmreaktionen äquivalenten Volumen 100%

Ethanol durchgeführt. Die Reaktionen wurden fur 4 Stunden bei 37°C im C02-Brutschrank inku¬

biert, in Eppendorf-Rohrchen pipettiert, fur 2 Min mit ca. 1500 x g zentrifugiert und bei -70°C

gefroren.

2.2.8 Auswertung der Hemmversuche

2.2.8.1 Dünnschichtchromatographie

Auf 20 x 20 cm Kieselgel 60 DC-Platten (Merck, Nr. 1.05721.0006) wurden 4 Bahnen aufgezeich¬

net und auf alle Bahnen von allen im aufzutrennenden Reaktionsgemisch vorkommenden ra¬

dioaktiv markierten Substanzen 20 mg nicht radioaktiv markierte Substanz geladen. Über diese

wurden je 20 ul Reaktionsgemisch geladen und fur 75 Minuten bei Raumtemperatur in einem

Benzen:Aceton=8o:20 (v/v) Gemisch aufgetrennt. Bevor die Losemittelfront das obere Platten¬

ende erreicht hatte, wurde die Auftrennung gestoppt und die Platte bei Raumtemperatur an

der Luft getrocknet. Die Platte wurde mit 40% Phosphorsaure besprayt und trocknen gelassen.

Die nun sichtbaren Banden wurden separat abgekratzt und in beschriftete Scintillatons-
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Flaschchen gegeben. Nachdem die Steroide mit 3 ml reinem Methanol gelost wurden, wurde 15

ml Scintillation Cocktail (Emulsifier-Safe) beigegeben.

2.2.8.2 Messen der Radioaktivität

Die Radioaktivität wurde mit einer 10 minutigen Messung mit einem ß-Counter (Tri-Carb LSCs

with OuantaSmart Software fur Windows NT®, Packard BioScience) als Disintegrationen pro

Minute (dpm) gemessen.

2.2.8.3 Berechnung der Aktivität

Der Umsatz in Prozent von radioaktiv markiertem Substrat in ein (oder mehrere) bekanntes

oder unbekanntes Produkt wird mit folgender Formel berechnet:

Anzahl dpm Produkt(e)
Umsatz = xioo%

Anzahl dpm Substrat + Anzahl dpm Produkt(e)
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3 ERGEBNISSE

3.1 RT-PCR

CYP17 wurde aus einer Total-RNA Extraktion von Hodengewebe amplifiziert. Fur die RT-PCR

wurde der unspezifische TVX Primer verwendet. Mit der darauf folgenden PCR mit den beiden

CYP17 spezifischen Primern CYP-F01 und CYP-R02 wurde eine Sequenz von 1545 Basenpaaren

amplifiziert, in welcher die gesamte Sequenz von CYP17 enthalten war.

Die 5a-Reduktase wurde aus einer Nebenhoden Total-RNA Extraktion mit einer RT-PCR mit TVX

als Primer und anschliessender PCR mit den Primerpaaren 5aR-Fo5/5aR-Rio und 5aR-Fo7/5aR-

R10 amplifiziert. Aus RNA Extraktionen von Hoden, Haut, Leber, Fett und Muskel und einer

cDNA-Library von Dünndarm konnte die 5a-Reduktase weder mit dem TVX Primer noch mit

spezifischen Primern amplifiziert werden. Das Fragment der PCR mit den Primern 5aR-Fo5 und

5aR-Rio wurde als Templat fur eine .Nested PCR' mit den Primern 5aR-Foi und 5aR-Ro2 verwen¬

det, mit welcher eine Sequenz von 771 Basenpaaren mit der 5a-Reduktase amplifiziert wurde.

Tabelle 3.1. Angabe des Gewebes, aus welchem die RNA extrahiert wurde, des Primers der RT-PCR

und der Primer der PCRfür CYP17 und die 50c-Reduktase

Gen Gewebe Primer RT F-PrimerPCR R-PrimerPCR Amplifikation

CYP17 Testes TVX CYP-F01 CYP-R02 stark

5a-Reduktase
Nebenhoden TVX 5aR-Fo5 5aR-Rio stark

TVX 5aR-Fo7 5aR-Rio schwach

3.2 Sequenzen der klonierten Gene CYP17 und sa-Reduktase

3.2.1 Sequenz von CYP17:

Nach dem Klonieren in den pGemTEasy-Vektor wurde das Insert sequenziert.

Tabelle 3.2. Sequenzierung von CYP17 Primer und die damit sequenzierten Basen von CYP17

Primer Erste sequenzierte Base Letzte sequenzierte Base Anzahl Basen

T7 1 484 484

CYP-F01 55 593 538

CYP-R04 480 903 423

CYP-R04 730 987 257

CYP-F03 953 1399 446

SP6 1082 1530 606
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DNA: 1 ATGTGGGTGCTCTTGGTTTTCTTCTTGCTCACCCTCACCTATTTATTTTGGCCTAAGACC 60

AS : 1 MWVLLVFFLLTLTYLFWPKT 20

DNA: 61 AAGGGCTCTGGTGCCAAGTACCCCAGGAGTCTCCCAGTCCTGCCCGTGGTGGGCAGCCTG 120

AS : 21 KGSGAKYPRSLPVLPVVGSL 40

DNA: 121 CCATTCCTACCCAGACGTGGCCACCAGCACATGAACTTCTTCAAGTTGCAGGACAAATAT 180

AS : 41 PFLPRRGHQHMNFFKLQDKY 60

DNA: 181 GGCCCCATCTTCTCCTTTCGTCTGGGTTCCAAGACTACCGTGGTAATTGGTGACCACCAG 240

AS : 61 GPIFSFRLGSKTTVVIGDHQ 80

DNA: 241 CTGGCCAAGGAGGTGCTTCTCAAGAAGGGCAAGGAATTCTCCGGGCGGCCCAGAGTGATG 300

AS : 81 LAKEVLLKKGKEFSGRPRVM 100

DNA: 301 ACTCTAGACATCCTGTCAGACAACCAAAAGGGGATTGCCTTCGCCGACCATGGTACCTCC 360

AS : 101 TLDILSDNQKGIAFADHGTS 120

DNA: 361 TGGCAGCTGCATCGGAAGCTGGCACTGAGCACCTTTTCCCTGTTCAAGGGTGGCAACCTG 420

AS : 121 WQLHRKLALSTFSLFKGGNL 140

DNA: 421 AAGCTGGAGAACATCATTAATCAAGAAATCAAAGTACTGTGCGATTTCCTGGCCACACGG 480

AS : 141 KLENI INQEIKVLCDFLATR 160

DNA: 481 AATGGAGAGTCCATTGATTTGGCCCAGCCTCTCTCTCTGGCGATGACCAACATAGTCAGC 540

AS : 161 NGESIDLAQPLSLAMTNIVS 180

DNA: 541 TTTATCTGCTTCAACTTCTCCTTCAAGAAGGGGGATCCCGCGCTGCAGGCCATAGTGAAT 600

AS : 181 FICFNFSFKKGDPALQAIVN 200

DNA: 601 TTCAATGATGGCATCCTGGATGCTGTGGGCAAGGAAATTTTGTATGACATGTTCCCTGGA 660

AS : 201 FNDGILDAVGKEILYDMFPG 220

DNA: 661 ATTAGGATTTTACCCAGCCAAACTCTGGAAAACATGAAGCAGTGTGTTAGAATGCGAAAC 720

AS : 221 IRILPSQTLENMKQCVRMRN 240

DNA: 721 GAATTGCTGCGGGAAATCCTTGAAAACCGTAAGGAGAACTACAGCAGAAACTCCATCACT 780

AS : 241 ELLREILENRKENYSRNSIT 260

DNA: 781 AACTTGTTGGACATAATGATCCAAGCCAAGACGAACGCAGAAAGTAACACTGGTGGCCCA 840

AS : 261 NLLDIMIQAKTNAESNTGGP 280

DNA: 841 GACCACAATTTAAAGCTGCTTTCAGACAGACACATGCTCGCCACTGTTGCGGACATCTTT 900

AS : 281 DHNLKLLSDRHMLATVADIF 300

DNA: 901 GGGGCCGGTGTGGAGACTTCTGCCTCTGTGGTAAAGTGGATCGTGGCCTTCCTGCTACAC 960

AS : 301 GAGVETSASVVKWIVAFLLH 320

DNA: 961 TATCCTCTGCTGAGGAAGAAGATCCAGGATGCTATCGACCAGAATATTGGTTTCAATCGT 1020

AS : 321 YPLLRKKIQDAIDQNIGFNR 340

DNA: 1021 GCCCCATCTATCAGCGACCGGAACCAACTTGTCCTCCTGGAAGCCACCATCCGAGAGGTG 1080

AS : 341 APS ISDRNQLVLLEAT I REV 360

DNA: 1081 CTTCGATTCCGGCCTGTGTCCCCTACGCTCATCCCCCACAGGGCTATCATTGACTCCAGC 1140

AS : 361 LRFRPVSPTLIPHRAIIDSS 380

DNA: 1141 ATTGGCGAATTTACCATTGACAAGGACACAGATGTCGTCGTCAATCTGTGGGCACTGCAT 1200

AS : 381 IGEFTIDKDTDVVVNLWALH 400

DNA: 1201 CACAATGAGAAGGAGTGGJJaÇCGGCCCGACCTGTTCATGCCTGAGCGCTTCCTGGACCCC 1260

AS : 401 H N E K E W tT>R PDLFMPERFLDP 420

DNA: 1261 ACGGGAACCCAGCTCATCTCACCATCATTGAGCTACTTGCCCTTCGGAGCAGGACCCCGC 1320

AS : 421 TGTQLISPSLSYLPFGAGPR 440

DNA: 1321 TCTTGCGTAGGGGAGATGCTAGCCCGCCAGGAGCTCTTCCTCTTCACGGCTGGATTGCTG 1380

AS : 441 SCVGEMLARQELFLFTAGLL 460

DNA: 1381 CAGAGGTTCGACCTGGAGCTCCCAGATGATGGGCAGCTACCCTGTCTCGTGGGCAACCCC 1440

AS : 461 QRFDLELPDDGQLPCLVGNP 480

DNA: 1441 AGTTTGGTCCTGCAGATAGATCCTTTCAAAGTGAAGATCAAGGAGCGCCAGGCCTGGAAG 1500

AS : 481 SLVLQIDPFKVKIKERQAWK 500

DNA: 1501 GAAGCCCACACTGAGGGGAGTACCTCCTGA 1530

AS : 501 EAHTEGSTS * 510

Abbildung 3.1. Durch Sequenzierung erhaltene Basensequenz von CYP17 und die dazugehörende Ami¬

nosäurensequenz. Die unterstrichenen Basen der gelb und grün markierten Ba-

sentripletts und die dazugehörenden Aminosäuren weisen Abweichungen zu publizier¬
ten Sequenzen auf.

Zum Swiss-Prot Eintrag P19100 für CYP17 sind für die Sequenz mehrere Querverweise aufge¬

führt. Verglichen mit der Sequenz von M63507 (AAA31008.I; -; mRNA) weist die klonierte Se-
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quenz 2 Unterschiede in der Nukleotid-Sequenz auf: Base 1062 A statt G, Base 1220 A statt T.

