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Einleitung

1 Einleitung

Das weibliche Endokrinium ist ein komplexes Kommunikations- und Steuerungssystem, das durch ein
zeitlich sehr exaktes Zusammenspiel der Sexualhormone und des zentralen Nervensystems (ZNS)
den Zyklus reguliert. Uber den Hypothalamus wird die Ausschittung des Gonadotropen Releasing
Hormons (GnRH) sowie Synthese und Sekretion von Luteinisierendem Hormon (LH) und
Follikelstimulierendem Hormon (FSH) im Hypophysenvorderlappen (HVL) gesteuert. Die
Gonadotropine LH und FSH sind Glykoproteine, die Uber das Blut zu ihren Zielorganen, den Ovarien,
gelangen. Dort steuern sie die Synthese und Sekretion von Sexualsteroiden, insbesondere das
Estrogen 17-B-Estradiol (E2) und das Gestagen Progesteron (P4). E2 und P4 gelangen tber das Blut
zu ihren Zielorganen Uterus, Cervix, Vagina und Mamma. An den Zielorganen wirken E2 und P4 in
bestimmten Konzentrationsverhaltnissen synergistisch. Durch endokrine Feedback-Mechanismen
(siehe 2.2 Sexualzyklus) kann die Sekretion von LH und FSH durch E2 und P4 gehemmt und somit
der Zyklus reguliert werden [Gartner, R. et al. (2001)].

Synthetische Gestagene werden beim Menschen tberwiegend zur Kontrazeption und Hormon-Ersatz-
Therapie (Hormon-Replacement-Therapy, HRT) sowie fiur die Behandlung gyné&kologischer
Indikationen eingesetzt. Die Mehrheit oraler Kontrazeptiva (OCs) sind Kombinationspraparate aus
Estrogenen und Gestagenen. Fir besondere Indikationen stehen auch Monopréaparate zur Verfligung.
In der Hormon-Ersatz-Therapie werden Gestagene, in der Regel in Kombination mit Estrogenen, zur
Behandlung klimakterischer Beschwerden bei der Frau eingesetzt. Auch fir die Behandlung
gynakologischer Indikationen, wie z. B. der Endometriose oder dem polyzystischen Ovarialsyndrom,

erfolgt die Therapie mit synthetischen Gestagenen.

Im Rahmen der Arzneimittelzulassung von neuen synthetischen Sexualhormonen mussen
praklinische Angaben zur Qualitdt, Wirksamkeit und Sicherheit von neuen Substanzen gemacht
werden. Die europdische Zulassungsbehdrde fur Arzneimittel EMEA (European Agency for the
Evaluation of Medicinal Products) fordert zur Sicherheitsbewertung neuer Substanzen toxikologische
Studien an zwei S&ugetierarten, bei denen jeweils eine Nager- und eine Nicht-Nagerspezies
eingesetzt werden soll (Guideline CPMP/ICH/286/95). Zum jetzigen Zeitpunkt sind Testmodelle von
verschiedenen Nicht-Nagerspezies wie z. B. Hund, Affe sowie Kaninchen etabliert, in denen eine
Vielzahl von Daten ermittelt wird, die zur Charakterisierung toxikologischer Wirkungen von neuen
synthetischen Sexualhormonen beitragen. Primatenspezies stellen fur die Beurteilung von
Gestagenen ein sehr geeignetes Tiermodell dar, sind aber aus Tierschutzgriinden aufgrund ihres
hohen sinnesphysiologischen Entwicklungsgrades nicht im gewinschten Rahmen einsetzbar. Der
Hund zeigt bei der Testung von Sexualsteroiden eine hohe Empfindlichkeit gegeniber Estrogenen,
die sich in der Ausbildung von Tumoren &uBert und ist daher fir diese Substanzklasse sowie fir
Estrogen-/Gestagenkombinationspréaparate nicht ohne weiteres als Modell geeignet [Owen, L. N. et al.
(1976)].
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Das Goéttinger Minischwein (GM) wird, wie Hund, Affe und Kaninchen, ebenfalls als Nicht-
Nagerspezies in toxikologischen Studien verwendet. Bislang wurde dieses Tiermodell jedoch nicht fiir
die Charakterisierung synthetischer Gestagene eingesetzt. Daher sind noch keine Daten verflgbar,
die einen Einsatz des GM fir die Charakterisierung gestagen wirksamer Substanzen rechtfertigen. Fur
die Indikationen Diabetes und Artherosklerose sowie als Modell fir dermatologische
Applikationsformen wird das GM bereits erfolgreich eingesetzt, da viele Organsysteme (z. B. Haut,
Verdauungstrakt, Herz-Kreislauf-System) in Aufbau und Funktion groBe Ahnlichkeit zum Menschen
aufweisen [Mahl, J. A. et al. (2006)]; [Larsen, M. O. et al. (2002)]; [Xi, S. et al. (2004)].

Das GM besitzt einen ca. 21 Tage dauernden Ovarialzyklus, der mit dem Menstruationszyklus der
Frau groBe Ahnlichkeiten aufweist. Dies gilt sowohl fiir die Zykluslange, als auch fiir die
Hormonkonzentrationen von LH, FSH, E2 und P4, die bei Mensch und Tier den Ablauf des
Zyklusgeschehens in ahnlicher Weise dynamisch steuern. Um das GM als Tiermodell far die
Bewertung pharmakologischer Effekte synthetischer Gestagene auf den Reproduktionstrakt zu
verwenden, muss eine Validierung dieses Modells erfolgen. Dazu werden in einer
Methodenentwicklung Endpunkte fur die Beurteilung des Zyklusstandes definiert und an einigen
Tieren Uberpruft. AnschlieBend wird mit einer reprasentativen Referenzsubstanz der Sexualzyklus
durch die Gabe eines synthetischen Gestagens beeinflusst bzw. die Ovulation gehemmt, und es
werden die im Vorfeld definierten Methoden auf ihre Aussagekraft Uberprift. Zur Beurteilung dienen
hierbei u.a. das Verhalten, morphologische Veranderungen am Genital, Hormonspiegel und
histologische Organverdnderungen. Als Referenzsubstanz dient das synthetische Gestagen
Levonorgestrel (LNG), das bereits aufgrund langjahriger Anwendung in der Kontrazeption beim
Menschen sowie durch zahlreiche tierexperimentelle Daten gute Voraussetzungen bietet,

pharmakologische Wirkungen am GM mit denen anderer Spezies zu vergleichen.

Das Ziel dieser Arbeit bestand:

1) in der Ermittlung von Basisdaten, die fir die Charakterisierung des Sexualzyklus des GM
geeignet sind. In einem Vorversuch wurden definierte Untersuchungsmethoden auf ihre Praktikabilitat

und Aussagekraft gepruft, das physiologische Zyklusgeschehen beim GM ,in life“ zu beurteilen.

2) in der Charakterisierung der pharmakologischen Wirkungen von synthetischen Gestagenen
beim GM am Beispiel von LNG. Hierdurch sollte ein Vergleich der (endokrinen) Wirkungen mit
anderen, gut charakterisierten Spezies ermdglicht werden, um so das GM als Tiermodell fir

synthetische Gestagene einsetzen zu kénnen.



Literaturtibersicht

2 Literaturubersicht
2.1 Sexualsteroide und ihre Wirkungsmechanismen

Sexualsteroide sind Hormone, die fur die Regulation des Sexualzyklus verantwortlich sind. lhre
Funktionen im Organismus sind beim S&uger sehr vielféltig. Sie steuern, als ein wichtiger Bestandteil
des endokrinen Systems, Entwicklung, Wachstum, Reproduktion und Verhalten [Lucas, P. C. et al.
(1992)]. Die Synthese erfolgt in speziellen Drisen bzw. Geweben. Je nach Bedarf werden sie
freigesetzt und gelangen mittels des kortikosteroid- oder sexualhormonbindenden Globulins Uber das
GefaBsystem zu ihren Zielorganen, wo sie schon in geringen Konzentrationen ihre Wirkung entfalten

kénnen.

Die Sexualhormone der Keimdrisen und die Korticosteroide der Nebennierenrinde werden als
Steroidhormone bezeichnet. Sie stellen eine wichtige Untergruppe der Hormone des endokrinen
Systems dar und gehen aus einem Teil der Cholesterinbiosynthese hervor. Uber Pregnenolon werden
in den Mitochondrien die mannlichen Sexualsteroide, die Androgene, und die weiblichen
Steroidhormone, die Estrogene und Gestagene, gebildet. Androgene entstehen Uberwiegend in den
Hoden, Estrogene und Gestagene werden grdBtenteils in den Ovarien und wahrend der
Schwangerschaft in der Plazenta synthetisiert [Wahner, M. et al. (1993)]. Der bekannteste Vertreter
der Mineralokorticoide, das Aldosteron, und das Glucokorticoid Cortisol entstehen in der

Nebennierenrinde.

Die Wirkung an den Zielzellen wird durch die Bindung an spezifische Steroidhormonrezeptoren (SR)
hervorgerufen. Im Unterschied zu den Peptid- und Proteohormonrezeptoren sind die
Steroidhormonrezeptoren Uberwiegend im Zytoplasma lokalisiert. Wie in Abbildung 1 schematisch
dargestellt, gelangen die lipophilen Hormone durch Diffusion in die Zelle und binden an den
zytosolischen  Steroidhormonrezeptor. Dieser besteht aus einer N-terminalen, variablen
Aktivierungsdomane, einer C-terminalen Hormonbindungsdoméne sowie einer intermedidren DNA-
Bindungsdoméne [Loffler, G. (1998)]. Im inaktiven Zustand ist der Rezeptor an Hitzeschockproteine
gebunden. Die Hormonbindung fiihrt dazu, dass die Hitzeschockproteine abdissoziieren, der Hormon-
Rezeptor-Komplex eine Konformationsanderung durchlauft und in den Zellkern wandert. Dort erfolgt
nach Dimerisierung und Bindung eines Co-Aktivators die Bindung des Hormon-Rezeptor-Komplexes
an das ,Hormone Responsive Element (HRE) der DNA [Green, S. et al. (1988)]. Dies fuhrt zu einem
veranderten Genexpressionsmuster, indem die Transkription der Targetgene induziert oder
suppremiert wird. AnschlieBend erfolgt die Translation ins Zytoplasma, und die synthetisierten

Proteine 16sen die eigentliche Hormonwirkung aus [Gartner, R. and Haen, E. (2001)].
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Gestagene koénnen selektiv an ihren spezifischen Rezeptor und nichtselektiv auch an andere
Steroidrezeptoren binden und zuséatzliche Wirkungen entfalten (siehe Tabelle 2). Die durch diese
Bindung hervorgerufenen Effekte werden bei Agonisten als gestagene, androgene, estrogene,
mineralocorticoide oder glucocorticoide Partialwirkungen, bei Antagonisten entsprechend als
antigestagene, antiandrogene, antiestrogene, antimineralocorticoide oder antiglucocorticoide
Partialwirkungen bezeichnet [Edgren, R. A. (1994)]; [Rupprecht, R. et al. (1993)].

Da es sich bei den Steroidhormonen um eine lipophile Hormonklasse handelt, wird die Wirkung, wie
bereits oben beschrieben, Uberwiegend durch die Bindung an den Steroidhormonrezeptor im
Zytoplasma und Uber den Einfluss auf die Transkription/Translation hervorgerufen. Es kdnnen aber
auch nicht-genomische Hormonwirkungen Uber second messenger Systeme ausgelést werden.
Hierbei wird durch die Bindung an einen membranstandigen Rezeptor die Membranpermeabilitat fur
verschiedene lonen (Na‘, CI, K') verandert und somit eine schnelle nicht-genomische Wirkung
ermoglicht [Mahesh, V. B. et al. (1996)].

/ Gmerisierung \\

Co-Aktivator
@3 SR SR || SR
¢ O 2 - |~
Hormon E@

HSP Dissoziation SRE Targetgen

\ZELLKERN Transklnptlon J
v

Translation

\ o )

Abbildung 1: Schematische Darstellung des zellularen (genomischen) Wirkungsmechanismus
von Steroidhormonen uber den Steroidhormonrezeptor. HSP — Hitzeschockprotein,
SR — Steroidrezeptor, SRE — Steroidhormone Responsive Element.
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2.2 Sexualzyklus

Die Synthese und Sekretion der weiblichen Sexualsteroide werden bei Saugern durch die
Gonadotropine FSH und LH reguliert und kontrolliert. FSH und LH sind Glykoproteine, die in den
basophilen Zellen der Adenohypophyse synthetisiert werden. lhre Synthese, Speicherung und
Sekretion wird durch das Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH) reguliert (siehe Abbildung 2), das
in den Nervenzellen der Area preoptica und des Nucleus arcuatus im Hypothalamus produziert wird.
Uber die Endfasern der Neurone, die im Bereich der Eminentia mediana enge Beziehungen zum
Kapillarnetz der zum Hypophysenvorderlappen fihrenden PortalgefaBe aufnehmen, werden die
Neurohormone freigesetzt und vom Portalblut direkt in die Adenohypohypophyse transportiert [Décke,
F. (1994)]; [Oettel, M. (1996)]. GnRH wird pulsatil freigesetzt, wobei sich Frequenz und Amplitude im
Verlauf des Zyklus &ndern. FSH und LH, ebenfalls pulsatii sezerniert, gelangen von der
Adenohypophyse Uber das Blut zu ihren Zielzellen bzw. Zielgeweben, welche bei der Frau im Ovar
lokalisiert sind.

Releasing-
Hypothalamus /Hormone

ve

Portalvenen
Hypophysenstiel

Adenohypophyse

Neuro-
hypophyse
Vasopressin LH
Oxytocin FSH
Abbildung 2: Funktionsschema von Hypothalamus und Hypophyse nach Oettel, 1996.

LH - Luteinisierendes Hormon, FSH - Follikelstimulierendes Hormon.
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Durch die Bindung von GnRH an den GnRH-Rezeptor in der Zellmembran einer gonadotropen Zelle
wird neben der Synthese und Sekretion von FSH und LH die Zelle fir GnRH sensibilisiert. Bindet das
nachste GnRH Molekil an seinen Rezeptor, wird vermehrt FSH und LH sezerniert. Diese
Sensibilisierung der Adenohypophyse besitzt entscheidende Bedeutung bei der plétzlichen
Freisetzung von hohen LH-Konzentrationen, die zur Ovulation fuhren, erfordern jedoch einen

ausreichenden E2-Spiegel in der Adenohypophyse.

In der friihen Follikelphase ist die E2-Konzentration niedrig und es wird nur eine geringe Menge von
FSH und LH gespeichert und sezerniert. Mit ansteigender E2-Konzentration werden zunehmend FSH
und LH in Form von Granula in den Zellen gespeichert, die Sekretion bleibt hiervon jedoch weitgehend

unberuhrt.

In der weiteren Follikelphase werden die gonadotropen Zellen durch die ansteigende E2-
Konzentration fir GnRH sensibilisiert, gleichzeitig nimmt auch die Zahl der GnRH-Rezeptoren zu.

Durch GnRH wird nun die Sekretion der gespeicherten Granula geférdert.

Durch die fortschreitende Follikelreifung wird die E2-Konzentration erhoht, gleichzeitig steigen auch
Frequenz und Anzahl der GnRH-Pulse an. Im heranreifenden Follikel wird neben E2 auch Inhibin
produziert. Gemeinsam hemmen E2 und Inhibin die FSH-Sekretion (negativer Feedback) aus der
Adenohypophyse, wahrend die LH-Sekretion ungehemmt bleibt (positiver Feedback), es kommt zum
préovulatorischen LH-Peak [Engelhardt, W. v. et al. (2005)].

FSH reguliert im Zusammenspiel mit LH den ovariellen Zyklus. Durch die Sekretion von FSH werden
das Wachstum und die Differenzierung von pra- und antralen Follikeln im Ovar bewirkt. Hat ein Follikel
das gonadotropinreaktive Entwicklungsstadium erreicht, besitzen seine Granulosazellen FSH-
Rezeptoren und Zellen der Theca interna LH-Rezeptoren. Die FSH-Konzentration steigt gegen Ende
der follikularen Phase an und erreicht 2 bis 3 Tage vor der Ovulation ihren maximalen Wert. Unter
dem Einfluss von LH synthetisieren die Thecazellen der ovariellen Follikel Androgene. In der
Granulosazellschicht der Follikel wird unter dem Einfluss von FSH durch Stimulation der Aromatase
das Testosteron der Thecazellen zu E2 metabolisiert [Reichert, L. E. (1999)]. E2 fuhrt am Ovar zur

Reifung der Follikel sowie an Uterus und Vagina zur Proliferation der Schleimhaut.

Die Zahl der FSH-Rezeptoren ist zu diesem Zeitpunkt zwar begrenzt, jedoch wird durch die
estrogenbedingte Erhéhung der Granulosazellzahl des heranreifenden Follikels indirekt auch die
Anzahl der FSH-Rezeptoren im Follikel erhéht. Die Vermehrung der Granulosazellen bewirkt eine
Erhéhung der E2-Synthese und -Sekretion, die wiederum das Einsprossen von BlutgefaBen in die
Thecazellschicht begunstigt. Auf diese Weise wird der Follikel besser mit Blut und daher auch mit FSH
und E2 versorgt. Im Hypophysenvorderlappen wird durch eine negative Ruckkopplung von E2 im
Zusammenspiel mit Inhibin die FSH-Freisetzung reduziert. Der Follikel setzt sich von seinen

Konkurrenzfollikeln ab.
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In der spaten Phase der Follikelreifung induziert E2 die Ausbildung von LH-Rezeptoren an den
Granulosazellen und ermoglicht dem Follikel auf diese Weise, auf den ovulationsauslésenden LH-
Peak zu reagieren [Ferin, M. (1999)]; [Docke, F. et al. (1965)]; [Brinkley, H. J. (1981)].

LH bindet an die Rezeptoren der Granulosa- und Thecazellen, wodurch eine Reihe von
Enzymkaskaden aktiviert werden, die die Ovulation auslésen. Die Granulosa- und Thecazellen des
Follikels werden zu groBen und kleinen Luteinzellen des Corpus luteum (CL) umgewandelt [Brinkley,
H. J. (1981)]. Die Basalmembran, die sich zwischen der vaskularisierten Thecazellschicht und der
gefaBlosen Granulosazellschicht befindet, wird aufgelést. Durch die entstehenden Licken wandern
Blutzellen ein, die von Fibroblasten gefolgt werden. Der auf diese Weise gebildete Gelbkdrper
sezerniert jetzt P4, das die ersten Tage nach der Ovulation unabhangig von den
Regulationsvorgangen des Hypophysenvorderlappens synthetisiert wird. Progesteron bt einen
negativen Feedback auf die GnRH-Sekretion des Hypothalamus aus, indem die Frequenz der Pulse
und die basale GnRH-Ausschittung reduziert werden. Findet keine Befruchtung und Implantation
einer Eizelle statt, bildet sich das CL unter Einfluss von Prostaglandin F2o. nach ca. 14 Tagen zurlck
und es kommt =zur Luteolyse. Die Luteinzellen werden apoptotisch, sodass die

Progesteronkonzentration im Blut stetig abfallt [Engelhardt, W. v. and Breves, G. (2005)].
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‘ Neuraler GnRH
Input A ﬁ/
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Abbildung 3: Schema der neuroendokrinen Regulation des Sexualzyklus. GnRH - Gonadotropes

Releasing Hormon, FSH - Follikelstimulierendes Hormon, LH - Luteinisierendes
Hormon, E2 - 17-B-Estradiol, P4 - Progesteron.
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2.3 Pharmakologie der Gestagene

Progesteron ist das natirliche, tberwiegend im Ovar gebildete Gestagen, das eine zentrale Rolle im
ovariellen Zyklus, bei der Implantation der befruchteten Eizellen und bei dem erfolgreichen Fortgang
der Schwangerschaft spielt. Als synthetische Gestagene werden Substanzen bezeichnet, die die
Funktion des kérpereigenen P4 nachahmen, eine Transformation des Endometriums hervorrufen und

die Schwangerschaft aufrecht erhalten kénnen.

Progesteron ist maBgeblich an der Regulation der Uterusfunktion wahrend des Zyklus beteiligt, indem
es die Proliferation und Dezidualisierung steuert. Fir die Entwicklung der Dezidua und die
Implantation sind hohe Progesteronspiegel notwendig, damit eine Schwangerschaft durch die
Stimulation des uterinen Wachstums aufrecht erhalten werden kann. Bislang sind nicht alle
Mechanismen dieses umfangreichen Prozesses geklart. Es zeigt sich aber, dass P4 die
Zellproliferation im Uterus, abhéngig von Zelltyp und Zyklusstand, sowohl hemmen als auch
stimulieren kann und eine wesentliche Rolle bei der Zelldifferenzierung spielt [Clarke, C. L. et al.
(1990)]; [Savouret, J. F. et al. (1990)]; [Demers, L. M. et al. (1977)]; [Shapiro, S. S. et al. (1980)].

Fast alle gestagen Wirkungen werden durch ein Zusammenspiel von Gestagenen und Estrogenen
ausgel6st, wobei das AusmaB und die Wirkungsstarke vom Verhdaltnis bestimmt werden. Das
physiologische E2:P4-Verhaltnis bei der Frau betragt ca. 1:80 [Oettel, M. (1996)].

Der Progesteronrezeptor (PR) ist bei der Frau in verschiedenen Zellen des ovariellen Follikels sowie
im Gelbkérper nachweisbar [Suzuki, T. et al. (1994)]. Dies lasst vermuten, dass P4 auch an der
Regulation der Ovulation beteiligt ist. Studien an PR-Knock-out Mausen bestatigen, dass diese Mause
trotz mehrerer praovulatorischer Follikel keine Ovulation zeigen [Lydon, J. P. et al. (1995)].

An der Cervix verhindert Progesteron das Eindringen der Spermien in den Uterus, indem es die
Viskositdt des Cervialsekretes erhoht. Eine weitere Wirkung liegt in der Unterdrickung der
Kontraktilitit des Myometriums wahrend der Schwangerschaft. Dieser Mechanismus ist auf den
Einfluss von P4 auf die intrazellulédre Kalziumkonzentration und die Spiegel von Prostaglandin, Relaxin
und Oxytocin zurlickzufihren. Eine erhéhte intrazelluldare Kalziumkonzentration fuhrt zu einer
vermehrten Kontraktion des Myometriums. Durch die von P4 hervorgerufene Induktion und Sekretion
von Calcitonin wird der Kalziumspiegel im Uterus gesenkt und dadurch die Kontraktionsféhigkeit des
Uterus herabgesetzt [Ding, Y.-Q. et al. (1994)]. Dartber hinaus verringert P4 die Konzentrationen von
Prostaglandin F2o. und Prostaglandin E im Endometrium wahrend der Schwangerschaft und in der
lutealen Phase des Zyklus. Dadurch wird die E2-stimulierende Wirkung von Prostaglandin F2a auf
das Endometrium gehemmt [Abel, M. H. et al. (1980)]. Die Prostaglandinwirkungen kénnen direkt tGber
den Prostaglandinrezeptor und indirekt uber den Oxytocinrezeptor hervorgerufen werden, dessen
Expression durch Steroidhormone reguliert wird. Beispielsweise wird die Anzahl der Oxytocin-
Rezeptoren im Uterus ovarektomierter Sauen durch Progesterongabe reduziert [Sheldrick, E. L. et al.
(1993)].
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Die wichtigste Rolle von P4 in der Brustdrise ist die Ausbildung und Entwicklung lobulér-alveolarer
Strukturen wahrend der Schwangerschaft [Topper, Y. J. et al. (1980)]. Dies geschieht synergistisch mit
E2 und Prolaktin. Vor der Geburt unterdriickt P4 die Synthese von Milchprotein [Graham, J. D. et al.
(1997)1.

Im Gehirn sind die Sexualsteroide an der Kontrolle spezifischer Funktionen sowie dem
Sexualverhalten beteiligt. Hierzu zahlt z. B. das sexuelle Duldungsverhalten bei Saugetieren zum
Zeitpunkt der Ovulation, das durch die Feedback-Mechanismen des neuroendokrinen Kreislaufs
gesteuert wird. Die Expression des PR in der Area preoptica und im ventralen Hypothalamus korreliert
mit dem E2- bzw. E2/P4-induzierten Duldungsverhalten [Parsons, B. et al. (1980)].

2.4 Pharmakologische Testmodelle zur Charakterisierung von Gestagenen

Fur die Ermittlung pharmakologischer Wirkungen stehen verschiedene spezies-spezifische
Testsysteme in etablierten Spezies zur Verfligung. Als Nager wird Uberwiegend die Ratte eingesetzt,
wéahrend bei den Nicht-Nagern Kaninchen, Hund und Affe Verwendung finden. In diesen Modellen
wird die Wirksamkeit von Substanzen in den entsprechenden Zielgeweben und Zielzellen
nachgewiesen, die fir eine weitere Entwicklung und geplante Anwendung am Menschen erforderlich
ist. Die gebrauchlichsten Modelle fir den Nachweis einer gestagenen Wirkung sind im Folgenden

aufgefihrt.

Die Wirksamkeit von Gestagenen auf die Graviditat wird in einer Testreihe mit ovarektomierten Ratten
untersucht. Dabei werden trachtige Ratten am 8. Tag der Tragzeit ovarektomiert und tber 10 Tage mit
einem Gestagen und Estrogen behandelt. An Tag 18 der Tragzeit wird die Anzahl der lebensfahigen
Feten ermittelt. Dieser Test ist fiir die Bestimmung der Gestagenaktivitat anerkannt und zeigt, ob und
in welchem MaB eine natlrliche Progesteronwirkung substituiert werden kann [Sitruk-Ware, R.
(2004)]; [Corbin, A. et al. (1998)].

Ein weiterer Test an der Ratte ist der Ovulationshemmtest, der die Wirkung von Gestagenen auf den
Sexualzyklus untersucht. Um eine Ovulationshemmung hervorzurufen, werden die Tiere Uber einen
oder mehrere Zyklen mit einem Gestagen behandelt. In Abhangigkeit von der Wirkungsstarke und
Dosis wird die Sekretion von LH im Plasma vermindert, die Unterbrechung der Progesteronssynthese
und ein reduziertes Follikelwachstum durch die Gonadotropinhemmung in der Hypophyse
hervorgerufen [Beattie, C. W. et al. (1975)].
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Die Wirksamkeit von Gestagenen auf das Endometrium lasst sich gut am Kaninchen untersuchen
[Hillesheim, H. G. et al. (1989)]. In diesem Gestagentest, der als Clauberg-Test bekannt ist, werden
pramature Kaninchen Uber 5 Tage mit einem Gestagen behandelt, nachdem sie zuvor 6 Tage mit
Estrogen geprimt wurden. Der McPhail-Index bezeichnet den Grad der Driisenveranderungen im
Endometrium und gibt einen Wert fir den Grad der Transformation auf einer Skala von 0-4 (keine bis
maximale Transformation). Ein Wert von mindestens 1,5 wird als Hinweis fir gestagene Wirkung
angesehen [Corbin, A. and Gast, M. (1998)].

Ein weiteres Tiermodell fir die Erforschung und den Vergleich von Gestagen-, Antigestagen- und
Estrogenwirkungen ist der Cynomolgus Affe. Durch die nahe Verwandtschaft der subhumanen
Primaten zum Menschen bestehen groBe Ahnlichkeiten bei der Regulation des Sexualzyklus und im
Aufbau des Endometriums. Auf diese Weise kdénnen die Mechanismen und die Wirksamkeit
verschiedener Sexualhormone im Hinblick auf die Zykluskontrolle und Ovulationshemmung am Affen
beurteilt und fur einen Vergleich mit der Frau herangezogen werden. Besonders geeignet sind hierfur
Parameter wie z. B. die Serum-/Plasmakonzentrationen der Sexualhormone, Veranderungen in der
Hypophyse, Ausbleiben der Mensis, Wachstum der Follikel, Ausbildung von Gelbkérpern und die
histologische Untersuchung des Uterus, insbesondere des Endometriums [Glnzel, P. et al. (1989)];
[Ishwad, P. C. et al. (1993)]; [Puri, C. P. et al. (1987)]; [Heikinheimo, O. et al. (1996)]; [van Uem, J. F.
H. M. et al. (1989)].

