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4. Material und Methoden

Um diese Fragen zu beantworten, wurden endokrinologische, ultrasonographische und phar-
makol ogische Studien durchgefiihrt. Neben Tieren, die Tell der klinischen Studie zur Effekti-
vitat des Antigestagens J956 bzw. des Ostrogens EE; waren, wurden auch trachtige und nicht
trachtige Kontrolltiere endokrinologisch und ultrasonographisch untersucht. Endokrinologie
und Ultrasonographie dienten somit der Erweiterung reproduktionsphysiologischer Kenntnis-
se bei Baren und erganzten die pharmakologischen Untersuchungen bei der Erarbeitung von
Grundlagen fur eine postkonzeptionelle Reproduktionskontrolle.

4.1. Materialien
411 Tiermaterial

Fur die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen standen 14
Braunbéren, ein Kragenbér, ein Brillenbéar und ein Schwarzbér aus neun verschiedenen Tier-
garten zur Verfigung. Untersuchungen wurden an diesen Béren teilweise Uber mehrere Jahre
durchgefihrt.

Diese Béaren sind mit ihren reproduktionsphysiologischen Daten (Paarungszeit, Anzahl der
Geburten, Geburtstermine, Abstand der Geburten etc.), die sich auf Beobachtungen des Pfle-
gepersonal s stiitzen, ebenso wie mit Angaben zu Alter und Korpermassein Tab. 1 aufgelistet.
Es konnte nur ein Teil der Béren gewogen werden (mit * markiert). Das Gewicht der Gbrigen
Tiere wurde durch Vergleich mit den gewogenen Béren abgeschétzt. Somit kdnnen geringfu-
gige Ungenauigkeiten bei den pro kg Korpermasse aufgefihrten Dosierungen nicht ausge-
schlossen werden.

4.1.2. Chemikalien

Die in den Untersuchungen verwendeten Verbrauchschemikalien (Reinheitsgrad ,,pro analy-
s*) wurden von folgenden Firmen bezogen: J. T. Baker, Deventer (Niederlande); Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim; Serva, Heidelberg; Boehringer, Mannheim; Roth, Karls-
ruhe; Merck/Schuchardt, Hohenbrunn. Die Herkunft spezieller Chemikalien ist im Text ge-
sondert vermerkt.
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Tab. 1 Angaben zu Herkunft, Alter, Korpermasse (KM) und Reproduktion aler im Rahmen dieser Studie untersuchten Béren. Die Kor-
permasse von tatsachlich gewogenen Tieren ist mit * markiert, bei den unmarkierten Werten handelt es sich um Schétzungen.

. Geburts- . Geburten Endokr. Ultras. Pharm.
Tier jahr Herkunft KM Paar ungszeit Bemerkungen Untersuch. Untersuch. Untersuch.
Anzahl | Abstand Termine
suhl |
1993 TP Suhl 120 - ; ; - 1997/98 1995, 1997 -
Ursus arctos
suhl 11
1993 TP Suhl 120 - ; ; - 1997/98 1995, 1997 -
Ursus arctos
Suhl 11 Kein Kontakt
1993 TP Suhl 140 - - - - zu mannlichen - 1998 -
Ursus arctos 8
Tieren
Tjoma N 1997, 1998,
s arctos 1973 | ZooHale | >200 - - - - 1999 1997 -
Conny . 1997, 1998,
e arctos 1989 | ZooHale | 141 - - - - 1999 1997 -
zwischen 1995, 1996,
Mra;cshgr ctos 1986 | TPThae | 200 Mai 8 jahrlich | 30.12. und 19917591398’ 19339%;3927600 1997, 1998,
06.01. » 999, 1999, 2000
. . 1995, 1996
Bianca . .. zwischen 1997,1998 | 1995, 1997, » -9,
Ursus arctos 1981 | TPStenda 190 Ma 11| gardich | 07" 95 o, 1999 1998, 1999, 2000 | 1997, 1998,
1999, 2000
o 27.11., 27.12,, MGA-Implantat:
Olga 1977 | TeHelab-| g0, April-Juni L g 28.12. Juni 1994, vermutlich 1997/98 1997, 1998 1997, 1998
Ursus arctos runn 1997: bis 17.04. -
1997: 30.12. verloren
Vroni TG Hdl- " April-Juni ] 15.12., 04.01. MGA-Implantat:
Ursus arctos 1977 labrunn | 239 | 1997 bis04. 07, | MNd-4 1008 17.01. | Juni 1994 bisJuni 1997 | 1997/98 1997 1997
E?ns{; arctos 1977 | TeHelab- | e, April-duni L g 06.01.-15.01 MGA-Implantat: 1997/98 1997, 1998 1997, 1998
runn 1997: bis07. 07. ’ T Juni 1994 bis Juni 1997 ! !
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Tab. 1 (Fortsetzung)

. Geburts . Geburten Endokr. Ultras. Pharm.
Tier jahr Herkunft KM Paar ungszeit Bemerkungen Untersuch. Untersuch. Untersuch.
Anzahl | Abstand | Termine
Brauni 1994 WP Line- 130 Juni 1 01.01. 1998 1998, 1999 1998, 1999
Ursus arctos burger
Heide
Helle 1994 Alpenzoo 140 April-Juni - - - 1998 erstmals tragend 1998 1998, 1999, 2000 | 1998, 1999,
Ursus arctos Innsbruck (sonographischer Nach- 2000
weis)
Dunkle 1994 Alpenzoo 140 April-Juni 1 - 22.12.1997 1998 1998 1998
Ursus arctos Innsbruck
Alte 1987 Alpenzoo 180 April-Juni 5 jéhrlich | 20.12. - 21.01. 1998 1998, 1999, 2000 | 1998, 1999,
Ursus arctos Innsbruck 2000
Gisdla 1985 Zoo Hadle | 170* Mai/Juni 4 1-2 Jahre 19.01.92; 1997, 1998, 1997, 1998, 1997, 1998,
Ursus thibetanus 06.01.93; 1999 1999, 2000 1999, 2000
09.01.94;
14.01.96;