Der erste Unterschied ist eine stille Mutation (die Basentripletts GAA und GAG codieren beide

fur die Aminosäure Glutaminsäure an Stelle 354), die zweite Mutation verändert Leucin (Ba-

sentriplett CTC) in ein Histidin (Basentriplett CAC) an Stelle 407. Zu U41524 (AAA84419.I; JOI¬

NED; Genomic_DNA), einer weiteren publizierten Sequenz fur CYP17, weist die erhaltene Se¬

quenz als einzige Abweichung das zur stillen Mutation fuhrende A statt G an Stelle 1062 auf.

3.2.2 Sequenz der sa-Reduktase

Sequenz der klonierten 5a-Reduktase.

Tabelle 3.3. Sequenzierung der 50c-Reduktase Primer und damit sequenzierte Basen der sa-

Reduktase.

Primer Erste Sequenzierte Base Letzte sequenzierte Base Anzahl Basen

5aR-Ri4 1 91 91

5aR-Foi 48 613 565

5aR-Ro2 152 712 560

5aR-Fi3 680 765 85

DNA- 1 ATGCCTGTTCGCTGCCAGCAGAGCCCGGTGCTGGCGGGCAGCGCCACTTTGGCTGCCCTG 60

AS : 1 MPVRCQQS PVLAGSATLAAL 20

DNA: 61 GGGGCACTGGCCCTGTACTTCGCGGAGCCCTCTGGCTACGGGAAGTACACGGAGAGCCTG 120

AS : 21 GALALYFAEPSGYGKYTESL 40

DNA: 121 ACGCCCGCGGCTATCCGCCTGCCAGCCCGTGCCGCCTGGTTCCTGCAGGAGCTGCCCTCC 180

AS • 41 TPAAIRLPARAAWFLQELPS 60

DNA: 181 TTCGTGGTGCCCGCGGGGATCCTCGCCGGGCAGCCCCGTTCTCTCTTCGGCCCGCCTGCG 240

AS : 61 FVVPAGILAGQPRSLFGPPA 80

DNA: 241 ACTGTGCTTCTGGGCCTCTTCTGCGCACATTACTTCCACAGGACATTTGTTTACTCACTG 300

AS : 81 TVLLGLFCAHYFHRTFVYSL 100

DNA: 301 CTCACTAGAGGGAGGCCTTTTCCAGTTGTATTCCTTTTCAGAGGCTTTGTCTTCTGCATG 360

AS : 101 LTRGRPFPVVFLFRGFVFCM 120

DNA: 361 GGAAATGGACTCCTTCAAGGCTACTATCTGGTTTACTGTGCCGAATACCCTGCTGAGTGG 420

AS : 121 GNGLLQGYYLVYCAEYPAEW 140

DNA: 421 TACACAGACATACGGTTTAGCCTAGGTGTGTTCTTATTTATTTTGGGCATGGGAATCAAC 480

AS : 141 YTDIRFSLGVFLFILGMGIN 160

DNA- 481 ATTCACAGCGACTATATATTGCGCCAGCTCAGGAAGCCTGGAGAAGTCATCTATAAGATT 540

AS : 161 IHSDYILRQLRKPGEVIYKI 180

DNA: 541 CCACAAGGTGGCTTGTTCACGTACGTTTCTGGAGCCAATTTCCTTGGTGAGATCATTGAA 600

AS • 181 PQGGLFTYVSGANFLGEIIE 200

DNA: 601 TGGATCGGCTATGCCTTGGCCACTTGGTCCCTTCCAGCACTTGCATTTGCATTTTTCTCG 660

AS : 201 WIGYALATWSLPALAFAFFS 220

DNA: 661 CTTTGTTTCCTTGGGCTGCGAGCTTTTCACCATCATAGGTTCTACGTCAAGATGTTTGAG 720

AS : 221 LCFLGLRAFHHHRFYVKMFE 240

DNA: 721 GACTACCCCAAGTCTCGAAAAGCCCTTATTCCATTTATCTTTTAA 765

AS : 241 DYPKSRKALIPFIF* 255

Abbildung 3.2. Basen- und Aminosäurensequenz der klonierten 5cc-Reduktase
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Die Sequenz der klonierten 5a-Reduktase weist keinen Unterschied zur publizierten Sequenz

des Swiss-Prot Eintrags O18765 fur die 5a-Reduktase auf

3.3 In vitro Versuche

3.3.1 DC und Retentionsfaktoren (Rf-Werte)

Folgende Tabelle zeigt die Rf-Werte der fur die Analyse der in vitro Versuche verwendeten Sub¬

stanzen Zur Berechnung der RrWerte wurden die DC-Platten nach dem Besprühen mit Phos¬

phorspray fotografiert und die entsprechenden sichtbaren Banden ausgemessen

Tabelle 3.4. RrWerte der verwendeten Steroide

Substanz Rf-Wert

Pregnenediol 038

Androstadienol 059

Androstadienon 082

Androstenon 090

Androstenol 0 65

Testosteron 039

Dihydrotestosteron 050

Pregnenolon 052

i7a-Hydroxypregnenolon 038

Dehyd roe pi a n d roste ro n 047

3.3.2 Scintillation Cocktail

Fur die erste Messung wurde zum abgekratzten Gel 9 ml Scintillation Cocktail ins Scintillation-

Flaschchen gegeben, fur die zweite Messung 18 ml Scintillation Cocktail Die restlichen Mes¬

sungen wurden standardisiert mit einem Totalvolumen von 18 ml, bestehend aus 3 ml Metha¬

nol und 15 ml Scintillation Cocktail, durchgeführt Das grossere Volumen Scintillation Cocktail

und das Ethanol dienten dazu, dass sich die Steroide aus dem Silikagel der DC losen konnten

3.3.3 Aktivitäts- und Hemmversuche

3.3.3.1 Versuche mit3H-Pregnenediol

Pregnenediol (Research Plus, Manasquan, USA) wurde mit Tritium radioaktiv markiert (Hart¬

mann Analytic GmbH, Braunschweig, D) Das erste radioaktiv markierte Pregnenediol hatte ei-
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ne radiochemische Reinheit von ca. 20%. Fur die in vitro Versuche war die Qualität zu gering

und das markierte Pregnenediol wurde nicht verwendet.

Die Wiederholung der Markierung lieferte 3H-Pregnenediol mit einer radiochemischen Reinheit

von 98% und in Ethanol gelost einer Konzentration von ca. 1 mCi/ml.

Die Aktivitatsversuche mit HEK ohne und mit CYP17 als Insert wurden mit 2.5 ul 3H-

Pregnenediol und jeweils 10 ul Ethanol durchgeführt und mit verschiedenen Kofaktoren fur 1

oder4Stunden inkubiert.

Tabelle 3.5. Aktivitätsversuche mit HEK Zellen ohne Insert

Inkubationsdauer Anzahl Reaktionen Kofaktor (0.001 M) Umsatz

1 Stunde

2 NADH 063%

2 NADH+NADPH 030%

2 NADPH 019 %

4Stunden

2 NADH 025%

2 NADH+NADPH 041%

2 NADPH 36 72 %

Tabelle 3.6. Aktivitätsversuche mit HEK Zellen mit CYP17 als Insert

Inkubationsdauer Anzahl Reaktionen Kofaktor (0001 M) Umsatz

1 Stunde

2 NADH 29 91 %

2 NADH+NADPH 194%

2 NADPH 240%

4Stunden

2 NADH 034%

2 NADH+NADPH 032%

2 NADPH 036%

Die Analyse der Banden fur Pregnenediol und Androstadienol ergab Umwandlungsraten von

Pregnenediol in Androstadienol von 0.19% bis 36.72%.

Zur Kontrolle auf Intermediarprodukte wurde von 4 Inkubationen die ganze Bande einer DC-

Auftrennung auf Radioaktivität untersucht. Von der Ladeflache bis zur Laufmittelfront wurde

eine Bande in 9 Zonen, in aufsteigender Reihenfolge bestehend aus der Ladeflache (Laden), 2

Zonen unter der Bande fur Pregnenediol (U1 und U2), der Bande fur Pregnenediol (Pregnenedi¬

ol), einer Bande zwischen denen fur Pregnenediol und Androstadienol (Mitte), der Bande fur

Androstadienol (Androstadienol) und 3 Zonen fur den Bereich über der Bande fur Androstadi¬

enol bis zur Laufmittelfront (Ol, O2 und O3), aufgeteilt und die Radioaktivität bestimmt.
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Tabelle 3.7. Verteilung der Radioaktivität einer ganzen Bande auf der DC-Platte

Bereich

aufplätte

HEK Zellen ohne Insert HEK Zellen mit Insert

NADH + NADPH NADPH NADH NADH + NADPH

Laden 82% 163% 72% 56%

Ui 28% 37% 768% 762%

U2 07% 14% 121% 129%

Pregnenediol 86.7 % 76.9 % 3.4% 4.9 %

Mitte 10% 13% 03% 03%

Androstadienol 02% 01% 01% 01%

01 01% 01% 01% 00%

02 02% 01% 00% 00%

03 01% 01% 00% 00%

Mit dieser Kontrolle wurde aufgezeigt, dass das Substrat von Inkubationen mit Zellen ohne In¬

sert zu 133% (NADH und NADPH als Kofaktor) und 231% (NADPH als Kofaktor), bei Zellen mit

Insert zu 966% (NADH als Kofaktor) und 951% (NADH und NADPH als Kofaktor) in Produkte

umgewandelt wurde Bei Inkubationen mit Zellen ohne Insert wurde das Substrat zu 11 7% und

21 4%, bei Zellen mit Insert zu 96 1% und 947% in Produkte umgewandelt, welche einen RrWert

hatten, der kleiner war als der von Pregnenediol

3.3.3.2 Versuche mit14C-Pregnenolon

Das radioaktiv markierte Pregnenolon (Amersham Biosciences, Freiburg, D) wurde mit einer ra¬

diochemischen Reinheit von ca 60% geliefert, welche nach einer Aufreinigung mit DC auf 95%

gesteigert werden konnte

14C-Pregnenolon wurde in allen Reaktionen (Zellen mit oder ohne Insert) zu ca 85% in die 4 auf¬

geführten Substanzen i7a-Hydroxypregnenolon, Epiandrosteron, Pregnenolon und Androsta¬

dienol umgewandelt Nach der Auftrennung mit DC waren 12-15% des radioaktiven Signals auf

der Platte im Bereich zwischen Ladebereich und der untersten Bande lokalisiert (Bereiche .La¬

den', ,Uf und ,U2'), 0-3% im Bereich zwischen der obersten Bande und der Laufmittelfront (Be¬

reiche ,0i' und ,02')
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Tabelle 3.8. Verteilung der Radioaktivität auf der DC-Platte Eine ganze Bande wurde wiederum in

Bereiche aufgeteilt Ladeflache (.Laden'), 2 Bereiche unter der fur i7a-Hydroxy-
pregnenolon (,Uf und ,U2'), die 4 bekannten Substanzen und 2 Bereiche über der Bande

von Androstadienol (,Oi' und ,02')