2.5 Synthetische Gestagene und ihre Anwendungsgebiete

Estrogen-Gestagen-Praparate werden in Kombinations- oder Einphasenpraparate, abgestufte
Kombinationspraparate und Sequential- oder Zweiphasenpraparate eingeteilt. Bei Kombinations- oder
Einphasenpraparaten ist die Estrogen-Gestagen-Dosierung von Zyklustag 1 bis 21 (22) konstant,
anschlieBend werden flir den Rest des Zyklus Pillen ohne hormonell wirksame Substanzen (Plazebos)
eingenommen. Einphasenpréparate sind Vertreter der klassischen Pille. Bei abgestuften
Kombinationspraparaten werden Zwei- und Dreistufenpraparate unterschieden. Zweistufenpraparate
enthalten in der ersten Phase des Zyklus eine geringere Gestagendosis, in der zweiten Phase eine
héhere, die mit einer konstanten Estrogendosis kombiniert ist. Bei Dreistufenpraparaten wird die
Gestagenmenge, teilweise auch die Estrogenmenge, von der ersten bis zur dritten Phase stufenweise
verandert. Sequential- oder Zweiphasenpraparate enthalten in den ersten 6 bis 7 Tagen nur Estrogen
und in den folgenden 15 Tagen eine Estrogen-Gestagenkombination &hnlich Einphasenpraparaten
[Taubert, H. D. et al. (1981)].

11
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Die Minipille ist ein reines, niedrig dosiertes Gestagenpraparat. Sie wird Uber die Gesamtlange des
Zyklus eingenommen und enthalt 30 ug eines Gestagens. Die geringe Gestagendosis reicht fir eine
zuverlassige Ovulationshemmung nicht aus. Die kontrazeptive Wirkung wird u. a. auch durch die
Veranderung des Cervixsekrets erreicht, die das Eindringen befruchtungsfahiger Spermien in den
Uterus verhindert. Die Einhaltung eines strengen 24-Stunden-Rhythmus bei der Einnahme ist deshalb
im Gegensatz zu den Kombinationspréparaten sehr wichtig, eine Verschiebung von 2 bis 4 Stunden
kann bereits den Verlust der Wirksamkeit zur Folge haben [Lachnit, U. (1971)].

Die Menopause der Frau wird als permanentes Ausbleiben der Menstruation als Folge eines Verlustes
der Hormonbildung durch die Ovarien definiert (Deutsche Menopause Gesellschaft). Durch die
verminderte Hormonproduktion, insbesondere durch Estrogenmangel, treten vermehrt anovulatorische
Zyklen und eine Reihe von Beschwerden auf. Hierzu gehdéren neben Hitzewallungen,
Schlafstérungen, SchweiBausbriiche sowie urogenitalen Veradnderungen, wie z.B. Atrophie der
Vaginal- und Uterusschleimhaut, Auswirkungen auf das Herz-Kreislauf- und das Verdauungssystem.
Sehr bedeutende und weitreichende Folgen des Estrogenmangels zeigen sich haufig in
postmenopausal auftretender Osteoporose [O'Connell, D. et al. (1998)]. Mit zunehmender Dauer der

Postmenopause pragt sich diese Symptomatik weiter aus.

Die Behandlung klimakterischer Symptome wird mit der exogenen Gabe von Hormonen (Hormon-
Ersatz-Therapie) behandelt. Je nach Indikation werden Estrogen- oder Estrogen-Gestagen-Préparate
eingesetzt. Bei vorhandenem Uterus ist das Risiko einer Endometriums-Hyperplasie durch eine
ausschlieBliche Verabreichung von Estrogen erhéht, weshalb hierfir Kombinationspraparate
eingesetzt werden, die eine regelmaBige Menstruation (Entzugsblutung) auslésen. Bei
hysterektomierten Frauen ist die Gabe von Kombinationspraparaten folglich nicht angezeigt.

Neben den oben beschriebenen Anwendungsgebieten gibt es weitere gynakologische Erkrankungen,
bei denen Estrogen-Gestagen Kombinationspraparate oder Gestagenmonopréparate zur Behandlung

verabreicht werden. Hierzu zahlt u. a. die Endometriose.

Abhéngig von ihrer chemischen Struktur lassen sich die synthetischen Gestagene in
19-Nortestosteronderivate, 170-OH-Progesteronderivate, 19-Norprogesteronderivate und
170-Spirolacton-Derivate einteilen [Rowlands, S. (2003)]. Bei den 19-Nortestosteronderivaten werden

zwei Gruppen, die Estrane und Gonane unterschieden. Zu den Estranen gehéren Norethisteron und
Dienogest, den Gonanen werden Levonorgestrel, Desogestrel, Gestoden und Norgestimat

zugerechnet (siehe Tabelle 1).
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Tabelle 1: Biochemische Klassifizierung der Gestagene [Rowlands, S. (2003)].

Derivate des 19-Nortestosteron Derivate des Derivate des Derivate des
17a-OH-Progesteron [ 19-Norprogesteron | 17a-Spirolacton
Estrane Gonane Pregnane
Norethisteron Levonorgestrel Medroxyprogesteron Nomegestrol Drospirenon
Dienogest Desogestrel Cyproteron Nestoron
Gestoden Trimegeston
Norgestimat

Dienogest gehoért aufgrund seiner Struktur zur 19-Norethisteron-Familie der Testosteronderivate und
besitzt antiandrogene Partialwirkungen. Diese betragen ca. 40% der antiandrogenen Wirkung des
Cyproteronacetat, dem starksten bekannten Gestagen mit antiandrogenen Eigenschaften [Teichmann,
A. (2003)]. In Kombination mit Ethinylestradiol wird es zur Kontrazeption und in Verbindung mit E2 zur
HRT eingesetzt. Durch seine antiandrogene Wirkung kann es auch zur Linderung von Akne sowie zur
Herabsetzung der Talgdrisenproduktion verwendet werden. Bei der Behandlung postmenopausaler
Symptome zeigt es vergleichbare Wirkung mit der Gabe von Norethisteronacetat und E2, wobei Uber
eine Behandlungsdauer von 12 Monaten die Zahl der Zwischenblutungen nach Applikation von
Dienogest signifikant geringer war [Graser, T. et al. (2000)].

Gestoden gehort, wie Levonorgestrel, zur Gruppe der Gonane der Testosteronderivate, die starke
gestagene Wirkungen besitzen. In Kombination mit E2 kdénnen sie in geringen Dosierungen zur
Kontrazeption eingesetzt werden und eine unnétig hohe Steriodbelastung vermeiden. Zusétzlich

weisen alle in Tabelle 1 genannten Gonane androgene Partialwirkungen auf.

Cyproteronacetat ist ein Pregnan und gehdrt zu den 17-Progesteron-Derivaten. Es zeigt sehr stark
ausgepragte antiandrogene Partialwirkungen und wird daher neben der Kontrazeption und der HRT
bei androgenabhangigen Krankheiten der Frau wie Virilisierung, vermehrte Talgdrisenproduktion

sowie Akne eingesetzt.

Die 19-Norprogesteronderivate werden auch als reine Gestagene bezeichnet, da diese wesentlich
selektiver an den PR binden. Die Affinitit vom Trimegeston zum PR ist gréBer als die von
Medroxyprogesteron, Levonorgestrel oder Norethisteron. Die androgenen, glukokortikoiden und
mineralokortikoiden Partialwirkungen sind aufgrund der Selektivitat deutlich geringer ausgepragt. ,/n
vivo® zeigt es eine starke Progesteron-Aktivitdt. Am Endometrium des Kaninchens ist die
Drusenausbildung 60-fach héher als bei Medroxyprogesteron und Norethisteron [Winneker, R. C. et
al. (2003)].
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Drospirenon ist ein Gestagen mit antimineralokortikoider Wirkung. Die Affinitdt zum Mineralokortikoid-
Rezeptor ist 5-fach hoher als die von Aldosteron. Zusatzlich weist es 30% der antiandrogenen
Wirkung von Cyproteronacetat auf [Elger, W. et al. (2003)]; [Krattenmacher, R. (2000)]. Eingesetzt
wird Drospirenon zur Kontrazeption und zur HRT. Durch seinen antimineralokortikoiden Effekt besitzt
es einen groBen Vorteil gegenuber den meisten anderen Gestagenen, indem es der estrogen-
bedingten Wassereinlagerung im Kérper entgegenwirkt und eher zur Reduzierung als zur Zunahme
des Koérpergewichts fuhrt [Oelkers, W. et al. (1995)].

Tabelle 2: Pharmakodynamische Eigenschaften verschiedener Gestagene [Muhn, P. et al. (1995)].

Hormon Progesteron- |Glukokortikoide| Androgene Antiandrogene Arlltc:z;:gir:;o'
Aktivitat Aktivitat Aktivitat Aktivitat L
Aktivitat
Progesteron + - - + +
Drospirenon + - + +
Cyproteronacetat + (+) - + -
Medroxyprogesteronacetat + - + -
Norethisteron + - + -
Levonorgestrel + - + -
Desogestrel + - + -
Gestoden + - + (+)
Norgestimat + - + -

(+) vernachlassigbare Aktivitat bei therapeutischer Dosis, + Aktivitat, - keine Aktivitat

14



Literaturtibersicht

2.6 Levonorgestrel

Levornorgestrel (LNG) ist ein 19-Nortestosteronderivat und gehért zur Gruppe der Gonane. Bei oraler
Gabe betragt die Bioverfligbarkeit von LNG bei der Ratte 9%, beim Kaninchen 63%, beim Hund 22%
und beim Menschen 87% [Humpel, M. (1989)]; [Dusterberg, B. et al. (1981)]. Es besitzt androgene
Partialwirkungen und ist in einer Reihe von Préparaten fur die Anwendung beim Menschen
zugelassen. So wird es bei der Frau Uberwiegend zur Behandlung pra-, peri- und postmenopausaler
Beschwerden, zur Kontrazeption und Notfallkontrazeption eingesetzt. Aufgrund seiner ausfihrlichen
Charakterisierung bei Mensch und Tier sind von LNG zahlreiche Daten von verschiedenen Spezies
und vom Menschen verfugbar. Seine chemische Bezeichnung lautet D-17alpha-ethinyl-13-ethyl-
17beta-hydroxy-4-gonen-3-on. Die Struktur des Molekdils ist in Abbildung 4 dargestellit.

Abbildung 4: Strukturformel von Levonorgestrel

Endokrine und reproduktionspharmakologische Eigenschaften von LNG sind anhand von Studien an
Kaninchen, Ratten und Ma&usen belegt worden. Hierbei zeigte sich eine ausgepragte
fertilititshemmende Wirkung, die durch Bindung von LNG an den PR hervorgerufen wird. LNG fuhrt
zur  Transformation des Endometriums und halt die Graviditdt in ovarektomierten,
estrogensubstituierten Ratten aufrecht. Im Sexualzyklus kann es, durch Hemmung des
praovulatorischen LH-Peaks, die Ovulation hemmen [Corbin, A. and Gast, M. (1998)].
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Als Basis fur eine Dosisauswahl steht bereits eine Reihe tierexperimenteller Daten zur Verfligung. In
einer Ovulationshemmstudie mit 4-t&giger subkutaner Applikation wurde in der Ratte mit einer Dosis
von 0,1 mg/Tier/Tag bei 100% der Tiere die Ovulation gehemmt, mit 0,03 mg/Tier/Tag bei 60% der
Tiere und mit 0,01 mg/Tier/Tag bei 20% der Tiere. Dies entspricht jeweils einer Dosis von ca.

0,5 mg/kg/Tag, 0,15 mg/kg/Tag und 0,05 mg/kg/Tag. Die Daten sind in Tabelle 3 zusammengefasst.

In einer 26-wdchigen, systemischen Vertraglichkeitsprufung beim Hund waren ab einer Dosierung von
0,05 mg/kg/Tag aufwarts bei oraler Applikation bereits Wirkungen auf den Reproduktionstrakt zu
beobachten (Ausbleiben des Zyklus, vermehrte R&tung/Schwellung der Klitoris, Fehlen von

Gelbkérpern). Vergleiche hierzu Tabelle 3.

Beim Affen traten in einer 12-wdchigen, systemischen Vertraglichkeitsprifung ab 0,005 mg/kg/Tag bei
oraler Verabreichung unregelmaBige Menstruationsblutungen auf, ab 0,05 mg/kg/Tag stieg die Zahl

der atretischen Follikel (siehe Tabelle 3).

Tabelle 3: Gestagene Wirkungen bei verschiedenen Spezies [Disterberg, B. (1981)], [Himpel, M.

et al. (1978)], Altrenogest — Daten [Dutta, C. et al. (1990)].

Spezies [ mg/Tag| mg/kg/Tag [ Appl. |BV [%]] Wirkung
LNG
0,1 0,5 Ov. hemmung bei 100 % der Tiere
Ratte (2009) 0,03 0,15 s.C. 100 |Ov. hemmung bei 60 % der Tiere
0,01 0,05 Ov. hemmung bei 30 % der Tiere
Hund i 0,05 p.0. 22 Ausblg'iben des Zyklus, Fehlen von
Gelbkérpern
- 0,05 Erhdhte Anzahl atretischer Follikel
Affe p.o. 9 UnregelméaBige Menstruations-
- 0,005
blutungen
Mensch 0,05 0,001 p.o. 87 [Ov. hemmung
Altrenogest
Auftreten der Brunstanzeichen 5-7
Minischwein 15 ) o ~___|Tage nach Behandlungsende
i 0044 p-0. _ |Auftreten der Brunstanzeichen ca. 1
’ Woche nach Behandlungsende

LNG — Levonorgestrel, BV — Bioverfugbarkeit, Ov. — Ovulation, p.o. — per 0s, s.c. — subcutan

In der Veterinarmedizin wird Allyl Trenbolon (Altrenogest®), ein Derivat des 19-Nortestosterons, zur
Estrus- bzw. Brunstsynchronisation, insbesondere beim Schwein eingesetzt. Dabei steht die
Ovulationsinduktion prapuberaler und Synchronisation puberaler Sauen im Vordergrund [Baker, R. D.
et al. (1973)]; [Baker, R. D. et al. (1968)]; [Downey, B. R. et al. (1994)]; [Knox, R. V. et al. (2000)];
[Knox, R. V. et al. (1999)]. Bei taglicher Gabe von 15 mg/Tier/Tag uber 14 Tage wurde durch die
Hemmung der Gonadotropinsekretion der Zyklus unterbrochen. Erst 5-7 Tage nach Ende der
Behandlung setzte bei allen Tieren der Estrus ein [Diehl, J. R. et al. (1986)]. So kénnen die

Besamungs- und Aufzuchtzeitrdume in der Schweineproduktion zentral gesteuert werden.
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2.7 Das Gottinger Minischwein

Beim Goéttinger Minischwein (GM) handelt es sich um eine Kreuzung zwischen Minnesota
Minischwein, Viethamesischem Minischwein und der deutschen Landrasse. Diese Kreuzung wurde
von 1960 bis 1964 im Institut fur Tierzucht und Haustiergenetik der Universitat Géttingen entwickelt
[Glodek, P. (1986)].

Mit dieser Rasse sollte ein Tiermodell geschaffen werden, das bei ausgewachsener GréBe klein und
leicht handhabbar ist, sowie aufgrund des Kérpergewichts geringere Substanzmengen benétigt als
das Hausschwein. GroBe Ahnlichkeiten mit dem Menschen bestehen im Bereich Anatomie und
Physiologie [Bustad, L. K. (1966)]. Fir chirurgische Grundtechniken, sowie fir pharmakologische,
pharmakokinetische und verschiedene toxikologische Untersuchungen wird das Minischwein bereits
verwendet, da sich im Gegensatz zu anderen Spezies vielfaltige anasthetische Méglichkeiten, haufige
Probennahmen und hohe Qualitatsstandards bei einfachen Haltungsbedingungen realisieren lassen
[Witkamp, R. F. et al. (1998)]; [Lehmann, H. (1998)]; [Mortensen, J. T. et al. (1998)]. In
reproduktionstoxikologischen Untersuchungen ist das Minischwein, trotz seiner relativ langen Tragzeit
von ca. 114 Tagen, der WurfgréBe von 5-6 Tieren bei primiparen und 6-8 bei multiparen Sauen, der
frihen Geschlechtsreife und der einfachen Ziichtung, eine mdgliche Alternative zu Affen [Damm
Jorgensen, K. (1998)]. Mit einem Geburtsgewicht von 350-400 g sind die Eber nach 3-4 Monaten, die
Sauen nach 4-5 Monaten geschlechtsreif und wiegen in Abh&ngigkeit von der Futterung zu diesem
Zeitpunkt zwischen 6-8 bzw. 7-9 Kilogramm [Glodek, P. (1986)]; [Bollen, P. et al. (1997)].

GMe besitzen einen polyestrischen, asaisonalen Ovarialzyklus, dessen Einsetzen u.a. von Faktoren
wie Zuchtlinie, Rasse, aber auch Haltungsbedingungen und Futterung abhangig ist [Wiggins, E. L. et
al. (1950)]; [Christenson, R. K. et al. (1979)]. Die Zykluslange betragt 21 + 3 Tage und wird in Estrus
(Tag 1 bis 3), Postestrus (Tag 4 bis 6), Di-/Interestrus (Tag 7 bis 19) und Proestrus (Tag 19 bis 21)
eingeteilt [Holtz, W. et al. (1973)].

Zum Zyklus der Frau bestehen Parallelen im Verlauf der Hormonkonzentrationen, allerdings ist die
Benennung der Zyklustage unterschiedlich. DefinitionsgemaB wird der erste Tag der
Menstruationsblutung bei der Frau als Tag 1 des Zyklus bezeichnet, die Zykluslange betragt
durchschnittlich 28 Tage. Die Ovulation ereignet sich an Tag 14/15, hierbei ist meistens nur ein
dominanter Follikel an einem der beiden Ovarien betroffen. Beim Schwein ist Zyklustag 1 der Tag, an
dem die Sau zum ersten Mal Paarungsbereitschaft signalisiert und den Duldungsreflex zeigt [Signoret,
J. P. (1970)]; [Soede, N. M. et al. (1997a)]; [Soede, N. M. et al. (1997b)]. Die Ovulation folgt ein bis
zwei Tage spater, die Ovulationsrate liegt durchschnittlich bei 14-18 Eizellen pro Brunst [Damm
Jorgensen, K. (1998)]; [Holtz, W. et al. (1999)]; [Holtz, W. (1996)]. Wahrend des Proestrus/Estrus ist
bei weiblichen Schweinen durch einen héheren E2-Spiegel eine Rétung und Schwellung der Vulva zu
beobachten [Eliasson, L. (1989)]; [Soede, N. M. and Kemp, B. (1997b)]; [Kilgour, R. J. et al. (1994)];
[Barbe, C. et al. (2004)]. Wahrend des Estrus kommt es zu Vaginalschleimbildung [Schilling, E. et al.
(1964)].

17



Literaturtibersicht

Unter dem Einfluss der stdndig wechselnden Hormonkonzentrationen wurden auch bei Schweinen
zyklische Veranderungen der Vaginalzytologie beobachtet. [Branscheid, W. et al. (1988)]; [Holtz, W.
and Smidt, D. (1973)]; [Rodgers, J. B. et al. (1993)].

In Abbildung 5 ist eine Gegenuberstellung der Zyklen von Schwein und Mensch anhand einiger
Parameter zu sehen. In beiden Fallen kommen die Gonadotropine FSH und LH als Gonaden-

stimulierende Proteohormone vor, die Uber cAMP die Biosynthese der Sexualhormone induzieren.
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Abbildung 5: a: Hormonkonzentrationen wéhrend des Ovarialzyklus beim Schwein modifiziert nach
van de Wiel et al., 1981 mit Ubersicht der Zyklusphasen und Ereignisse an Ovar und

Uterus.

b: Hormonkonzentrationen wahrend des Menstruationszyklus bei der Frau sowie
Ereignisse an Ovar und Uterus [Wilson, C. A. et al. (1992)].

LH — Luteinisierendes Hormon, FSH — Follikelstimulierendes Hormon, P4 - Progesteron,

E2 — 17-B-Estradiol.
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3 Material und Methoden
3.1 Tiere, Versorgung und Haltungsbedingungen

Fir die Untersuchungen wurden insgesamt 18 weibliche, geschlechtsreife, nullipare GMe (Ellegaard,
Danemark) verwendet. Zu Beginn der Untersuchungen waren alle Tiere geschlechtsreif, ihr Alter
betrug 7-9 Monate und das Koérpergewicht lag zwischen 11,7 und 18,3 kg. Nach der tierarzilichen
Eingangsuntersuchung durchliefen alle Tiere eine Akklimatisationsphase von mindestens 14 Tagen.
Die Unterbringung der Minischweine erfolgte konventionell in Einzelboxen ohne Einstreu. Die Boxen-
grundflache betrug ca. 2 m® und wurde taglich mit warmem Wasser gereinigt. Als Futtermittel wurde
Ssniff Mpig-Ered®, ein speziell energiereduziertes Alleinfuttermittel fir Minischweine, verwendet, das
in pelletierter Form alters- und geschlechtsabhangig taglich in einer Menge von ca. 300 bis 450 g pro
Tier verabreicht wurde. Zuséatzlich bekamen alle Tiere wahrend der Fitterung einen Apfel.

Trinkwasser wurde per Nippeltranke ad libitum angeboten.

Die Klimaanlage der Tierhaltungsrdume wurde mit AuBenluft betrieben. Der Luftwechsel betrug
8-12fach pro Stunde. Die Stalltemperaturen variierten wahrend des Vor- und Hauptversuchs
zwischen 20-24°C, die Luftfeuchtigkeit bewegte sich um 60 £ 20%. Tagsliber waren die Stéalle von

6-18 Uhr beleuchtet. Jedes Tier war mit einer nummerierten Ohrmarke gekennzeichnet.

Um bei den Sauen den naturlichen Duldungsreflex (DR) auszuldésen, wurden 3 méannliche GMe als
Sucheber verwendet, deren Aufgabe darin bestand, die briinstigen Sauen anzuzeigen. Die Eber

wurden alternierend eingesetzt, die Haltungsbedingungen entsprachen denen der weiblichen Tiere.

3.2 Methoden

Zur Zyklusbestimmung am GM wurden DR, Rétung/Schwellung der Vulva, Bildung von
Vaginalschleim, die Vaginalzytologie und die Konzentrationen der Hypophysenhormone LH und FSH
sowie die Konzentration der ovariellen Hormone E2 und P4 untersucht. Die Erfassung von

Veranderungen an Uterus und Ovarien erfolgte per Ultraschalluntersuchung.

3.2.1 Duldungsreflex

Die Auslésung des DRs erfolgte auf natdrliche (durch den Eber) und artifizielle Weise (durch den
Menschen). Der erste Tag, an dem ein Tier einen DR zeigte, wurde daher als 1. Zyklustag festgelegt
[Bressers, H. P. M. et al. (1991)]. Als Brunst wurden 2 oder mehr aufeinander folgende DRe definiert,

die fir die Festlegung des Versuchsbeginns herangezogen wurden.

Auf natlrliche Weise wurde der DR durch den Aufsprung eines Suchebers ausgelést. War der DR
vorhanden, blieb die Sau unbeweglich stehen, krimmte den Ricken und spitzte die Ohren. Auch
olfaktorische und taktile Reize des Ebers spielen hierbei eine Rolle [Signoret, J. P. (1970)].
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Zur Prifung des DR wurde ein Eber in die Box einer Sau getrieben und dort solange eingesperrt, bis

nach zwei aufeinander folgenden Aufspriingen kein DR erkannt wurde.

Artifiziell wurde der Duldungsreflex ausgeldst, indem mit der flachen Hand auf die Lendenwirbelsaule

der Sau gedrickt wurde. Das Verhalten wurde entsprechend des naturlichen DR gewertet.

Der Versuchsbeginn und die Zahlung der Versuchstage richtete sich nach dem ersten Auftreten der
Brunst nach der Akklimatisation bzw. nach dem Vorzyklus. Die Zykluslange wurde anhand des
Abstands des ersten Tages zweier aufeinanderfolgender Zyklen errechnet.

3.2.2 Rotung/Schwellung der Vulva

Der Grad der ROtung/Schwellung wurde bei jedem Tier wie folgt beurteilt: 0 =keine
Rétung/Schwellung, 1 = mittlerer Grad der Roétung/Schwellung und 2 = deutlicher Grad der
Rétung/Schwellung.

3.2.3 Bildung von Vaginalschleim

Zur Gewinnung des Vaginalschleims wurde am fixierten Tier ein Abstrich mit einem Metallspatel
genommen. Hierzu wurde an den Seitenwanden und am Grund der Vagina entlang gefahren und der
am Spatel haftende Schleim auf Quantitat (0 = kein Schleim, 1 = geringe Menge, 2 = mittlere Menge,

3 = groBe Menge), Qualitat (1 = klar, 2 = trib) und Konsistenz (1 = flissig, 2 = fadenziehend) beurteilt.

3.2.4 Vaginalzytologie

Zur Gewinnung der Zellen aus der Vagina wurden Abstriche mit einer Einmal-Impfschlinge (1uL)
analog zur Gewinnung des Vaginalschleims vorgenommen. Die mit der Impfschlinge enthommenen
Zellen wurden auf einen Objekttrdger ausgestrichen, getrocknet und panoptisch nach Pappenheim
gefarbt [Pappenheim, A. (1912)].

Fir die Farbereaktion wurden folgende Lésungen und Reagenzien verwendet: 1. May-Grunwald
Stammlésung (Firma Merck, Darmstadt, Deutschland), 2. Giemsa-Stammilésung (Firma Merck,
Darmstadt, Deutschland), 3. May-Griinwald Gebrauchslésung (100 mL May-Grinwald-Stammlésung
und 100 mL Aqua demineralisata), 4. Giemsa-Gebrauchslésung (5 mL Giemsa-Stammlésung und
175 mL Agua demineralisata). Die Beurteilung der Erythrozyten, Leukozyten sowie kernhaltigen und
kernlosen (scholligen) Epithelzellen erfolgte mit Hilfe eines Lichtmikroskops Typ Axioskop 40 (Firma
Zeiss, Jena, Deutschland) bei 100-facher VergréBerung (siehe Tabelle 4). Das Auftreten der
einzelnen Zelltypen wurde pro Gesichtsfeld wie folgt klassifiziert: 1 =wenig (1-5 Zellen pro
Gesichtsfeld), 2 = mittel (5-20 Zellen pro Gesichtsfeld) und 3 =viel (mehr als 20 Zellen pro
Gesichtsfeld).
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Tabelle 4:  Ergebnisse der panoptischen Farbung nach Pappenheim [Romeis, B. (1989a)].

Zellbestanditeil Farbeergebnis
Kerne Rot-violett
Eosinophile Granulozyten Rot
Basophile Granulozyten Violett-blau
Neutrophile Granulozyten Hellblau-violett
Azurgranula Purpurrot
Zytoplasma Blau
Erythrozyten Rosarot
Thrombozyten Blau mit violettem Innenkérper

3.2.5 Ultraschalluntersuchung von Ovar und Uterus

Die Ultraschalluntersuchung erfolgte mit einem Geréat der Firma ATU (Philips Medizin Systeme GmbH,
Deutschland), Modell HDI 5000, mit einem 12 -5 MHz und 7,5 —5 MHz Schallkopf. Als Kontaktgel
wurde SONOGEL® (Firma SONOGEL Vertrieb GmbH, Bad Camberg, Deutschland) verwendet. Die
Untersuchungen wurden im S-VHS Videoformat aufgezeichnet. Die Tiere befanden sich wéhrend der
Ultraschalluntersuchung in einer Futterbox mit folgenden MaBen: Héhe 47 cm, Lange 90 cm und
Breite 50 cm. Auf diese Weise wurde ihre Bewegungsfahigkeit eingeschrankt und das Drehen um die
eigene Achse erschwert. Nach einer Trainingsphase konnten die Untersuchungen, wie unten
beschrieben, durchgefihrt werden. Die Untersuchungen erfolgten jeweils am Montag und am
Donnerstag transabdominal durch die Bauchdecke am stehenden Tier. Hierzu wurde der Schallkopf in

der rechten bzw. linken Kniefalte dorsal zum letzten Zitzenpaar angesetzt.
Am rechten und linken Uterushorn wurde die Endometriumsdicke in Millimetern gemessen.