Inca 1987 Zoo Dort- 90 April/Mai 4 ZWEl 06.11. - 02.03. 1998, 1999 (1998, 1999, 2000 | 1998, 1999,
Tremarctos ornatus mund Jahre 2000
Mira 1989 TP Berlin 98* Nur Pharmakokinetik - - 1996, 1997,
Ursus americanus 1998
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4.2. Methoden

4.2.1. Endokrinologische Untersuchungen

Da die Gewinnung von Blutproben bei Zootieren im Allgemeinen nur in Narkose gelingt,
wurden zur Erstellung von Hormonprofilen Gber einen langeren Zeitraum nicht-invasive Ver-
fahren entwickelt, die eine kontinuierliche Probensammlung ohne Beunruhigung der Tiere
ermdglichen.

In der vorliegenden Studie wurden mittels Enzymimmunoassays Gestagenmetaboliten (im
folgenden al's Progesteron bezeichnet) in den Faeces der Baren bestimmt. Zunéchst fir Nutz-
tiere entwickelt, ist dieses Verfahren mittlerweile, zum Tell nach Modifizierung, auch bei
vielen Wildtierarten anwendbar (SCHWARZENBERGER et al., 1996).

4.2.1.1. Probengewinnung

4.2.1.1.1. Blutproben

Blutproben wurden bel jeder Ultraschall-Untersuchung von den immobilisierten Béren (14
Braunbéren, ein Kragenbdr, ein Brillenbér) gewonnen. Hierzu wurde die gestaute Vena ce-
phalica punktiert (Abb. 2). Das Blut wurde in Réhrchen ohne gerinnungshemmende Zusétze
aufgefangen. Zur Serumgewinnung wurde nach Gerinnung der Blutkuchen mit einem
Glasstab vorsichtig von der Wand des Rohrchens gel6st. Die Proben wurden dann 10 min bei
3000 Umdrehungen/min zentrifugiert (Rotantal TRC, Hettich, Tuttlingen). Schliefdlich wurde
das Uberstehende Serum abpipettiert und bis zu seiner Verwendung bei —20°C gelagert.

4.2.1.1.2. Kotproben

Die anaysierten Kotproben stammten von 15 Béren (13 Braunbéaren, ein Kragenbér, ein Bril-
lenbér), wobei von einigen Tieren Proben aus zwel Jahren zur Verfigung standen, so dal3 ins-
gesamt 17 Progesteron-Profile erstellt werden konnten.

Von ef unbehandelten Béren (zehn Braunbéren, ein Kragenbar) wurden kontinuierlich von
Anfang September bis zum Beginn der Winterruhe bzw. bis Ende Januar ein- bis dreimal wo-
chentlich Kotproben gesammelt. Von acht dieser Tiere wurden mehr oder weniger kontinuier-
lich auch von Februar bis September wochentliche Kotproben entnommen. Auf3erdem wurden
die Kotproben von sechs Béren (vier Braunbéren, ein Kragenbér, ein Brillenbdr), die einer
Behandlung mit dem Antigestagen J956 und/oder EE, unterzogen worden waren, untersucht.
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Die Probenentnahme durch die Tierpfleger erfolgte stets zur gleichen Tageszeit. Die Proben
wurden unverziuglich bei —20°C tiefgefroren und gelagert. Ihr Transport ins Labor erfolgte
tiefgekdhlt.

Abb. 2 Blutentnahme aus der V. cephalica antebrachii einesimmobilisierten Baren.

4.2.1.2. Aufbereitung der Proben
4.2.1.2.1. Serum

Zur Steroid-Extraktion wurden 100 pl Serum mit 2 ml Petroléther versetzt. Die Proben wur-
den 30 Minuten geschittelt (Thys 2, VEB MLW Labortechnik, Ilmenau) und dann bei -70°C
tiefgekdhlt.

Die fliissige Atherphase mit den darin geldsten Steroiden wurde abgenommen und evaporiert
(Vortex Evaporator, Buchler Instruments). Der Rickstand wurde in 0,4 ml 100% Methanol
aufgenommen, kurz erwarmt und mit 0,6 ml Aqua bidest auf 40% Methanol verdinnt. Diese
Extrakte wurden bis zu ihrer Verwendung im Enzymimmunoassay bei —20°C gelagert.

Zur Kontrolle wurden Progesteron-freie Seren, denen eine definierte Menge Progesteron zu-
gesetzt worden war, extrahiert.
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4.2.1.2.2. Kot

Die Kotproben wurden bei 20°C aufgetaut. 0,5 g Kot wurden mit 4,5 ml 90%igem Methanol
versetzt und 30 Minuten geschittelt. Danach wurden die Proben 10 Minuten bei 3000 U/min
zentrifugiert, 1,0 ml des Uberstandes abgenommen und im Verhdtnis 1:1 mit Aqua bidest
verdinnt. Eine Kontrolle der Extraktion wurde durchgeftihrt, indem Proben, deren Progeste-
ronkonzentration bekannt war, bei jeder Extraktion mitgefthrt wurden.