Bereich
HEKohne Insert

Koenzym NADH
HEKmitCYPi7

Koenzym NADH

HEKmitCYPi7

Koenzym NADPH

Laden 249% 201% 301%

Ui 4 35% 478% 624%

U2 5 83% 632% 619%

i7a-Hydroxypregnenolon 098% 43 34% 4908%

Epiandrosteron 784% 607% 631%

Pregnenolon 7617% 35 78% 28 33%

Androstadienol 067% 025% 043%

01 076% 0 33% 031%

02 091% 112% 010%

3.3.3.3 Versuche mit 3H-Testosteron

Das radioaktiv markierte Testosteron (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, GB) wies nach

der Synthese eine radiochemische Reinheit von 98 8% und eine Aktivität von 322 mCi/mg auf

Die Konzentration betrug 1 mCi/ml Zum Zeitpunkt der in vitro Hemmversuche betrug die ra¬

diochemische Reinheit 90% Fur die Versuche zur Evaluation der Konzentration einer 50% Hem¬

mung wurde die Reinheit durch eine Aufreinigung mit DC von 82% auf 95% gesteigert Durch

die Aufreinigung wurde die Konzentration ca um den Faktor 3 verkleinert, und die Aktivität war

noch ca 100 mCi/mg Fur die Aktivitäts- und Hemmversuche wurden jeweils 25 p! 3H-

Testosteron verwendet Dies entsprach 25 uCi 3H-Testosteron Das aufgereinigte Testosteron

fur die Versuche zur Evaluierung der 50%-Hemmgrenze hatte eine Aktivität von ca o 4 uCi pro

ul Substrat

Tabelle 3.9. Umsatz von verschiedenen Mengen 3H-Testosteron in Inkubationsversuchen mit Zellen

mit der 5cc-Reduktase als Insert zur Evaluation der zu verwendenden Menge 3H-

Testosteron fur die in-vitro Versuche

Anzahl

Reaktionen
p I {= pC i)3H-Testoste ron

Umatz (Umwandlung
3H-Testosteron in 3H-DHT)

2 2.5 92.8%

2 5.0 84.7%

2 7.5 86.6%

2 10.0 91.5%

2 15.0 87.0%
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Aktivitatsversuche mit 3H-Testosteron mit Zellen ohne und mit 5a-Reduktase als Insert Fur die

Aktivitatsversuche mit 5a-Reduktase als Insert wurde 10 ul Ethanol beigefugt, was der Menge

entspricht, in welcher in den Hemmversuchen der Hemmer gelost ist Testosteron wurde zwi¬

schen 847% und 92 8% in Dihydrotestosteron umgewandelt

Tabelle 3.10. Aktivitatsversuche mit HEK Zellen mit der 5cc-Reduktase

Insert
pl

3H-Testosteron

Anzahl

Reaktionen
Hemmer

pl
EtOH

Umatz (Umwandlung
3H-Testosteronm3H-DHT)

kein 25 2 - 0 105%

50c-Reduktase 25 6 - 10 95 42 %

Die Aktivitatsversuche mit Zellen ohne Insert zeigten mit einem Umsatz von 1 05 % praktisch

keine Umwandlung von Testosteron in Dihydrotestosteron, Zellen mit der 5a-Reduktase als In¬

sert setzten mehr als 95% Testosteron in Dihydrotestosteron um

Das radioaktive Signal von 3H-Testosteron einer ganzen Bande je einer Reaktion mit und einer

Reaktion ohne Hemmer wurde nach der Auftrennung mit DC gemessen Zwischen 7-12% des

radioaktiven Signals auf der Platte waren zwischen Ladebereich und der Bande fur Testosteron

lokalisiert (Bereiche ,Laden', ,Ui', U2' und ,U3'), 2-3% im Bereich zwischen der Bande fur DHT und

der Laufmittelfront (Bereiche ,Oi'-,03') Dieser Versuch wurde mit Inkubationen gemacht, wel¬

che das einmal aufgereinigte 3H-Testosteron als Substrat hatten

Tabelle 3.11. Verteilung der Radioaktivität auf der DC-Platte

Bereich
Zellen mit 50C-Reduktase

(kein Hemmer)

Zellen mit sa-Reduktase

(0.05 ug Finasterid)

Laden 24% 17%

Ui 31% 13%

U2 16% 13%

U3 52% 27%

Testosteron 5.9 % 84.9%

DHT 79-1 % 5.7%

01 11% 21%

02 16% 03%

03 00% 00%

Hemmversuche mit Andi23 Alle Reaktionen wurden mit 25 p! 3H-Testosteron als Substrat und

o 001 M NADPH als Kofaktor fur 4 Stunden bei 370 C inkubiert Der Hemmer war in 10 pl Etha¬

nol gelost
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Tabelle 3.12. Hemmversuche mit Andi23

Andi23

Mg

Anzahl

Reaktionen

Umatz (Umwandlung
3H-Testosteron in 3H-DHT)

10 2 176%

25 2 132%

50 4 110%

100 4 1 99 %

150 2 2 54%

200 2 270%

300 2 296%

Hemmversuche mit Finasterid Alle Reaktionen wurden mit 25 p! 3H-Testosteron als Substrat

und o 001 M NADPH als Kofaktor fur 4 Stunden bei 370 C inkubiert Der Hemmer war in 10 pl

Ethanol gelost

Tabelle 3.13. Hemmversuche mit Finasterid

Finasterid

Mg

Anzahl

Reaktionen

Umatz (Umwandlung
3H-Testosteron in 3H-DHT)

10 2 090%

25 2 120%

50 4 086%

Mit den verwendeten Konzentrationen waren beide Hemmer, Andi23 und Finasterid, in der La¬

ge, den Umsatz mit einer Reduktion auf 1 io%-2 96% (Andi23) und o 86%-i 20% (Finasterid) fast

komplett zu hemmen

Fur die Evaluierung einer 50% Hemmung durch Andi23 wurden Versuche mit einer Verdun-

nungsreihe (010, o 05 und o 02 pg Andi23/ml) gemacht

Tabelle 3.14. 50%-Hemmung mit Andi23

Andi23

Mg

Anzahl

Reaktionen

Umatz (Umwandlung
3H-Testosteron in 3H-DHT)

010 2 43 84 %

005 2 66 23 %

002 2 86 09 %
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100 00% -,

1

90 00%

80 00% \^
70 00% ^>^^
60 00% ^^"^^-^^^
50 00% ^""""--»^^^^
40 00%

30 00%

20 00%

10 00%

0 00% -I
, , , , ,

1
0 00 0 02 0 04 0 06 0 08 0 10 0 12

-•- Umsatz y = -0 2601 Ln(x) - 0 1447

Logarithmisch (Umsatz) R2 = 0 9869

Abbildung 3.3. Die Punkte in der Grafik sind die mit den Hemmversuchen erhaltenen Datenpunkte Die

Linie ist die abgeleitete Trendlinie

Die Trendlinie weist fur die Versuche mit Andi23 bei einer Konzentration von o 0839 pg/ml eine

50% Hemmung auf

Fur die Evaluierung einer 50% Hemmung durch Finasterid wurden Versuche mit einer Verdun-

nungsreihe (o 05, o 01, o 005, o 0025, o 001, o 0005 und o 00025 Mg Finasterid/ml) gemacht

Tabelle 3.15. 50%-Hemmung mit Finasterid

Finasterid

Mg

Anzahl

Reaktionen

Umatz (Umwandlung
3H-Testosteron in 3H-DHT)

0 05000 2 7 65 %

001000 2 25 73 %

0 00500 2 4041 %

000250 2 57 50 %

000100 2 82 25 %

0 00050 2 87 85 %

0 00025 2 89 86 %
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y = -0 153Ln(x)-0 3716

Rz 0 9298

Abbildung 3.4. Die Punkte in der Grafik sind die mit den Hemmversuchen erhaltenen Datenpunkte Die

Linie ist die abgeleitete Trendlinie

Die Trendlinie weist fur die Versuche mit Finasterid bei einer Konzentration von 0.0034 pg/ml

eine 50% Hemmung auf.

Mit den potentiellen 5a-Reduktase Hemmern Andi24, Andi25, F8 und Fg und den Antiandroge¬

nen Bicalutamid und Cyproteronazetat wurden Hemmversuche mit der 5a-Reduktase mit 3H-

Testosteron als Substrat durchgeführt. Die Konzentrationsangabe fur die 50%-Hemmung wur¬

de wiederum mit der (fur Andi24, F8 und logarithmischen, fur Andi25 linearen) Trendlinie er¬

rechnet. Fur die Antiandrogene wurden die beiden letzten Angaben nicht evaluiert.
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Tabelle 3.16. Hemmwirkung weiterer Hemmer ,Menge Hemmer' gibt die Konzentration des Hem¬

mers in pg Hemmer/ml Reaktion (=pg Hemmer/106 Zellen) an ,Umsatz' steht fur die

Umwandlungsrate (in Prozent) von 3H-Testosteron in 3H-DHT Die Angabe der 50%-

Hemmung ist die errechnete Konzentration (in pg Hemmer/ml Reaktion) fur eine 50%-

Hemmung Als Referenzen sind die Konzentrationen fur die 50%-Hemmung von Fi¬

nasterid und Andi23 angegeben In der letzten Spalte ist das (gerundete) Verhältnis der

Konzentration fur eine 50%-Hemmung des jeweiligen Hemmers im Vergleich zur Kon¬

zentration fur eine 50%-Hemmung mit Finasterid angegeben

Hemmer
Menge
Hemmer

Anzahl

Reaktionen
Umatz 50%-Hemmung

Konzentration im Ver¬

gleich zu Finasterid (ca)

Finasterid 00034 1

Andi23 00834 25

Andi24

2 2 11 82 %

03450 105
05 2 29 32%

05 2 87 96 %

002 2 9529%

Andi25

200 2 42 47 %

1835200 55000

100 2 76 61 %

20 2 9092 %

2 2 93 71 %

02 1 9441 %

F8

2 1 85%

01988 60
05 2 21 51 %

02 2 55 85 %

002 2 95 57 %

F9

2 2 845%

02757 80
05 2 28 21 %

02 2 75 49 %

002 1 9506%

Bicalutamid
2 2 80 43 %

002 2 88 82 %

Cyproteronazetat 2 2 89 82 %

Andi23 ist mit einer benotigten Konzentration von 0084 pg/ml Reaktionsgemisch fur eine

50%-Hemmung des Enzyms der effizienteste nicht kommerziell erhaltliche Hemmer und

braucht fur diesen Effekt im Vergleich zu Finasterid die 25 fache Konzentration Mit einer 60-

105 fach so hohen Konzentration folgen F8, Fg und Andi24 Andi25 ist mit einer 55000 fachen

Konzentration verglichen mit der Hemmleistung von Finasterid mit Abstand der ineffizienteste

Hemmer
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3.4 In vivo Versuche

3.4.1 Fütterungsversuch I

Fur den ersten Futterungsversuch wurde das verabreichte Futter mit dem ,Rationenplan hoch'

berechnet Andi23 wurde den Tieren nach Schema in Tabelle 2 2 verabreicht

Tabelle 3.17. Futterungsversuch I Alter (in Tagen) und Schlachtgewicht (SG, in kg) der Tiere, Gruppen¬
durchschnitt und Standardabweichung von jeweils Alter und Schlachtgewicht auf die