Am rechten und linken Ovar wurden Durchmesser der Follikel und Corpora lutea (CL) in Millimeter
bestimmt.

3.2.6 Bestimmung der endogenen Hypophysen- und Ovarhormonkonzentrationen

Fir die Bestimmung der Konzentrationen der Hypophysenhormone LH und FSH sowie der ovariellen
Hormone E2 und P4 wurden 6 mL Vollblut aus der Vena jugularis externa entnommen. Als
AbnahmegefaBe dienten S-Monovetten mit einem Volumen von 8,2 mL (Firma Sarstedt, NUmbrecht,

Deutschland) mit Citratzusatz.

Die Blutproben wurden nach Beendigung der Probennahme im Labor weiterverarbeitet. Nach
15-minltigem Zentrifugieren bei 3000 U/min und 20°C wurde durch Abpipettieren des Uberstandes
eine Plasmamenge von ca. 3 mL in Nunc-Réhrchen mit einem Volumen von 3,6 mL (Firma Nunc,
Wiesbaden Deutschland) gewonnen. AnschlieBend wurden die Plasmaproben mit Versuchsnummer

und Tiernummer, Datum und Inhalt beschriftet und bei einer Temperatur von —24°C eingefroren.
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Die Blutentnahmen erfolgten jeden 3. Tag mit Einsetzen des Proestrus (Auftreten von Rétung oder
Schwellung der Vulva), an den darauffolgenden 6 Tagen taglich. Die Bestimmung der
Hormonkonzentrationen wurde vom Institut flr Tierzucht und Haustiergenetik, Albrecht-Thaer-Weg 3,
Arbeitsgruppe Fortpflanzung und Biotechnologie der Georg-August-Universitdt Géttingen unter der
Leitung von Prof. Dr. Wolfgang Holtz und Dr. Judith Reischl mit nachfolgend beschriebenen Methoden

mittels Enzymimmunoassay durchgefihrt:

Follikelstimulierendes Hormon

Die FSH-Konzentration wurde in 0,2mL Plasma mittels eines Enzymimmunoassays auf
Mikrotiterplatten nach der Doppelantikérpermethode bestimmt [Mann, E. (1996)]. Als
Beschichtungsantikérper diente ein Schaf-anti-Kaninchen Immunglobulin, als zweiter Antikérper ein
tierartspezifischer polyklonaler Antikérper. Die untere Nachweisgrenze lag bei 0,3 ng/mL, die

Intraassayvarianz betrug 6,7%, die Interassayvarianz 15%.

Luteinisierendes Hormon

Die LH-Konzentration wurde in 0,2mL Plasma mittels eines Enzymimmunoassays auf
Mikrotiterplatten nach der Doppelantikérpermethode bestimmt [Moeller, R. (1991)]. Als
Beschichtungsantikérper wurde ein Schaf-anti-Kaninchen Immunglobulin, als zweiter Antikérper ein
tierartspezifischer polyklonaler Antikérper verwendet. Die untere Nachweisgrenze lag bei 0,1 ng/mL,
die obere Nachweisgrenze bei 10,0 ng/mL. Die Intraassayvarianz betrug 9,3%, die Interassayvarianz
16,4% [Mann, E. (1996)]. Werte, die gréBer bzw. gleich 10,0 ng/mL waren, wurden graphisch als
10,0 ng/mL abgebildet.

Progesteron

Die P4-Konzentration wurde in 0,2 mL Plasma mittels eines enzymimmunologischen Messverfahrens
bestimmt [van de Wiel, D. F. et al. (1986)]. Die untere Nachweisgrenze lag bei 0,5 ng/mL, die
Intraassayvarianz lag bei 8,8%, die Interassayvarianz bei 11%. Werte, die kleiner bzw. gleich

0,5 ng/mL waren, wurden als 0,5 ng/mL abgebildet.
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17-B-Estradiol

Die Bestimmung der E2-Konzentration in 2 mL Plasma wurde mittels eines Enzymimmunoassays auf
Mikrotiterplatten nach der Doppelantikérpermethode durchgefihrt [Mann, E. (1996)]. Bedingt durch die
geringe E2-Konzentration im Blut musste das Plasma zuvor einer Etherextraktion unterzogen werden.
Als Beschichtungsantikérper diente ein Schaf-anti-Kaninchen Immunglobulin, als zweiter Antikdrper
ein tierartunspezifischer polyklonaler Antikérper [Wallenhorst, S. (1996)]. Die untere Nachweisgrenze
lag bei 3 pg/mL, die Intraassayvarianz betrug 5,9%, die Interassayvarianz 11,5%. Werte, die kleiner

bzw. gleich 3 pg/mL waren, wurden graphisch als 3 pg/mL abgebildet.

3.2.7 Levonorgestrel-Bioanalytik

Fir die Bestimmung der LNG-Konzentration im Plasma wurden 2,5 mL Vollblut aus der Vena jugularis
externa entnommen. Als Zusatz wurde Lithium-Heparin verwendet. Die gemessenen Parameter sind
in Tabelle 5 aufgeflihrt. Die Probenentnahme erfolgte ab Behandlungstag 13 jeden 3. Tag 24 Stunden
nach der Applikation. Zusatzlich wurde das Wirkstoffspiegelprofil des ersten und letzten
Behandlungstages jeweils 0, 4, 8, 12 und 24 Stunden nach der Applikation bestimmt. Die Proben
wurden bis zum Ende der Studie bei —24°C gelagert und anschlieBend gesammelt an das Institut
Applied Analytical Industry (AAI) nach Neu Ulm geschickt. Die Messungen wurden vom AAI" nach
Baumeister durchgeflihrt. Die Intra-day precision betrug CV = 2,58% (CV = overall precision), die
Intra-day accuracy bias = -3,01% (bias = overall accuracy), die Inter-day precision CV = 2,44% und

die Inter-day accuracy bias = 0,81%.

Die untere Nachweisgrenze von LNG betrug 125 pg/mL. Aus den Messwerten der 0-24 Stunden
Profile wurden mit der Software Kinetica'™, PC Version 4.1 (Inna Phase Cooperation), folgende

Parameter der 0,02 mg/kg und 0,1 mg/kg LNG-Dosisgruppen berechnet: Die

Tabelle 5:  Parameter der LNG-Bioanalytik

Parameter Symbol
Maximale Konzentration Cinax
Zeitpunkt der maximalen Konzentration tax

Flache unter der Kurve von 0-24 h nach der Applikation AUC 0.24n)

Akkumulation R

LNG - Levonorgestrel

' Baumeister A. (1996), Quantitative Determination of Levonorgestrel in Human Plasma by Positive
lon Chemical lonisation Gas Chromatography / Mass Spectrometry.
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3.2.8 Gerinnungsphysiologische, hamatologische und klinisch-chemische Untersuchungen,

Protein-Elektrophorese

Um mogliche Effekte von LNG auf das Blut, die Organsysteme oder den Stoffwechsel der Tiere zu
beobachten, wurden jeweils vor und wahrend der Behandlung zuséatzliche Untersuchungen
durchgefihrt.

Die Thrombinzeit (TT), Thromboplastinzeit (TPT), aktivierte partielle Thromboplastinzeit (APTT) und
Fibrinogen (FI) wurden vor und wéhrend der Behandlung mit LNG mit dem Amax 190 Plus™ von
Sigma Diagnostics in 1,4 mL Citrat-Plasma gemessen. Bei Werten, die bei der Messung deutlich nach
oben oder unten abwichen, wurden erneut Proben entnommen und gemessen. Die verwendeten

Methoden sind in Tabelle 6 aufgefihrt:

Tabelle 6: Gerinnungsparameter

Parameter (Abktirzung) Einheit
Thrombinzeit (TT)
Thromboplastinzeit (TPT) Sekunden
Aktivierte partielle Thromboplastinzeit (APTT)
Fibrinogen (Fl) mg/100 mL

mg — Milligramm, mL - Milliliter

Rotes Blutbild

Die Messung von roten Blutkérperchen (RCB), Hamoglobin (HGB), Hamatokrit (PCV), mittlerem
Zellvolumen (MCV), mittlerem ZellhAmoglobinkonzentration (MCH), Retikulozyten im Verhéltnis zu
den Gesamterythrozyten (RETI %) und Retikulozyten absolut (RETC) erfolgte vor und wahrend der
Behandlung mit LNG mit dem Advia 120 von Bayer Diagnostics in 1,2 mL K-EDTA-BIut.

Weisses Blutbild

Die Messung der weiBen Blutkérperchen (WBC), Neutrophilen (NEUC), Lymphozyten (LYMC),
Monozyten (MONC), eosinophilen Granulozyten (EOC), basophilen Granulozyten (BASC),
peroxidasenegativen Zellen (LUCC) und Thrombozyten (PLT) erfolgte vor und wéahrend der
Behandlung mit LNG mittels des Advia 1650 von Bayer Diagnostics. Die verwendeten Methoden sind

in Tabelle 7 aufgefuhrt:
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Tabelle 7:  Hamatologische Parameter
Parameter (Abkiirzung) Methode Einheit
Leukozyten (WBC) Zytochemische Peroxidase Reaktion 10*9/L
Erythrozyten (RBC) Durchflusszytometrie 10*12/L
Hamoglobin (HGB) Modifizierte Cyanmethdmoglobin Reaktion mmol/L
Hamatokrit (PCV) Errechnet aus RBC und MCV L/L
Mittleres Zellvolumen (MCV) Durchflusszytometrie fL
Mittlere H&moglobinkonzentration (MCH) Errechnet aus RBC und HGB Konzentration fmol
Mittlere Zellhdmoglobinkonzentration (MCHC) |Errechnet aus HGB + PCV mmol/L
Thrombozyten (PLT) Durchflusszytometrie 10*9/L
Neutrophile (NEUC), Lymphozyten (LYMC),
Monozyten (MONC), Eosinophile (EOC), Zytochemische Peroxidase Reaktion und 10*9/L
Basophile (BASC), groBe peroxidasenegative |Durchflusszytometrie
Zellen (LUCC)
Retikulozyten (RETC) Durchflusszytometrie und spezifische RNA 10412/L

Farbreaktion

Blutausstrichfarbung

Pappenheim (May-Grunwald/Giemsa)

L — Liter, mmol — Millimol, fL — Femtoliter, RNA —

Die Messung der Aspartat-Aminotransferase (AST), Alanin-Aminotransferase (ALT), alkalischen
Phosphatase (ALP), Gamma-Glutamyl-Transferase (GGT), Creatinkinase (CK), Glukose (GLU),
Cholesterin (CHOL), Harnstoff-Stickstoff (BUN), Creatin (CREA), Magnesium (MG), Phosphor
(PHOS), Natrium (NA), Kalium (K), Kalzium (CA), Chlorid (CL) und Totalprotein (TP) erfolgte vor und
wahrend der Behandlung mit LNG mittels des Advia 1650 von Bayer Diagnostics in 1,5 mL Vollblut.

Desoxyribonucleinsaure

Die verwendeten Methoden sind in Tabelle 8 aufgeflhrt:

26




Material und Methoden

Tabelle 8:  Klinisch-chemische Parameter
Trans-
Parameter Einheit formation
(Abkiirzung) Methode Faktor (F);
alt S| alt x F = Sl
Aspartat- IFCC (International Federation of Clinical
Aminotransferase Chemistry) mit Pyridoxalphosphat- U/L ukat/L 0,0167
(AST) aktivierung bei 37°C
Alanin- IFCC (International Federation of Clinical
Aminotransferase Chemistry) mit Pyridoxalphosphat- U/L ukat/L 0,0167
(ALT) aktivierung bei 37°C
Gamma-Glutamyl-  |IFCC (International Federation of Clinical
Transferase (GGT) |Chemistry) bei 37°C UL ukat/L 0,0167
Alkalische IFCC (International Federation of Clinical
Phosphatase (ALP) |Chemistry) bei 37°C UL ukat/L 0,0167
Cholesterin (CHOL) |CHOD-PAP-Methode, UV-Test bei 37°C mg/100mL | mmol/L 0,0259
Glukose (GLU) ?C’i?IL:gose Hexokinase-Methode, UV-Test bei mg/100mL| mmol/L 0,0555
'("Badr,‘\ls)t"ﬁ - Stickstoff |1 nstoff - Urease mit GLDH bei 37°C mg/100mL| mmol/L|  0,3569
Creatinin (CREA) Creatinin (Jaffe) bei 37°C mg/100mL | umol/L 88,4
L IFCC (International Federation of Clinical
Creatinkinase (CK) Chemistry) bei 37°C U/L ukat/L 0,0167
Anorganischer . S,
Phosphor (PHOS) UV-Methode-Molybdat-Reaktion bei 37°C [ mg/100mL| mmol/L 0,3229
Magnesium (MG) Xylidblau bei 37°C mmol/L | mmol/L 1,0
Natrium (Na), Kalium L C mo
(K) und Chiorid (Cl) lonenselektiv (indirekt) bei 37°C mmol/L | mmol/L 1,0
Kalzium (Ca) 0-Kresolphthalein-Komplexon bei 37°C mmol/L | mmol/L 1,0
Total Protein (TP) Biuret-Methode bei 37°C g/100mL g/L 10,0

Sl - Systeme
mmol - millimol,

International
g - Gramm,

d’Unités, U - Unit,
°C - Grad Celsius,

L - Liter,

Oxidase Phenol 4-Aminoantipyrine Peroxidase
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Die Messungen von Albumin, Alpha-, Beta-, Gammaglobulin sowie der Quotient aus Alpha- und
Gammaglobulin wurden mit einem Hydrasys LC der Sebia GmbH mit den in Tabelle 9 genannten
Methoden durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte durch einen Hyrys Hit (Sebia GmbH, Fulda,
Deutschland).

Tabelle 9: Methode der Protein Elektrophorese

Trans-
Einheit formation
P Meth

arameter ethode Faktor (F);

alt Si alt x F = Sl

. Agarosege_l_ Elektrophorese, Am_!d- % oder | % oder
Serumprotein Schwarz Farbung, Auswertung Uber 100mL n 10,0
Densitometer Hyrys Hit, Firma Sebia 9 9

S| — Systeme International d"Unités, % - Prozent, g — Gramm, mL — Milliliter, L - Liter

3.2.9 Bestimmung des Futterverbrauchs und der Kérpergewichte

Der Futterverbrauch wurde im Hauptversuch ab dem ersten Versuchstag 1x taglich mit einer Waage
des Typs MT PG3001-S (Firma Mettler Toledo, Giessen, Deutschland) ermittelt. Die Kérpergewichte
wurden im Vor- und Hauptversuch 1x wochentlich bestimmt. Im Hauptversuch erfolgten die
Messungen an den Versuchstagen 1, 8, 15, 22, 29 und 35. Fir die Wagung der Tiere wurde eine

Waage Typ KC 120 (Firma Mettler Toledo, Giessen, Deutschland) verwendet.
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3.2.10 Postmortale Untersuchungen

Makroskopische Befunderhebung

Vor Sektionsbeginn wurde das &uBere Erscheinungsbild begutachtet (Koérper6ffnungen,
Erndhrungszustand, usw.). Unmittelbar nach dem Entbluten wurden die terminalen Koérpergewichte
der Tiere ermittelt. Bei der Sektion wurden die Kérperhéhlen und Organe auf Inhalt, Schnittflache,
Umfangsvermehrungen und sonstige Veradnderungen beurteilt. Von allen aufbereiteten Organen
wurden die absoluten Gewichte in Gramm (g) und die relativen Organgewichte im Vergleich zum
Gehirn in Prozent (%) ermittelt. Da das Kérpergewicht der Tiere alters- und futterungsbedingt variieren
kann und die Tiere der Kontrollgruppe zum Sektionszeitpunkt unterschiedlich alt waren, stellt das

Gehirngewicht eine bessere BezugsgrdBe als das Kérpergewicht dar.

Histologische Aufarbeitung der Organ- und Gewebeproben

Es wurden Ovarien, Uterus, Cervix, Vagina, Milchdriise, Hypohyse, Nebenniere, Niere, Leber,
Skelettmuskulatur (Applikationsstelle), Thymus, Darmbeinlymphknoten, Femurkopf und Sternum fiir
die histopathologische Untersuchung entnommen. Nach der Entnahme wurden die Organe von Binde-
und/oder Fettgewebe befreit und bis zum Einlegen in 4%iges Formalin mit physiologischer
Kochsalzlésung angefeuchtet. Paarige Organe wurden zusammen entnommen, bei auftretenden
Veranderungen wurden beide Organe aufbereitet. Die Organproben mit einer maximalen Dicke von
0,5 cm wurden in neutralgepuffertem, 4%igen Formalin fixiert. Eine Ausnahme bildete die Hypophyse,
fur die Bouin’sches Gemisch (15 Teile gesattigte Pikrinsaure, 5 Teile 37% Formaldehydlésung, 1 Teil
Eisessig) verwendet wurde. Die Proben wurden in Paraplast® (Sherwood Medical, Norfolk, USA)
eingebettet [Romeis, B. (1989b)]. Das Schneiden der Proben erfolgte mit einem Schlittenmikrotom
Typ Hn (Firma Jung, Heidelberg, Deutschland). Die Schnitte wurden mit Hamatoxylin-Eosin (HE)
gefarbt [Romeis, B. (1989c)].

Die HE-gefarbten endokrinen Zielorgane wurden unter Berlcksichtigung folgender Kriterien

ausgewertet:

An den Ovarien wurden antrale Follikel quantitativ (pro Schnitt) und qualitativ (in den Kategorien <1,
1-2, 2-3 oder >3 mm Durchmesser) eingeteilt und pro Schnitt erfasst. Bei den CL wurde zwischen
frihem Stadium (Corpus hamorrhagicum/rubrum), mittlerem Stadium (CL in Blite) und spétem

Stadium (Regressionskoérper) sowie Corpus albicans/Residualkérper unterschieden.
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Friihes Stadium - Als Corpus hamorrhagicum wird ein ovulierter Follikel bezeichnet, der im Zentrum
aus Erythrozyten und Fibrin, in der zweiten Schicht hauptsachlich aus Erythrozyten, Bindegewebe und
vereinzelten Makrophagen mit phagozytierten Blutbestandteilen und in der Peripherie aus
Luteinzellen, Kapillaren und Arteriolen besteht. Ein Corpus rubrum wélbt sich Uber die Oberflache des
Ovars hinaus und ist durch eine bindegewebige Kapsel vom umliegenden Ovargewebe abgegrenzt.
Im sich anschlieBenden Bereich aus proliferierenden Granulosazellen und Bindegewebe sind z. T.

Fremdkdrperriesenzellen zu sehen.

Mittleres Stadium - Im CL in Blite ziehen von der umgebenden Bindegewebskapsel
Bindegewebsstrange in Begleitung gréBerer GefaBe in das Innere. Es ist durch homogen gefarbte
Luteinzellen mit einem euchromatischen Zellkern charakterisiert, wobei jede Luteinzelle von 2-4

Kapillaranschnitten umgeben ist.

Spétes Stadium - Regressionskérper besitzen eine verdickte bindegewebige Kapsel sowie breite, ins
Gelbkérperinnere laufende Bindegewebsstrange. Das Zentrum bilden Arterien mit breiter Adventitia.

Die noch verbleibenden Luteinzellen bestehen aus Zytoplasmaresten und spindelférmigen Zellen.

Beim Corpus albicans/Residualkérper fillen Arteriolen und Arterien nahezu die gesamte
Querschnittsflache aus. Jede Arterie ist von mehreren Arteriolen umgeben. Der Raum zwischen den
Arteriolen wird von fischzugartig angeordnetem Bindegewebe mit spindelférmigen Zellkernen
ausgefullt. Das Corpus albicans tritt nach dem 30. Tag post ovulationem auf und besteht aus gréBeren
arteriolaren GefaBen mit dickwandiger Adventitia. Es besteht aus zwei Zonen, in der AuBenzone
enthélt es radiar angeordnete dichte Bindegewebsstrange. Die GefdBanzahl nimmt von auBen nach
innen ab. Neben zentripetal verlaufenden BlutgefaBen finden sich Fibrozyten und Fibroblasten. Die
Innenzone wird aus einem lockeren Bindegewebsnetz mit Makrophagen, Lymphozyten, Granulozyten
und Fibrozyten gebildet. Die radiar angeordneten BlutgefaBe weisen keine glatten Muskelzellen auf

und kénnen daher als Kapillaren eingestuft werden.

An den Uterushdrnern und am Uterus wurden Zellform, Héhe des Oberflachenepithels, Anzahl der
Kernreihen, Kernlage, Sekretgranula, Vakuolen, Stiftchenzellen, Leukozyten und die RegelmaBigkeit
der Epithelh6he/-oberflache des Endometriums beurteilt. Zur Bestimmung der mittleren Epithelhdhe
wurden an 5 verschiedenen Stellen pro Gesichtsfeld Messungen der endometrialen Epithelhéhe
durchgefihrt und insgesamt 5 Gesichtsfelder pro Praparat ausgewertet. Die Epithelhdhe wurde als

Mittelwert der 25 Einzelmessungen angeben.
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Von der Cervix wurden Zellform, Epithelhéhe, Anzahl der Kernreihen, Kernlage, Sekretgranula,
Stiftchenzellen und Leukozyten ermittelt. Die Messung der Epithelhéhe erfolgte analog zu der des

Endometriums.

An der Vagina wurden Epithelhéhe, Schichten des Plattenepithels, Vakuolen und Leukozyten beurteilt.

Die Messung der Epithelhdhe erfolgte analog zu der des Endometriums.

An der Milchdrise wurden die Zellform, Epithelhdéhe und Anzahl der Kernreihen der Alveole sowie die

Leukozyten beurteilt. Die Messung der Epithelh6he erfolgte analog zu der des Endometriums.

Die Adenohypophyse wurde auf basophile Endokrinozyten untersucht, die sich in der HE-Farbung,
aufgrund ihrer hohen Affinitdt zu basischen Farbstoffen, blau anfarben und fur die Synthese von LH
und FSH verantwortlich sind.

Die Gbrigen Organe wurden auf histologische und histopathologische Veréanderungen untersucht.

Zusatzlich wurden Knochenmarkausstriche angefertigt, bei denen Zellen der Erythrozytopoese,
Granulozytopoese, Lymphozyten, Plasmazellen, Retikulumzellen und Zellen der Thrombozytopoese
beurteilt wurden [Baake, M. et al. (1994)].
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3.3 Studiendesign

3.3.1 Vorstudie

In einer Vorstudie wurden die aufgeflihrten Methoden zur Zyklusbestimmung am GM erprobt, um

orientierende Informationen zur Beurteilung des Ovarialzyklus zu erlangen.

Nach der Akklimatisationsphase wurden 6 weibliche Minischweine Uber einen Zeitraum von 44 Tagen
unter Berucksichtigung des Duldungsreflexes, der Rétung/Schwellung der Vulva, des Vaginalschleims
und der Vaginalzytologie (siehe 3.2) téglich beurteilt, um die Aussagekraft der Parameter fir das
Zyklusgeschehen zu Uberpriufen (siehe Tabelle 10). Jeweils am Montag und Donnerstag erfolgte eine
Ultraschalluntersuchung der Ovarien und des Uterus. Mit Einsetzen des Proestrus, der mit Einsetzen
der ersten Ré6tung/Schwellung begann, erfolgte die erste Blutentnahme zur Hormonbestimmung.
Diese wurde wéhrend der néchsten 6 Tage taglich, anschlieBend jeden 3.Tag und bei
Wiedereinsetzen des Proestrus erneut durchgefiihrt (s.0). Der Estrus wurde als Auftreten des
Duldungsreflexes definiert, die Zyklustage anschlieBend retrospektiv ermittelt. Die Tiere wurden am

Versuchsende nicht getétet.

Tabelle 10: Untersuchungsschema des Zyklus sowie der Hormonbestimmung

Tag Zyklus-| Duldungs-| Zyklus- Befund der Hormon-
tag reflex stand Rétung/Schwellung | bestimmung
Montag -8 - D -
Dienstag -7 - D -
Mittwoch -6 - D -
Donnerstag -5 - D -
Freitag -4 - D -
Samstag -3 - PRE + X
Sonntag -2 - PRE + X
Montag -1 - PRE + X
Dienstag 1 + ES + X
Mittwoch 2 + ES + X
Donnerstag 3 - PE - X
Freitag 4 - PE -
Samstag 5 - PE -
Sonntag 6 - D - X
Montag 7 - D -
Dienstag 8 - D -
Mittwoch 9 - D - X
Donnerstag 10 - D -
Freitag 11 - D -
Samstag 12 - D - X
Sonntag 13 - D -
Montag 14 - D -
Dienstag 15 - D - X
Mittwoch 16 - D -
Donnerstag 17 - D -
Freitag 18 - PRE + X
Samstag 19 - PRE + X
Sonntag 20 + ES + X
Montag 21 + ES + X
Dienstag 22 - PE + X
Mittwoch 23 - PE - X

D — Diestrus, PRE — Proestrus, ES — Estrus, PE — Postestrus, + — Befund positiv, - — Befund negativ
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3.3.2 Hauptstudie

In der Hauptstudie wurden die Untersuchungsmethoden verwendet, die sich im Vorversuch als
geeignet erwiesen hatten, den Ovarialzyklus beim GM zu charakterisieren. Nicht geeignete Methoden
waren die Auslésung des Duldungsreflexes durch den Menschen, die Vaginalzytologie und die
Ultraschalluntersuchungen des Uterus. Die Ultraschalluntersuchungen der Ovarien und die
Hormonbestimmungen wurden in Anlehnung an den Zeitplan des Vorversuchs durchgefuhrt. Alle
Tiere wurden am Ende der Behandlung getétet und wéahrend der Sektion makroskopisch,
anschlieBend histologisch untersucht. Hierbei lag der Fokus auf dem Reproduktionstrakt (Ovar,
Uterus, Cervix, Vagina, Milchdruse), zusatzlich wurden auch weitere Organsysteme wie Hypophyse,
Nebenniere, Niere, Leber, Skelettmuskel, Thymus, Darmbeinlymphknoten, Femur/Sternum und das

Knochenmark in die Untersuchung eingeschlossen.

Die Behandlungen wurden bei allen Tieren zyklussynchron begonnen. Die Studie wurde als
Blockstudie, bestehend aus 3 Bldcken, durchgefiihrt. Ein Block setzte sich aus je 3 Tieren einer
Dosisgruppe und einem Tier der Kontrollgruppe zusammen. Im ersten Block wurde die initiale
Dosisgruppe behandelt, eine Festlegung der 2. und 3. Dosisstufe erfolgte anhand der Beobachtungen
der laufenden Studie. Die 4 Tiere, die nach der Akklimatisation zuerst Brunstsymptome zeigten,
wurden in Block 1 durch Randomisierung der Verum- oder Kontrollgruppe zugeordnet. Fir Block 2
und 3 wurde analog verfahren. Mit jeder Dosisgruppe von 3 Verum behandelten Tieren wurde ein Tier
der Kontrollgruppe mitgefihrt.

Im Vorzyklus wurden die Tiere Uber die Lange eines physiologischen Zyklus mit den beschriebenen
Methoden beobachtet. Im Behandlungszyklus wurden die Tiere Uber 24 Tage behandelt. Die
Behandlung erfolgte vom 10. bis 34. Tag des jeweiligen Behandlungszyklus, damit eine Beobachtung
eines Brunstzeitraumes sowie eines vollstdndigen Zyklus gewahrleistet wurde. Die Applikation erfolgte
intramuskuldr an der Sitzbein- sowie Nackenmuskulatur. Die Toétung der Tiere erfolgte am
35. Versuchstag.