Die Extrakte wurden bis zu ihrer Verwendung ebenfalls bei —20°C gelagert.

Durch Trocknung der verbleibenden Kotprobe wurde ihre Trockenmasse bestimmt.

4.2.1.3. Progester onbestimmung

Die Progesteronbestimmung erfolgte mit Hilfe eines Enzymimmunoassay (EIA) unter An-
wendung der Doppelantikorpertechnik, wie er von PRAKASCH et a. (1987) beschrieben
worden ist:

M eerrettichperoxidase- markiertes Progesteron (P,-3CMO-HRP, 1ZW) konkurriert mit demin
den Proben enthaltenem Progesteron um die Bindung an den anti-Progesteron Antikorper der
Ratte (1. Antikorper; Progesteron-7-BSA, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim). Dieser
wird durch einen Schafantikorper gegen Ratten-1gG (2. Antikorper, 1ZW) an die Mikrotitrati-
onsplatte fixiert. Das Prinzip des durchgefiihrten Enzymimmunoassays ist schematisch in
Abb. 3 dargestelit.

Angaben zur Spezifitdt des kommerziell erhdtlichen ersten Antikérpersfinden sich in Tab. 2.

Tab. 2 Kreuzreaktionen des verwendeten anti-Progesteron 1gG der Ratte

i Kreuzreaktion (%) mit dem verwen-
Antigen A
deten P4-Antikorper

5 3 Pregnan 3a, 20a diol (Pregnandiol) <0,1
4 Pregnen 20a ol 3one (200) <0,1
5a Pregnan 33 ol 200ne (5a 20 one) 18

5B Pregnan 3a ol 20 one (53 20 one) <0,1
4 Pregnen 3,20 dion (Progesteron; P4) 100
5a Pregnan 3,20 dion (P3-O) 31

5a Pregnen 3a ol 20one (P3-OH) <0,1
5a Pregnan 20a ol 3one (5a 2003 ol 3one) <0,1
5a Pregnan 33 20a diol (5a 3B 20a diol) <0,1
5a Pregnan 3a, 20a diol (5a 3a 20a diol) <0,1
J956 <0,1




Material und Methoden 28

4.2.1.3.1. Beschichtung der Platten

Die Mikraotitrationsplatten (F96, Nunc, Wiesbaden) wurden mit affinitdtsgereinigtem Anti-
Ratten-1gG aus dem Schaf beschichtet. In jede Vertiefung der Platte wurde 1 g 1gG, gel6st in
100 pl Coating-Puffer (4,29 % Na,CO3; x 10 H,0, 2,39 % NaHCOs;, pH 9,6), gegeben; die
Platten wurden 2 Stunden bei 20°C inkubiert. Danach wurden die unspezifischen Bindungen
mit 300 ul Testpuffer (20 mM TrissHCL, 1,5 mM EDTA, 0,3 M NaCl, pH 7,2, 0,1% RSA)
far 15 bis 45 min bei ca. 20°C abgeséttigt. Nach Entleerung wurden die Platten bel -25°C ge-
lagert. Vor ihrer Verwendung wurden sie einmal mit 300 pl 0,05 %iger Tween 80-L6sung im
automatischen Washer (96 PW; SLT, Crailsheim) gewaschen.

4.2.1.3.2. Durchfiihrung des Enzymimmunoassays

Mit Hilfe eines automatischen Diluters (Micro lab +1000, Hamilton, Darmstadt) wurden in
einem Arbeitsschritt 100 ul einer Losung von HRP-markiertem Progesteron und 20 ul Stan-
dard (0,2-100 pg/20 ul Progesteron) bzw. Probelésung (jeweils als Doppel bestimmung) pro
Vertiefung der Mikrotitrationsplatte dispensiert. Anschlief3end wurden 100 pl einer Verdin-
nung des ersten Antikorpers hinzugefugt.

Die so beschickten Platten wurde bei 6 bis 8°C lber Nacht inkubiert, wobei die Fixierung der
Progesteron-Antikorper und die kompetitive Immunreaktion gleichzeitig stattfanden.

Am folgenden Tag wurde die Platten viermal mit 300 ul 0,05 %iger Tween 80-Losung im
automatischen Washer gewaschen, um ungebundene Steroide zu entfernen. Nach Temperie-
rung auf 25°C wurden 150 pl der Substratlésung (0,01 % Tetramethyl-Benzidin + 0,004 %
H2O, in 100 mM Na-Acetat-L6sung, mit Zitronensdure auf pH 5,5 eingestellt) pro Loch dis-
pensiert. Danach wurden die Platten lichtgeschitzt und unter leichtem Schitteln bei 25°C
inkubiert (Inkubator 1092, GFL, Burgwedel). Zum Abstoppen der Enzymreaktion wurden
nach 40 min 50 pl 4 M H,SO, zugegeben.

Die optische Dichte nach dem enzymatischen Umsatz der Substratldsung wurde bei 450 nm
im Mikrotitrationsplattenleser (Spectra Fluor, SLT-Tecan, Crailsheim) gemessen und die Pro-
gesteronkonzentrationen anhand einer Standardkurve bestimmt. Uberschritten die ermittelten
Werte den Maximalbereich der eingesetzten Standardkurve, wurde eine weitere Verdinnung
der Extrakte erforderlich.