Gruppe bezogen

Tier Nr
Gruppe Ai Gruppe Bi Gruppe Ci Gruppe Di

SG Alter SG Alter SG Alter SG Alter

1 84 5 156 790 152 800 152 1170 212

2 85 5 164 850 156 79 5 157 1200 198

3 83 5 173 830 167 85 5 163 1180 201

4 785 160 800 162 800 167 1105 182

5 79 5 161 810 161 77 0 154 121 5 210

6 790 160 815 157 800 159 1175 195

7 780 166 830 166 790 157 121 0 213

8 78 5 166 770 160 77 5 166 1175 215

Gruppendurchschnitt 809 1633 812 1601 79 8 159 4 1179 2033

Standardabweichung 31 52 25 51 26 55 34 11 4

Tabelle 3.18. Futterungsversuch I F-Test und T-Test der Schlachtgewichte der möglichen Paarungen
der 4 Gruppen A1-D1

Kombination F-TEST T-TEST

A1XB1 062 083

A1XC1 065 047

A1XD1 078 000

B1XC1 097 030

B1XD1 044 000

C1XD1 046 000

Tabelle 3.19. Futterungsversuch I F-Test und T-Test fur das Alter der möglichen Paarungen der 4

Gruppen A1-D1

Kombination F-TEST T-TEST

A1XB1 094 024

A1XC1 090 017

A1XD1 006 000

B1XC1 084 078

B1XD1 005 000

C1XD1 007 000
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Fur das Gewicht und das Alter wurden mit dem F-Test und dem T-Test unter den Gruppen mit

Endgewicht 105 kg keine Unterschiede festgestellt Die Gruppen A1, B1 und C1 unterscheiden

sich mit einem T-Test Wert von o 00 fur das Gewicht und das Alter signifikant von Di Dieses

Resultat wird wegen dem höheren Schlachtgewicht und dem damit verbundenen höheren Al¬

ter der Tiere der Gruppe Di erwartet

Beim organoleptischen Test wurde bei keiner Probe Ebergeruch festgestellt

Fur die Androstenonwerte wurde bei der Schlachtung ein Stuck Ruckenspeck entnommen und

bei -20°C gelagert Die Messung erfolgte, sobald alle Tiere eines Versuches geschlachtet waren

Die Androstenonwerte wurden von Prof Claus (Universität Hohenheim) mit dem von ihm ent¬

wickelten ELISA fur Androstenon bestimmt

Tabelle 3.20. Futterungsversuch I Androstenonwerte der Tiere (pg/mg Fett), Gruppendurchschnitt
und Standardabweichung

Tier Nr Gruppe Ai Gruppe Bi Gruppe Ci Gruppe Di

1 097 0 65 056 147

2 061 048 080 1 31

3 059 052 055 205

4 087 036 053 056

5 0 65 068 1 20 209

6 076 041 184 067

7 091 1 06 081 070

8 082 0 65 070 272

Gruppendurchschnitt 077 0 60 087 144

Standardabweichung 014 022 045 079

29 Tiere (90 6%) haben einen Androstenonwert hoher als o 5 pg/g Fett, von 3 Tieren (9 4%, alle

aus der Gruppe B1) liegt der Wert unter o 5 pg/g Fett

Die Androstenonwerte wurden durch Logarithmieren normalverteilt (Walstra et al iggg) und

mit einem F-Test und T-Test miteinander verglichen

Tabelle 3.21. Futterungsversuch I F-Test und T-Test fur die Androstenonwerte der möglichen Paarun¬

gen der4 Gruppen A1-D1

Kombination F-TEST T-TEST

A1XB1 015 006

A1XC1 004 078

A1XD1 001 005

B1XC1 0 53 011

B1XD1 016 001

C1XD1 042 011
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Die Gruppe Ai weist mit o 14 eine kleine Standardabweichung auf und der F-Test fur die Paar¬

ungen Ai X Ci und Ai X Di ergibt eine ungleiche Varianz Der T-Test hat fur die Paarung Ai X Di

den Wert o 054 (in den Ergebnissen auf o 05 gerundet) und liegt somit noch im g5% Vertrau¬

ensintervall Die Gruppen B1 und Di unterscheiden sich bezuglich der logarithmierten

Androstenonwerte mit einem T-Test Wert von 001 signifikant B1 hat einen Gruppendurch¬

schnitt von 060, Di einen von 144 pg/g Fett und stellen somit den tiefsten und höchsten

Durchschnittswert

3.4.2 Fütterungsversuch II

Fur den zweiten Futterungsversuch wurde das verabreichte Futter mit dem ,Rationenplan mit¬

tel' berechnet Andi23 wurde den Tieren nach dem Schema in Tabelle 2 2 verabreicht

Tabelle 3.22. Futterungsversuch II Alter (in Tagen) und Schlachtgewicht (SG, in kg) der Tiere, Grup¬
pendurchschnitt und Standardabweichung von jeweils Alter und Schlachtgewicht auf

die Gruppe bezogen

Tier Nr
Gruppe Ä2 Gruppe B2 Grup 3eC2 Grup 3e D2

SG Alter SG Alter SG Alter SG Alter

1 785 145 825 160 790 160 840 202

2 85 5 166 820 166 820 160 850 173

3 825 188 780 166 785 159 840 160

4 860 160 83 5 151 850 158 805 165

5 800 158 780 166 805 172 825 173

6 780 149 810 157 820 164 780 172

7 820 164 810 156 800 155 805 164

8 800 155 760 148 820 177 79 5 177

Gruppendurchschnitt 816 161 803 159 811 163 818 173

Standardabweichung 30 131 26 70 21 76 25 129

Tabelle 3.23. Futterungsversuch II F-Test und T-Test der Schlachtgewichte der möglichen Paarungen
der 4 Gruppen A2-D2

Kombination F-TEST T-TEST

A2XB2 0 73 0 37

A2XC2 0 35 074

A2XD2 0 63 089

B2XC2 056 047

B2XD2 090 026

C2XD2 065 059
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Fur das Schlachtgewicht wurden mit dem F-Test und dem T-Test unter den Gruppen keine Un¬

terschiede festgestellt Mit dem Lebendgewicht als Kriterium fur die Schlachtung war dieses

Resultat zu erwarten

Tabelle 3.24. Futterungsversuch II F-Test und T-Test fur das Alter der möglichen Paarungen der 4

Gruppen A2-D2

Kombination F-TEST T-TEST

A2XB2 012 0 73

A2XC2 017 0 65

A2XD2 097 007

B2XC2 085 025

B2XD2 013 001

C2XD2 018 008

Fur das Alter bestanden fur die Varianzen keine Unterschiede Der T-Test ergab fur alle Paarun¬

gen, in welchen D2 vorkam, eher tiefe Werte, war aber nur fur die Paarung B2 X D2 mit einem T-

Test Wert von o 01 signifikant hoher Wird der tiefste Einzelwert der Gruppe B2 (148 Tage) und

der höchste Einzelwert der Gruppe D2 (202 Tage) im T-Test nicht mitberucksichtigt, ist der Un¬

terschied mit einem T-Test Wert von o 02 immer noch signifikant Der Unterschied kann nicht

nur anhand der beiden Extremwerte erklart werden

Beim organoleptischen Test der Mundspeicheldrusen wurde wiederum bei keiner Probe Eber¬

geruch festgestellt

Tabelle 3.25. Futterungsversuch II Androstenonwerte der Tiere (pg/mg Fett), Gruppendurchschnitt
und Standardabweichung

Tier Nr Gruppe A2 Gruppe B2 Gruppe C2 Gruppe D2

1 052 032 218 1 07

2 081 158 1 96 207

3 159 187 0 61 081

4 071 149 057 094

5 1 02 053 214 180

6 1 04 042 1 00 125

7 185 041 077 108

8 084 1 64 087 145

Gruppendurchschnitt 1 05 1 03 1 26 1 31

Standardabweichung 045 0 67 070 044
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Tabelle 3.26. Futterungsversuch II F-Test und T-Test fur die Androstenonwerte der möglichen Paa¬

rungen der4 Gruppen A2-D2

Kombination F-TEST T-TEST

A2XB2 014 0 60

A2XC2 044 0 62

A2XD2 052 019

B2XC2 046 040

B2XD2 004 018

C2XD2 016 058

Obwohl die Dosierung von o mg Andi23/Tag über 1 mg/Tag bis auf die 100-fache Menge von

100 mg/Tag war, unterschieden sich die Gruppen bezuglich der Androstenonwerte nicht 29

Tiere (90 6%) haben einen Androstenonwert hoher als o 5 pg/g Fett, von 3 Tieren (9 4%, alle aus

der Gruppe B2) liegt der Wert unter o 5 pg/g Fett

3.4.3 Vergleich Fütterungsversuch I mit Fütterungsversuch II

Das Schlachtalter, das Schlachtgewicht und der Androstenonwert fur Ruckenspeck sind fur alle

Tiere bekannt Die beiden Versuche fanden mit demselben Tiermaterial im selben Schweine¬

stall statt und die Androstenonwerte wurden im selben Labor gemessen Fur einen Vergleich

der beiden Versuche wurde die Gruppe Di mit den mit 150 kg Lebendgewicht geschlachteten

Tieren nicht berücksichtigt Nebst dem gesamten Versuch wurden je die Gruppen mit gleicher

Menge Andi23 im Futter verglichen Dies sind die beiden Kontrollgruppen Ai und A2 mit o mg

Andi23 und die beiden Gruppen B1 und C2 mit permanent 10 mg Andi23 pro Tag

Tabelle 3.27. Daten fur die beiden Futterungsversuche Vi und V2 und die Analyse In der oberen Reihe

ist jeweils das Datum fur die Geburt, beziehungsweise der Schlachtung der ersten Tiere

aufgeführt, in der unteren Spalte das der letzten Das Datum der Analysen 1 und 2 be¬

zieht sich auf das Datum der Zustellung der Analyseresultate Die Angaben von Dauer 1

und 2 sind die höchste und kleinste Anzahl Tage zwischen Schlachtung (Probenent¬
nahme) und Zustellung der Analysenresultate Dauer 2 ist der Abstand zwischen dem

ersten Versuch und der 2 Androstenonbestimmung Zwischen den beiden Analysen lie¬

gen 135 Tage

Geburt Schlachtung Analyse 1 Analyse 2 Dauer 1 Dauer 2

Vi
01 02 2004 06 07 2004

08122004 22 04 2005
155 282

28 02 2004 28 09 2004 71 206

V2
29 07 2004 2112 2004

22 04 2005
122

23 08 2004 16022005 65
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Die Fettproben des ersten Versuchs wurden zwischen 71 und 155 Tagen in -20°C gelagert bis zur

Analyse, die des zweiten Versuchs zwischen 65 und 122 Tage Die Proben des ersten Versuchs,

welche mit der 2 Analyse ein zweites Mal gemessen wurden, lagerten zwischen 206 und 282

Tagen bei -20°C

Tabelle 3.28. Mittelwert und Standardabweichungen der Futterungsversuche I und II Die Androste¬

nonwerte (nicht logarithmiert) sind in pg/g Fett angegeben, die Angaben fur das Alter in

Tagen und fur das Schlachtgewicht in kg Fur den Versuch 1 hat es eine zusatzliche Spal¬
te, in welcher die Tiere der Gruppe Di (wegen des höheren Lebendgewichts bei der