Der 1.Tag des Behandlungszyklus wurde mit seinem Erreichen als 1. Versuchstag definiert
(Abbildung 6). Die folgenden Tage wurden kontinuierlich gezahlt, die vorangegangenen Tage wurden
mit -1, -2, -3, usw. bezeichnet.
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Akklimatisation Vorzyklus Behandlungszyklus
2 L 4 L 4 L 4
DR DR DR?
EHOv EOv g(0v?)
| | |
Versuchstag ca. -21 1 10 ca. 21 35 [11
. Behandlung
H
DR - Duldungsreflex Start Hauptstudie
R/S - Rotung/Schwellung der Vulva
Ov - Ovulation
[1] — Totung der Tiere an Versuchstag 35

Abbildung 6: Schema des Versuchsablaufs der Hauptstudie. Mit Auftreten des ersten
Duldungsreflexes nach der Akklimatisation begann der Vorzyklus, der néachste
Duldungsreflex nach dem Vorzyklus wird als Versuchstag 1 und Beginn des
Behandlungszyklus festgelegt. Die Behandlung der Kontroll- und Dosistiere erfolgte
von Versuchstag 10 bis 34. Am 35. Versuchstag wurden die Tiere getotet.

Zwolf weibliche GM wurden taglich Uber einen Zeitraum von 24 Tagen mit einem Applikationsvolumen
von 0,25 mL/kg intramuskuldr behandelt. Drei unterschiedliche Dosisgruppen (0,002 mg/kg/Tag,
0,02 mg/kg/Tag und 0,1 mg/kg/Tag), bestehend aus je 3 Tieren, erhielten LNG, wahrend den 3
verbleibenden Tieren als Kontrollgruppe die Formulierungsgrundlage verabreicht wurde. Diese
bestand aus einer Mischung von Rizinusél/Benzylbenzoat (R/B) im Verhéaltnis 3:1.

Da fur das Minischwein bislang keine Daten im Zusammenhang mit LNG zur Verfligung standen,
musste bei der Auswahl der initialen Dosis eine Eingrenzung durch Befunde anderer Spezies
erfolgen. Fir den Menschen liegen die LNG-Dosierungen bei Kombinationspréparaten oraler
Kontrazeptiva wie Trisiston®, Miranova® oder Microgynon® zwischen 0,05mg und 0,15 mg
Gesamtdosis pro Tag. Die Orientierung die Dosiswahl der Hauptstudie erfolgte maBgeblich an der
Dosis der Ratte, die ein sehr gutes Modell zur Ovulationshemmung, auch in bezug auf den Menschen,
darstellt. Bei der Ratte betragt die ovulationshemmende Dosis bei subcutaner Applikation
0,1 mg/kg/Tag (Tabelle 3). Um beim GM durch die intramuskulare LNG-Gabe eine
Ovulationshemmung hervorzurufen, wurde daher als initiale Dosis ebenfalls 0,1 mg/kg/Tag
ausgewahlt. Die Dosierungen wurden wdchentlich an die Verdnderungen des Koérpergewichts
angepasst. Aufgrund der ausbleibenden Anzeichen flr eine Brunst wurde die Dosis in der 2. Stufe
anhand der Ultraschallbefunde um das 5-fache niedriger gewahlt, um so néher in den Bereich der

Schwellendosis fir die Ovulationshemmung zu gelangen.
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Wéhrend der Behandlung mit der 2. Dosis (0,02 mg/kg/Tag) waren ebenfalls keine Brunstanzeichen
zu beobachten, daher wurde als 3. Dosierung eine 10-fach niedrigere Konzentration der 2. Dosierung

gewahlt. Das Behandlungsschema der Vehikel und Substanzgruppen ist in Tabelle 11 dargestellt:

Tabelle 11: Behandlungsschema

Gruppe n LNG-Dosisstufe Applikations- LNG-Konzentration
(mg/kg/Tag) volumen (mL/kg) (mg/mL)
Kontrolle 3 0 (Vehikel) 0,25 0
1 - initial 3 0,1 0,25 0,4
2 3 0,02 0,25 0,08
3 3 0,002 0,25 0,008

n — Anzahl der Tiere, mg — Milligramm, kg — Kilogramm, mL — Milliliter, LNG - Levonorgestrel

In der Behandlungszeit wurden Blutproben zur Bestimmung der LNG-Konzentration zeitgleich mit den
Blutproben fur die Hormonbestimmungen entnommen. Am ersten und letzten Behandlungstag wurde
das Wirkstoffspiegelprofil 0, 4, 8, 12 und 24 Stunden nach der Applikation bestimmt. Eine
Untersuchung gerinnungsphysiologischer, klinisch-chemischer und hamatologischer Parameter

erfolgte vor und wahrend des Behandlungszeitraumes.

Am Versuchsende wurden die Tiere getétet. Das Toten der Tiere erfolgte durch Entbluten in tiefer
Allgemeinnarkose. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Art der Tétung die postmortalen
Untersuchungen nicht nachhaltig beeinflusste. Als Narkosepramedikation wurden 0,05 mL/kg
Stresnil®, 0,3 mL/kg Ketavet® und 0,1 mL/kg Atropin® intramuskuldr in den Oberschenkel injiziert. Zur
Narkose wurden 0,3 mL/kg Rapinovet® intravends in die Ohrrandvene verabreicht. AnschlieBend
wurde mit einem Skalpell beidseits die Vena jugularis und die Arteria carotis durchtrennt. Zur
besseren Entblutung wurden die Tiere dabei an den Hinterbeinen aufgeh&ngt. Im Anschluss an die
Totung erfolgte die Sektion.

3.4 Statistik

Das Studiendesign wurde in Anlehnung an regulatorische pharmakologische/toxikologische Studien
erstellt. Hierbei werden die substanzbedingten Effekte unterschiedlicher Dosisgruppen mit einer
Vehikelkontrollgruppe verglichen. Von den Behdrden werden in Nicht-Nagerstudien Tierzahlen von
n = 3 pro Geschlecht und Gruppe fir die Zulassung von Arzneimitteln als ausreichend akzeptiert. Da
auf der Basis von n=3 Tieren keine aussagekraftigen statistischen Berechnungen durchgefuhrt

werden koénnen, erfolgte in der vorliegenden Arbeit nur eine deskriptive Auswertung.
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4 Ergebnisse

4.1 Vorversuch

Der Beobachtungszeitraum begann fir die einzelnen Tiere aufgrund des individuellen
Versuchsdesigns in verschiedenen Zyklusphasen. Fur die Auswertung wird nur der Zeitraum von Tag

-8 bis Tag 23 berucksichtigt, da hier Beobachtungsergebnisse von allen Tieren vorliegen.

4.1.1 Duldungsreflex

Der natirlich ausgeldste Duldungsreflex konnte bei allen Tieren in der ersten beobachteten Brunst an
mindestens 3 aufeinander folgenden Tagen und in der 2. Brunst an mindestens 2 aufeinander
folgenden Tagen ausgelést werden. Die einzelnen Befunde sind in Tabelle 12 dargestellt.

Definitionsgeman ist der Tag des 1. Duldungsreflexes Versuchstag 1.

Tabelle 12: Vergleich natirlich und kinstlich induzierter Duldungsreflexe wahrend des Vorversuchs.

Versuchstag
2]3]4]|s]6]|7]8]9]10]11]12]13][14]15][16]17]18]19]20]21]22] 23

-8|-7]-6]-5]-4]-3]-2]-1] 1

T1
T2
T3
T4
T5
T6
T1
T2
T3

T4
T5
T6

Duldungsreflex: . vorhanden I:I nicht vorhanden
T1-6 = Tier 1 — Tier 6, Msch - Mensch

Msch (artifiziell) | Eber (nattrlich)

Die auf natlrliche Weise bestimmten Zyklusl&dngen betrugen 18-21 Tage, die artifiziell ermittelten
Zyklen zeigten eine L&nge von 19-22 Tagen (Tabelle 12). Bei Tier 3 konnte der Duldungsreflex im
ersten beobachteten Brunstzeitraum durch den Menschen nicht ausgeldst werden. Alle anderen Tiere
lieBen bei jeder Methode unterschiedliche Zykluslangen erkennen. Dieses Ergebnis zeigt, dass die
natirliche Zyklusbestimmung bei der Anzahl der ermittelten Duldungsreflexe und Zeitpunkte ein
zuverlassigeres Bild als die kunstliche Zyklusbestimmung bietet. Daher erfolgte die Kontrolle der

Duldungsreflexe in der Hauptstudie ausschlieBlich durch den Eber.
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4.1.2 Roétung/Schwellung der Vulva

Vulvarétungen traten zwischen Tag —6 bis Tag 7 und Tag 17 bis Tag 23 auf. In der ersten Brunst
zeigten fast alle Tiere an Tag 1 und Tag 2 deutliche Vulvabefunde. Im zweiten Zeitraum traten am

haufigsten zwischen Tag 19 und Tag 22 Vulvabefunde auf.

Mehr als 2 Tage anhaltende Vulvaschwellungen traten zwischen Tag —8 bis Tag 7 und Tag 17 bis
Tag 23 auf. Im ersten Zeitraum zeigten alle Tiere zwischen Tag —1 und Tag 2, im zweiten Zeitraum am
21. Tag Befunde.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 13 dargestellt.

Tabelle 13: Grad der Rétung/Schwellung der Vulva wahrend des Vorversuches.

Versuchstag
2|3]4]5]6]7]8]9l10[11]12]13[14]15]16][17[18]19]20]21]|22] 23

-8|-7|-6]-5]-4]-3]-2] -1

T

T2
T3
T4
T5
T6
T

T2
T3
T4
T5
T6

Rétung/Schwellung: I:I = keine D = mittel - = deutlich

T1-6 = Tier 1 —Tier 6

Rétung

Schwellung

Der mittlere Abstand der beobachteten Brunstzeitrdume betrug gemessen an der Vulvarétung 21
Tage (19-23 Tage) und gemessen an der Vulvaschwellung 20 Tage (18—22 Tage). Berucksichtigt
wurden Befunde dann, wenn sie an mehr als 2 aufeinanderfolgenden Tagen auftraten. In Kombination
zeigte die Messung dieser beiden Parameter das Bevorstehen der Brunst an. Bei Verwendung nur
eines Parameters war eine Brunstvorhersage im zweiten beobachteten Brunstzeitraum nicht bei allen

Tieren mdglich.
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4.1.3 Bildung von Vaginalschleim

Der Vaginalschleim wurde nach Quantitdt (semiquantitativ), Qualitdt und Konsistenz beurteilt
(Tabelle 14).

Vom 1. Tag bis 3. Tag trat bei 4 von 6 Tieren an allen Tagen wenig bis viel Vaginalschleim auf
(Quantitat). Die verbleibenden 2 Tiere wiesen in diesem Zeitraum an 2 Tagen mittel bis viel
Vaginalschleim auf. Am Tag 2 zeigten alle Tiere mittel bis viel Vaginalschleim. Zwischen Tag 18 und
Tag 22 trat wenig Vaginalschleim auf, der an maximal 2 aufeinander folgenden Tagen beobachtet
wurde. Die Qualitdt des Schleims wurde bei 5 von 6 Tieren ausschlieBlich trub beurteilt, nur bei Tier 3
wurde dieser an Tag —3 und Tag 19 zusétzlich als klar beurteilt. Die Konsistenz des auftretenden
Vaginalschleims war bei 4 von 6 Tieren wahrend des 1. Estrus stets fadenziehend. Bei den
verbleibenden Tieren war der auftretende Vaginalschleim wahrend des 1. Estrus zwischenzeitlich
flissig. Wahrend des 2. Estrus war die Konsistenz des auftretenden Vaginalschleims heterogen.

Tabelle 14: Auftreten von Vaginalschleim wahrend des Vorversuches

Versuchstag

-8]-7]-6]-5]-4]-3] -2]-1 2]3]als5]6]7]8]9]10]11]12]13]14]15]16]17[18]19]20]21]22]23
i T

T2 N

T3
T4
T5
T6
T
T2
T3
T4
T5
T6
T
T2
T3
T4
T5
T6

Quantitat I:l kein wenig - mittel - viel
Qualitat . klar - triib

Konsistenz . flssig - fadenziehend

Quantitat

Qualitat

Konsistenz

T1-6 = Tier 1 —Tier 6

Das Auftreten des Vaginalschleims war in diesem Vorversuch ein zuverldssiger Parameter. Die
darGber hinausgehende Untersuchung der Qualitdt und Konsistenz des Vaginalschleims bot keine
Anhaltspunkte, die zu einer weiteren Charakterisierung des Zyklus beigetragen hétten. Im
Hauptversuch wurde daher nur auf das Auftreten von Vaginalschleim (Quantitat) geachtet.
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4.1.4 Vaginalzytologie

Die Verteilung von Epithelzellen und Leukozyten ist in Tabelle 15 dargestellt. Das Auftreten von
Epithelzellen und Leukozyten war ungleichmaBig uber den Sexualzyklus verteilt. Im beobachteten
Zeitraum zeigten sich keine Hinweise bzw. Befunde, die Rlckschliisse auf bestimmte Zyklusstadien
ermdglichten. Daher wurde dieser Parameter im Hauptversuch nicht eingesetzt.

Tabelle 15: Anzahl Leukozyten und Epithelzellen pro Gesichtsfeld

Versuchstag

TEN\\ N\ N\ N

Epithelzellen

I 'l Y BN - BN =
BRI C B\ _ &\
Nl B\ | N NN E NN N

N
Auftreten: I:I keine wenig (1 bis 5) - mittel (5 bis 10) - viel (mehr als 20)

T1-6 = Tier 1 —Tier 6

Leukozyten

4.1.5 Ultraschalluntersuchung von Ovar und Uterus

Die Untersuchungen konnten wahrend der Vorstudie nicht wie geplant durchgefiihrt werden: Wurden
die Tiere fixiert, war die Bauchdecke aufgrund von Abwehrreaktionen so angespannt, dass eine
deutliche Darstellung der gewlinschten Reproduktionsorgane nicht erfolgen konnte. Wurden die Tiere
nicht fixiert, zeigten die Minischweine nicht ausreichend Geduld, um eine ausflihrliche Untersuchung
zuzulassen. Erst am Ende der Studie gelang es, die im Teil Material und Methoden beschriebene
Untersuchungsmethode (3.2.5) zu entwickeln und auswertbare Ergebnisse zu erzielen. Da aufgrund
der Haufigkeit der durchgeflhrten Untersuchungen (zweimal wéchentlich) auf eine Narkose der Tiere
aus tierschutzrechtlichen Griinden und wegen maéglicher Beeintrachtigungen der Versuchsergebnisse
verzichtet wurde, konnten die Messungen nicht wie geplant durchgefiihrt werden. Beim Uterus konnte
jeweils nur der Durchmesser des rechten bzw. linken Horns bestimmt werden. Die Messung der
Endometriumhohe war nicht méglich, da diese zu dunn war und sich per Ultraschall nicht darstellen
lieB. Daher wurde auf die Darstellung und die Erfassung der Werte im Hauptversuch verzichtet. Die
Ovarien lieBen sich mit der entwickelten Methode gut darstellen, sodass eine Unterscheidung der
Follikel und Gelbkdrper erfolgen konnte. Die Untersuchung der Ovarien wurde daher im Hauptversuch
durchgeftihrt.
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4.1.6 Bestimmung der Hypophysen- und Ovarhormonkonzentrationen

Nachfolgend sind die Verlaufe der Hormonkonzentrationen pro Tier dargestellt (Abbildung 7 bis
Abbildung 12). Die Messwerte der Tiere 1 bis 6 sind im Anhang in Tabelle 26 bis Tabelle 31
dargestellt. Messwerte von FSH < 0,3 ng/mL, LH> 10 ng/mL, P4 <0,5ng/mL und E2 < 3pg/mL
wurden in den Abbildungen jeweils als 0,3 ng/mL, 10 ng/mL, 0,5 ng/mL bzw. als 3 pg/mL dargestellt.

FSH

FSH im Plasma zeigte mit Ausnahme von Tier 4 an Tag 2 bis Tag 4 einen Anstieg der Konzentration.
Die Maximalwerte lagen dabei zwischen 1,2 ng/mL und 7,8 ng/mL. Flr den weiteren Verlauf der
Beobachtung waren nur geringfigige Konzentrationsschwankungen zu beobachten. Tier 4
unterschied sich deutlich von den Ubrigen Tieren, da seine FSH-Konzentration wahrend der gesamten
Beobachtungszeit um das 3- bis 5-fache Uber jener der anderen Minischweine lag. Ursachen fur den
erhéhten FSH-Spiegel konnten nicht ermittelt werden.

LH

Von Tag 1 bis Tag 4 zeigte die LH-Konzentration bei allen Tieren einen deutlichen Peak. Der
gemessene Maximalwert bewegte sich je nach Tier zwischen 5,5 ng/mL und oberhalb der
Nachweisgrenze von 10 ng/mL. AnschlieBend fiel die Konzentration innerhalb von 1 bis 3 Tagen
wieder auf einen Ausgangswert von ca. 1 bis 3 ng/mL zuriick. Zwischen Tag 15 bis Tag 21 traten
erneut Peaks auf, deren Werte zwischen 5,6 ng/mL und oberhalb der Nachweisgrenze lagen.

P4

Im Zeitraum von Tag 3 bis Tag 18 war ein deutlicher Anstieg der Progesteronkonzentration bei allen
Tieren zu erkennen. Die Konzentrationen erreichten ein Maximum von 30,1 ng/mL bis 64,4 ng/mL

zwischen Tag 12 und Tag 15.

E2

Alle Tiere zeigten im Zeitraum von Tag —3 bis Tag 1 einen deutlichen Anstieg von E2, der durch das
schnelle Wachstum der dominanten Follikel hervorgerufen wurde. Ab der Ovulation an Tag 2 bzw.
Tag 3 war ein deutlicher Abfall der Konzentration bis teilweise unterhalb der Nachweisgrenze von
3 pg/mL zu beobachten. Von Tag 15 bis Tag 21 war erneut eine Zunahme der E2-Konzentration zu
beobachten, die durch die néchste Generation heranreifender Follikel produziert wurde. Bei Tier 4
wurden im Vergleich zu den ubrigen Tieren die mit Abstand geringsten E2-Werte vor der Ovulation

gemessen.

40



Ergebnisse

Die Bestimmung der Hormonkonzentrationen in dieser Vorstudie zeigte, dass der Zyklusverlauf mit
dem Auftreten von Zyklusbefunden deutlich korrelierte. So traten die LH-Peaks zu Beginn des Zyklus
in der Brunst auf, wenn die Sauen einen Duldungsreflex zeigten. In der 2. Halfte des Zyklus stiegen
die P4-Konzentrationen deutlich an und fielen im physiologischen Rhythmus auf einen Basalwert vor
der Ovulation zurlck. FSH zeigte sehr variable Werte, die nicht sehr aussagekraftig waren, die E2-
Konzentrationen lagen oft unter der Nachweisgrenze. Im Hauptversuch wurde jedoch die
Konzentration aller 4 Hormone bestimmit.

Tier 1
25 r 70
FSH [ng/mL] H
] — — LH[ng/mL] L 60
20 — —— P4 [ng/mL] [
1 E2 [pg/mL]
] - 50
T ] 40
@ o
= 5
T 1 -~ r 30 o
| 10 /\.\. 7 \
L 20
L 10
— L 0
-2 -1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Versuchstag
Abbildung 7: Konzentrationsverlaufe von FSH, LH, P4 und E2 wahrend des Vorversuchs von

Tier 1. FSH — Follikelstimulierendes Hormon, LH — Luteinisierendes Hormon,
P4 - Progesteron, E2 —17-B-Estradiol, pg— Picogramm, ng— Nanogramm,
mL - Milliliter.
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Tier 2
25 1 r 70
] FSH [ng/mL] [
] — —  LH[ng/ml] L 60
20 - ——— P4[ng/mL] F
1 E2[pg/mL]
r 50
- ] 40
l L o
P w
~ 3
] L — r 30
E 10'- /\ ./,/ \'\.\ / o
| r 20
] Y - 10
0 1 —— — F o
T ‘ T T T T T T T T
2 -1 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
Versuchstag
Abbildung 8: Konzentrationsverlaufe von FSH, LH, P4 und E2 wahrend des Vorversuchs von

Tier 2. FSH — Follikelstimulierendes Hormon, LH — Luteinisierendes Hormon,
P4 - Progesteron, E2 —17-p-Estradiol, pg— Picogramm, ng— Nanogramm,
mL - Milliliter
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Tier 3
25 r 70
FSH [ng/mL] i
| — —  LH[ng/mL] - 60
20 - ——-— P4[ng/mL] k
4 E2 [pg/mL]
- 50
T °] 40
D 0
~ e —— .\ ~
| - : <
5 ) 7 \ Fwd
1 e -
5_
] L 10
0 - - o
T } T
2 - 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Versuchstag
Abbildung 9: Konzentrationsverlaufe von FSH, LH, P4 und E2 wahrend des Vorversuchs von

Tier 3. FSH — Follikelstimulierendes Hormon, LH — Luteinisierendes Hormon,
P4 - Progesteron, E2 —17-B-Estradiol, pg— Picogramm, ng — Nanogramm,
mL - Milliliter
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25

LH /FSH

FSH [ng/mL]
LH [ng/mL]
{——— P4[ng/mL]

Tier 4

P4 /E2

Versuchstag

10 11 12 13 14 15

16 17 18

Abbildung 10:

Konzentrationsverlaufe von FSH, LH, P4 und E2 wahrend des Vorversuchs von

Tier 4. FSH — Follikelstimulierendes Hormon, LH — Luteinisierendes Hormon,

P4 - Progesteron,
mL - Milliliter

E2 — 17-B-Estradiol,
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Tier 5
25 + r 70
FSH [ng/mL] [
| — — LH[ng/mL] r 60
20 A —-—— P4 [ng/mL] N r
1 E2 |_ - ’
[pg/mL] e \ L 5o
e \
15 - 7 \
z / \ HECIN
- 7 \ «
~— / <
5 10 4 /. \ r 30 o
L 20
L 10
o
2 -1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Versuchstag
Abbildung 11: Konzentrationsverlaufe von FSH, LH, P4 und E2 wahrend des Vorversuchs bei

Tier 5. FSH — Follikelstimulierendes Hormon, LH — Luteinisierendes Hormon,
P4 - Progesteron, E2 — 17-B-Estradiol, pg— Picogramm, ng— Nanogramm,
mL - Milliliter
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Tier 6
25 - - 70
| FSH [ng/mL] \
— —  LH[ng/mL] \
{ ——— PalngmL] /~/ \ r 60
20 - ............. E2 [pg/mL] / \
] /' \ + 50
| Va \
T 15 A / \ L 40
$ | 7 \ o
~ 1 / \ ~
| <
T 4] / \ F 30 o
] F 20
5 _
] L 10
04 :‘:‘ 0
‘ T T T T T
2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Versuchstag
Abbildung 12: Konzentrationsverlaufe von FSH, LH, P4 und E2 wahrend des Vorversuchs von

Tier 6. FSH — Follikelstimulierendes Hormon, LH — Luteinisierendes Hormon,
P4 - Progesteron, E2 —17-B-Estradiol, pg— Picogramm, ng — Nanogramm,
mL - Milliliter
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4.2 Hauptversuch

Der erste Tag der zweiten beobachteten Brunst war als erster Versuchstag definiert (Abbildung 6). Die
Behandlung erfolgte von Tag 10 bis Tag 34, wobei die Tiere téglich intramuskular entsprechend der
Kontrollgruppe und Dosisgruppe behandelt wurden. Fir die Auswertung wurden die Ergebnisse von
Tag -21 bis Tag 35 berlcksichtigt.

Als Dosierungen wurden initial 0,1 mg/kg/Tag LNG, anschlieBend 0,02 mg/kg/Tag LNG und zuletzt
0,002 mg/kg/Tag LNG eingesetzt. Die Dosierungen sind aus Griinden der Ubersichtlichkeit in
aufsteigenden Konzentrationen aufgefinhrt.

4.2.1 Duldungsreflex

Im Vorzyklus und im Zyklus zu Versuchsbeginn traten bei allen Tieren DRe auf. Wahrend des
Behandlungszeitraumes war nur in der Kontrollgruppe bei allen Tieren ein DR an mindestens zwei
aufeinander folgenden Tagen, und somit eine Brunst zu beobachten. In der niedrigen Dosisgruppe
zeigte nur 1 Tier an Tag 1 einen positiven DR, der per Definition nicht als Brunst bezeichnet werden

konnte (Tabelle 16). In der mittleren und hohen Dosisgruppe wurden keine DRe festgestellt.

Entsprechend der DRe sind in Tabelle 17 die Zyklusldngen dargestellt. Als Zykluslange wird der
Abstand zwischen den ersten DRen von zwei aufeinanderfolgender Brunstzeitrdume bezeichnet. Die

ermittelten Zykluslangen betrugen zwischen 19 und 21 Tagen.
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Tabelle 16: Natirliche Duldungsreflexe der Kontroll- und Dosistiere wahrend des Hauptversuchs

Versuchstag

-17|-16]-15]-14] -13]-12]-11]-10] -9 [ -8 | -7| -6 5] -4 | -3] 2] -1 afa]s]e]7

Vehikel-
kontrolle

0,002
mg/kg/
Tag LNG

0,02
mg/kg/
Tag LNG

0,1
mg/kg/
Tag LNG

Tabelle 16 (Fortsetzung): Natlrliche Duldungsreflexe der Kontroll- und Dosistiere wahrend des
Hauptversuchs

Versuchstag
LNG-Behandlungszeitraum
8 | 9]10]11]12]13]14] 15[ 16| 17] 18| 19] 20| 21| 22| 23] 24| 25| 26] 27| 28] 29| 30| 31| 32| 33| 34 35

T1

Vehikel-
kontrolle

T3
0,002 | T4

mg/kg/ [ T5 ||

0,02 |T7
mg/kg/ | T8
Tag LNG| 19

01 |[T10

mg/kg/ |T11

Duldungsreflex: - vorhanden LNG - Levonorgestrel, mg — Milligramm, kg — Kilogramm,

T1—12 =Tier 1 — Tier 12
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Tabelle 17: Zykluslange der Minischweine wahrend des Hauptversuchs in Tagen

Vorzyklus Behandlungszyklus
(Tag -21 bis Tag -1) (Tag 1 bis Tag 35)
Vehikel- 1] 19 20
kontrolle T2 20 21
T3 20 20
0,002 T4 20 .
mg/kg/ Tag| T5 19 (20)
LNG T6 20
0,02 T7 19
mg/kg/ Tag| T8 20
LNG T9 19
0,1 mg/kg/ 110 21
Tag LNG T11 20
T12 21

LNG — Levonorgestrel, mg — Milligramm, kg — Kilogramm, .. kein Duldungsreflex ausgeldst, Zykluslange nicht
bestimmbar, T1—12 = Tier 1 — Tier 12, () — nicht als Zykluslange verwendbar, da Duldungsreflex nur einmal

auftrat.

49



Ergebnisse

4.2.2 Roétung der Vulva

Um Tag —21/—20 und Tag —1/1 waren bei allen Tieren mit Ausnahme von Tier 5 (mittlere Rétung bei
Gabe von 0,002 mg/kg/Tag LNG) deutliche Roétungen zu beobachten. Wahrend des
Behandlungszeitraums waren um Tag 21 nur in der Kontroll- und der niedrigen Dosisgruppe
(0,002 mg/kg/Tag LNG) Befunde zu beobachten. Die mit LNG behandelten Tiere wiesen nur mittlere
Roétungen auf, wahrend bei den Kontrolltieren deutliche Ro6tungen vorhanden waren. In der
0,1 mg/kg/Tag LNG-Dosierung traten wahrend der Behandlungszeit nur bei zwei Tieren Rétungen
mittleren Grades an jeweils nur einem Behandlungstag (Tag 15, 26) (siehe Tabelle 18) auf.