Die einzelnen Schritte sind gemeinsam mit einer schematischen Darstellung des Enzymim-
munoassays noch einmal in Abb. 3 zusammengefalit.
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4.2.1.3.3. Validierung desEIA

Zur Validierung des Assays wurden der Inter- und Intraassay-V ariationskoeffizient bestimmt.
Hierzu wurden zwei Proben mit bekannten Progesteronkonzentrationen auf jeder verwendeten
Platte jewells as Doppelbestimmung mitbestimmt (Interassay) bzw. auf einer Platte wieder-

holt eingesetzt (Intraassay). Die errechneten V ariationskoeffizienten betrugen fir den Interas-
say 10,39 % bzw. 20,56 % und fir den Intraassay 5,0 % bzw.4,1%.

Beschichtung der Platte
mit anti-Ratte-1gG Y
1 x Waschen

! 0
20 I Probe/Standard () Lljaﬁ E, b

]
e _Y_Y_ﬂj_

100 pl anti-Progesteron IgG der Ratte llj 5 Uﬂ b D D

Inkubation Uber Nacht bei 6-8°C
(Immunreaktionen)

4 x Waschen
(Entfernung ungebundener Steroide)
5S¢ S2 S2
150 pl Substratlésung S&
Inkubation 40 min bei 25°C
(Enzymreaktion)
Abstoppen der Enzymreaktion mit H,SO, SSS S o SSS

Messung am Photometer

Abb. 3 Arbeitsschritte und schematische Darstellung des angewendeten Enzymimmunoas-

says zur Bestimmung von Progesteronkonzentrationen.
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4.2.2. Ultrasonographische Unter suchungen

4.2.2.1. Untersuchungstermine

Insgesamt wurden 60 Ultraschall-Untersuchungen an Béren vor und nach Behandlung sowie
an tréchtigen und nicht tréchtigen Kontrolltieren durchgefihrt. Diese teilen sich wie folgt auf:
Vier Braunbdren wurden im Frihjahr untersucht (ein Bar im Mai, drei im Juni). 20 Untersu-
chungen wurden im September/Oktober (vor potentieller Implantation), 36 Untersuchungen
im November/Dezember (nach potentieller Implantation) durchgefhrt.

Die Untersuchungstermine sind im Einzelnen in Anhang 2 aufgefihrt.

4.2.2.2. Immobilisation

Die Immobilisation der Braunbéren und des Kragenbéren erfolgte durch die intramuskulére
Distanzinjektion einer Kombination aus 17,8+2,25 pg/kg Koérpermasse (KM) Etorphin und
7910 mg/lkg KM Acepromazin (Large Anima Immobilon[], C-Vet Ltd, Bury St Edmunds)
sowie 20 mg/Tier Xylazin (Rompun(], Bayer) mit Hilfe einer Injektionspistole (PiCO,, Dan-
Inject, Gelsenkirchen).

Nach Beendigung der Untersuchung wurde das Etorphin mit Diprenorphin (2,67 mg/l mg
Etorphin; Revivonld, C-Vet LTD, Bury St Edmunds) und das Xylazin mit Atipamezol (1
mg/2 mg Xylazin; Antisedan(], Pfizer, Karlsruhe) antagonisiert.

Ein Braunbaér, der auf vorherige Immobilon-Narkosen mit einem sehr langen Nachschlaf rea-
giert hatte, wurde zur Vermeidung von Komplikationen mit einer Kombination aus 60 pg/kg
KM Medetomidin (Domitor(1, Pfizer, Karlsruhe) und 3 mg/kg KM Ketamin (Ketamin 10%(1,
WDT, Garbsen) immobilisiert. Die Wirkung des Medetomidins wurde mit 0,45 mg/kg KM
Atipamezol, davon 0,3 mg i.m. und 0,15 mg s.c., antagonisiert.

Die Brillenbarin wurde bei der ersten Untersuchung mit 2,3 mg/kg Ketamin und 3,3 mg/kg
Xylazin immobilisiert, wobei allerdings mit 0,3 mg/kg Xylazin, 0,3 mg/kg Ketamin und 5,6
Hg Medetomidin nachdosiert werden mufite. Die zweite und dritte Immobilisation wurden mit
2,5 ml/Tier Hellabrunner Mischung, das entspricht 3,6 mg/kg Xylazin und 2,8 mg/kg Keta-
min, problemlos durchgefihrt.

Die durchschnittliche Dauer der Immobilisationen betrug 45 Minuten. Komplikationen traten
in zwei Fallen auf: Eine mit Immobilon/Xylazin immobilisierte 24-jahrige Braunbérin starb
aufgrund einer Atemdepression mit anschlief3endem Herzstillstand trotz sofortiger Antidot-
Gabe und wiederbelebender Malinahmen [Injektion von Doxapram (Dopram(, Albrecht,
Aulendorf) und Adrenalin (Adrenalin 1:1000, Jenapharm, Jena) Herzdruckmassage]. Bei einer
anderen Braunbdrin setzte unmittelbar nach Narkoseeintritt die Atmung aus, so daf3 ihr ohne
eine Untersuchung durchfihren zu kénnen das Antidot injiziert werden muf3te.
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4.2.2.3. Transrektale Ultraschalldiagnostik

Die anatomischen Gegebenheiten beim Béren [Grof3e des Tieres, Grofe und Lage der Geni-
talorgane, Fetteinlagerungen insbesondere zur Winterruhe (Abb. 4)] erschweren bzw. verhin-
dern die Darstellung der Genitalorgane mittels transcutanem Ultraschall. Zwar beschreiben
TSUBOTA (1990) und HELLGREN et al. (1990) die Diagnose von fortgeschrittenen Trach-
tigkeiten beim Braunbaren mittels transabdominalem Ultraschall, die Darstellung von nicht

bzw. frih gravidem Uterus und Ovarien gelingt jedoch nur mittels transrektalem Ultraschall
(GORITZ et al., 1997).