Schlachtung) nicht miteinbezogen sind

Merkmal Statistik Vi Vi (ohneDi) V2

Androstenon
Mittelwert 092 075 1 16

Standardabweichung 055 031 O56

Alter
Mittelwert 1715 1609 1639

Standardabweichung 199 53 11 5

Schlachtgewicht
Mittelwert 89 9 806 812

Standardabweichung 166 27 25

Die beiden Versuche (Versuch 1 ohne die mit 150 kg Lebendgewicht geschlachteten Tiere der

Gruppe Di) wurden mit einem F-Test und einem T-Test miteinander verglichen Die Gruppen

mit derselben verabreichten Menge Andi23 (Kontrollgruppe mit o pg Andi23/Tag und die Grup¬

pen Bi und C2 mit 10 pg Andi23/Tag)

Tabelle 3.29. F-Test und T-Test fur die logarithmierten Androstenonwerte (pg/g Fett), fur das Alter

(Tage), und das Schlachtgewicht (kg) fur den Versuch 1 (Vi, ohne die Gruppe Di) vergli¬
chen mit dem Versuch 2 (V2), die beiden Kontrollgruppen Ai und A2 ohne Andi23 im Fut¬

ter und die Gruppen B1 und C2, mit je 10 mg Andi23/Tag

Gruppen Merkmal F-TEST T-TEST

Vi (ohne Di) und V2

Androstenon 005 000

Alter 000 020

Schlachtgewicht 072 044

Ai und A2

Androstenon 006 015

Alter 003 061

Schlachtgewicht 095 066

Bi und C2

Androstenon 052 001

Alter 031 083

Schlachtgewicht 062 083

Die Versuche unterschieden sich nicht signifikant bezuglich Alter und Gewicht Die Androst¬

enonwerte waren fur den 2 Versuch mit einem T-Test Wert von o 00 signifikant hoher als fur

den ersten Versuch Obwohl der Androstenondurchschnittswert der zweiten Gruppe um 028
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pg/g Fett hoher war, unterschieden sich die Kontrollgruppen bezuglich des Androstenonwertes

nicht Der T-Test errechnete auch fur das Alter und das Schlachtgewicht keinen signifikanten

Unterschied Die Tiere der Gruppe C2 hatten signifikant höhere Androstenonwerte als die Tiere

der Gruppe Bi

Von 4 Proben des 1 Futterungsversuchs (2004) wurde der Androstenonwert mit den Messun¬

gen des 2 Futterungsversuches (2005) ein zweites Mal bestimmt Der Wert fur die Proben mit

dem höchsten und dem tiefsten Wert der 1 Messung der Gruppe Di wurde doppelt bestimmt

Der Androstenonwert wurde von zwei weiteren Proben (von einem 2 5 jahrigen Eber und einer

Sau) bestimmt Diese total 8 wiederholten Messungen wurden zusatzlich von der ALP (Agro-

scope Liebefeld-Posieux, CH) mit einer HPLC Methode (nach Hansen-M0ller 1994) gemacht

Tabelle 3.30. Doppelbestimmungen (mit ELISA) und Messung mit einer zweiten Methode (HPLC nach

Hansen-M0lleri994) von Ruckenspeck-Proben

Tier

ELISA HPLC

Androstenon

pg/g Fett (2004)

Androstenon

pg/g Fett (2005)

Androstenon

ppm (2005)

Ci (Tier Nr 2) 080 112 1 0

Di (Tier Nr 6,

2 tiefster Wert von Di)
0 67

114 1 0

1 26 08

Di (Tier Nr 8,

höchster Wert von Di)
272

200 18

2 64 19

Reservetier 004 2 53 25

2 5jahriger Eber 166 17

Sau 000 00

Der Abstand zwischen den beiden Androstenonmessungen mit ELISA betragt 135 Tage
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4 DISKUSSION

4.1 Sequenzen von CYP17 und der sa-Reduktase

Die Querverweise M63507 und U4i5ig zum Swiss-Prot Eintrag Pigioo fur CYP17 haben als Quel¬

le beide dieselbe publizierte Sequenz von Conley et al. (1992). Diese Sequenz weist an Stelle

1220 ein T auf, welches in der angegebenen Sequenz von M63507 ebenfalls vorkommt, in der

Sequenz von U41519 jedoch durch ein A ersetzt worden ist. Diese Ersetzung kann als Korrektur

der zuerst publizierten Sequenz gedeutet werden. Zu den verschiedenen Sequenzen sind keine

Angaben zur Rasse der sequenzierten Tiere vorhanden, so dass die Unterschiede aufgrund des

Tieres oder seiner Rassenzugehorigkeit entstanden sein konnten. Die Sequenz des klonierten

CYP17 stimmt mit einer vom Eintrag U4i5ig abgeleiteten Aminosaurensequenz uberein.

Die Nukleotidsequenz und Aminosauresequenz der klonierten 5a-Reduktase sind identisch mit

den publizierten Sequenzen des Swiss-Prot Eintrag O18765 fur die 5a-Reduktase.

4.2 In vitro Versuche

4.2.1 CYP17

In der Androstenonsynthese wird dem Enzym CYP17 eine Schlusselrolle zugeschrieben, da es

Reaktionen katalysiert, welche fur die weitere Synthese von Pregnenolon in die verschiedenen

Steroidklassen richtungweisend ist. CYP17 ist fur die Synthese der Androgene und der 16-en-

Steroide essentiell. Die dem CYP17 als 3. Aktivität zugeschriebene 16-en-Synthase ist - nach heu¬

tigem Wissensstand - einzig in die Bildung der 16-en-Steroide involviert und katalysiert keine

weiteren Reaktionen. Eine Mutation des Enzyms, eine Modulierung der beteiligten Kofaktoren

oder eine Hemmung des Enzyms sind Möglichkeiten, die Bildung der 16-en-Steroide zu beein¬

flussen und im besten Fall zu unterdrucken.

Eine Mutation oder ein Hemmer, welcher selektiv die 16-en-Synthase unterdruckt, betrifft die

Bildung der 16-en-Steroide und beeinflusst die i7a-Hydroxylation und 17,20-Lyase Aktivitäten

nicht. Androstenon wird nicht gebildet und die Synthese der Androgene bleibt möglich. Der

Verlust von ausschliesslich der 16-en Synthaseaktivitat ist mit Blick auf die Androstenonsynthe¬

se interessant, da der bevorzugte Syntheseweg über Pregnenolon-Androstadienol unterbro¬

chen wird, und Androstenon nur noch über den als weniger bedeutend beschriebenen Weg

über Progesteron gebildet werden kann. Fur die Ebermast bedeutet dies, dass das anabole Po¬

tenzial erhalten bleibt und die Entstehung von Ebergeruch unterdruckt wird.
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4.2.1.1 Inkubationsversuche mit3H-Pregnenediol

In Versuchen zur Untersuchung der 2oß-Reduktion wurde radioaktiv markiertes Pregnenediol

in Inkubationen mit Eberhoden-Homogenat zu 16% in Androstadienol umgewandelt (Loke und

Gower 1972). Diese Umwandlung fand mit gekochtem Eberhoden-Homogenat nicht statt. Bei

Inkubationen mit Pregnenolon entstand Androstadienol, es konnte aber kein Pregnenediol iso¬

liert werden. In der Übersicht von Brooks und Pearson (1986) wird Pregnenediol von einer 5,16-

Androstadien-3ß-ol Synthetase in Androstadienol umgewandelt.

Fur die Umwandlung von Pregnenediol war Androstadienol das einzige bekannte Produkt. 3H-

Pregnenediol wurde als Substrat fur Hemmversuche mit CYP17 gewählt, da von keinen oder

wenig zusatzlichen Intermediarprodukten ausgegangen wurde.

Die erste Analyse der Umwandlungsrate von Pregnenediol in Androstadienol lieferte Werte von

0.19-36.72% (Tabellen 3.5. und 3.6.). Ohne die beiden Extremwerte (36.72% Umsatz bei 4 Stun¬

den Inkubation mit Zellen ohne Insert und NADPH als Kofaktor und 29.91% Umsatz bei 1 Stunde

Inkubation mit Zellen mit Insert und NADH als Kofaktor) lagen die Umsatzraten fur Zellen ohne

Insert zwischen 0.19-0.63%, fur Zellen mit Insert zwischen 0.32-2.40%. Die beiden Extremwerte

werden auf Unregelmässigkeiten bei der Durchfuhrung oder Analyse des Versuchs zurückge¬

führt, da diese einmalig auftraten, und mit keinem sich durch nur einen Parameter (Inkubati¬

onsdauer, Kofaktor oder Vorhandensein des Inserts) unterscheidenden Kontrollversuch bestä¬

tigt wurden.

Wurde zu den Werten der Radioaktivität von Pregnenediol und Androstadienol die Aktivität der

gesamten Bande miteinbezogen, sank die Umwandlungsrate von Pregnenediol in Andro¬

stadienol auf 0.0-0.2%. Diese Werte liegen deutlich unter dem Wert von 16% des Aktivitatsver-

suchs von Loke und Gower (1972). Die Werte fur Androstadienol liegen in der Grossenordnung

der zu erwarteten Verunreinigung des 3H-Pregnenediol, dem Signal, welches bei einer Auftren¬

nung des verwendeten Substrates 3H-Pregnenediol zu erwarten ist. Die Bande mit dem Signal

konnte weder Pregnenolon, Androstadienol, Androstenon noch Androstenol zugeordnet wer¬

den. Das oder die auftretende(n) Produkt(e) konnte(n) nicht identifiziert werden.

Pregnenediol, Pregnenolon, Androstadienol und Androstenol sind alle Verbindungen, in wessen

Synthese CYP17 ausgehend von Pregnenolon involviert ist. Um die Verbindungen der erhalte¬

nen Bande identifizieren zu können, müssen die möglichen Metabolite bekannt sein, um mit in

die Analyse mit DC einbezogen zu werden. Die Möglichkeit, dass CYP17 Pregnenediol nicht in

Androstadienol umwandelt muss aber in Betracht gezogen werden, da Pregnenediol einzig von

Loke und Gower (1972) als Intermediarprodukt beschrieben wird. In weiteren Studien, in wel¬

chen die Androstenonsynthese untersucht wurde, wird Pregnenediol nicht erwähnt.
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Unterschiede zwischen Zellen mit und ohne Insert zeigen, dass das Substrat von Zellen mit In¬

sert im Gegensatz zu Zellen ohne Insert annähernd komplett umgewandelt wird. Die Zellen mit

CYP17 als Insert waren in der Lage, Pregnenediol in - in dieser Arbeit nicht identifizierte - Pro¬

dukte umzuwandeln. 3H-Pregnenediol konnte im etablierten in vitro System mit CYP17 als Insert

nicht in Androstadienol umgewandelt werden, und war darum fur Hemmversuche nicht ge¬

eignet.

4.2.1.2 Inkubationsversuche mit14C-Pregnenolon

Da sich Pregnenediol als Substrat fur die Versuche als nicht geeignet herausstellte, wurde als

weiteres Substrat Pregnenolon ausgewählt. Pregnenolon wird von CYP17 mit der ^-Hydroxy¬

lase Aktivität zuerst in i7a-Hydroxypregnenolon und dann mit der 17,20-Lyase Aktivität weiter

in Dehydroepiandrosteron umgewandelt. Die 16-en Synthaseaktivitat befähigt CYP17, Pregne¬

nolon in Androstadienol umzuwandeln (Soucy et al. 2003). Somit ist es möglich, die Wirkung

eines CYP17 Hemmers auf die Bildung von Androstadienol zu untersuchen. Fur diese Reaktion

von CYP17 mit Pregnenolon sind mehrere Zwischenprodukte und Produkte bekannt.