Tabelle 18: Vulvarétung der Kontroll- und Dosistiere wahrend des Hauptversuchs

Versuchstag
-21]-20]-19]-18]-17]-16]-15] -14] -13] -12]-11]-10] -9 | -8 | -7| 6| 5| -4 | 3] -2 1l2]3]4]s5]6]7
Vehikel- 1
kontrolle [ 12
T3
0,002 | T4
mg/kg/ [ T5
Tag LNG
0,02
mg/kg/
Tag LNG
0,1
mg/kg/
Tag LNG

Tabelle 18 (Fortsetzung): Vulvarétung der Kontroll- und Dosistiere wahrend des Hauptversuchs

Versuchstag
LNG-Behandlungszeitraum
8| 910]11]12]13]14] 15[ 16] 17| 18] 19] 20] 21| 22| 28| 24| 25| 26| 27| 28] 29] 30| 31| 32| 33] 34| 35

T1

Vehikel-
kontrolle

T3

0,002 | T4
mg/kg/ | T5
Tag LNG| 16

0,02 |T7
mg/kg/ [ T8
Tag LNG| 19

0,1 T10

mg/kg/ |T11
Tag LNG[112

Grading: I:l keine I:l mittlere - deutliche; LNG — Levonorgestrel, mg — Milligramm,
kg - Kilogramm, T1 — 12 = Tier 1 — Tier 12
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Bei den einzelnen Rétungen handelte es sich mdéglicherweise um Spontanbefunde. Da diese nur
einmalig und zudem auBerhalb des erwarteten Brunstzeitraumes (um Tag 21) auftraten und mit
Befunden anderer Parameter nicht in Zusammenhang standen, wurden ihnen keine weitere

Bedeutung beigemessen.

4.2.3 Schwellung der Vulva

Um Tag —21 bis —19 sowie an Tag -1 waren bei fast allen Tieren mit Ausnahme von Tier 5 mittlere bis
deutliche Schwellungen zu beobachten. Tier 5 (0,002 mg/kg/Tag LNG) wies um den Zeitraum der 2.
beobachteten Brunst (um Tag —2) keine Schwellung auf. Im Behandlungszeitraum waren nur in der
Kontrollgruppe zwischen Tag 19 und 23 mittlere bis deutliche Schwellungen zu erkennen (Tabelle 19).

Die Tiere der Dosisgruppen zeigten keine Schwellungen.

Tabelle 19: Vulvaschwellungen der Kontroll- und Dosistiere wahrend des Hauptversuchs

Versuchstag

21| -20]-19]-18]-17]-16]-15]-14] -13] -12]-11]-10] 9] 8] -7| -6 | 5] -4| 3| 2

Vehikel-
kontrolle

0,002 | T4
mg/kg/ | T5
Tag LNG

0,02
mg/kg/
Tag LNG

0,1
mg/kg/
Tag LNG

Tabelle 19 (Fortsetzung): Vulvaschwellungen der Kontroll- und Dosistiere wahrend des
Hauptversuchs

Versuchstag
LNG-Behandlungszeitraum
8| o]10]11]12]13]14]15] 16| 17| 18] 19] 20| 21 [ 22] 23] 24| 25| 26| 27| 28] 29| 30| 31] 32| 33| 34 35

T1

Vehikel-
kontrolle

T3

0,002 [T4
mgkg/ [ T5
Tag LNG| 1g

0,02 T7
mg/kg/ | T8
Tag LNG| 19

0,1 T10)

mg/kg/ |T11

Grading: I:I keine I:I mittlere - deutliche; LNG — Levonorgestrel, mg — Milligramm,
kg - Kilogramm, T1 - 12 = Tier 1 - Tier 12
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Die Schwellungsbefunde zeigten ein &hnliches Bild wie die Rd&tungen. Bei den Tieren der
Dosisgruppen waren die Vulvarétungen starker ausgepragt als die Vulvaschwellungen. So waren zum
Zeitpunkt der mittleren Rétungen keine Schwellungen bei Tier 5 zu beobachten. Die Tiere der
niedrigen Dosisgruppe (0,002 mg/kg/Tag LNG) zeigten zwischen Tag 19 bis Tag 23 nur mittlere

Vulvarétungen aber keine Schwellungen.

4.2.4 Bildung von Vaginalschleim

Um Tag —21/—20 und Tag 1 traten bei fast allen Tieren wenig bis viel Vaginalschleim auf, Tier 2
(Kontrolle) zeigte an Tag 1 keinen Vaginalschleim. Wahrend der Behandlungszeit um den Tag 21
konnte in der Kontrollgruppe und der niedrigen Dosisgruppe sowie vereinzelt auBerhalb dieses
Zeitraumes in der mittleren und hohen Dosisgruppe Vaginalschleim beobachtet werden (siehe
Tabelle 20).

Tabelle 20: Quantitat an Vaginalschleim der Kontroll- und Dosistiere wahrend des Hauptversuches

Versuchstag

-21]-20]-19] -18]-17]-16]-15] -14] -13]-12]-11]-10[ o[ 8| -7 6| 5[ -4 [ 3| 2 -1 H 2]3]4a]s5]6]7

Vehikel-
kontrolle

T3

0,002 | T4
mglkg/ | T5

0,02 |T7
mg/kg/ | T8
Tag LNG| 19

0,1 T10
mg/kg/ |T11

Tag LNG|T12]
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Tabelle 20 (Fortsetzung): Quantitdt an Vaginalschleim der Kontroll- und Dosistiere wahrend des
Hauptversuches

Versuchstag
LNG-Behandlungszeitraum
8| 9]10]11]12] 13'14'15'16|17|18|19|20W 22|23% 24| 25| 26| 27| 28] 29| 30| 31| 32| 33[ 34| 35

T1

T3 ||

0,002 | T4

mg/kg/ | Ts ||

Tag LNG[ 1¢

Vehikel-
kontrolle

0,02 T7
mg/kg/ | T8
Tag LNG[ 19

0,1 T10

mg/kg/ |T11
Tag LNG(T12

Grading: I:l kein I:l wenig - mittel - viel; LNG — Levonorgestrel, mg — Milligramm,
kg - Kilogramm, T1 - 12 = Tier 1 - Tier 12
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Insgesamt waren die Befunde des Vaginalschleims deutlich unregelméBiger, weniger
zusammenhangend und somit weniger aussagekréftig als die der Rétung und Schwellung der Vulva.
Tier 2 zeigte in der erwarteten Brunstperiode von Tag —3 bis Tag 3 keinen Vaginalschleim jedoch

deutliche Rétungen und Schwellungen.
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4.2.5 Ultraschalluntersuchung des Ovars

Tabelle 21 zeigt die Ergebnisse der Ultraschalluntersuchungen. Zwischen Versuchstag -18 bis -4
konnten bei allen Tieren der 0,002 mg/kg/Tag und 0,02 mg/kg/Tag Dosisgruppe Gelbkérper
beobachtet werden. Tier 1, 10, 11 und 12 konnten aus technischen Griinden erst ab Versuchstag 1

per Ultraschall untersucht werden.

Im Behandlungszeitraum nahm die Zahl der Gelbkérper zum Versuchstag 21/22 hin ab. In der
mittleren und hohen LNG-Dosis traten bei fast allen Tieren bis zum Ende des Behandlungszeitraums
keine erneuten Gelbkérper auf. Eine Ausnahme bildete Tier 12, bei dem an Tag 31 ein einzelner

Gelbkérper diagnostiziert wurde. Bei der Sektion konnte dieser Befund nicht bestétigt werden.

Tabelle 21: Anzahl der Gelbkérper der Kontroll- und Dosistiere des Hauptversuchs

Versuchstag
21 9| -8
Vehikel-
Kontrolle LT2 [ 5 ]
4] ]3] | (5] [4] |
0,002 (5] | |9] (4 [ | |
moke/ [T5[ | | | | | [4] (4] | [ |
Tag LNG | (3] |8] 71
0,02 | (3] [2] (4] 1]
mg/kg/ [ | (3] [ J2] | Jaf | [ |
Tag LNG|[ g . . 1 1
0,1 T10] - -
mg/ka/ [T11] - | -
Tag LNG Ti12] - -

Tabelle 21 (Fortsetzung): Anzahl der Gelbkérper der Kontroll- und Dosistiere des Hauptversuchs

Versuchstag
LNG-Behandlungszeitraum

Vehikel- - - -
kontrolle HECIEE N
(o] | 1 | --I-=--
0,002 |T4 ﬂ-- 4] 1 [ | | | [5] (6] | [9]
mg/kg/ R (5] | [2) Immi: (2] | |5
TagING (4] (3] | | [ [2] | (6] [3] |
0,02 (7] [3] | (4] [ | | ] L]
moko/ (T8| 5] | [7| [ [el | 12f [ { [ 1 1 ¢ [ [ [ | | [ ||
TagINGlTo] | 14 (4l 1 [2) L [ ||
0,1 | j2] | | Ham 1 ] 1]
mg/kg/ Immn IEmmn Emm
[ 3 | | | B

Tag LNG|T19]

[ Tag, an dem eine Ultraschalluntersuchung durchgefiihrt wurde
[ Ultraschalluntersuchung nicht méglich

LNG — Levonorgestrel, T1 — 12 = Tier 1 — Tier 12, mg — Milligramm, kg — Kilogramm

55



Ergebnisse

Die Ultraschalluntersuchungen zeigten ab dem 25. Versuchstag das Ausbleiben einer erneuten
Gelbkérperbildung in der mittleren und hohen Dosisgruppe im Gegensatz zur Kontrolle und der
niedrigen Dosisgruppe. In der hohen Dosisgruppe wurde ein Gelbkérper an Tag 31 beobachtet, im
Blut war kein Anstieg der P4-Konzentration zu erkennen. Daher wurde der Befund nicht als
Gelbkérper, sondern als unbekannter Funktionskdrper interpretiert. Bei der Sektion wurden keine

Auffalligkeiten an den Ovarien dieses Tieres beobachtet.

4.2.6 Bestimmung der endogenen Hypophysen- und Ovarhormonkonzentrationen

Die Messwerte der Tiere 1 bis 6 sind im Anhang in Tabelle 37 bis Tabelle 40 dargestellt. Messwerte
von FSH < 3 ng/mL, LH > 10 ng/mL, P4 < 0,5 ng/mL und E2 <3 pg/mL wurden in den Abbildungen
jeweils als 3 ng/mL, 10 ng/mL, 0,5 ng/mL bzw. als 3 pg/mL dargestellt.

Vehikelkontrolle (0 mg/kg/Tag LNG)

Nachfolgend sind in den Abbildungen 13 bis 15 die Verlaufskurven der Hormonkonzentrationen der

einzelnen Tiere der Kontrollgruppe dargestellt.

Die FSH-Konzentrationen in der Kontroligruppe zeigten eine Uberwiegend gleichmaBige,
wellenférmige Dynamik, verglichen mit den anderen Hormonen waren die Zykluskonzentrationen
weniger zyklusspezifisch. Maximale Konzentrationen wurden um Tag —17 bzw. 11 und Tag 22-32 ge-
messen. Die Werte von Tier 1 lagen dabei besonders an Tag 22 deutlich héher als von Tier 2 und
Tier 3.

Die LH-Konzentrationen aller Tiere zeigten einen deutlichen Peak um Tag —21, 1-2 und 20-22, wobei
die maximale Konzentration von Tier 1 an Tag 1-2 (5,7 ng/mL LNG) um ca. den Faktor 2 geringer war
(siehe Abbildung 13) als die Konzentration von Tier 2 und Tier 3 in Abbildung 15 und 16 (> 10 ng/mL).

Progesteron zeigte von allen 4 gemessenen Hormonen die deutlichste und gleichméaBigste Dynamik.
Maximale Werte konnten in den ZeitrAumen von Tag —11 bis Tag —9, Tag 11 bis Tag 15 und Tag 29
bis Tag 34 gemessen werden. Relativ betrachtet zeigten aber alle Tiere an Tag —21, Tag —1 und

Tag 19—21 Konzentrationspeaks.

Bei den E2-Konzentrationen zeigten sich bei Tier 1 vielfach erhdhte Werte im Gegensatz zum Rest
der Gruppe. An den Ubrigen Versuchstagen lagen die Werte der Tiere 2 und 3 meistens unterhalb des
messbaren Bereichs.

Bei allen Tieren der Kontrollgruppe zeigten die Hormonkonzentrationen Uber die gesamte

Versuchszeit einen physiologischen Zyklus.
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Tier 1
257 FSH [ng/mL] [ 70
— —  LH[ng/mL]
1——— P4 [ng/mL] S [ 60
20 Joeeee E2 [pg/mL] / \
A F 50
T 5] /'/ ! 40
] ' \ L
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5 1oj /. ,\ 30 o
F 20
5 -
] L 10
o: r o
40
Behandlung
Versuchstag
Abbildung 13: Hormonkonzentrationen von Tier 1 (Kontrolle) wéahrend des Hauptversuchs.

FSH - Follikelstimulierendes
P4 - Progesteron,
mL - Milliliter
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Tier 2
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Abbildung 14: Hormonkonzentrationen von Tier 2 (Kontrolle) wahrend des Hauptversuchs.

FSH - Follikelstimulierendes Hormon,
P4 - Progesteron, E2 — 17-B-Estradiol,
mL - Milliliter

LH — Luteinisierendes
pg — Picogramm,

Hormon,
ng - Nanogramm,
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Tier 3
257 FSH [ng/mL] [ 70
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Abbildung 15: Hormonkonzentrationen von Tier 3 (Kontrolle) wahrend des Hauptversuchs.
FSH - Follikelstimulierendes Hormon, LH — Luteinisierendes Hormon,
P4 - Progesteron, E2 — 17-pB-Estradiol, = pg — Picogramm, ng - Nanogramm,

mL - Milliliter

59



Ergebnisse

Niedrige Dosisgruppe (0,002 mg/kg/Tag LNG)

Nachfolgend sind in den Abbildungen 14 bis 16 die Verlaufskurven der Hormonkonzentrationen der

niedrigen Dosisgruppe dargestellt.

Die FSH-Konzentrationen in der niedrigen Dosisgruppe zeigten eine gleichmaBige, wellenférmige und
zyklusabh&ngige Dynamik, &hnlich jener der Kontrollgruppe. Maximale Werte wurden an den Tagen
-19 bis -18, 4 bis 15 und 22 bis 28 gemessen. Tier 5 zeigte an Tag 4 transiente ca. 2-fach so hohe

Werte wie Tier 4 und 6.

Die LH-Konzentrationen der niedrigen Dosis zeigten an Tag -21 bis Tag 19, Tag -1 bis Tag 2 und Tag
20 bis Tag 22 deutliche Peaks. Bei Tier 5 trat kein deutlicher LH-Peak an Tag -2 bis Tag 1 auf. Die
maximalen Werte lagen bei allen Tieren der niedrigen Dosisgruppe insgesamt nur einen Tag

auseinander, was zeigt, dass die Zykluslange der Tiere sehr ahnlich war.

Progesteron zeigte, wie schon in der Kontrollgruppe, die deutlichste Zyklusabhangigkeit. Maximale
Werte wurden in den ZeitrAumen von Tag -12 bisTag -6, Tag 10 bis Tag 14 und Tag 31 bis Tag 34

gemessen.

Die E2-Konzentrationen lieBen aufgrund mangelnder Messgenauigkeit keine Dynamik Uber den
Zyklus erkennen. Nur an den Tagen —22 bis —20, Tag -2 bis Tag —1 und Tag 19 bis Tag 21 lagen die
Werte oberhalb der Nachweisgrenze von >3 pg/mL. Tier 4 zeigte in dieser Zeit die mit Abstand
héchsten Werte von bis zu ca. 20 pg/mL an Tag -1, wahrend die anderen Tiere nicht Uber 7,5 pg/mL

und 4 pg/mL an Tag 20 bzw. Tag 21 hinauskamen.

Bei allen Tieren der 0,002 mg/kg/Tag LNG-Dosigruppe zeigten die Hormonkonzentrationen uber die

gesamte Versuchszeit einen physiologischen Zyklusverlauf.
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Abbildung 16: Hormonkonzentrationen von Tier 4 (0,002 mg/kg/Tag LNG) wéahrend des
Hauptversuchs. FSH - Follikelstimulierendes Hormon, LH — Luteinisierendes
Hormon, P4 - Progesteron, E2 — 17-B-Estradiol, pg — Picogramm,
ng - Nanogramm, mL - Milliliter
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Tier 5
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Abbildung 17: Hormonkonzentrationen von Tier 5 (0,002 mg/kg/Tag LNG) wahrend des
Hauptversuchs. FSH - Follikelstimulierendes Hormon, LH — Luteinisierendes
Hormon, P4 - Progesteron, E2 — 17-B-Estradiol, pg — Picogramm,
ng - Nanogramm, mL - Milliliter

62



Ergebnisse

Tier 6
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Abbildung 18: Hormonkonzentrationen von Tier 6 (0,002 mg/kg/Tag LNG) wahrend des
Hauptversuchs. FSH - Follikelstimulierendes Hormon, LH — Luteinisierendes
Hormon, P4 - Progesteron, E2 — 17-B-Estradiol, pg — Picogramm,
ng - Nanogramm, mL - Milliliter
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Mittlere Dosisgruppe (0,02 mg/kg/Tag LNG)

Nachfolgend sind in den Abbildungen 20 bis 22 die Verlaufskurven der Hormonkonzentrationen der

mittleren Dosisgruppe dargestellt.

Die FSH-Konzentrationen in der mittleren Dosisgruppe zeigten eine gleichmaBige, wellenférmige und
bis Tag 13 eine zyklusabhangige Dynamik. Maximale Werte wurden an den Tagen —18 bis Tag —6
und Tag 3 bis Tag 13 gemessen. Ab Tag 13 waren bei keinem Tier eindeutig zyklusabhangige

Konzentrationsanstiege zu beobachten.

Die LH-Konzentrationen stiegen an den Tagen —20 bis —19 und —1 bis 2 auf ihre Maximalwerte an.
Nach Einsetzen der Behandlung wurden keine deutlichen Peaks im zu erwartenden Zeitraum (um Tag

21) beobachtet. Nur bei Tier 8 war an Tag 34 ein LH-Peak zu beobachten.

Die Progesteron-Werte stiegen im Zeitraum von Tag —10 bis Tag —6 und 11 bis 14 maximal an. In der

weiteren Behandlungszeit war bei keinem Tier ein Anstieg der P4-Konzentration zu erkennen.

Die E2-Konzentrationen lagen auch in dieser Gruppe unterhalb der Nachweisgrenze. Nur an den

Tagen —21 bis —19 und —2 bis 1 konnten Werte gemessen werden.

Bei allen Tieren der mittleren Dosisgruppe zeigten die Hormonkonzentrationen einen physiologischen
Zyklus vor der Behandlung. Unter der Behandlung mit LNG konnte bei keinem der Tiere in der

mittleren Dosisgruppe das typisch zyklusabhangige Hormonprofil beobachtet werden.
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Abbildung 19: Hormonkonzentrationen von Tier 7 (0,02 mg/kg/Tag LNG) wahrend des

Hauptversuchs.
Hormon, P4 - Progesteron,
ng - Nanogramm, mL - Milliliter
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Tier 8
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Abbildung 20: Hormonkonzentrationen von Tier 8 (0,02 mg/kg/Tag LNG) wahrend des

Hauptversuchs.
Hormon, P4 - Progesteron,
ng - Nanogramm, mL - Milliliter

66

FSH - Follikelstimulierendes

Hormon,
E2 — 17-B-Estradiol,

LH — Luteinisierendes
pg — Picogramm,



Ergebnisse
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Abbildung 21: Hormonkonzentrationen von Tier 9 (0,02 mg/kg/Tag LNG) wahrend des
Hauptversuchs. FSH - Follikelstimulierendes Hormon, LH — Luteinisierendes

Hormon, P4 - Progesteron, E2 — 17-B-Estradiol, pg — Picogramm,
ng - Nanogramm, mL - Milliliter

67



Ergebnisse

Hohe Dosisgruppe (0,1 mg/kg/Tag LNG)

Nachfolgend sind in den Abbildungen 22-24 die Verlaufskurven der Hormonkonzentrationen der

hohen Dosisgruppe dargestellt.

Die FSH-Konzentrationen in der hohen Dosisgruppe zeigten eine gleichméaBige, wellenférmige und bis
Tag 10 eine zyklusabhangige Dynamik. Maximale Werte wurden an den Tagen —18 und 2 bis 4
gemessen. Ab Tag 10 waren bei keinem Tier eindeutig zyklusabh&ngige Konzentrationsunterschiede

zu beobachten.

Die LH-Konzentrationen erreichten ihre Maximalwerte an den Tagen —21 bis —20 und 1. Wahrend des

Behandlungszeitraums wurde nur bei Tier 10 an Tag 25 ein leicht erhéhter Wert gemessen.

Die Progesteronkonzentrationen stiegen in den ZeitrAumen von Tag —10 bis —7 und Tag 10 bis 14. In
der weiteren Behandlungszeit war bei keinem Tier dieser Gruppe ein Anstieg der P4-Konzentration zu

erkennen.

Die E2-Konzentrationen zeigten sehr uneinheitliche Werte im Zeitraum von Tag —21 bis Tag —4. So
wurden zwischen den Tagen —21 bis —20 und —8 bis 1 z. T. erhdhte Werte gemessen. Wahrend der
Behandlung mit LNG traten bei keinem Tier der hohen Dosisgruppe E2-Konzentrationen auf, die

oberhalb der unteren Nachweisgrenze lagen.

Bei allen Tieren der hohen Dosisgruppe zeigten die Hormonkonzentrationen einen physiologischen
Zyklus vor der Behandlung. Bei der Behandlung mit LNG konnte bei keinem der Tiere in der hohen

Dosisgruppe das typisch zyklusabhangige Hormonprofil beobachtet werden.
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Abbildung 22: Hormonkonzentrationen von Tier 10 (0,1 mg/kg/Tag LNG) wahrend des
Hauptversuchs. FSH - Follikelstimulierendes Hormon, LH — Luteinisierendes
Hormon, P4 - Progesteron, E2 — 17-B-Estradiol, pg — Picogramm,
ng - Nanogramm, mL — Milliliter

69



Ergebnisse
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Abbildung 23: Hormonkonzentrationen von Tier 11 (0,1 mg/kg/Tag LNG) wahrend des
Hauptversuchs. FSH - Follikelstimulierendes Hormon, LH — Luteinisierendes
Hormon, P4 - Progesteron, E2 — 17-B-Estradiol, pg — Picogramm,

ng - Nanogramm, mL - Milliliter
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Abbildung 24: Hormonkonzentrationen von Tier 12 (0,1 mg/kg/Tag LNG) wahrend des
Hauptversuchs. FSH - Follikelstimulierendes Hormon, LH — Luteinisierendes
Hormon, P4 - Progesteron, E2 — 17-B-Estradiol, pg — Picogramm,
ng - Nanogramm, mL - Milliliter

71



Ergebnisse

4.2.7 Levonorgestrel-Bioanalytik

Die Wirkstoffspiegel von LNG im Plasma der Minischweine (Abbildung 25) wurden mindestens jeden
3. Tag jeweils 24 Stunden nach der Applikation gemessen. Die Konzentrationen bei den Tiere der
niedrigen Dosisgruppe (Tier 4 bis Tier 6; 0,002 mg/kg/Tag LNG) waren so gering, dass sie mit
Ausnahme von 2 Messwerten unterhalb der Nachweisgrenze (125 pg/mL) dieser
Bestimmungsmethode lagen. Es wurde daher bei der Levonorgestrel-Bioanalytik von der Darstellung

der Messwerte dieser Dosisgruppe abgesehen.

2500 -

2000
] Tier 10; 0,1 mg/kg

Tier 11; 0,1 mg/kg
Tier 12; 0,1 mg/kg
- Tier 7; 0,02 mg/kg
Tier 8; 0,02 mg/kg
Tier 9; 0,02 mg/kg

1500 -

LNG [ng/mL]

1000 A

500

Versuchstag

Abbildung 25: LNG-Konzentrationen im Plasma von Géttinger Minischweinen wahrend des
Behandlungszeitraumes ca. 24h nach der Applikation von LNG.
LNG - Levonorgestrel, ng— Nanogramm, mg— Milligramm, kg - Kilogramm,
mL - Milliliter.
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Am ersten und letzten Tag der LNG-Applikation wurde jeweils ein Profil der Wirkstoffspiegel 0, 4, 8, 12
und 24 Stunden nach der Applikation erstellt (siehe Abbildung 26 und 27). Messungen unterhalb der
Nachweisgrenze von 125 pg/mL wurden in den Abbildungen als 125 pg/mL dargestellt. Die
Konzentrationen in der niedrigen Dosisgruppe (Tier 4, 5, 6) waren so gering, dass sie ebenfalls

unterhalb der Nachweisgrenze lagen und deshalb nicht abgebildet wurden.
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Abbildung 26: Wirkstoffspiegelprofil 0-24 h nach der ersten intramuskularen Applikation von LNG.
LNG — Levonorgestrel, h — Stunde, pg — Picogramm, mg — Milligramm,
kg - Kilogramm

Nach der ersten intramuskularen Applikation erreichten die gemessenen LNG-Konzentrationen in der
hohen Dosis nach 8 Stunden die maximale Plasmakonzentration, die zwischen 818 pg/mL und
2710 pg/mL lag. Tier 12 zeigte ca. 3-fach erhdhte Messwerte gegeniber den Ubrigen Tieren. In der
mittleren Dosis wurden maximale Plasmakonzentrationen bei Tier 7 und 8 nach 4 Stunden, bei Tier 9
erst nach 24 Stunden nach der Applikation gemessen. Bei Tier 9 war dieser Wert zugleich das erste
Messergebnis, das oberhalb der Nachweisgrenze lag. Die LNG-Konzentrationen in der mittleren Dosis
lagen zwischen 174 pg/mL und 425 pg/mL. Die AUC (,area under the curve® - Flache unter der Kurve)
im Zeitraum 0-24 Stunden nach der Applikation betrug fur die hohe Dosis 21,5 ng/mL*h, fur die
mittlere Dosisgruppe 3,36 ng/mL*h.
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Abbildung 27: Wirkstoffspiegelprofil 0-24 h nach der 24. intramuskularen Applikation von LNG.
LNG — Levonorgestrel, h — Stunde, pg — Picogramm, mg — Milligramm,
kg - Kilogramm.

An Tag 34 des Hauptversuchs (24. Behandlungstag) erreichte die gemessene LNG-Konzentration in
der mittleren und hohen Dosis 4 h nach der Applikation die maximal gemessene Konzentration. Diese
lag in der hohen Dosisgruppe zwischen 1660 pg/mL und 4320 pg/mL und in der mittleren Dosisgruppe
zwischen 580 pg/mL und 655 pg/mL. Die mittlere AUC betrug in der hohen Dosisgruppe
(0,1 mg/kg/Tag LNG) 45,5ng/mL*h und in der mittleren Dosisgruppe (0,02 mg/kg/Tag LNG)
7,30 ng/mL*h. In den Dosisgruppen 0,02 mg/kg/Tag und 0,1 mg/kg/Tag stieg die Exposition der Tiere
zwischen der ersten und der 24. Applikation im Mittel um das 2-fache an. Die errechneten

pharmakokinetischen Parameter sind in Tabelle 22 aufgefihrt.
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Tabelle 22: Pharmakokinetische Parameter nach intramuskuldarer Gabe von 0,02 mg/kg/Tag und
0,1 mg/kg/Tag LNG beim Géttinger Minischwein iber 24 Tage

Dosis LNG | Versuchs; . Cmax AUC Akku-
[mg/kg/Tag] [ tag Tier [pg/mL] tmax [A]] (0-24h) | )\ 2tion
[ng/mL*h]
T7 425 4 5,98
T8 363 4 3,07
10 T9 174 24 1,044
Mw 321 10,7 3,36
0.02 STAB 131 11,5 2,48
’ T7 580 4 6,57 1,10
T8 655 4 8,43 2,75
34 T9 598 4 6,90 6,61
Mw 611 4 7,30 3,48
STAB 39,2 0 0,99 2,83
T10 818 8 14,7
T11 905 8 16,0
10 T12 2710 8 33,9
Mw 1478 8 21,5
0.1 STAB 1068 0 10,7
’ T10 1660 4 25,8 1,75
T11 3280 4 57,6 3,61
34 T12 4320 4 53,0 1,56
Mw 3087 4 45,5 2,31
STAB 1340 0 17,2| 1,13

LNG — Levonorgestrel, Crnax— maximale Konzentration, tmax — Zeitpunkt, an dem die maximale Konzentration

gemessen

wurde,

AUC - Flache

T7-T12 =Tier 7-12, pg — Picogramm,

h - Stunde

unter der

Kurve,
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4.2.8 Gerinnungsphysiologische, hamatologische und klinisch-chemische Untersuchungen

Gerinnungsphysiologische Parameter

Es wurden keine Veranderungen der physiologischen Werte beobachtet. Die Einzelwerte sind in
Tabelle 32 im Anhang aufgeflhrt.