Abb. 4 Uterus (1) und Ovar (>) einer Kragenbarin, umgeben von Fettgewebe; in situ.

Hierzu wurde ein portables Ultraschallgerdt (CS 9100 Oculus, Picker International GmbH;
Espelkamp), ausgestattet mit einem intraoperativen 7,5 MHz Konvex-Schallkopf (EUP-F334,
40R Fingertip, Abb. 5), verwendet. Fur diesen Schallkopf wurde am IZW ein spezieller Ad-
apter entwickelt (HILDEBRANDT und GORITZ, 1995; GORITZ, 1996), der ein atraumati-
sches Fuhren des Schallkopfes im Rektum bis zu einer Tiefe von 50 cm ermdglicht (Abb. 5).

Nach Ausspulung von Kot aus dem Enddarm mittels kdrperwarmen Wassers wurde der
Schallkopf unter Verwendung von Ultraschallgel (Aquasonico, Orange, NJ, USA) in das
Rektum eingefuhrt. Nun wurden unter vorsichtigem Vorschieben des Schallkopfes nacheinan-

der Vagina, Cervix, Uterus und Ovarien aufgesucht, ihr maximaler Durchmesser vermessen
und ihre Struktur beurteilt (Abb. 6).
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Abb. 5 Im Adapter fixierter 7,5 MHz Mikrokonvex-Schallkopf.

Abb. 6 Transrektale Ultraschall-Untersuchung einer Kragenbarin.
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Dartber hinaus konnten auch Analdriisen, Blase und Blasenhals, Nieren, Nebennieren und u.
U. (abhéngig von der Grofie des Tieres) auch Leber und Milz dargestellt und auf pathologi-
sche Veranderungen untersucht werden.

Alle Ultraschalluntersuchungen wurden mit einem professionellem Super-VHS Videorecorder
(9100 SVO-P, Sony, Kdln) auf S'VHS Videokassetten aufgezeichnet, so dal3 die Untersu-
chungen archiviert und fur spdtere Auswertungen genutzt werden konnten.

4.2.3. Phar makologische Unter suchungen

Untersucht wurde die Wirksamkeit des Antigestagens J956 Carbamat (kurz: J956), das von
der Firma Jenapharm, Jena, zur Verfiigung gestellt wurde, und des Ostrogens Ethinylestradiol
(EE; Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) zum Tréachtigkeitsabbruch in Baren.

Bel dem Antigestagen J956 handelte es sich chemisch um 11(3-{4-[(Ethylaminocarbonyl)-
oximinomethyl]-phenyl} -17[3-methoxy-17a-methoxymethyl-estra-4,9-dien-3-one (s. Abb.1).
Nachdem in vorangegangenen Untersuchungen die relative Bindungsaffinitdt des Antigesta-
gens J912, das chemisch eng verwandt mit J956 ist, an den endometrialen Progesteronrezeptor
von Béren bestimmt worden war (JEWGENOW und MEYER, 1998), wurden an Schwarz-
und Braunbaren Untersuchungen zur Pharmakokinetik und Bioverfligbarkeit von J956 sowie
eine klinische Studie zur Wirksamkeit von J956 und EE, durchgefihrt.

4.2.3.1. Bestimmung der Halbwertszeit und Bioverfligbarkeit von J956

Bioverfugbarkeit und Halbwertszeit des Antigestagens J956 wurden ermittelt, indem nach
oraler und parenteraler Applikation Serumproben gewonnen (s. Kapitel 3.1.1.1) und die Kon-
zentrationen des Antigestagens in diesen Proben bestimmt wurden.

Die Schwarzbérin ,Mira* konnte in einem Zwangsk&fig mechanisch so fixiert werden, dal3
Uber einen begrenzten Zeitraum die wiederholte Gewinnung von Blutproben ohne Sedation
maoglich war. Bei den Ubrigen Baren konnte die Blutentnahme nur in Narkose erfolgen, so daf3
die Probengewinnung auf die zwel Termine, an denen Ultraschall-Untersuchungen durchge-
fUhrten wurden, beschrankt wurde (eine Nullprobe vor Applikation, eine Probe nach Applika-
tion).
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4.2.3.1.1. Orale Applikation von J956

In zwei Versuchsreihen wurde dem weiblichen Schwarzbéren ,Mira“ (ca. 100 kg KM) dasin
Gelatinekapseln abgefillte Antigestagen J956 an vier aufeinanderfolgenden Tagen mit dem
Lieblingsfutter verabreicht (Tab. 3). Am vierten Tag der zweiten Versuchsreihe mifdang aller-
dings die Applikation des Antigestagens, da das Tier die Futteraufnahme verweigerte.

Tab. 3 Versuchsaufbau zur Bestimmung der J956-Serumkonzentrationen nach oraler Appli-
kation.