Radioaktiv markiertes Pregnenolon wurde in Inkubationen mit Eberhoden-Homogenat zu 21%

(Loke und Gower 1972), in Inkubationsversuchen mit HEK293 Zellen mit CYP17 und Cytochrom

b5 als Insert zu 15% in Androstadienol umgewandelt (Soucy et al. 2003). In letzterem Versuch

wurden ohne Cytochrom b5 als Koenzym knapp 2% Pregnenolon in Androstadienol umgewan¬

delt

In den 3 Aktivitatsversuchen, in welchen die ganze Bande einer DC-Platte untersucht wurde,

konnten ca. 85% des Signals den 4 bekannten Substanzen i7a-Hydroxypregnenolon, Epi-

androsteron, Pregnenolon und Androstadienol zugeordnet werden. In Versuchen mit Zellen mit

CYP17 als Insert schwankte der Anteil des gebildeten Androstadienols von o.25%-o.43% und war

somit im Vergleich mit dem von Pregnenediol gebildeten Anteil zwar ein wenig grosser, aber

wiederum sehr klein.

Zellen ohne CYP17 als Insert wandelten 14C-Pregnenolon zu ca. 24% in Produkte um, Zellen mit

CYP17 als Insert zu ca. 64% und 72%. Die Umwandlung von Substrat in Produkte und der Unter¬

schied dieser Umwandlung zwischen Zellen mit und ohne Insert waren mit 14C-Pregnenolon

weniger effizient als in den Versuchen mit 3H-Pregnenediol als Substrat. Mit NADPH als Kofak¬

tor hatten die Versuche mit 14C-Pregnenolon eine grossere Umsatzrate als mit NADH als Kofak¬

tor. Dies ist in Übereinstimmung mit Katkov und Gower (ig7o) und Loke und Gower (ig72).
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14C-Pregnenolon konnte mit dem etablierten in vitro System mit CYP17 als Insert nicht in genü¬

gender Menge in Androstadienol umgewandelt werden. Fur eine Beobachtung einer Hem¬

mung der 16-en Steroidsynthese war der Umsatz von Pregnenolon zu Androstadienol zu klein.

4.2.2 50C-Reduktase

Die 5a-Reduktase katalysiert nebst der Umwandlung von Testosteron in Dihydrotestosteron

und Androstadienon in Androstenon auch weitere Reaktionen, wobei bis jetzt keine Wirkung

eines weiteren 5a-reduzierten Steroids bekannt ist (Russell und Wilson 1994).

Fur die in vitro Versuche wurde Testosteron als Substrat gewählt, da dieses mit Tritium radio¬

aktiv markiert kommerziell erhaltlich ist und die Trennung von Testosteron und Dihydro¬

testosteron mit Dunnschichtchromatographie gut möglich ist.

4.2.2.1 Inkubationsversuche mit 3H-Testosteron

Die potentiellen 5a-Reduktase Hemmer waren Andi23, Andi24, Andi25, F8, Fg und Finasterid.

Weiter wurden die beiden Antiandrogene Cyproteronazetat und Bicalutamid getestet. F8 und

Fg sind Verbindungen ahnlich zu Finasterid und unterscheiden sich durch veränderte Doppel¬

bindungen am C,- und C5-Atom. Andi23-Andi25 sind nichtsteroidale 5a-Reduktase Hemmer,

welche eine identische Gruppe haben wie Finasterid am C17, und mit der restlichen Struktur fur

die Substratbindestelle der 5a-Reduktase die steroidale Struktur imitieren.

F8

NHC(CH3)3

c=o

H

F9

NHC(CH3)3

c=o

Andi23-25 (Grundgerust, R = Substitut)

R—C

\ 0 OH 0 0

2^\ n 1 11 jf^ n
NC—(' x)— NH—C—C — CH2—S—(' s)— CNHC(CH3)3

\—/ 1 II \—/
CH3 0

H

Abbildung4.1. Verwendete, nicht kommerzielle 5cc-Reduktase Hemmer

(Rasmusson et al. 1986) synthetisierte die Verbindungen Fg und Finasterid und führten Hemm¬

versuche mit der 5a-Reduktase von Mensch und Ratte durch. Fur die Hemmwirkung auf das

menschliche Enzym ist der Wert ,IC50/IC50 iox' angegeben, welcher fur das Verhältnis der 50%

Hemmung des untersuchten Inhibitors im Vergleich zur 50% Hemmung des Referenzstoffes

,iox' steht. Von iox wird das Enzym mit einer Konzentration von 8.6 x 109 M zu 50% gehemmt.
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Fur die Hemmwirkung auf das Enzym der Ratte ist die Konzentration ,IC50, 10 8M' angegeben,

die Konzentration in der minus achten Potenz angegeben, mit welcher das Enzym um 50% ge¬

hemmt wird.

Fur Finasterid betragt IC50/IC50 iox fur die humane 5a-Reduktase 0.55, IC50, 10 8M fur die 5a-

Reduktase der Ratte 0.68. Fur Fg betragt IC50/IC50 iox 1.7, IC50,10 8M 0.63. Finasterid und Fg ha¬

ben fur die 5a-Reduktase der Ratte eine ahnliche Hemmwirkung. Fur eine 50%-Hemmung der

humanen 5a-Reduktase ist von Fg gegenüber Finasterid die 3-fache Konzentration notwendig.

Das menschliche Enzym wird von Finasterid besser gehemmt als das der Ratte. Die gleiche

Tendenz zeigen die in dieser Arbeit durchgeführten Versuche, in welchen fur eine vergleichbare

Hemmung der 5a-Reduktase von Fg vergleichen mit Finasterid die 35-fache Konzentration

notwendig war.

Fur eine 50%-Hemmung der 5a-Reduktase der Ratte braucht es von Finasterid verglichen mit

der benotigten Konzentration des humanen Enzyms ca. die 1.5-fache Konzentration. Bei Fg ist

dieses Verhältnis anders, und die Konzentration fur eine 50%-Hemmung des Enzyms der Ratte

ist ca. 2.5-mal kleiner als die benotigte Konzentration fur das humane Enzym. Diese Angaben

belegen, dass Hemmer fur Enzyme verschiedener Spezies unterschiedliche Wirkungen haben.

Fur F8 und Andi23-25 liegen keine vergleichbaren Angaben vor.

Fur die Hemmversuche mit 3ß-HSD brauchte Von Teichman-Logischen Kohler (2001) 3.2 pCi

Substrat und 50 pg und 5 mg des Inhibitors. Die ersten Aktivitatsversuche mit der 5a-Reduktase

wurden mit 2.5 bis 15 pl 3H-Testosteron durchgeführt und ergaben Umwandlungsraten von 85

bis g3% (Tabelle 3.9.). Die Umsatzraten waren jedoch nicht tiefer, je mehr Substrat vorhanden

war. Diese Unregelmässigkeit kann auf die zu diesem Zeitpunkt noch nicht komplett standardi¬

sierte Versuchsdurchfuhrung zurückgeführt werden. In den ersten Versuchen wurde der Hem¬

mer nach der Zugabe des Substrats zur Reaktion hinzugefugt. Spater wurde den Zellen ein Mix

mit Inkubationspuffer, Substrat, Kofaktor und Hemmer beigegeben damit alle Komponenten

gleichzeitig mit den Zellen in Kontakt traten.

Mit weiteren nun standardisierten Versuchen wurde der Unterschied betreffend der Umwand¬

lung von Testosteron in Dihydrotestosteron zwischen Zellen mit und ohne Insert untersucht.

Zellen ohne Insert wandelten ca. 1% des Substrats um, Zellen mit Insert über 95% (Tabelle 3.10.).

Mit diesem deutlichen Unterschied der Aktivität war es möglich, in Hemmversuchen veränder¬

te Umsatzraten zu erkennen. Die Veränderung des Umsatzes konnte auf den Hemmer zurück¬

geführt werden.

In den Hemmversuchen wurde der Hemmer jeweils in 10 pl Ethanol gelost zur Reaktion gege¬

ben. Als Kontrolle wurde in jeder Versuchsreihe eine Inkubation mit 10 pl Ethanol (ohne Hem¬

mer) gemacht. In den Hemmversuchen konnte der Umsatz von Testosteron in Dihydrotestoste-
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ron mit 10-300 pg Andi23 auf weniger als 3% reduziert werden. Mit 10 pg Andi23 lag der Um¬

satz unter 2%. Mit denselben verwendeten Mengen Finasterid ergaben sich ahnliche Resultate.

Mit 10 und 50 pg Finasterid konnte die Umwandlung zu über gg% inhibiert werden. Eine Über¬

prüfung des radioaktiven Signals der gesamten Bande der DC-Platte zeigte, dass bei Inkubati¬

onen mit und ohne Hemmer keine weiteren Intermediarprodukte entstehen, welche bei der

Auswertung des Umsatzes berücksichtigt werden müssen (Tabelle 3.11.).

Rasmusson et al. (ig86) schreiben der ungesättigten Bindung am C, und C5 einen Effekt fur eine

bessere Hemmwirkung zu. Diese Vermutung (welche anhand von Experimenten mit in vitro

Versuchen mit der 5a-Reduktase der Ratte gemacht wurde) wird mit diesem Experiment bestä¬

tigt. Die ungesättigte Bindung am C, hat fur Finasterid fur die porcine 5a-Reduktase einen gros¬

sen Effizienzgewinn zur Folge. Die ungesättigte Bindung am C5 von F8 hat im Vergleich mit Fg

eine kleinere Verbesserung der Hemmleistung zur Folge.

Die beiden Antiandrogene Bicalutamid und Cyproteronazetat besetzen die Bindestelle des An¬

drogen rezeptors und hemmen nicht die Enzymaktivitat der 5a-Reduktase. Die Konzentrationen

fur eine 50% Hemmung wurden nicht eruiert, da diese um ein Vielfaches hoher liegen als die

von F8, Fg, Andi23 und Andi24. Die geringe Hemmung der 5a-Reduktase in den in vitro Versu¬

chen wurde erwartet.

4.2.3 Fazit in vitro Versuche

Mit dem etablierten in vitro System konnte die Wirkung von Hemmern auf ein Enzym gezielt

untersucht werden. Dieses System hat fur die Versuche mit der 5a-Reduktase von Schwein sehr

gut funktioniert. Die 5a-Reduktase hat nur eine Aktivität und in die Reaktion sind keine Koen-

zyme involviert. Mit NADPH als Kofaktor wurde Testosteron in Dihydrotestosteron umgewan¬

delt und die Hemmung dieser Reaktion konnte mit Inhibitoren untersucht werden.