Hamatologie

Es wurden keine Veranderungen der physiologischen Werte beobachtet. Die Einzelwerte sind in
Tabelle 33 im Anhang aufgeflhrt.

Weisses Blutbild

Es wurden keine Veranderungen der physiologischen Werte beobachtet. Die Einzelwerte sind in
Tabelle 34 im Anhang aufgeflhrt.

Klinisch-chemische Untersuchungen

Es wurden keine Veradnderungen der physiologischen Werte beobachtet. Die Einzelwerte sind in
Tabelle 35 im Anhang aufgeflhrt.

Serumproteinelektrophorese

Es wurden keine Abweichungen der physiologischen Werte beobachtet [Kaneko, J. J. et al. (1997)].
Die Einzelwerte sind in Tabelle 36 im Anhang dargestellt.

4.2.9 Futterverzehr/Kérpergewichte

Von Versuchstag 1 bis 35 wurde der Futterverzehr der Minischweine bestimmt. Eine Beeintrachtigung
der Futteraufnahme war nicht zu beobachten. Die Einzeldaten sind in Tabelle 43 im Anhang
dargestellt.

Die Koérpergewichte der Minischweine zeigten unabhangig von der Dosis Schwankungen, die von
geringen Abnahmen bis Zunahmen von maximal 2 kg (Tier 3) reichten. Wegen des zeitlich versetzten
Versuchsbeginns und durch die Tierauswahl jedes Blockes (1 Kontrolltier, 3 Dosistiere) variierte das
Alter innerhalb der Kontrollgruppe deutlich mehr als in den Dosisgruppen. Eine Verminderung der
limitierten Futteraufnahme trat nicht auf. Die Einzelwerte sind in Tabelle 44 im Anhang aufgefuhrt.
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4.2.10 Postmortale Untersuchungen

Makroskopische Befunde

Bei der Sektion wurden Veranderungen der Organe in bezug auf Farbe, Umfang und Gewicht sowie
auf makroskopisch auffallige Besonderheiten beurteilt. Organe mit makroskopischen Befunden
wurden aufgearbeitet und histologisch beurteilt. In der histologischen Untersuchung konnten
makroskopischen Befunden teilweise histologische Korrleate zugeordnet werden (siehe Tabelle 23).

Tabelle 23: Korrelation makroskopischer und histologischer Befunde

Dosis / Tier makroskopisch histologisch
2 T1 Thymus: beidseitig fokal gerétet Thymus: beidseitig, Blutresorption
§ Ln. iliacus: rechts gerdétet Ln. iliacus: rechts, Olresorption, Blutresorption
=
] T2 [Thymus: beidseitig fokal gerétet Thymus: Blutresorption
<
> T3 |Ln. iliacus: beidseitig vergréBert Ln. iliacus: Olresorption, Blutresorption
S’ T4 |Lunge: beidseitig geschwollen, links gerétet Lunge: nicht untersucht
o
= .
g’% T5 |Ln. iliacus: beidseitig gerétet Ln. iliacus: Olresorption, Blutresorption
[a\)
o o
= T6 |Ln. iliacus: beidseitig vergroBert, links gerétet  |Ln. iliacus: Olresorption, Blutresorption
T7 Ln. iliacus: beidseitig gerétet Ln. iliacus: Olresorption, Blutresorption
Ovar: verkleinert Ovar: keine CL
E Ln. iliacus: be.l.dseltlg vgrgroBert, gerotgt Ln. iliacus: Olresorption, Blutresorption
S T8 |Qvar: rechts hdmorrhagische Zysten mit 0,4 cm |~ . .
Lo . . Ovar: Blutresorption, keine CL
> Z Durchmesser; verkleinert
8 Uterus: hamorrhagische Zyste mit einem
e Durchmesser von 0,5 cm im ligamentum latum  |Uterus: periovarielles Bindegewebe, Zyste
T9 ; e
uteri dexter Ovar: keine CL
Ovar: verkleinert
T10 Ln. iliacus: beidseitig gerétet Ln. iliacus: Olresorption, Blutresorption
Ovar: verkleinert Ovar: keine CL
Harnblase: Mucosa am Hals gerétet Harnblase: nicht untersucht
> T11 Ln. iliacus: beidseitig gerétet Ln. iliacus: Olresorption, Blutresorption
5 - Applikationsstellen: fokal gerétet Applikationsstellen: Blutresorption
> Z Ovar: verkleinert Ovar: keine CL
£
S Uteru.s: Zystgn mit ellnem.Durc.hmesser von Uterus: nicht untersucht
1 c¢m in den ligamentia lati uteri Thymus: Blutresorption
T2 Thﬂ belds.eltlg. fokal qerotet Ln. iliacus: Olresorption, Blutresorption
Ln. iliacus: beidseitig gerotet -
: Ovar: keine CL
Ovar: verkleinert

LNG — Levonorgestrel, CL — Corpus luteum, Ln — Lymphonodus, mg — Milligramm, kg — Kilogramm,
cm — Zentimeter, T1-T12 = Tier 1 — Tier 12
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Aufféllige GréBenunterschiede der Ovarien zeigten sich konsistent bei allen Tieren der Kontroll- und
niedrigen Dosisgruppe im Vergleich zu denen der mittleren und hohen Dosisgruppe. Dabei war
deutlich zu erkennen, dass sich bei den Tieren der Kontroll- bzw. niedrigen Dosisgruppe CLs gebildet
hatten, wahrend die Ovarien der mittleren und hohen Dosisgruppe nur einige altere Corpora albicantia
aufwiesen. Die Follikel an den Ovarien der mittleren und hohen Dosisgruppe wiesen einen gréBeren
Durchmesser als die der Kontroll- und niedrigen Dosisgruppe auf. Eine Gegenlberstellung der

Ovarien von 2 Tieren der entsprechenden Gruppen in Abbildung 28 verdeutlicht dies.

CL CL CL
CL
F F
F F CL
CA
CL
cL CL CcL
ca F
CA
Tier 5: 0,002 mg/kg/Tag LNG 3 mm
F
F
ca F F
F
CA . .
- F
Foon F CA
F
Tier 9: 0,02 mg/kg/Tag LNG 3mm

Abbildung 28: Mikroskopische Ovarienbefunde (Hamatoxylin-Eosin-Farbung) in der
UbersichtsvergréBerung am Beispiel der niedrigen (0,002 mg/kg/Tag) und mittleren
(0,02 mg/kg/Tag) Dosisgruppe: LNG — Levonorgestrel, CL - Corpus luteum,
CA - Corpus albicans, F - Follikel.
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Das Auftreten von CLs spiegelte sich auch deutlich in den Ovargewichten wieder. In der Kontroll- und
niedrigen Dosisgruppe lagen die Gewichte der Ovarien mit 2,42 g bis 4,51 g ca. doppelt bis 3-fach so
hoch wie die der mittleren und hohen Dosisgruppe mit 0,85 g bis 2,36 g. Dabei zeigten die
Kontrollgruppe und die hohe Dosisgruppe eine sehr hohe Variabilitdt. Die absoluten und relativen
Einzelwerte sind in Tabelle 24 dargestellt. Die Uterusgewichte in der Kontroll- und niedrigen
Dosisgruppe lagen zwischen 172,8 g und 259,8 g und damit ca. um 2/3 héher als in der mittleren und

hohen Dosisgruppe mit 131,9 g bis 165,7 g (vergleiche dazu Tabelle 24).

Tabelle 24: Organgewichte sowie Mittelwerte und Standardabweichungen von Ovarien und Uterus

Kontrolle 0,002 mg/kg/Tag LNG| 0,02 mg/kg/Tag LNG | 0,1 mg/kg/Tag LNG
Tier Nr. T T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12
ovar Mel] 242 | 451 | 298] 322 | 316 | 336 ] 1,55 | 153 | 1290 ] 1,72 | 085 | 236
[%]] 4,27 7,47 5,44 5,32 5,08 5,35 2,51 2,49 2,11 3,23 1,38 3,87
MW 3,30 3,25 1,46 1,64
STAB 1,08 0,10 0,14 0,76
Uterus [g]1] 172,8 | 204,0 | 249,7 | 248,1 | 259,8 | 195,2 ] 131,9 | 137,2 | 164,1 | 165,7 | 145,4 | 165,7
[%]] 305,2 | 338,0 | 455,7 | 410,2 | 4179 | 311,0] 213,9 | 223,6 | 267,8 | 310,9 | 235,2 | 271,6
MW 208,83 234,37 144,40 158,93
STAB 79,14 59,62 28,73 37,86

LNG - Levonorgestrel, T1-T12 = Tier 1-12, g-Gramm, mg— Milligramm, kg - Kilogramm, % - Prozent,
MW - Mittelwerte, STAB - Standardabweichung
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Mikroskopische Befunde

Ovar

Bis zu einer Gré6Be von 3 mm war in der Kontrollgruppe und hohen Dosisgruppe (0,1 mg/kg/Tag LNG)
eine dhnliche Anzahl von Follikeln zu beobachten (siehe Tabelle 25). Nur in der mittleren Dosisgruppe
(0,02 mg/kg/Tag LNG) traten Follikel mit einem Durchmesser von mehr als 3 mm auf. In der niedrigen
Dosisgruppe (0,002 mg/kg/Tag LNG) wurden am wenigsten Follikel von 1-3 mm Durchmesser
beobachtet.

Tabelle 25: Histologische Auswertung der Follikel, CLs und CAs im Ovar der Minischweine nach 24-

tagiger intramuskularer Behandlung mit LNG

0,002 mg/kg/Tag|] 0,02 mg/kg/Tag | 0,1 mg/kg/Tag
Kontrolle LNG LNG LNG
Tier T1 T2 | T3 T4 | T5 | T6 | T7 | T8 | T9 | T10| T11 | T12
Follikel (antral)
<1 mm 2 4 4 2 6 1 3 2 2 2
1-2 mm 4 8 18 4 5 9 9 2 7 16 8 10
- 2-3 mm 3 7 4 5 6 3 4 6 8 1 6
z >3 mm 2 | 3 | 1
E CL Stadium
< friih 6
mittel 5 7 8 6
spat 10
CA 3 7 7 | 11| 5 6 | 12 | 9 8 2 | 10 | 7 |

LNG — Levonorgestrel, T1-T12 =Tier 1-12, CL — Corpus luteum: friih - Corpus hamorrhagicum/
rubrum, mittel - Corpus luteum (in Blite), spéat— Regressionskérper, CA - Corpus albicans/
Residualkérper, mm — Millimeter, mg — Milligramm, kg - Kilogramm

Corpora lutea traten nur bei den Tieren der Kontrollgruppe und niedrigen Dosisgruppe auf (siehe
Tabelle 25). Dabei variierte die CL Entwicklung innerhalb der Kontrollgruppe vom friihen bis mittleren

Stadium und in der niedrigen Dosis vom mittleren bis spéten Stadium.

Die Corpora albicantia zeigten zwei Zonen: die AuBenzone enthielt radidr angeordnete
Bindegewebsstrange mit nach innen verlaufenden BlutgefaBen, die von Fibrozyten und Fibroblasten
umgeben waren. In der Innenzone traten GefdBe ohne glatte Muskelzellen auf. Die Verteilung
innerhalb der Schnittebene lieB keinen Riickschluss auf die Dosisgruppen zu. In der Kontrollgruppe
wurden deutlich weniger Corpora albicantia (13) als in der niedrigen (22), mittleren (29) und hohen
Dosisgruppe (19) beobachtet.
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Tier 3: Kontrolle

Tier 5: 0,002 mg/kg/Tag LNG

CA
CL2
CL2 CL3 L3
F
F
2 mm F 2 mm
Tier 8: 0,02 mg/kg/Tag LNG Tier 10: 0,1 mg/kg/Tag LNG
F
F
F
r F F
F CA
F
F
CA F
CA 2 mm F 2 mm
Abbildung 29: Histologie (Hamatoxylin-Eosin-Farbung) der Ovarien der Kontroll- und Dosisgruppe
nach 24-tagiger intramuskularer Behandlung mit Levonorgestrel.
LNG - Levonorgestrel, F - Follikel, CA - Corpus albicans, CL 2 - Corpus

hamorrhagicum/rubrum, CL 3 - Regressionskorper,
mg - Milligramm, kg - Kilogramm

mm — Millimeter,
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Uterus

Die Messungen der endometrialen Epithelhéhe wurden in den Uterushérnern und in der Cervix uteri
durchgefiihrt. In den Uterushérnern war in der mittleren und hohen Dosisgruppe eine tendenzielle
Zunahme der Endometriumsepithelh6he mit steigender Dosis zu erkennen. Im Cervixepithel war keine
Zunahme der Epithelhdhe zwischen Kontrollgruppe und den Dosisgruppen zu verzeichnen. Die
morphometrischen und histologischen Ergebnisse der Auswertung des Uterus sind in Tabelle 46 im

Anhang dargestellt. In Abbildung 30 sind die Messwerte der Uterushérner graphisch dargestellt.

E linkes Horn [ rechtes Horn

Kontrolle 0,002 mg/kg/Tag LNG 0,02 mg/kg/Tag LNG 0,1 mg/kg/Tag LNG

50 -
45 |
40 |

Hoéhe [um]

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Tier Nr.

Abbildung 30: Endometriumsepithelhbhe am  Uterushorn, Messungen nach 24-tagiger
intramuskularer LNG — Behandlung. LNG — Levonorgestrel, um - Micrometer,
mg - Milligramm, kg - Kilogramm
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In Abbildung 31 ist ein Uterushorn eines Tieres jeder Gruppe dargestellt. Bei der Einzelauswertung
wurde insbesondere auf dosisabhangige Effekte am Endometrium geachtet. Dabei zeigte sich, dass
bei einer Dosis von 0,1 mg/kg/Tag LNG sowohl im linken als auch im rechten Uterushorn neben der
Zunahme der Endometriumshéhe auch die Anzahl der Kernreihen auf 2-3 im Vergleich zu 1-2 wie in
der Kontrollgruppe, 0,002 mg/kg/Tag und 0,02 mg/kg/Tag LNG-Dosisgruppe zunahm. Die Lage der
Kerne veranderte sich von der Kontrolle zu der hohen Dosisgruppe von basal nach apikal. Zusétzlich
war eine Zunahme der Sekretvakuolen von gering bis mittelgradig bei aufsteigender Dosis zu
beobachten. Das Auftreten von Stiftchenzellen wurde bei zwei Tieren der mittleren Dosis (Tier 8 und
9) und zwei Tieren der hohen Dosis (Tier 10 und 12) als mittelgradig erhéht bewertet. Ein vermehrtes
Auftreten von Leukozyten war jeweils bei einem Tier der niedrigen Dosis (Tier 6), der mittleren Dosis
(Tier 7) und der hohen Dosis (Tier 10) zu beobachten. Deutliche Verédnderungen wurden in der
Endometriumstruktur beobachtet. Wahrend sich in der Kontrollgruppe und niedrigen Dosisgruppe das
Epithel bei allen Tieren einreihig, glatt und regelmaBig darstellte, war in der mittleren und hohen Dosis
ein hochprismatisches, teilweise mehrreihiges, sehr unregelméaBiges Epithel zu erkennen, das eine

deutliche Sekretion zeigte.

An den Uterindrisen in der Lamina propria wurde keine Zunahme der Epithelschichten, keine
Odematisierung und keine vermehrte Sekretbildung zwischen der Kontroligruppe und den
Dosisgruppen beobachtet.
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Tier 1: Kontrolle Tier 5: 0,002 mg/kg/Tag LNG
E
E
UD
UD
UD
E
E
100 pm 100 pm
Tier 9: 0,02 mg/kg/Tag LNG Tier 12: 0,1 mg/kg/Tag LNG
E
E E
- S
E E A
E
100 um 100 pm
Abbildung 31: Histologie eines Uterushornes der Kontrollgruppe und Dosisgruppen nach

24-tagiger intramuskularer Gabe von Levonorgestrel (Hamatoxylin-Eosin-Farbung),
Tier 9 und 12 =zeigten neben der deutlichen Aktivitit mit Sekretion des
Endometriums das Auftreten von Stiftchenzellen und eine rauhe Epitheloberflache.
LNG - Levonorgestrel, UD - Uterindrisen, S - Stiftchenzellen, E - Endometrium,
um — Micrometer, mg - Milligramm, kg — Kilogramm.

Cervix

An der Cervix konnte keine Zunahme der Epithelhéhe bei der hohen Dosis im Vergleich zur
Kontrollgruppe gemessen werden. Das Schleimhautepithel in der Kontrollgruppe war Uberwiegend
einschichtig und hochprismatisch, die Zellkerne lagen basal. In der mittleren Dosis wurde 3-4
schichtiges Epithel beobachtet, die Zellkerne verlagerten sich ins Zellzentrum und die Zellen wurden
isoprismatisch. In der hohen Dosis wurde 2-3 schichtiges, hochprismatisches Epithel beobachtet. Die
Epitheloberflache war glatt. Eine édematisierung der Lamina propria war nicht zu beobachten. Die
Ergebnisse der histologischen Untersuchungen und der Messungen sind in Tabelle 46 im Anhang

aufgefihrt.
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Vagina

Das Plattenepithel der Vagina war bei allen Tieren unverhornt. In der Kontrollgruppe und der niedrigen
Dosisgruppe war das Epithel 3-4 schichtig, in der mittleren und hohen Dosis ging die Zahl der
Schichten auf 2-3 zurlck. Entsprechend verringerte sich die Epithelhéhe mit steigender Dosis, die von
ca. 28-33 um in der Kontrollgruppe auf ca. 19-22 um in der hohen Dosisgruppe abnahm. In der hohen
Dosis war eine leichte Erhdhung der Anzahl der Leukozyten zu beobachten. Die Ergebnisse der

histologischen Untersuchungen und der Messungen sind in Tabelle 46 im Anhang aufgeflhrt.

Milchdrise

Die Drlsenschlauche, Endstiicke und Alveolen zeigten keine gruppeneinheitlichen, dosisabhangigen
Veranderungen des Epithels. Das Epithel war 1-2 schichtig, isoprismatisch, und bei fast allen Tieren
trat Sekret in den Alveolen oder Milchgangen auf. Dies war nicht bei den Tieren 10 und 11 der Fall,
die zum Teil eine Atrophie der Epitheloberflache der Alveolen oder vermehrt in Fettgewebe
eingebettete Drisen erkennen lieBen. In den Dosisgruppen wurde bei fast allen Tieren ein vermehrtes

Auftreten von Leukozyten beobachtet.

Hypophyse

Histologisch lieBen sich basophile und azidophile Zellen unterscheiden, wobei die blaugeféarbten
basophilen Zellen gréBer als die azidophilen waren. Dosisabhangige Veranderungen zwischen den

Hypophysen der Kontrollgruppe und den einzelnen Dosisgruppen waren nicht zu erkennen.

Nebenniere

Die Nebenniere zeigte eine deutliche Unterteilung in Rinden- und Markzone. In der Zona glomerulosa
der Rinde waren bogenférmige Zellstrdnge mit azidophil gefarbten Zellen zu erkennen. Die Zona
fasciculata bestand aus einem Netz von Zellstrdngen, Bindegewebsfasern und Kapillaren. Das
Zytoplasma der Zellen war leicht basophil geférbt und wies z. T. Granula auf. In der Zona reticularis
war ein verzweigtes Netz aus Drisenzellen zu erkennen. Das Nebennierenmark war ein dichtes
Geflecht von Zellen unterschiedlicher GréBe und Kapillaren. Dosisabhangige Veranderungen
zwischen den Nebennieren der Kontrollgruppe und den einzelnen Dosisgruppen waren nicht zu

erkennen.

85



Ergebnisse

Niere

Die Niere zeigte eine deutliche Unterteilung in Rinden- und Markzone. In der Zona externa und interna
der Rinde waren kortikale Glomerula, Markstreifen und verschiedene Abschnitte des Tubulussystems,
wie proximale, distale Tubuli und Henle-Schleifen zu erkennen. Im Nierenmark zeigten sich gerade
Sammelrohre und lange Henle-Schleifen. Dosisabhangige Verdnderungen zwischen den Nieren der

Kontrollgruppe und den einzelnen Dosisgruppen waren nicht zu erkennen.

Leber

Die Leber zeigte eine deutliche Lappchenstruktur. Von der duBeren Kapsel zogen Kollagenfasern im
Leberparenchym, das eine groBe Menge an Granula aufwies, in Richtung Portalvene. Deutlich
sichtbar waren auch die Lebertrias mit Arteria und Vena interlobularis und den Gallengédngen
zwischen den einzelnen Leberlappchen. Dosisabhangige Veranderungen zwischen den Lebern der

Kontrollgruppe und den einzelnen Dosisgruppen waren nicht zu erkennen.

Skelettmuskel (Applikationsstelle)

Es wurden die Lokalisationen des Skelettmuskels untersucht, in welche die Applikation erfolgte. Dabei
wurden in jeweils einem Tier der Kontrollgruppe und allen Tieren der mittleren und hohen Dosisgruppe
gering- bis mittelgradiges Auftreten von Entziindungszellen sowie die Resorption von Blut und

Fettvakuolen beobachtet. Einblutungen wurden bei Tieren aus jeder Gruppe beobachtet.

Thymus

Der Thymus zeigte eine deutliche Unterteilung in Rinde und Mark. Die Rindenbreite betrug dabei
ca. 1/2 bis 1/3 des Markdurchmessers. Im Mark waren sternférmige Retikulumzellen sowie Hassall-
Koérperchen zu erkennen. Dosisabhangige Veranderungen zwischen den Organen der Kontrollgruppe

und den einzelnen Dosisgruppen waren nicht zu erkennen.

Darmbeinlymphknoten

Der Lymphknoten zeigte eine undeutliche Trennung von Rinde und Mark, die Lymphfollikel waren
diffus verteilt. Im Inneren des Lymphknotens war eine Resorption von Blut und Fettvakuolen deutlich
zu erkennen. Dosisabhdngige Verdnderungen zwischen den Lymphknoten der Kontrollgruppe und

den einzelnen Dosisgruppen waren nicht zu erkennen.
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Femur/Sternum

Sowohl am Femur als auch am Sternum war eine regelmaBige Knorpel-/Knochengrenze sowie eine
gleichmaBige Verknbécherung zu beobachten. Dosisabhdngige Veradnderungen zwischen den

Knochenstrukturen der Kontrollgruppe und den einzelnen Dosisgruppen waren nicht zu erkennen.

Knochenmarkausstriche

Die 24-tagige intramuskulére Behandlung mit LNG zeigte keinen Unterschied zwischen den Tieren der

Kontrollgruppe und Dosisgruppen (Tabelle 47).
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5 Diskussion

Fir die Arzneimittelzulassung fordert die europaische Zulassungsbehérde fir Arzneimittel (EMEA)
Angaben zur Qualitat, Wirksamkeit und Sicherheit von neuen Substanzen. Die praklinische Sicherheit
wird in Form toxikologischer Studien an einer Nager- und einer Nicht-Nagerspezies untersucht. Die
Wirksamkeit neuer Substanzen wird in pharmakologischen Tiermodellen erfasst, bevor die erste
Anwendung am Menschen erfolgt. Neben den bislang etablierten Spezies wurde als Vertreter einer
Nicht-Nagerspezies das GM in dieser Arbeit auf seine Eignung fir den Einsatz synthetischer

Gestagene am Beispiel von LNG Uberprift. Zu diesem Zweck wurden zwei Versuche durchgefihrt.

In einem Vorversuch wurden Methoden auf ihre Praktikabilitdt und Aussagekraft geprift, das

physiologische Zyklusgeschehen ,in life* beim GM zu beurteilen.

Im anschlieBenden Hauptversuch wurden GMe Uber 24 Tage intramuskular mit LNG behandelt. Der
Zyklus der Tiere wurde mit den Methoden beurteilt, die im Vorversuch aussagekraftige Ergebnisse fur
die Bestimmung des Zyklusstandes zeigten. Zuséatzlich wurden in regelmadBigen Abstdnden die
Wirkstoffspiegel bestimmt. Am Ende der Behandlung wurden die Tiere getétet und eine Auswahl von

Organen makroskopisch und mikroskopisch untersucht.

5.1 Beurteilung der Methoden des Vorversuches

Bei insgesamt 6 Minischweinen wurde Uber einen Zeitraum von 6 Wochen der Duldungsreflex, die
Rétung/Schwellung der Vulva, die Bildung von Vaginalschleim, die Vaginalzytologie, die
Ultraschalluntersuchung des Uterus und der Ovarien sowie die Bestimmung der

Plasmakonzentrationen von LH, FSH, P4 und E2 gemessen.

5.1.1 Duldungsreflex

Die Ergebnisse des Vorversuches zeigten, dass der Duldungsreflex bei allen Tieren ausgel6st werden
konnte sowie die Lange des Zyklus und den Brunstzeitraum zuverldssig anzeigte. Dies wurde durch
die Korrelation mit der Rétung/Schwellung der Vulva, gebildeten Vaginalschleim und gemessenen
Hormonkonzentrationen bestétigt. Die Zeitpunkte des natirlich ausgelésten Duldungsreflexes wichen

z. T. leicht von denen des artifiziell durch den Menschen ausgelésten Duldungsreflexes ab.

Bei Tier 3 konnte wahrend des Estrus (Versuchstag 1-3) kein Duldungsreflex artifiziell ausgeldst
werden, obwohl die tUbrigen Parameter eindeutig eine Brunst erkennen lieBen. Bei Tier 6 konnte der
Duldungsreflex bis einschlieBlich Tag 5 durchgehend ausgeldst werden. In Korrelation hierzu war eine
bis Tag 7 andauernde Schwellung der Vulva und Vaginalschleim sowie ein erneuter Anstieg der LH-

Konzentration an Tag 6 bei diesem Tier zu beobachten.
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Die Bestimmung der Zykluslangen gemessen am Duldungsreflex zeigte, dass unter Einbeziehung der
Hormonkonzentrationen der natirlich ausgeléste Duldungsreflex das Einsetzen der Brunst treffender
charakterisierte als der manuell ausgeléste Duldungsreflex. Dies liegt vermutlich daran, dass der Eber
die Paarungsbereitschaft der Sau durch zusétzliche Faktoren, wie z.B. seinen Geruch,
LautauBerungen und StdBe in die Flanke positiv beeinflusst [Plonait, H. (2004)]. Bei Tier 3 war der

Reiz des Menschen fir die Auslésung eines Duldungsreflexes offensichtlich nicht stark genug.

Daher wurde fir den Hauptversuch die natirliche Auslésung des Duldungsreflexes, wie bereits von
zahlreichen anderen Autoren beschrieben, als Hauptparameter fir das Erkennen der Brunst
eingesetzt [Eliasson, L. (1989)]; [Holtz, W. and Bollen, P. (1999)]; [Soede, N. M. and Kemp, B.
(1997b)].

5.1.2 Rétung/Schwellung der Vulva

Rétungen und Schwellungen werden sekundar durch die Erhéhung des E2-Spiegels im Blut
hervorgerufen [Steiner, R. A. et al. (1977)]. Rétungen und Schwellungen der Vulva traten bei allen
Tieren wahrend des Brunstzeitraumes auf, bewertet wurden jedoch nur Befunde, die an zwei oder
mehr aufeinander folgenden Tagen auftraten. Das Einsetzen der Rétungen war bei den meisten
Tieren vor dem Einsetzen von Schwellungen zu beobachten. Im ersten beobachteten Brunstzeitraum
traten Rétungen und Schwellungen bei allen Tieren mindestens einen Tag vor dem Duldungsreflex
auf. In der zweiten beobachteten Brunst waren nur Rétungen regelmaBig vor der Brunst zu erkennen,
die Schwellungen traten z. T. erst mit dem Einsetzen der Brunst auf. Die Intensitat der Rétungen

zeigte nur eine ungeféhre Korrelation mit dem Einsetzen der Brunst.