Applikation Probengewinnung
Tag Dosis (mg/lkg KM) Uhr zeit (Uhrzeit)

8@ 1)

1 1 10% 169
8@

2 1 10% 169
8@

3 5 10% 162
8@

2 00
4 52 10% 162

Y Nullprobe

2 in der zweiten Versuchsreihe mifRlungen

4.2.3.1.2. Parenterale Applikation von J956

Zur parenteralen Applikation wurde das Antigestagen unmittelbar vor der Injektion im Ultra-
schallbad bei 70°C in 100%igem Ethanol (1 ml/g J956) geldst und anschlieffend mit Ricinusol
(1,5 ml/g J956) auf eine gewebevertragliche Alkoholkonzentration verdinnt. Diese Losung
mufdte innerhalb von 15 Minuten injiziert werden, um ein Ausfalen von J956 noch in der
Spritze bzw. im Injektionspfeil zu vermeiden.

Der Schwarzbérin ,Mira® wurden einmalig 10 mg/kg J956 intramuskul&r appliziert. Um den
Verlauf des Serumspiegels von J956 zu verfolgen, wurden Uber einen Zeitraum von zwei Mo-
natenan Tag 1, 2, 3, 4, 7, 9, 11, 30 und 60 jeweils zur gleichen Tageszeit (11%° Uhr) Blutpro-
ben enthnommen (Tab. 4).

Dartiber hinaus wurde Blut von vier Braunbéren und einem Brillenbéren, denen im Rahmen
der klinischen Studie ebenfalls 10 mg/kg J956 einmalig intramuskul&r injiziert worden waren,
jewells vor und einmal nach der Applikation gewonnen, wobei der Abstand zwischen Appli-
kation und zweiter Blutentnahme variiert wurde (Tab. 4).
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Tab. 4 Versuchsaufbau zur Bestimmung der J956-Serumkonzentrationen nach parenteraler
Applikation.

) Blutprobe
Tier —
(Tage nach Applikation von 10 mg/kg J956)
Mira 1-4,7,9, 11, 30, 60
Inca 2
Bianca 6
Olga 21
Helle 29
Dunkle 29

4.2.3.1.3. Aufbereitung der Serumproben

Ein ml Serum wurde mit 4 ml tertiarem Butylmethyldther/Petrolather (30/70) versetzt und 30
Minuten bei Raumtemperatur geschuttelt. Diese Proben wurden bei -70°C tiefgefroren; die
fliissige Atherphase wurde dekantiert und anschlieRend evaporiert. Der Riickstand wurde in 1
ml 40% M ethanol aufgenommen.

500 pl dieser Extrakte wurden mittels Hochdruck-Fltssigchromatographie (HPLC, Kontron
Instruments) Uber eine C18-Saule (250x4 mm, 61) mit 75% Methanol aufgetrennt (Flief3ge-
schwindigkeit 1 ml/min). Von Minute sechs bis neun wurden alle 30 Sekunden Fraktionen
von jeweils 500 pl gesammelt. Diese sechs Fraktionen wurden nachfolgend im Rezeptor-
Bindungs-Assay eingesetzt.

4.2.3.1.4. Durchfihrung des Kompetitiven Rezeptor -Bindungsassays

Zur Bestimmung der J956-K onzentrationen im Serum wurde der von MEYER et al. (1988)
etablierte kompetitive Rezeptor-Bindungsassay modifiziert.

Es wurde porciner Progesteronrezeptor verwendet, da die Uteri von Schweinen in ausreichen-
der Menge von einem Ortlichen Schlachthof bezogen werden konnten.

Die Konzentration des endometrialen Progesteronrezeptors ist wahrend der Follikelphase des
Zyklus am hochsten (MEYER et a, 1988). Daher wurden nur die Uteri von Schweinen, auf
deren Ovarien sich Follikel, aber keine aktiven Corpora lutea befanden, unmittelbar post
mortem in Alufolie verpackt und in fllissigem Stickstoff tiefgefroren.

Im Labor wurden sie bei 0 bis 4°C langsam aufgetaut. Das Endometrium wurde frei prépa-
riert, mit einer vierfachen Menge TEDG-Puffer (10 mM TRIS-HCL, 1,5 mM EDTA, 3 mM
DTT, pH 7,6, Glycerol 90/10 v/v) versetzt und bei 0 bis 4°C homogenisiert (Ultra Turrax T25,
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IKA, Staufen i. Br.). Anschlief3end wurde das Homogenisat bel 0°C ultrazentrifugiert (1 Stun-
de bei 280.000 x g; XL-70 Ultracentrifuge, Beckmann, Palo Alto/USA) und der den Progeste-
ron-Rezeptor enthaltende Uberstand, im folgenden al's Zytosol bezeichnet, abgenommen. Bis
Zu seiner weiteren Verwendung konnte das Zytosol bei -70°C gelagert werden.

Im kompetitiven Rezeptor-Bindungsgssay konkurrierten J956 und ein zweiter, radioaktiv-
markierter Progesteron-Antagonist ([ H]-ORG, Amersham, Braunschweig) um die Bindung
an den porcinen Progesteronrezeptor. Der Ablauf des Testes ist schematisch in Abb. 7 darge-
stellt. Im einzelnen wurde der Rezeptor-Assay folgendermalien durchgefiihrt:

5390 pl der mittels HPLC aufgetrennten sechs Fraktionen jeder Serumprobe wurden mit 20 pl
[ H]-ORG, eingestellt auf eine Aktivitét von ca. 15.000 counts per minute (cpm), versetzt und
evaporiert. Anschlief3end wurde dem Ruickstand 500 pl Cytosol (eingestellt auf eine nicht-
spezifische Bindung von ca. 11000 cpm/500 pl) hinzugegeben und das Gemisch Uber Nacht
bei 0°C inkubiert.