Fur das CYP17 wurden bisher 3 Aktivitäten beschrieben (Soucy et al. 2003), und in die Reaktio¬

nen sind mindestens zwei Koenzyme und ein Kofaktor involviert. Wie die drei Aktivitäten mo¬

duliert werden, insbesondere wie die Reaktion in Richtung der 16-en-Steroide geleitet wird, ist

noch nicht bekannt. Das etablierte System mit CYP17 als Insert war fur die Durchfuhrung von

Hemmversuchen nicht geeignet oder es wurden unwirksame Vorstufen/Substrate gewählt. Die

Rolle von Pregnenediol als Intermediarprodukt in der Androstenonsynthese (Loke und Gower

ig72) konnte mit diesen Versuchen nicht bestätigt werden.
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4.3 In vivo Versuche

Fur die Dosierung von Andi23 wurden Angaben fur den Einsatz von Hemmern im Humanbe¬

reich zu Hilfe genommen. Die empfohlene Dosierung von Finasterid, einem bekannten und

wirksamen steroidalen 5a-Reduktase Hemmer ist 1 mg/Tag. Steroidale Verbindungen sind sta¬

bil. Mit einer 0.5 mg Dosis Finasterid war der Dihydrotestostreonspiegel nach 24 Stunden um

50% gesenkt, und erreichte nach 5-7 Tage wieder Normalwerte (Vermeulen et al. 1989). Mc-

Connell et al. (1992) verabreichten Versuchspersonen eine Woche lang 1 mg Finasterid und er¬

reichten damit eine Senkung des Dihydrotestosteronlevels im Blutplasma von durchschnittlich

1.37 nmol/Liter (0.4 ng/ml) auf 0.5 nmol/Liter (0.15 ng/ml). Die Werte fur Testosteron im Blut¬

plasma wurden nicht signifikant verändert. Die terminale Halbwertszeit von Finasterid wird

mit 5-6 Stunden angegeben (Konzentration im Blutplasma). Die Bindung mit dem Enzym ist

jedoch sehr stark bis irreversibel, und mit Kurzzeitinkubationen kann eventuell nicht die ganze

Wirkung evaluiert werden (Russell und Wilson 1994). Die Dihydrotestosteronkonzentration im

Blutplasma von Ebern betragt mit Werten von 0.09-2.75 ng/ml durchschnittlich 0.75 ng/ml

(Claus et al. 1983). Andi23 ist eine nichtsteroidale Verbindung mit unbekannter Halbwertszeit.

Im Humanbereich werden 5a-Reduktase Hemmer vorwiegend im fortgeschrittenen Alter ein¬

gesetzt. Im Gegensatz dazu ist der Eber beim Einsatz in der Pubertät, und die Neubildung von

5a-Reduktase Enzymen findet kontinuierlich statt. Aufgrund des höheren Dihydrotestosteron¬

levels beim Eber, der Annahme, dass die Neubildung von Enzymen bei den pubertierenden

Masttieren hoch ist und den fehlenden Parametern betreffend der Stabilität von Andi23, wurde

fur den ersten Futterungsversuch eine Basis von 10 mg Hemmer/Tag gewählt.

4.3.1 Fütterungsversuch I

Fur die Gruppen C1 und Di ist die ansteigende Menge Andi23 im Futter linear proportional zum

Gewicht. Die Gruppe Di wurde bis 150 kg Lebendgewicht gemastet, um einen eventuellen Un¬

terschied fur ein untersuchtes Merkmal zwischen den mit 105 kg geschlachteten Tieren festzu¬

stellen. Die Tiere der Gruppe C1 weisen im Durchschnitt 0.27 pg Androstenon/g Fett mehr auf

als die der Gruppe Bi. Die Tiere der Gruppe C1 bekommen jedoch linear zum Gewicht mehr An-

CÜ23 verabreicht, und der Altersdurchschnitt von C1 liegt 0.7 Tage unter dem von Bi. Die Unter¬

schiede fur das Alter und das Gewicht sind jedoch statistisch nicht signifikant.

Werden die Androstenonwerte mit den Angaben in der Übersicht von (Willeke 1993) verglichen,

liegen die Durchschnittwerte fur die Gruppen Ai, Bi und C1 in der unteren Hälfte der Angaben;

der Wert 1.44 der Gruppe Di ist der 3. höchste der 13 aufgeführten Angaben. Die Androstenon¬

werte der mit 105 kg Lebendgewicht geschlachteten Gruppen unterscheiden sich nicht signifi-
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kant. Andi23 beeinflusst (unter Berücksichtigung der Kontrollgruppe und der Gruppen Bi und

Ci) die mit der Analyse festgestellten Androstenonwerte nicht.

Die Gruppe Di weist bezuglich der Androstenonwerte die grosste Standardabweichung auf,

und hat auch den höchsten Gruppendurchschnitt. In dieser Gruppe sind weiter die höchsten

Einzelwerte zu finden. Mit den organoleptischen Tests wurde keiner Probe Ebergeruch attes¬

tiert.

4.3.2 Fütterungsversuch II

Im zweiten Futterungsversuch war die Dosierung mit 100, 101 und 102 mg Andi23/Tag ex-

ponentiell ansteigend. Die Tiere der Gruppe mit der höchsten Menge Andi23 bekamen mit 100

mg Andi23/Tag 2.5 mal soviel wie die Tiere der Gruppe mit der höchsten Menge Andi23 im 1.

Futterungsversuch. Futter mit Andi23 wurde ab einem Lebendgewicht von 60 kg verabreicht

und war fur den Rest der Mast konstant.

Der Gruppendurchschnitt fur Androstenon liegt bei allen 4 Gruppen über 1.0 pg Androstenon/g

Fett. Werden die Androstenonwerte wiederum mit den Angaben in der Übersicht von Willeke

0993) verglichen, sind die Durchschnittswerte von C2 und D2 die 4. höchsten, die von A2 und B2

die 5. höchsten der 13 aufgeführten Werte.

Mit einem T-Test fur die Androstenonwerte der Gruppen des zweiten Futterungversuchs lasst

sich kein signifikanter Unterschied feststellen. Das Schlachtalter der Tiere der Gruppe D2 ist

tendenziell hoher als das der Tiere der Gruppen A2 und C2, und unterscheidet sich signifikant

von B2. Da die Gruppe D2 die höchste Dosierung Andi23 hatte, konnte Andi23 einen Einfluss auf

das Schlachtalter haben. Die mit der Analyse bestimmten Androstenonwerte beeinflusst An-

CÜ23, analog dem ersten Futterungversuch, nicht.

4.3.3 Vergleich Fütterungsversuch I mit Fütterungsversuch II und Fazit

Beim Wildschwein ist die Paarung saisonabhangig, und auch das domestizierte Schwein zeigt

Zeichen einer Beeinflussung durch die Jahreszeit. Die abnehmende Photoperiode beeinflusst

die Eber, was sich in einer Optimierung der Steroidproduktion, der Libido und der Samen¬

zusammensetzung zeigt (Claus und Weiler 1985). Die Verlaufe der Konzentrationen von

Androstenon sind von Oktober bis Januar erhohnt und ab Ende Januar wieder tief (Claus 197g).

Die ca. 4.5 Monate Abstand zwischen den beiden Versuchen konnten einen Einfluss auf die

Androstenonwerte haben.

Die ersten Anzeichen der Pubertät treten bei den Schweinen mit 75-105 Tagen auf und die

Zuchteber werden mit 195-240 Tagen zum ersten Mal eingesetzt. Das Schlachtalter liegt in der
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Pubertät vor Erreichen der Geschlechtsreife. In dieser Zeit entwickelt sich der Geschlechtsappa¬

rat und die Hormonproduktion steigt an. Dieser Umstand fuhrt dazu, dass die Androstenon¬

werte beim Schlachtzeitpunkt mit sehr tiefen bis Werten, wie sie bei geschlechtsreifen Ebern

auftreten, sehr unterschiedlich sein können.

Alter, Gewicht

Abbildung 4.2. Verlauf der pubertären Entwicklung beim Eber (Claus et al 1994, auf Deutsch übersetzt)

Im zweiten Futterungsversuch steigt das Schlachtalter mit zunehmender Menge des 5a-

Reduktase Hemmers an. Dieser Anstieg kann als Beeinträchtigung der Mastleistung durch das

verringerte androgene Mastpotenzial durch den Hemmer interpretiert werden. Diese Beobach¬

tung kann im ersten Futterungsversuch, in welchem die höchste Dosierung von Andi23 nicht so

hoch ist wie die höchste des zweiten Futterungsversuches, nicht gemacht werden.

Die beiden Futterungsversuche wurden, mit Ausnahme der Rationenplanung des verabreichten

Futters und der Jahreszeit, unter identischen Bedingungen durchgeführt. Fur den 1. Futterungs¬

versuch wurde der ,Rationenplan hoch' gebraucht. Da die Tiere nicht alles Futter frassen und

noch Futterreste übrig blieben, bestand die Gefahr, dass nicht alles Futter mit Andi23 aufge¬

nommen wurde. Die Futterreste des ersten Versuchs wurden nicht erfasst, und so ist konsu¬

mierte Futtermenge nicht exakt bekannt. Fur den 2. Futterungsversuch der,Rationenplan mit¬

tel' gebraucht. Die verabreichte Futtermenge war im zweiten Versuch ca. 10% tiefer.

Da im zweiten Futterungsversuch immer alles Futter gefressen wurde, war die aufgenommene

Futtermenge im ersten Versuch hoher als im zweiten, und hat sich so eher positiv auf die Mast¬

leistung ausgewirkt. Ein tieferes Schlachtalter lasst tiefere Androstenonwerte vermuten, wel¬

cher dann auch signifikant tiefer war fur den ersten Versuch. Der Durchschnitt fur das

Schlachtalter war im ersten Versuch 3 Tage tiefer als im zweiten, jedoch war der Unterschied

nicht signifikant, und die unterschiedlichen Androstenonwerte lassen sich - wenn überhaupt -

nicht nur auf den Altersunterschied bei der Schlachtung abstutzen.

Einflussfaktoren

- Genotyp
- Jahreszeit

- Ernährung
- Soziales Umfeld
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Fur Eber mit energiereichem Futter (12.6 vs. 13.8 MJ ME/kg) wurden tendenziell (statistisch nicht

abgesichert) höhere Androstenonwerte gemessen (Neupert et al. 1995). Zeng et al. (2002) ha¬

ben fur die Eber mit Futter mit höherem Energiegehalt ebenfalls den höheren Gruppendurch-

schnittwert von Androstenon gemessen, den Unterschied jedoch nicht statistisch ausgewertet.

Eine energiereiche Nahrung fordert die Entwicklung und die Bildung von Androstenon (Claus et

al. 1994). Über Auswirkungen von verschiedenen Rationen desselben Futters wurden keine An¬

gaben gefunden. Fur diese Arbeit wird angenommen, dass diese (nicht genau bekannten Un¬

terschiede) bezuglich der aufgenommenen Futtermenge keinen Einfluss auf die Androstenon¬

werte haben. Mit VES = 13.0 MJ/kg liegt der Energiegehalt zwischen den als tief und hoch be¬

zeichneten Gehalten der oben erwähnten Versuche.

Mit 90.6% Tieren mit einem Androstenonwert von mehr als 0.5 pg/g Fett ist der Anteil hoher

als in den Studien von Bahön et al. (2004) und Weiler et al. (1995) mit 35% und 39.1%. Die erwar¬

tete Anzahl mit Ebergeruch behafteter Schlachtkorper (auch Stinker genannt) betragt mit ei¬

nem in der Literatur gefundenen Prozentsatz von 6-75% bei 64 Tieren 4-48 Tiere. Bei den Kon¬

trollgruppen mit zusammen 16 Tieren werden 1-12 Stinker erwartet. Diese erwartete Anzahl Tie¬

re wird mit o beanstandetem Schlachtkorper deutlich unterschritten. Aussagekraftigere und

statistisch besser abgesicherte Resultate können mit einer höheren Anzahl Tiere erzielt werden.