Tier 6 zeigte auBer im Proestrus/Estrus zusatzlich an Tag 14-15 Vulvaschwellungen, die mit einer
erhéhten Estradiolkonzentration in diesem Zeitraum korrelierten. Bei Tier 3 wurde eine erhdhte
Estradiolkonzentration im gleichen Zeitraum ermittelt, ohne dass Vulvaschwellungen beobachtet

wurden.

Die Roétungen/Schwellungen der Vulva traten in unmittelbaren zeitlichen Zusammenhang mit der
Brunst auf. Aufgrund ihrer hohen Variabilitdt sind diese jedoch nicht geeignet, als alleiniger Parameter
fur die Zykluskontrolle zu fungieren [Schilling, E. and Rostel, W. (1964)]. Die Beurteilung der Vulva auf
Roétung/Schwellung wurde daher im Zusammenspiel mit weiteren Parametern im Hauptversuch

durchgefuhrt.
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5.1.3 Bildung von Vaginalschleim

Das Auftreten von Vaginalschleim zeigte eine erkennbare Zyklusabhangigkeit und trat im Zeitraum
von 3 Tagen vor bis 7 Tagen nach der Brunst auf. Vaginalschleim war Uberwiegend im Estrus,
vereinzelt im Proestrus und teilweise im Postestrus zu beobachten. Anhand der Qualitat (klar bzw.
trab) und der Konsistenz (flissig bzw. fadenziehend) konnte zu keinem Zeitpunkt auf den Zyklusstand
geschlossen werden, da der beobachtete Vaginalschleim fast ausschlieBlich trib und fadenziehend
war. Das Auftreten von Vaginalschleim deutete lediglich darauf hin, dass sich das jeweilige Tier im
Proestrus, Estrus oder Postestrus befand. Weitergehende Schlussfolgerungen waren nicht méglich.

Im Hauptversuch wurde daher nur der Parameter der Quantitat des Vaginalschleims beurteilt.

5.1.4 Vaginalzytologie

Fur das Yucutan Minischwein ist bei taglicher Probennahme eine Zuordnung der Zyklusstadien
anhand der Vaginalzytologie beschrieben [Rodgers, J. B., Sherwood, L. C., Fink, B. F., and Sadove,
R. C. (1993)]. Im Estrus wurde hier eine permanente erhdhte Anzahl von Epithelzellen beobachtet. In
diesem Vorversuch war keine erkennbare zyklusgesteuerte Rhythmik, die die Zuordnung der
Vaginalzytologie zu einem Zyklusstadium ermdglicht hatte, zu erkennen. Dadurch konnten Ergebnisse
einer friheren Verdéffentlichung bestatigt werden [Schilling, E. and Rostel, W. (1964)]. Aufgrund dieser
Ergebnisse wurde die Vaginalzytologie als ungeeignet bewertet und daher nicht im Hauptversuch

verwendet.

5.1.5 Ultraschalluntersuchung

Als problematisch erwies sich von Anfang an die Auswabhl einer geeigneten Untersuchungstechnik. Da
eine Untersuchung aufgrund der GréBe der Schallképfe beim Minischwein weder transrektal noch
transvaginal erfolgen konnte, wurde die Untersuchung transabdominal im Bereich der Kniefalte der
Tiere durchgefuhrt. Als schwierig erwies sich dabei im Besonderen, die Tiere wahrend der
Untersuchung ohne die Anwendung von ZwangsmaBnahmen ruhig zu halten. Bei Fixierung der Tiere
war aufgrund von Abwehrreaktionen und der angespannten Bauchdecke eine Untersuchung nicht
moglich. Erst gegen Ende der Untersuchung war die Methode so an die Bedingungen fir die

Minischweine angepasst, dass interpretierbare Ergebnisse erfasst werden konnten (vergleiche 4.1.5).

Die Ovarien lieBen sich ultrasonographisch gut darstellen, sodass eine Unterscheidung der
Funktionskérper des Ovars in Follikel und Corpora lutea vorgenommen werden konnte. Im Uterus

gelang es nicht, das nur wenige Millimeter dicke Endometrium per Ultraschall zu vermessen.

Im Hauptversuch wurden daher nur die Ovarien per Ultraschall untersucht und eine Beurteilung der
Gelbkérper und Follikel vorgenommen.
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5.1.6 Bestimmung der endogenen Hormonkonzentration

LH

Alle Tiere zeigten mit Einsetzen des Estrus den charakteristischen préovulatorischen LH-Peak
[Engelhardt, W. v. and Breves, G. (2005)]. Die LH-Messungen im Vorversuch von bis zu 10 ng/mL
waren mit den Ergebnissen anderer Autoren vergleichbar [Soede, N. M., Helmond, F. A., Schouten,
W. G., and Kemp, B. (1997a)]; [Howard, P. K. et al. (1983)]; [Tilton, J. E. et al. (1982)]. Maximale
Konzentrationen wurden an Zyklustag 1 bis 3 erreicht, wobei bei 4 von 6 Tieren der LH-Peak an Tag 1
auftrat. Bei Tier 6 wurden von Tag 2 bis Tag 4 und erneut an Tag 6 LH-Konzentrationen von Uber
10 ng/mL gemessen, der DR war bei diesem Tier bis einschlieBlich Tag 5 zu beobachten. Somit
korrelierte die vermehrte LH-Produktion mit der Verlangerung des Duldungsreflexes. Bei Tier 5, das
eine Zykluslange von 18 Tagen besaB, wurde im ersten vollstandig beobachteten Zyklus eine LH-
Konzentration von Gber 10 ng/mL an Tag 15 des Zyklus gemessen.

FSH

Die Konzentrationen bei 5 von 6 Tieren bewegten sich zwischen 0,5 ng/mL und 7,8 ng/mL. Eine
Ausnahme bildete Tier 4, das mit Messwerten zwischen 9,6 ng/mL und 21,3 ng/mL um das ca.
3-fache Uber dem Gruppendurchschnitt lag. Insgesamt schwankten die FSH-Konzentrationen nur
geringflgig wahrend des Zyklus und waren stets héher als die des LH, das nur wadhrend des
praovulatorischen LH-Peaks hohere Plasmakonzentrationen als das FSH erreichte. Ein
praovulatorischer FSH-Anstieg war nicht zu beobachten, was mit den Angaben von Plonait
Ubereinstimmt [Plonait, H. (2004)].

17-B-Estradiol (E2)

Die Estradiolkonzentrationen lagen bei drei Tieren in der lutealen Phase Uberwiegend unterhalb der
Nachweisgrenze von 3 pg/mL und damit um den Faktor 7 deutlich niedriger als in der Literatur
beschrieben [Damm Jorgensen, K. (1998)]. Die Peaks im Estrus korrelierten nicht unmittelbar mit den
durch Estradiol hervorgerufenen Schwellungen der Vulva. Alle Tiere zeigten im Vorversuch einen
deutlichen Anstieg der Konzentrationen zum Ende des Proestrus/Beginn des Estrus.
ErwartungsgemaB war am Ende des Beobachtungszyklus ein erneuter E2-Anstieg zu beobachten
[Damm Jorgensen, K. (1998)]. Nur Tier 2 zeigte keinen E2-Anstieg. Diese Beobachtung korrelierte mit
einer vereinzelten, nur mittelgradigen Schwellung der Vulva an Tag 21.
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Progesteron (P4)

Da Progesteron (berwiegend im CL produziert wird, muss jedem deutlichen Anstieg der
Progesteronkonzentration  eine  Ovulation  vorangegangen sein. Die  Zunahme  der
Progesteronkonzentrationen wurde ab Tag 3 des Zyklus beobachtet und erreichte maximale Werte,
wie in der Literatur beschrieben, zwischen Tag 9 und 15 [Cavazos, L. F. et al. (1969)]; [Plonait, H.
(2004)]. Der Zeitpunkt der maximalen Konzentration konnte aufgrund des Messintervalls nur auf 1 bis
3 Tage genau vorausgesagt werden. Die deutliche Differenz der maximalen Werte von 30,1 ng/mL bis
64,4 ng/mL ist wahrscheinlich auf eine unterschiedliche Zahl von Gelbkérpern pro Tier
zurtickzufihren. Da im Vorversuch keine postmortalen Untersuchungen durchgefuhrt wurden, konnte
diese Vermutung nicht belegt werden. Bei Tier 6, das einen erhéhten LH-Spiegel bis Tag 4 und erneut
an Tag 6 aufwies, zeigte der an Tag 4 bis 16 ansteigende P4-Spiegel einen um ca. 20% hbéheren Wert
als bei den anderen Tieren. Die Ursache hierflr liegt méglicherweise in einer durch den doppelten LH-
Peak hervorgerufenen erhéhte Ovulationsrate und einer daraus resultierend vermehrten Anzahl P4-

sezernierenden Gelbkdrper.

5.1.7 Zusammenfassung

Die ermittelten Zykluslangen von 18 bis 21 Tagen unterschieden sich von der in der Literatur
beschriebenen physiologischen Zyklusldnge bei Minischweinen nicht [Damm Jorgensen, K. (1998)];
[Schnurrbusch, U. et al. (1975)]. Obwohl die Géttinger Minischweine versuchsbedingt vermehrtem
Stress wie z. B. Blutentnahmen flir verschiedene Untersuchungen ausgesetzt waren, blieb die
Zykluslange unverandert, wahrend die Brunstsymptome in der nachfolgenden Brunst reduziert waren.
So waren Inzidenz und Intensitdt von Roétung/Schwellung der Vulva und das Auftreten von
Vaginalschleim in der zweiten Brunst vermindert. Dies ist méglicherweise als Einfluss von vermehrtem
Stress auf den Zyklus zu werten, der durch die haufigen Untersuchungen/Abnahmen von Blut
hervorgerufen wurde. In der Literatur werden stressbedingte Einflisse auf das
Reproduktionsverhalten iberwiegend auf UnregelméaBigkeiten bei der Futterung zuriickgefuhrt [Elze,
K. (1989)].

Im Vorversuch erwiesen sich der naturliche Duldungsreflex, die Rétung/Schwellung der Vulva, das
Auftreten von Vaginalschleim, die Ultraschalluntersuchung der Ovarien und die Hormonbestimmungen
fur die Charakterisierung des Zyklus als geeignet. Der artifizielle Duldungsreflex, die Beurteilung von
Qualitédt und Konsistenz des Vaginalschleims, die Vaginalzytologie und die Ultraschalluntersuchung
des Uterus zeigten sich nicht aussagekréftig genug und daher als ungeeignet fur den nachfolgend

beschriebenen Hauptversuch.
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5.2 Beurteilung der Ergebnisse des Hauptversuches

Das Ziel dieser Arbeit bestand in der Charakterisierung der pharmakologischen Wirkungen von
synthetischen Gestagenen beim Géttinger Minischwein am Beispiel von LNG. Pharmakologische
Wirkungen wurden wahrend der ,in-life Phase anhand eines intakten Ovarialzyklus bzw. einer
Ovulationshemmung beurteilt. Ein intakter Zyklus ist durch ein charakteristisches, zyklusabhéngiges
Profil der endogen Sexualhormone, das Auftreten von Brunstsymptomen und einer Ovulation mit
anschlieBender Gelbkérperbildung gekennzeichnet. Im Falle einer Ovulationshemmung treten keine
Brunstsymptome auf und die Hormonkonzentrationen zeigen eine nur basale Sekretion. Durch das
Aussetzen der Ovulation unterbleibt die Gelbkdrperbildung und somit auch die Progesteronproduktion,
welche durch die Messung der Hormonspiegel im Blut sowie durch eine Ultraschalluntersuchung der
Ovarien diagnostiziert werden kann. Kommt es trotz Ausbleiben der Brunstsymptome zu einer
Ovulation so spricht man von einer stillen Brunst [Ogasa, A. et al. (1993)]; [Benjaminsen, E. et al.
(1981)]; [Dziuk, P. J. (1960)]; [Wagner, J. F. et al. (1961)]. Ursache hierfir kann Stress sein, der sich

negativ auf das Reproduktionsverhalten der Tiere auswirkt.

In der vorliegenden Arbeit wurden eine Kontrollgruppe und drei Dosisgruppen Géttinger Minischweine
Uber einen Zeitraum von 24 Tagen intramuskular mit LNG behandelt. Die Dosierungen wurden dabei
so gewadhlt, dass die Schwellendosis von LNG fir die Ovulationshemmung beim Goéttinger

Minischweinen eingegrenzt werden konnte.

Die Ovulationshemmung wurde anhand der Hormonkonzentrationen, insbesondere der P4-
Konzentration im Verlauf des Zyklus beurteilt. Die Hormonanalysen erfolgten nach Beendigung der
+n life* Phase, sodass die zuverldssige Beurteilung einer Ovulationshemmung erst retrospektiv

erfolgen konnte.

Anhand der gemessenen Hormonkonzentrationen konnte bei allen Tieren der Kontrollgruppe und der
niedrigen Dosisgruppe das Auftreten von Ovulationen gezeigt werden, wahrend in der mittleren und
hohen Dosisgruppe ausnahmslos Ovulationshemmungen beobachtet wurden. Vor Beginn der
Behandlung war bei allen Tieren ein intakter Zyklus mit typischem préovulatorischen LH-Peak und
deutlichem postovulatorischen P4-Anstieg zu erkennen. Bei den Tieren der Kontrollgruppe und
niedrigen Dosisgruppe blieb wahrend der Behandlung das Hormonprofil unverandert und somit der
Zyklus unbeeinflusst. Dagegen trat bei den Tieren der mittleren und hohen Dosisgruppe mit Einsetzen
der Behandlung kein erneuter LH-Peak und kein P4-Anstieg auf. Die FSH-Konzentration zeigten in
der niedrigen Dosisgruppe eine Zyklusabhangigkeit Uber den gesamten Versuchszeitraum, in der
mittleren Dosisgruppe war die Zyklusabhangigkeit nur bis kurz nach Einsetzen der Behandlung bis
Tag 13 zu beobachten. In der hohen Dosisgruppe zeigten die Tiere nur bis Tag 10, dem Einsetzen der
Behandlung, zyklusabhangige FSH-Konzentrationen. Dieser Efffekt ist auf die gestagene Wirkung von
LNG zurickzufihren, die einen negativen Feedback auf die Gonadotropinfreisetzung in der
Hypophysen-Hypothalamus Achse hervoruft [Engelhardt, W. v. and Breves, G. (2005)].
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Die Ergebnisse der wahrend der ,in life“-Phase durchgeflhrten ultrasonographischen Untersuchung
der Ovarien korrelierten mit den gemessenen endogenen Hormonkonzentrationen. Um den Zeitraum
der Brunst (im Vorzyklus Tag -21 bis —19 und zu Versuchsbeginn an Tag 1) waren erwartungsgeman
keine Gelbkdrper bei allen Tieren per Ultraschall darstellbar. Der Behandlungsbeginn an Tag 10 lag
bei allen Tieren in der Gelbkérperphase, weshalb alle Tiere in diesem Zeitraum Gelbkérper aufwiesen.
Wéhrend der Behandlung waren in der Kontrollgruppe und der niedrigen Dosisgruppe wahrend der
nachfolgenden Brunst um Tag 21 keine Gelbkdrper zu erkennen. Im anschlieBenden Zyklus konnten
jedoch erneut Gelbkérper von Tag 24 bis 26 bis zum Versuchsende detektiert werden. Auch in der
mittleren und hohen Dosisgruppe bildeten sich wahrend der Behandlung die bestehenden Gelbkdrper
bis zur ersten erwarteten Brunst nach Behandlungsbeginn zuriick. Im weiteren Versuchsverlauf
konnten bei den Tieren der mittleren und hohen Dosis keine erneuten Gelbkérper im Ultraschall
dargestellt werden. Eine Ausnahme bildete Tier 12, bei dem an Tag 31 ein Gelbkdrper
ultrasonographisch diagnostiziert wurde. Da nur ein Gelbkérper an nur einem Untersuchungstag
beobachtet wurde und weder die LH- noch die P4-Konzentrationen einen Hinweis auf eine Ovulation
lieferten, konnte das Auftreten dieses Funktionskérpers nicht erklart werden. Darlber hinaus wurde
dieser Befund weder bei der 4 Tage spater stattfindenden makroskopischen, noch bei der

mikroskopischen Untersuchung der Ovarien bestatigt.

Bei der postmortalen Untersuchung zeigte sich bereits makroskopisch, dass ein auffalliger
GroéBenunterschied der Ovarien zwischen den Tieren der Kontrollgruppe und niedrigen Dosisgruppe
gegenuber jenen der mittleren und hohen Dosisgruppe bestand. In der Kontroligruppe und der
niedrigen Dosisgruppe waren die Ovarien von normaler GréBe. Histologisch wurden neben Follikeln
verschiedener GréBen auch Corpora lutea des gegenwartigen Zyklus sowie Corpora albicantia des
vorangegangenen Zyklus beobachtet. Dagegen waren die Ovarien der Tiere der mittleren und hohen
Dosisgruppe deutlich verkleinert, histologisch wurden neben Follikeln verschiedener GréBen nur

Corpora albicantia entdeckt.

Aus Klinischer Sicht ist der Duldungsreflex der wichtigste Parameter fir das Einsetzen der Brunst und
wurde daher fur die Definition des ersten Versuchstages herangezogen. Als Brunst wurden dabei
mindestens zwei aufeinander folgende Duldungsreflexe gewertet. Wahrend des Vorzyklus und zu
Versuchsbeginn zeigten alle Tiere — gemaB der oben genannten Definition — eine deutliche Brunst,
was die Aussagekraft dieses Parameters unter physiologischen Bedingungen unterstreicht. Wahrend
des Behandlungszeitraumes war nur bei den Tieren der Kontrollgruppe eine Brunst zu beobachten. In
der niedrigen Dosisgruppe trat keine Brunst auf. Wie bereits anhand der Hormonanalysen und
Ultraschallbefunde belegt, zeigten alle Tiere dieser Gruppe eine Ovulation. Daher kann bei den Tieren
der niedrigen Dosisgruppe von einer stillen Brunst gesprochen werden. In der mittleren und hohen
Dosisgruppe waren keine Anzeichen einer Brunst vorhanden, was mit den Ergebnissen der

Hormonbestimmung und den ultrasonographischen Befunden korreliert.
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Weitere Brunstsymptome sind Rétung und Schwellung der Vulva sowie die Bildung von
Vaginalschleim.  Vulvaschwellungen traten analog zum Duldungsreflex wahrend des
Behandlungszeitraumes nur in der Kontrollgruppe auf. Deutliche Vulvarétungen wahrend des
Behandlungszeitraumes waren ebenfalls nur bei den Kontrolltieren zu beobachten und korrelierten
somit mit dem Auftreten von Vulvaschwellung und Duldungsreflex. AusschlieBlich mittlere
Vulvarétungen traten in der niedrigen Dosisgruppe auf und gaben einen Hinweis auf eine mégliche
Brunst. Der Vaginalschleim dagegen wurde aufgrund seines inkonsistenten Auftretens bereits
wahrend des Vorzyklus nicht fur die Charakterisierung des Zyklus herangezogen. In der
Gesamtbetrachtung erwiesen sich die hier beschriebenen klinischen Parameter weder einzeln, noch
in Kombination als geeignet, zwischen einer Ovulation und einer Ovulationshemmung mit

ausreichender Sicherheit zu diskriminieren.

Am Versuchende wurden makroskopische und mikroskopische Untersuchungen durchgefihrt. Bei 9
von 12 Tieren waren die Darmbeinlymphknoten (Lnn. iliaci) gerdtet und/oder vergréBert, histologisch
zeigte sich eine Blut- und Olresorption. Diese Befunde sind auf die intramuskuldre Applikation einer
6ligen Formulierung in die lange Sitzbeinmuskulatur, die zum Einzugsgebiet des
Darmbeinlymphknotens gehért, zurlickzufiihren. Makroskopisch traten auBer den oben beschriebenen
Ovarienveranderungen keine weiteren Befunde auf. Alle Tiere befanden sich aufgrund der
Ovarienbefunde im Diestrus.

Mikroskopisch waren deutliche Befunde vor allem im Uterus vorhanden. In den beiden Uterushérnern
war bei den Tieren der mittleren und hohen Dosisgruppe eine Zunahme der endometrialen
Epithelhéhe zu erkennen. Diese korrelierte mit einer Erhéhung der Anzahl der Kernreihen von 1 bis 2
auf 2 bis 3. Unterschiedliche Endometriumepithelhbhen werden zu verschiedenen Phasen des
Diestrus in der Literatur beschrieben [Leiser, R. et al (1988)]. Die gemessenen
Endometriumepithelhéhen liegen dabei im Bereich der bei Fabian beschriebenen Werte [Fabian, G.
(2004)]. In beiden Uterushérnern war ein vermehrtes Auftreten von zytoplasmatischen Sekretgranula
sowie eine unregelmaBige Oberflache des Endometriumepithels zu beobachten. Das Auftreten des
endometrialen Drlisenepithels bildet beim Schwein keine so bedeutende Rolle wie z. B. beim Hund
[Leiser, R., Zimmermann, W., Sidler, X., and Christen, A. (1988)]; [Dusterberg, B. et al. (1984)]. Das
Gesamtbild dieser Befunde aus dieser Studie zeigt sowohl eine Proliferation, als auch eine Sekretion.
Sekretorische Effekte auf den Uterus werden als eine der Hauptwirkungen von Gestagenen,
insbesondere von LNG als die klassische Wirkung, auf dieses Zielorgan beurteilt. Zur Testung der
gestagenen Wirkung werden in der Regel ovarektomierte Tiermodelle verwendet, bei denen aufgrund
mangelnder eigener Estrogenproduktion exogenes Estrogen zugefuhrt werden muss, um die
physiologische, zyklische Proliferation des Endometriumepithels auszulésen [Beier, S. et al. (1983)].
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Erst am proliferierten Endometrium kann sich die Wirkung eines Gestagens, die Umwandlung des
Endometriumepithels von der Proliferations- in die Sekretionsphase, entfalten und festgestellt werden.
Entscheidend fir den Grad der Proliferation ist das Estrogen/Gestagen-Verhaltnis, das bei jeder
Spezies individuell unterschiedlich ausgepragt ist. Bei der Gabe exogener Hormone kann es im Falle
eines Missverhaltnisses zu einer synergistischen oder antagonistischen Reaktion der beiden Hormone
kommen, was zu einer UbermaBigen Stimulation des Endometriumepithels kommen kann [Beier, S.,
Dusterberg, B., El Etreby, M. F., Elger, W., Neumann, F., and Nishino, Y. (1983)]; [Pasquale, S. A.
(1989)].

Durch die Bestimmung der Wirkstoffspiegel wurde die kontinuierliche Exposition der Tiere mit LNG
gezeigt. Uber den Behandlungszeitraum war eine mittlere Akkumulation des Wirkstoffspiegels um den
Faktor 3,5 in der 0,02 mg/kg/Tag Dosisgruppe und um den Faktor 2,3 in der 0,1 mg/kg/Tag
Dosisgruppe zu erkennen.

Von Seiten anderer Autoren wurde beim Hund nach subkutaner Gabe von LNG Uber 14 Tage in éliger
Formulierung keine Akkumulation des Wirkstoffes beobachtet [Disterberg, B. and Beier, S. (1984)].
Die Exposition der Tiere lag bei gleicher Dosis (0,1 mg/kg/Tag) und vergleichbarem Applikationsweg

(s.c. bzw. i.m.) im Mittel um den Faktor 4 unter der Exposition bei den Géttinger Minischweinen.
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6 Schlussfolgerung

Gegentber anderen Tiermodellen weist das Géttinger Minischwein mehrere Vorziige auf. Durch seine
ausgepragte Ahnlichkeit in Physiologie, Metabolismus und Pharmakologie ist das Géttinger
Minischwein sehr gut fir einen Vergleich mit dem Menschen geeignet. Daher wird es zunehmend als
Tiermodell in pharmakologischen und toxikologischen Fragestellungen eingesetzt und besitzt
deutliche Vorteile gegenltiber dem Hund und den Primaten [Svendsen, O. et al. (1985)]; [Witkamp, R.
F. and Monshouwer, M. (1998)]. Die eingesetzten Dosierungen sind mit denen anderer Spezies und
der des Menschen vergleichbar [GlUnzel, P., Putz, B., Lehmann, M., Hasan, S. H., Himpel, M., and EI
Etreby, M. F. (1989)]; [Lehmann, M. et al. (1989)].

Als spontan ovulierende, ganzjahrig polyestrische Spezies kann das Minischwein jahreszeitlich
unabhangig fur die Testung von Steroidhormonen eingesetzt werden. Dies ist insbesondere ein Vorteil
gegenuber dem Hund, der als saisonal diestrische Spezies nur zweimal pro Jahr fiir zyklusabhangige
Studien verwendet werden kann. Ferner bietet das Géttinger Minischwein aufgrund seiner Gr6Be und
seines groBen Blutvolumens die Méglichkeit, im gewtinschten Umfang Blutproben zu gewinnen. Durch
das im Gegensatz zum Hausschwein deutlich geringere Kérpergewicht und aufgrund guter
pharmakokinetischer Eigenschaften reicht bei dieser Spezies der Einsatz kleinerer Substanzmengen
aus. Dies ist von groBer Bedeutung, da die Synthese von Prifsubstanz in der friihen préaklinischen
Phase einen hohen zeitlichen und damit finanziellen Aufwand darstellt. Zuséatzlich lassen sich beim
Minischwein die Ovarien ,in vivo“ per Ultraschalluntersuchung non-invasiv auf Funktionskérper

untersuchen. Bei Nagern ist eine vergleichbare Untersuchung der Ovarien nur postmortal méglich.

Zum jetzigen Zeitpunkt sind fur das Géttinger Minischwein aufgrund seines relativ neuen Einsatzes
bei Forschungsvorhaben oft noch wenig Vergleichsdaten vorhanden. AuBerdem zeigt das Géttinger

Minischwein, wie auch die groBen Schweinerassen, eine Anfélligkeit gegentber Stresseinflissen.

Die in dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse zeigen jedoch deutlich, dass das Géttinger Minischwein als
Tiermodell, insbesondere fur den Einsatz synthetischer Gestagene, sehr gut geeignet ist. Dies wird

auch durch die zunehmende Anzahl von Studien mit Minischweinen fur Forschungszwecke deutlich.
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7 Zusammenfassung

Um das Géttinger Minischwein als Versuchstier fir endokrin-pharmakologische Fragestellungen
einsetzen zu kénnen, missen die pharmakologischen Wirkungen der Substanzen auf den Zyklus der
Tiere beurteilt werden kénnen. In einem Vorversuch wurden zunachst Methoden auf ihre
Anwendbarkeit und Aussagekraft geprift, das Zyklusgeschehen an sechs weiblichen Minischweinen
zu charakterisieren. Als geeignet erwiesen sich der natlrliche Duldungsreflex, die Rétung/Schwellung
der Vulva, die Beurteilung von Vaginalschleim, die Ultraschalluntersuchung der Ovarien sowie die
Bestimmung der Plasmakonzentrationen von LH, FSH, 17-B-Estradiol und Progesteron. In dem
nachfolgenden Hauptversuch wurden 12 weibliche Tiere (1 Kontrollgruppe, 3 Dosisgruppen) Uber
einen Zeitraum von 24 Tagen intramuskular mit LNG, einem synthetischen Gestagen, behandelt. Ziel
der Behandlung war es, die Ovulation der Tiere zu hemmen und die Schwellendosis fur eine

Ovulationshemmung zu ermitteln.