Am folgenden Tag wurden ungebundene Steroide durch Zugabe von 200 pl ml einer Aktiv-
kohle-Losung (2% Norit A, 0,2% Dextran T70) ausgefdlt. Nach 10-mindtiger Zentrifugation
mit 3000 Umdrehungen/min wurden 500 pl ml des Uberstandes 2,5 ml Xylofluor (J. T. Baker,
Deventer/ Niederlande), ein Szintillationsverstérker, zugeflgt, und die Szintillation dieser
Proben wurde am Szintillationszahler gemessen.

Parallel wurden jeweils 20 ul der Standards (4-1000 ng/ml J956), die Nullprobe (20 pl 40%
Methanol) sowie eine Probe zur Bestimmung der Totalaktivitat (20 pl 40% Methanol, Aus-
fallung ungebundener Steroide mit Aktivkohle entfiel) in den Test eingesetzt.

®
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Abb. 7 Schematische Darstellung des kompetitiven Rezeptor-Bindungsassays.
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An der Standardkurve (Abb. 8) konnten die Konzentrationen in den einzelnen Fraktionen ab-
gelesen werden. Nachweisbare Mengen von J956 fanden sich nur in den mittleren vier der
sechs gesammelten Fraktionen. Durch Addition der ermittelten Werte dieser vier Fraktionen
jeder Serumprobe und unter Berticksichtigung des eingesetzten Probenvolumens wurden die
Serumkonzentrationen in ng/ml berechnet.

Tausende

12

10

1 10 100 1000
ng/ml J956

Abb. 8 Im kompetitiven Rezeptor-Bindungsassay ermittelte Standardkurve von JO56.

Die Validierung von Serumextraktion, chromatographischer Trennung und kompetitivem Re-
zeptor-Bindungsassay erfolgte folgendermal3en: Zum einen wurden dem Serum eines unbe-
handelten Béaren verschiedenen Mengen J956 zugefugt (Endkonzentration 10, 15, 20, 40, 80,
100, 200, 400 ng/ml). Diese Serumproben wurden genauso extrahiert, aufgetrennt und im Re-
zeptorassay eingesetzt wie oben beschrieben; aus den ermittelten Konzentrationen wurden die
Wiederfindungsraten bestimmt (Tab. 5). Sie betrugen im Mittel 76,7 + 3,1%.

Zum anderen wurden, um die Trennung von J956 und Progesteron Uber die HPLC zu verifi-
zieren und eine Kreuzreaktion beider Steroide im Rezeptor-Bindungsassay auszuschlief3en,
unter Umgehung des Extraktion-Schrittes Lésungen von jeweils 10 und 100 ng/ml Progeste-
ron und J956 in 40%igem Methanol unter gleichen Bedingungen wie oben beschrieben chro-
matographisch aufgetrennt. Die gleichen sechs Fraktionen, die zur Bestimmung der Serum-
konzentrationen von J956 verwendet wurden, wurden im Assay eingesetzt.

In diesen jeweils sechs Fraktionen der beiden Progesteron-Lésungen konnten keine Gestage-
ne, in den mittleren vier der je sechs Fraktionen der J956-Ldsungen hingegen 92,4% (10
ng/ml) bzw. 94,8% (100 ng/ml) des Antigestagens nachgewiesen werden. Es konnte somit
ausgeschlossen werden, dal3 Progesteron und J956 bei der chromatographischen Trennung in
gleichen Fraktionen erscheinen und es im Rezeptor-Bindungsassay zu einer Kreuzreaktion
beider kommt.
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Tab. 5 Wiederfindungsraten von J956-K onzentrationen im Rezeptor-Bindungsassay.

Eingesetzte Konzentration | Ermittelte Konzentration Wiederfindungsrate
(ng/ml) (ng/ml) (%)

10 7,48 74,8

15 11,28 75,2

20 15,5 775

40 31,2 78

80 49 61,25
100 82,8 82,8
200 175,2 87,6

4.2.3.2. Klinische Studie zur Effektivitat von J956 und/oder EE,

Die Versuche, durch Applikation von J956 und/oder EE; einen schonenden Trachtigkeitsab-
bruch im periimplantativen Zeitraum zu erzielen, umfaléten insgesamt einen Zeitraum von
sechs Jahren. Dosierung, Applikationsart, Zeitpunkt der Applikation und Kombination der
beiden Préparate wurden variiert.

Der Behandlung ging in der Regel eine Ultraschalluntersuchung voraus (nicht im zweiten und
funften Jahr), um den Reproduktionsstatus der Baren zu bestimmen und gesunde und potenti-
ell tragende Tiere zu selektieren.

Die Behandlungsergebnisse und mogliche Nebenwirkungen wurden ultrasonographisch kon-
trolliert und dokumentiert. Diese Kontrolluntersuchungen wurden Ende November/Anfang
Dezember durchgefiihrt, da zu diesem Zeitpunkt die Implantation der Embryonen nach Lite-
raturangaben sicher stattgefunden haben sollte. Aus logistischen Grinden wurden in einem
Jahr keine Nachuntersuchungen durchgefihrt. Die Kontrolluntersuchung der Bérin ,, Bianca'
nach parenteraler Gabe von EE, konnte aufgrund von Komplikationen bel der Narkose nicht
durchgefuhrt werden.

Daritiber hinaus wurde der Genitaltrakt der Braunbérin Panja, die am 16.12. in der Narkose
gestorben war, entnommen, vermessen und makroskopisch auf pathologische Veranderungen
untersucht.