Zudem kann in diesem Versuch anhand der Androstenonwerte nicht auf allfallige Stinker ge¬

schlossen werden, und die Limite von 0.5 pg Androstenon/g Fett als Kriterium fur Ebergeruch

kann mit diesem Versuch nicht unterstutzt werden.

Die Messungen von 2005 mit ELISA und HPLC weisen vergleichbare Resultate auf. Der Mess¬

wert 2004 eines Reservetieres war mit 0.04 pg/g Fett mit Abstand der kleinste Wert der ersten

Messserie, und wird als Fehlmessung interpretiert, da die Wiederholungen der Messung mit

beiden Methoden höhere, miteinander vergleichbare Werte lieferten.

Zwischen den beiden Messungen liegen 4.5 Monate, wahrend denen die Fettproben bei -20°C

gelagert wurden. Bei der ersten Messung mit ELISA kamen die Proben in gefrorenem Zustand,

bei den zweiten Messungen (ELISA und HPLC) in aufgetautem Zustand bei den Instituten an.

Die Proben des ersten Versuchs wurden vor der Messung 2.5-5 Monate, die Proben des zweiten

Versuchs 2-4 Monate gelagert. Die Proben des ersten Versuchs, welche mit der zweiten Mes¬

sung analysiert wurden (Wiederholungen) lagerten zwischen 7 und 9.5 Monate bei -200 C. Der

Einfluss dieser Lagerung auf die gemessenen Werte kann nicht beurteilt werden.

Die Unterschiede bei der Wiederholung und bei der Doppelbestimmung von Androstenonmes-

sungen (Tabelle 3.30.) zeigen, dass mit nicht standardisierter Ablauf der Messprozedur (Lager¬

dauer, Lagerung und Versand der Proben und Zeitpunkt der analytischen Messungen) unter¬

schiedliche Werte gemessen werden. Aufgrund der kleinen Stichprobe wird keine Aussage be¬

zuglich Behandlung der Proben und der Androstenonmessung gemacht.
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4.4 Schlussfolgerungen und Perspektiven

In vitro Versuche und Inhibitoren

Von Teichman-Logischen Kohler (2001) klonierte das Enzym 3ß-HSD in vitro, führte Hemmver¬

suche durch und überprüfte mit verschiedenen Methoden, ob ein Isoenzym existiert. Zusam¬

men mit den beiden Enzymen CYP17 und 5a-Reduktase wurden alle Enzyme kloniert, welche an

der Umwandlung von Pregnenolon zu Androstenon beteiligt sind. Die Erfahrungen aus der

Humanmedizin zeigen, dass eine Hemmung dieser Enzyme möglich ist. Mit der Klonierung von

Cytochrom b5 und der P450 Oxidoreduktase kann das vorhandene System weiter ausgebaut

und ein System fur in vitro Hemmversuche mit CYP17 etabliert werden. Mit den Enzymen 3ß-

HSD, CYP17 und 5a-Reduktase als Insert kann in vitro die Synthese von Pregnenolon zu

Androstenon verfolgt werden.

Fur Cytochrom b5 vom Schwein sind zwei verschiedene Isoenzyme mit unterschiedlichem Mo¬

lekulargewicht bekannt (Davis und Squires 1999) und Lin et al. (2005) beschrieben einen Poly¬

morphismus fur dieses Enzym, ein SNP an Position -8 vor dem Start-Basentriplett ATG des

Gens. In der Studie haben Tiere mit an dieser Stelle homozygoter Base T tiefere Androstenon¬

werte als Tiere mit homozygotem G, wobei fur T homozygote Tiere zu 2.8% und fur G homozy¬

gote Tiere zu 84.8% vorkamen. Obwohl fur CYP17 und die 5a-Reduktase vom Schwein bisher

noch keine Mutationen beschrieben wurden, besteht die Möglichkeit, mutagene Sequenzen in

vitro zu klonieren und exprimieren, und damit zu untersuchen, ob eine Veränderung der Se¬

quenz die Funktion der Enzyme beeinflusst. Es besteht die Möglichkeit, dass eine Mutation von

CYP17 die 16-en Synthase Aktivität betrifft und damit selektiv die Androstenonsynthese unter¬

brochen wird.

Die in vitro Hemmversuche wurden ausschliesslich mit den porcinen Enzymen gemacht. Wer¬

den zusatzlich die analogen humanen Enzyme in vitro kloniert und exprimiert, kann mit Hilfe

dieser Zellsysteme mit den humanen Enzymen festgestellt werden, ob und wie stark die bei

den porcinen Enzymen wirksamen Inhibitoren die menschlichen Enzyme beeinflussen. Diese

Resultate können einen Anhaltspunkt geben, was fur Abklärungen bei einem Einsatz des

Hemmers fur Schweine fur den Konsum gemacht werden müssen, insbesondere was mit anfäl¬

ligen Ruckstanden im Schlachtkorper zu beachten ist. Ein idealer Inhibitor hemmt das porcine

Enzym und beeinflusst das menschliche Enzym nicht. Solche Unterschiede zwischen Spezies

sind bekannt aus vergleichenden Versuchen mit der 5a-Reduktase von Ratte und Mensch

(Rasmusson et al. 1986).

Fur das Schwein sind fur die verwendeten Hemmer keine pharmakologischen Kennwerte wie

z.B. die Bioverfugbarkeit (Prozentsatz des Wirkstoffes, der in unveränderter Form den Kreislauf

erreicht) und die Halbwertszeit (T1/2, Zeit in der die Wirkstoffmenge im Organismus (und damit
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die Plasmakonzentration) um die Hälfte abnimmt) bekannt, oder ob eine Biotransformation

stattfindet im Organismus. Mit den in vitro Versuchen ist es möglich, einige Daten zu erhalten.

Die Simulation des Verhaltens im Zielorganismus ist damit jedoch nicht möglich. Solange diese

Daten nicht vorhanden sind, bleibt die Interpretation von beobachteten Unterschieden in den

Futterungsversuchen und deren Zusammenhang mit dem Hemmer vergleichend.

Fur Enzyme der Steroidsynthese, insbesondere der 5a-Reduktase und CYP17, werden laufend

neue Inhibitoren entwickelt, und nur die wenigsten werden als Medikament vermarktet. So

sind viele potentielle Inhibitoren - auch potentiell selektiv-fur die 5a-Reduktase und CYP17

vom Schwein vorhanden. Da die 5a-Reduktase am wenigsten weitere Reaktionen katalysiert in

der Steroidsynthese, ist sie das favorisierte Enzym fur eine Hemmung beim Eber. Zudem ist mit

einer Hemmung der 5a-Reduktase auch der Syntheseweg Pregnenolon-Progesteron-Androst-

enon unterbrochen. Eine gezielte Hemmung der 16-en Synthaseaktivitat von CYP17 ist mit Blick

auf allfallige Ruckstande interessant, da diese Aktivität beim Mensch nicht von Bedeutung ist.

Mit einer Verbindung, welche von CYP17 ohne weitere mögliche Intermediarprodukte mit der

16-en Synthase umgewandelt wird, konnten Hemmversuche durchgeführt werden, welche

spezifisch diese Aktivität betreffen.

Fütterungsversuche und Ebergeruch

Mit den organoleptischen Tests wurde keiner Fleischprobe Ebergeruch attestiert, obwohl auf¬

grund der analytisch bestimmten Androstenonwerte Beanstandungen zu erwarten gewesen

waren. Dieses Ergebnis legt eine geringe Korrelation zwischen den analytisch festgestellten

Androstenonwerten und den Ergebnissen der organoleptischen Tests dar. Messungen von

Androstenon oder Skatol oder weiteren Merkmalen lassen nicht zuverlässig auf Ebergeruch

Rückschlüsse ziehen. Einerseits kann der Ebergeruch nur zu einem gewissen Teil mit bekannten

Substanzen erklart werden, andererseits ist die Wahrnehmung und Interpretation des Eberge¬

ruchs sehr unterschiedlich. Die Werte von messbaren Merkmalen wie Androstenon und Skatol

übersteigen oft die diskutierten Grenzwerte fur Ebergeruch ohne dass dem Fleisch Ebergeruch

attestiert wird. Diese Diskrepanz zwischen Messung und Wahrnehmung wird oft diskutiert.

In anderen Studien wurden weitere Enzymen und deren Einfluss auf den Ebergeruch beschrie¬

ben. Nebst der Androstenonsynthese wurden der Transport und die Phosphorylierung unter¬

sucht und auch der Ansatz der Hemmung von Enzymen wurde erwähnt. Immer häufiger wer¬

den Untersuchungen durchgeführt, die zum Ziel haben, Allele mit unterschiedlicher Auswir¬

kung auf das Merkmal Ebergeruch zu identifizieren und genetische Marker fur die Zucht zu

entwickeln.

Claus (197g) nennt einen raschen .Übergang' von Androstenon ins Fett und Sinclair und Squires

(2005) fanden heraus, dass sulfonisiertes Androstenon nicht ins Fett eingelagert wird, respekti-
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ve dass Schweine mit hohem Prozentsatz von sulfonisiertem Androstenon tiefe Fett-

Androstenonwerte aufwiesen. Ob Pheromaxein, ein Androstenon Tragerprotein, in den Einlage-

rungsprozess von Androstenon ins Fett involviert ist, wurde in den Studien über Pheromaxein

nicht untersucht (Booth und White 1988, Squires 198g, Babol et al. iggö, Austin et al. 2004).

Falls fur diese Einlagerung Transportproteine und Rezeptoren notwendig sind, bilden diese po¬

tentielle Ziele fur einen Eingriff in den Einlagerungsprozess. Unterschiedliche Aggregatszu¬

stande von Androstenon im Fett (frei, gebunden, unterschiedlich fest gebunden) können die

Differenzen zwischen Messung und Wahrnehmung erklaren. Wenn bei der Temperatur der or¬

ganoleptischen Tests nicht ein im Verhältnis zum gesamten Androstenongehalt stehender An¬

teil freigesetzt wird, lasst sich mit Androstenonmessungen nicht auf den Ebergeruch schlies-

sen.

Das System mit den in vitro klonierten Enzymen kann beliebig mit zusatzlichen Hemmern

und/oder weiteren Enzymen erweitert werden. Da eine zuverlässige Analyse zur Feststellung

des Ebergeruchs fehlt, sind zur Feststellung der Wirkung des Hemmers Futterungsversuche mit

einer grossen Anzahl Tiere notwendig, welche mit organoleptischen Tests auf Ebergeruch un¬

tersucht werden und die Wirkung des Hemmers zu eruieren. Falls bei einer Verabreichung des

Hemmers mit dem Futter keine Schlachtkorper auf Grund von Ebergeruch beanstandet wer¬

den, stellt dieser Ansatz eine Alternative zur Eberkastration dar, mit welcher auf die analytische

Kontrolle am Schlachtband verzichtet werden kann.
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