4.2.3.2.1. Orale Applikation vor Implantation

Sechs Béren sollte an vier aufeinanderfolgenden Tagen eine Kombination aus J956 und EE;
oral appliziert werden. Hierzu wurden die in Gelatinekapseln gefillten Préparate den Béren
mit dem Lieblingsfutter angeboten, wobel die Dosis von J956 und EE, variiert wurde. Die
Versuchsansétze sind in Tab. 6 dargestellt.
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Tab. 6 Versuchsansatz zur Untersuchung der Wirksamkeit einer oraler Applikation von J956
in Kombination mit EE, vor Implantation.

Tier Dosierung/kg Behandlung US-Untersuchungen
mg J956 Mg EE>

Mascha Ix 1 4x 100 21.10.96 -

Bianca Ix 1 4x 100 21.10.96 -

Mascha 4x 2 4x 10 27.-30.10.97 09.09., 02.12.
Panja 4x 2 4x 10 27.-30.10.97 23.09,, 24.11.
Olga 4x 2 4x 10 27.-30.10.97 23.09,, 24.11.
Vroni 4x 2 4x 10 27.-30.10.97 23.09,, 24.11.

4.2.3.2.2. Parenterale Applikation vor Implantatiom

Acht Behandlungen (sieben Braunbaren, ein Brillenbéar) wurden ausschliefdich mit J956, neun
Behandlungen (sieben Braun-, ein Kragen- und ein Brillenbar) auschliefdich mit EE, und drei
Behandlungen mit einer Kombination beider Wirkstoffe durchgefihrt (Tab. 7). Die Behand-
lung bestand aus einer einmaligen intramuskuléren Injektion entweder aus der Hand oder
mittels Injektionspistole, wozu J956 jeweils vor Ort in der in 3.3.2.1.2 beschriebenen Weise
aufzuldsen war. Von EE; konnte eine stabile alkoholische Losung injiziert werden.

Nur der Brillenbarin ,,Inca® wurde im ersten Jahr ihrer Versuchsteilnahme die Kombination
dreimalig jewells im Abstand von sechs Wochen appliziert, da bei Brillenbaren der Implanta-
tionszeitpunkt wesentlich variabler as bei Braun- oder Kragenb&ren und somit zeitlich schwer
Zu determinieren ist. In den folgenden Jahren wurde auch bei ihr die Behandlung auf eine
einmalige Applikation beschrénkt.

Bel einer Braunbérin erfolgte die Injektion von 2,5 mg/kg J956 und 5 pug/kg EE, nach tellwel-
se mifl3lungener oraler Applikation, ohne dal3 ihr Reproduktionsstatus zuvor untersucht werden
konnte.
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Tab. 7 Versuchsansatz zur Untersuchung der Effektivitét einer parenteralen (intramuskul &
ren) Applikation von J956 und/oder EE; vor Implantation

_ Dosierung/kg
Tier Behandlung Unter suchungen
mgJ956 | pgEE:>

Mascha 2,5 5 11.11.96 -
Bianca 10 10 20.10.98 20.10., 03.12.
Inca 10 10 03.09.98 03.09.

10 10 16.10.98

10 5 30.11.98 02.12.
Gisda - 10 20.10.98 20.10.+ 02.12.
Mascha - 10 22.10.98 22.10.+ 03.12.
Bianca - 10 20.10.99 -
Mascha - 10 20.10.99 29.11.
Gisda - 10 21.10.99 29.11.
Helle - 10 21.10.99 30.11
Alte - 10 21.10.99 30.11.
Brauni - 10 22.10.99 02.12.
Inca - 10 11.10.99 17.11.
Bianca 28.09.95 28.09., 04.12.
Mascha 29.09.95 29.09., 05.12.
Panja 10 - 22.10.98 22.10., 16.12.
Olga 10 - 22.10.98 22.10., 16.12.
Bianca 75 19.10.00 12.12.
Helle 75 23.10.00 28.11.
Alte 75 23.10.00 28.11.
Inca 75 20.10.00 05.12.
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4.2.3.2.3. Parenterale Applikation nach Implantation

Sechs Braunbaren wurden nach ultrasonographischem Tréchtigkeitsnachweis behandelt. Ei-
nem Béren wurde nur J956, den funf Ubrigen Tieren eine Kombination aus J956 und EE,

appliziert.
Die Dosierungen und Behandlungszeitpunkte sind in Tab. 8 aufgeftihrt.

Tab. 8 Versuchsansatz zur Untersuchung der Effektivitét einer parenteralen (intramuskul &
ren) Anwendung von J956 und/oder EE2 nach Implantation.

. Dosierung/kg
Tier Behandlung Untersuchungen
mg J956 Mg EE>

Brauni 10 - 01.12.98 01.12.

Panja 6,5 10 09.12.97 17.06., 23.09., 24.11.
Mascha 6,5 10 02.12.97 09.09., 02.12.

Alte 10 10 13.11.98 13.11,, 12.12.
Helle 10 10 13.11.98 13.11, 12.12.
Dunkle 10 10 13.11.98 13.11, 12.12.

4.2.4. Statistik

Die arithmetischen Mittel und Standardabwelchungen der endokrinol ogisch und ultrasonogra-
phisch ermittelten Werte wurden mit Hilfe des Software-Programms Excel 97 (Microsoft®,
Corp.) berechnet. Zur Uberprifung von Signifikanzen bei Konzentrations- und GroRenande-
rungen im Jahresverlauf wurde der t-Test fur abhangige Stichproben angewendet. Das Signi-
fikanzniveau wurde bel p<0,05 festgelegt.
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