Als niedrigste pharmakologisch wirksame Dosis fur eine Ovulationshemmung wurde 0,02 mg/kg/Tag
LNG ermittelt. In der 0,002 mg/kg/Tag Dosisgruppe waren durch das Verhalten und die
Veranderungen am auBeren Genital keine eindeutigen Brunstsymptome zu erkennen. Eine Ovulation
konnte jedoch durch die Ultraschalluntersuchung, die Histologie der Ovarien sowie die Messung der
Hormonkonzentrationen nach Ende des Versuchs bestatigt werden. In der 0,02 mg/kg/Tag und der
0,1 mg/kg/Tag LNG Dosisgruppe zeigten sowohl das Verhalten der Tiere wie auch alle Ubrigen
Parameter eine eindeutige Unterbrechung des Sexualzyklus an, dass keine Ovulation stattfand. Dabei
traten in der mittleren und hohen Dosisgruppe auBer am Ovar auch substanzbedingte Effekte an
Vagina und Uterus sowie bei den Organgewichten auf. Diese Ergebnisse korrelierten mit bereits

bekannten Wirkungen bei anderen Spezies, wie z. B. der Ratte.

Das Tiermodell des Géttinger Minischweins erwies sich daher als sehr geeignet, pharmakologische
Hormonwirkungen auf den Sexualzyklus des Géttinger Minischweins zu erfassen. Dies traf ebenfalls
auf die Auswahl der Methoden zu, die eine zusatzliche Mdglichkeit boten, gestagene Wirkungen von

Hormonen und anderen Substanzen in toxikologischen Studien zu untersuchen.
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8 Summary
Effects of levonorgestrel on the ovarian cycle of Géttingen minipigs

To be able to use the Géttingen minipig as an experimental animal model for endocrinological and
pharmacological objectives, it must be possible to evaluate the pharmacological effect of a substance
on the ovarian cycle of the animals. In a preliminary study, methods were tested for their practicability
and significance to characterize the cycle by using six female minipigs. Suitable proved to be the
natural toleration reflex, the redness/swelling of the vulva, the evaluation of the vaginal mucus, the
ultrasound examination of the ovaries as well as the determination of the plasma concentrations of
luteinizing hormone, follicle stimulating hormone, 17-B-estradiol and progesterone. In a main study, 12
female animals (3 treatment groups, 1 control group) were treated intramuscularly for 24 days with
levonorgestrel (LNG), a synthetic gestagen. The aim was to inhibit the ovulation of the animals and to

determine the threshold dose for the inhibition of ovulation.

The lowest pharmacologically effective dose for the inhibition of ovulation was determined to be
0.02 mg/kg/day LNG. In the 0.002 mg/kg/day dose group, no clear estrus symptoms were evident on
the outer genital. However, ovulation was confirmed by an ultrasound examination as well as the
hormone concentrations at the end of the study. In the 0.02 mg/kg/day and 0.1 mg/kg/day dose
groups, both behavior and all other measured parameters showed a clear interruption of the sexual
cycle, and no ovulation occurred. Animals in both the mid- and high dose groups showed substance
related effects, not only on the ovary but also on the vagina, uterus, and the organ weights. These

results correlated with known effects observed in other species, e.g. the rat.

Overall, the Géttinger minipig proved to be a very suitable animal model to test pharmacological
hormone effects on the sexual cycle of the minipig. This was also applicable to the choice of methods,
which offered an additional possibility to evaluate the gestagenic effects of hormones and other
substances in toxicology studies.
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10 Anhang

10.1 Vorversuch

10.1.1 Einzelwerte

Tabelle 26: Hormonkonzentrationen von Tier 1 wahrend des Vorversuchs

Versuchs- FSH LH P4 E2
tag [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [pg/mL]
-2 2.4 0,6 <0,5 6,9
-1 2,9 0,6 <0,5 11,4
1 2,9 8,3 <0,5 21,7
2 2,3 2,1 <0,5 <3,0
3 2,9 1,1 2,3 <3,0
4 2,7 1,1 6,8 <3,0
5 1,5 1,6 17,8 <3,0
6 2,2 0,5 11,6 <3,0
9 2,0 0,4 27,2 <3,0
12 2,3 0,3 19,8 <3,0
15 0,8 1,0 30,5 <3,0
18 0,5 0,7 1,4 <3,0
20 1,2 0,8 <0,5 10,9

FSH — Follikelstimulierendes Hormon, LH — Luteinisierendes Hormon, P4 — Progesteron, E2 — 17-B-Estradiol,

ng — Nanogramm, pg — Picogramm, mL — Milliliter

Tabelle 27: Hormonkonzentrationen von Tier 2 wahrend des Vorversuchs

Versuchs- FSH LH P4 E2
tag [ng/mL] | [ng/mL] | [ng/mL] | [pg/mL]
-1 4,4 0,9 <0,5 12,5
1 4,9 >10 <0,5 13,9
2 4.5 2,2 <0,5 <3,0
3 7,0 1,2 2,7 <3,0
4 4,7 0,6 8,6 <3,0
5 4,6 1,1 12,1 <3,0
6 4.1 1,6 13,9 <3,0
9 4,8 0,4 23,6 <3,0
12 4,9 0,6 30,1 <3,0
15 5,1 0,7 27,4 <3,0
18 4,0 1,4 3,8 <3,0
21 4,9 >10 1 <3,0

FSH — Follikelstimulierendes Hormon, LH — Luteinisierendes Hormon, P4 — Progesteron, E2 — 17-B-Estradiol,

ng — Nanogramm, pg — Picogramm, mL - Milliliter
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Tabelle 28: Hormonkonzentrationen von Tier 3 wahrend des Vorversuchs

Versuchs- FSH LH P4 E2
tag [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [pg/mL]
-1 2,4 1,2 <0,5 22,3
1 2,5 1,1 <0,5 23,4
2 2,2 3,6 <0,5 <3,0
3 2,0 >10 0,6 <3,0
4 3,6 2,3 4.1 <3,0
5 3,0 8,9 9,9 <3,0
6 1,8 0,6 16,8 <3,0
9 3,1 0,6 27,4 <3,0
12 2.7 0,5 33,2 8,8
15 2,4 0,4 33,4 <3,0
18 2,1 2,4 2,8 5,2
19 3,0 1,0 <0,5 7,7

FSH — Follikelstimulierendes Hormon, LH — Luteinisierendes Hormon, P4 — Progesteron, E2 — 17-B-Estradiol,
ng — Nanogramm, pg — Picogramm, mL — Milliliter

Tabelle 29: Hormonkonzentrationen von Tier 4 wahrend des Vorversuchs

Versuchs- FSH LH P4 E2
tag [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [pg/mL]
-3 15,8 0,8 <0,5 <3,0
-2 16,4 0,9 0,9 <3,0
-1 12,5 1,0 <0,5 8,4
1 21,3 >10 0,6 <3,0
2 12,6 3,2 0,7 <3,0
3 14,5 5,5 4,2 <3,0
4 12,5 1,7 9,9 <3,0
5 9,6 2,3 17,4 <3,0
7 16,6 2,2 27 <3,0
10 19,2 0,9 42,7 <3,0
13 15,0 0,6 54,2 <3,0
16 11,3 5,6 1,4 <3,0
17 13,6 1,8 0,9 3,2

FSH — Follikelstimulierendes Hormon, LH — Luteinisierendes Hormon, P4 — Progesteron, E2 — 17-B-Estradiol,
ng — Nanogramm, pg — Picogramm, mL — Milliliter
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Tabelle 30: Hormonkonzentrationen von Tier 5 wahrend des Vorversuchs

Versuchs- FSH LH P4 E2
tag [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [pg/mL]
-4 5,5 1,0 3,5 <3,0
-3 5,1 1,8 0,8 22,4
-2 4,6 2,8 <0,5 14,4
-1 5,2 2,0 0,9 13,6
1 5,2 >10 0,5 <3,0
2 57 >10 <0,5 <3,0
3 7,8 4,9 2,4 <3,0
6 5,9 1,3 24,6 37
9 6,0 0,8 44,2 7,5
12 6,2 1,6 56,2 4,2
15 6,1 >10 19,8 3,2
18 5,1 2,2 0,8 16,6

FSH — Follikelstimulierendes Hormon, LH — Luteinisierendes Hormon, P4 — Progesteron, E2 - 17-p-Estradiol,

ng - Nanogramm, pg — Picogramm, mL - Milliliter

Tabelle 31: Hormonkonzentrationen von Tier 6 wahrend des Vorversuchs
Versuchs- FSH LH P4 E2
tag [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [pg/mL]
-1 <0,3 4,5 0,5 <3,0
1 1,0 4,8 <0,5 29,6
2 <0,3 >10 <0,5 5,2
3 <0,3 >10 0,7 <3,0
4 1,2 >10 3,5 <3,0
5 0,8 3,3 12,7 5,3
6 <0,3 10,0 23,1 <3,0
9 0,8 2,2 29,1 <3,0
12 3,0 4,1 44 7,6
15 1,0 2,1 64,4 <3,0
18 0,4 >10 2,5 14,5
20 0,8 3,6 0,6 <3,0

FSH — Follikelstimulierendes Hormon, LH — Luteinisierendes Hormon, P4 — Progesteron, E2 — 17-f-Estradiol,

ng — Nanogramm, pg — Picogramm, mL - Milliliter
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10.2 Hauptversuch

10.2.1 Einzelwerte

Gerinnungsphysiologische Untersuchungen

Tabelle 32: Gerinnungsphysiologische Parameter aus Vor- und Hauptstudie

Kontrolle 0,1 mg/kg LNG
Parameter T1 T2 T3 T4 T5 T6
VT-16 | VT34 | VT-46 | VT28 | VT-69 | VT 29 | VT-72 | VT26 | VT-66 | VT32 | VT-70 | VT28
TT [s] 16,8 24,3 16,8 20,6 20,6 21,5 20,5 21 22 21,2 17,3 16,7
TPT [s] 11,3 9,5 10,8 10,5 11,3 10,7 11,7 12,2 12 12,6 11,5 12,4
APTT [s] 15,5 14,5 13,4 12,7 14 12,8 15 14,6 13,8 13,9 15,3 13,5
Fl [mg/100mL]] 199 112 92 111 119 137 118 126 133 153 122 143

Tabelle 32 (Fortsetzung): Gerinnungsphysiologische Parameter aus Vor- und Hauptstudie

0,02 mg/kg LNG 0,1 mg/kg LNG
Parameter T7 T8 T9 T10 T11 T12

VT 32 |VT-34| VT30 |VT-45| VT 29 | VT -20| VT 30 | VT -24| VT 26 | VT -18| VT 32

VT -42
TT [s] 16,6 20,9 18,9 20,7 17,8 19,8 17,8 24 21,1 17,8 22 22,3
TPT [s] 10,3 11,3 10,7 11,1 12,1 11,4 13 10,5 12 10,5 12,1 12,3
APTT [s] 13,7 14,1 13,1 12,8 15,1 13,5 17,5 15,4 15 14,4 13,2 14,5
143 147 175 166 189

Fl[mg/100mL]| 133 | 100 | 127 | 140 | 142 | 157 | 127

LNG - Levonorgestrel, T1-T12 = Tier 1-Tier 12, VT -Versuchstag, TT - Thrombinzeit, TPT - Thromboplastinzeit, APTT - aktivierte Thromboplastinzeit, FI - Fibrinogen,

s - Sekunden, mg - Milligramm, mL — Milliliter, kg - Kilogramm
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Hamatologische Untersuchungen
Rotes Blutbild

Tabelle 33: Messwerte des roten Blutbildes aus Vor- und Hauptstudie

Kontrolle 0,002 mg/kg LNG

Parameter T1 T2 T3 T4 T5 T6
VT-16| VT34 | VT -46| VT 28 | VT-69| VT 29 | VT-72| VT 26 | VT -66| VT 32 | VT -70| VT 28
RBC [10*12/L] 10,18 | 10,61 6,63 6,69 7,12 7,34 9,17 8,73 9,07 7,87 9,22 7,77
HGB [mmol/L] 8,9 9,7 8,5 8,8 8,9 9,6 9,8 9,6 10,5 10,1 10,4 8,9

PCV [L/L] 0,424 | 0,493 | 0,378 | 0,396 | 0,404 | 0,435 ] 0,438 | 0,447 | 0,49 | 0,466 | 0,463 | 0,401
MCV [fL] 41,6 46,4 57 59,2 56,7 59,3 47,8 51,2 54 59,1 50,3 51,7
MCH [fmol] 0,88 0,91 1,29 1,32 1,25 1,31 1,07 1,1 1,16 1,28 1,13 1,14
MCHC [mmol/L] | 21,05 | 19,58 | 22,6 | 22,29 | 22,07 | 22,13 | 22,31 | 21,56 [ 21,41 | 21,65 | 22,4 | 22,14
RETI [%] 3,1 1,8 0,2 0,3 0,1 0,2 0,3 0,3 0,6 1,3 0,6 0,6

Tabelle 33 (Fortsetzung): Messwerte des roten Blutbildes aus Vor- und Hauptstudie

0,02 mg/kg LNG 0,1 mg/kg LNG
Parameter T7 T8 T9 T10 T11 T12

VT-42| VT32|VT-34| VT30 |VT-45| VT29|VT-20| VT30 |VT-24| VT 26 | VT-18| VT 32
RBC [10*12/L] 10,06 | 10,06 | 7,78 7,5 8,73 9,02 8,2 8,42 | 11,48 | 8,59 8,62 55
HGB [mmol/L] 9,7 9,8 9,7 9,6 8,6 9,1 7,6 8 9,7 7,7 9,7 1,15
PCV [L/L] 0,453 | 0,489 | 0,433 | 0,441 | 0,401 | 0,426 | 0,347 | 0,384 | 0,473 | 0,372 | 0,454 | 20,93
MCV [fL] 45 48,6 55,7 58,9 459 47,2 423 45,6 41,2 43,3 52,6 1,1
MCH [fmol] 0,96 0,98 1,24 1,28 0,99 1,01 0,92 0,95 0,84 0,9 1,12 | 0,093
MCHC [mmol/L] | 21,32 | 20,13 | 22,27 | 21,75 | 21,46 | 21,31 | 21,82 | 20,89 | 20,47 | 20,69 | 21,37 | 18,43
RETI [%] 0,6 2 0,9 0,9 1,1 1,1 1,2 1,2 0,7 0,5 1,7 10,77

LNG - Levonorgestrel, T1-T12 = Tier 1 - Tier 12, VT - Versuchstag, RBC - Erythrozyten, HGB - Hamoglobin, PCV — Hamatokrit, MCV - Mittleres Zellvolumen, MCH — Mittlere
Hamoglobingehalt, MCHC - Mittlere Zellhdmoglobinkonzentration, RETI [%] - Retikulozyten in Prozent, mmol — Millimol, L — Liter, fL — Femtoliter, fmol — Femtomol,
mg - Milligramm, kg - Kilogramm
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WeiBes Blutbild

Tabelle 34: Messwerte des weiBen Blutbildes aus Vor- und Hauptstudie

Kontrolle 0,002 mg/kg LNG

Parameter T1 T2 T3 T4 T5 T6
VT-16| VT 34 |VT-46| VT 28 | VT-69| VT 29 | VT-72| VT 26 | VT -66| VT 32 | VT -70| VT 28
WBC [10*9/L] 16,51 12,7 8,33 [ 11,33 | 9,02 | 12,21 7,9 6,95 | 11,69 | 1292 | 9,48 | 26,08
NEUC [10*9/L] 8,69 5,44 4 1,26 1,71 1,8 1,99 1,75 2,76 3,76 2,84 2,36
LYMC [10*9/L] 6,79 5,75 3,46 8,87 6,14 9,06 517 4,55 7,76 8,08 591 | 21,14
MONC [10*9/L] 0,54 0,4 0,5 0,4 0,69 0,55 0,41 0,28 0,7 0,45 0,41 0,9
EOC [10*9/L] 0,22 0,19 0,2 0,24 0,28 0,22 0,17 0,19 0,28 0,25 0,21 0,35
BASC [10*9/L] 0,05 0,18 0,07 0,43 0,04 0,36 0,04 0,06 0,05 0,25 0,05 1,05
LUCC [10*9/L] 0,22 0,11 0,11 0,12 0,16 0,22 0,13 0,13 0,13 0,12 0,07 0,28
PLT [10*9/L] 633 417 356 378 463 428 497 370 423 416 479 552

Tabelle 34 (Fortsetzung): Messwerte des weiBen Blutbildes aus Vor- und Hauptstudie

0,02 mg/kg LNG 0,1 mg/kg LNG

Parameter T7 T8 T9 T10 T11 T12
VT-42| VT32|(VT-34| VT30 |VT-45| VT29 | VT-20| VT30 | VT-24| VT 26 | VT -18| VT 32
WBC [10*9/L] 13,44 | 15,02 | 11,52 | 6,51 7,27 | 10,92 | 7,61 913 | 13,79 | 12,83 | 16,42 | 18,43
NEUC [10*9/L] 4,85 9,15 2,09 3,4 2,17 5,86 2,67 3,08 3,88 6,46 3,75 | 10,77
LYMC [10*9/L] 7,7 5,21 8,3 2,58 4.3 4,06 3,74 5,11 8,81 562 | 11,36 | 6,72
MONC [10*9/L] | 0,45 0,27 0,53 0,35 0,42 0,5 0,49 0,4 0,56 0,37 0,62 0,44
EOC [10*9/L] 0,19 0,15 0,2 0,1 0,22 0,36 0,36 0,23 0,26 0,18 0,32 0,24
BASC [10*9/L] 0,06 0,06 0,27 0,05 0,03 0,02 0,11 0,09 0,06 0,04 0,16 0,05
LUCC [10*9/L] 0,19 0,19 0,13 0,04 0,14 0,13 0,24 0,22 0,23 0,16 0,23 0,2
PLT [10*9/L] 544 497 390 529 269 297 284 473 587 731 558 608

LNG - Levonorgestrel, T1-T12 = Tier 1 - Tier 12, VT - Versuchstag; WBC - Leukozyten, NEUC - Neutrophile, LYMC - Lymphozyten, MONC - Monozyten, EOC - Eosinophile,
BASC - Basophile, LUCC - groBe peroxidasenegative Zellen, PLT - Thrombozyten
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Klinisch-chemische Untersuchungen

Tabelle 35: Messwerte klinisch-chemische Parameter aus Vor- und Hauptstudie

Kontrolle 0,002 mg/kg LNG
Parameter T1 T2 T3 T4 T5 T6

VT-16| VT34 |VT-46| VT 28 | VT -69| VT 29 | VT-72| VT 26 [ VT -66( VT 32 | VT -70| VT 28
AST [U/L] 34 66 29 104 37 42 32 93 25 26 32 29
ALT [U/L] 56 60 50 57 38 41 48 56 35 41 48 45
ALP [U/L] 126 110 85 71 75 84 83 80 117 117 136 126
GGT [U/L] 48 61 68 57 77 61 60 70 58 47 60 48
CKIU/L] 838 | 2552 | 620 | 4006 | 1195 | 1539 | 249 [ 3979 [ 197 403 222 | 1125
GLU [mg/100mL] 110 133 105 85 74 68 110 89 86 86 103 82
CHOL [mg/100mL] 77 72 77 79 64 71 62 69 72 71 59 59
BUN [mg/100mL] 6 7 5 4 5 4 6 5 8 5 8 5
CREA [mg/100mL] | 1.1 1,26 | 0,85 | 0,82 | 0,87 | 0,81 1,03 | 1,14 | 1,05 | 1,05 | 1,03 | 0,95
PHOS [mg/100mL] | 8,2 7.8 7,5 6,2 8 7,2 7,5 7,8 7,2 6,9 7,1 7,2
NA [mmol/L] 149 147 143 138 143 143 140 143 146 144 142 141
K [mmol/L] 6,1 5,6 4,9 3,94 4,6 4,27 3,9 7,26 5,4 4,09 4 4,31
CA [mmol/L] 292 | 277 | 289 | 285 [ 2,78 | 2,84 | 2,66 2,7 2,85 | 2,81 2,87 | 2,72
CL [mmol/L] 110 105 100 101 102 106 101 104 100 102 99 102
TP [g/100mL] 6,19 6,4 6,14 | 6,76 [ 6,07 | 6,77 | 573 5,9 6,13 | 6,38 [ 6,04 | 5,88

LNG - Levonorgestrel, T1-T12 = Tier 1-Tier 12, VT - Versuchstag, AST - Aspartat-Alanintransferase, ALT - Alanin-Aminotransferase, ALP - Alkalische Phosphatase,
GGT - Gamma-Glutamyltransferase, CK - Kreatinkinase, GLU - Glukose, CHOL - Cholersterin, BUN - Harnstoff Stickstoff, CREA - Kreatinin, PHOS - anorganischer Phosphor,
Na - Natrium, K - Kalium, Ca - Kalzium, CL - Chlorid, TP - Totalprotein, U — Unit, L — Liter, mg — Milligramm, kg — Kilogramm, mmol — Millimol, g — Gramm, mL — Milliliter

114



Anhang

Tabelle 35 (Fortsetzung): Messwerte klinisch-chemische Parameter aus Vor- und Hauptstudie

0,02 mg/kg LNG 0,1 mg/kg LNG
Parameter T7 T8 T9 T10 T11 T12
VT-42| VT32|(VT-34| VT30 |VT-45| VT29 |VT-20| VT30 | VT -24| VT 26 | VT -18| VT 32
AST [U/L] 75 36 24 48 25 22 28 60 26 33 31 33
ALT [U/L] 49 48 46 48 33 36 47 60 39 49 45 49
ALP [U/L] 109 94 104 80 102 74 97 64 97 84 210 120
GGT [U/L] 51 71 47 50 44 44 53 55 72 63 55 51
CK[U/L] 4689 | 1080 242 2234 292 206 640 2065 288 578 440 632
GLU [mg/100mL] 81 86 96 77 98 78 100 85 86 74 96 85
CHOL [mg/100mL] 62 75 84 91 71 79 79 82 78 68 99 78
BUN [mg/100mL] 6 5 6 6 6 4 8 6 6 6 7 5
CREA [mg/100mL] 0,98 1,23 0,88 1,03 10,8 0,98 0,89 0,94 1,18 1,24 0,92 0,85
PHOS [mg/100mL] 7,7 7,5 7,5 7,5 6,9 6,8 7 7 8,1 8 7,9 7,4
NA [mmol/L] 148 150 142 143 146 144 142 146 151 148 150 145
K [mmol/L] 6,7 6,26 5,2 5,32 4,7 4,45 3,9 5,1 5,8 6,3 4.4 42
CA [mmol/L] 2,85 2,88 2,82 2,86 2,87 2,79 2,77 2,74 3,06 2,75 2,9 2,69
CL [mmol/L] 103 104 102 101 102 105 102 100 105 102 102 97
TP [g/100mL] 5,62 6,17 5,64 6,5 5,72 6,17 6,5 7,11 6,27 6,06 6,81 6,89

LNG - Levonorgestrel,

Na - Natrium, K - Kalium, Ca - Kalzium, CL - Chlorid, TP - Totalprotein, U — Unit, L — Liter, mg — Milligramm, kg — Kilogramm, mmol — Millimol, g — Gramm, mL — Milliliter

T1-T12 = Tier

1-Tier 12, VT - Versuchstag,
GGT - Gamma-Glutamyltransferase, CK - Kreatinkinase, GLU - Glukose, CHOL - Cholersterin, BUN - Harnstoff Stickstoff, CREA - Kreatinin, PHOS - anorganischer Phosphor,
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Protein-Elektrophorese

Tabelle 36: Messwerte Proteinelektrophorese aus Vor- und Hauptstudie
Kontrolle 0,002 mg/kg LNG
Parameter T1 T2 T3 T4 T5 T6
VT -16| VT 34 | VT-46( VT 28 | VT -69| VT 29 | VT-72| VT 26 | VT -66| VT 32 | VT -70| VT 28
ALB [%] 61,8 61,3 66,1 63,9 64,7 65,3 66,1 62,7 65 64,2 64,3 62,2
TA [%] 19,4 19,2 17,8 18,4 18,3 16,7 18,3 20 17,7 17,6 19,3 19,8
TB [%] 14,2 13,6 13,1 13,8 13,3 14,1 12,5 14,2 12,6 13,3 12,7 14,6
TG [%] 4,6 5,9 3 3,9 3,7 3,9 3,1 2,9 4,7 49 3,7 3,4
AG 1,62 1,58 1,95 1,77 1,83 1,88 1,95 1,7 1,86 1,79 1,8 1,65
Tabelle 36 (Fortsetzung): Messwerte Proteinelektrophorese aus Vor- und Hauptstudie
0,02 mg/kg LNG 0,1 mg/kg LNG
Parameter T7 T8 T9 T10 T11 T12
VT-42| VT 32 (VT -34| VT30 |VT-45| VT 29 | VT-20| VT 30 | VT -24| VT 26 | VT -18| VT 32
ALB % 65,7 63,4 62,5 62,3 65,5 62,7 62,3 59,4 66,9 63,4 64,7 63,3
TA % 19,6 18,6 20,5 18,2 19,5 19 19,1 18,1 18,4 19,8 17,8 16,8
TB % 12,3 14,5 13,3 14,4 12,4 14,1 13,2 14,8 12 13,7 12,7 14,8
TG % 2,4 3,5 3,7 5,1 2,6 4,2 5,4 7,7 2,7 3,1 4,8 5,1
A/G 1,92 1,73 1,67 1,65 1,9 1,68 1,65 1,46 2,02 1,73 1,83 1,72

LNG — Levonorgestrel, T1-T12 = Tier 1 — Tier 12, VT - Versuchstag; ALB — Albumin, TA — Total-a-Globulin, TB — Total--Globulin, TG - Total-y-Globulin, mg — Milligramm,
kg - Kilogramm, A/G — a-Globulin / B-Globulin
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Tabelle 37: Hormonkonzentrationen der Kontrollgruppe im Hauptversuch

Versuchs- L T2 T3
tag FSH LH P4 E2 FSH LH P4 E2 FSH LH P4 E2
[ng/mL] [ng/mL] | [ng/mL] | pg/mL] ] [ng/mL] [ng/mL] | [ng/mL] | pg/mL]] [ng/mL] [ng/mL] | [ng/mL] | pg/mL]

-21 1,0 0,8 <0,5 44,6 1,3 0,8 1,4 7,9 1,0 1,1 0,6 <3,0
-20 1,9 6,4 <0,5 21,6 0,7 0,8 1,7 8,6 1,3 1,3 <0,5 41
-19 2,2 4.1 <0,5 17,2 2,0 >10,0 2,0 6,1 2,6 >10,0 <0,5 <3,0
-18 3,5 1,6 1,4 3,4 25 2,3 1,0 3,1 25 2,6 0,8 <3,0
-17 3,0 1,0 6,0 <3,0 2,2 1,2 5,7 3,5 41 1,0 2,8 <3,0
-16 1,6 1,3 15,4 4,8 3,0 0,4 13,9 <3,0 41 1,1 8,5 <3,0
-15 2,5 0,7 17,9 14,9 3,8 0,5 25,5 <3,0 2,7 1,5 14,7 <3,0
-12 2,3 0,7 35,5 3,6 2,6 0,7 45,1 <3,0 22 1,0 33,1 <3,0
-9 27 0,6 49,5 <3,0 21 0,3 67,6 <3,0 3,2 1,1 46,5 <3,0
-6 2.4 0,6 27,2 <3,0 2,6 0,3 68,6 3,6 3,4 1,0 61,4 <3,0
-3 1,5 1,4 <0,5 14,3 1,0 1,1 3,0 <3,0 1,6 1,3 1,6 <3,0
-2 1,2 1,0 <0,5 14,4 . . . . 0,7 1,4 0,9 <3,0
-1 1,3 3,8 <0,5 25,7 0,6 0,6 1,1 5,5 0,9 1,3 0,5 <3,0
1 3,2 5,7 <0,5 5,5 0,6 0,7 2.4 8,0 1,0 1,3 1,0 6,7
2 3,8 2,0 1,7 6,2 1,6 >10,0 2,3 7,4 1,8 >10,0 0,9 <3,0
3 4,4 0,8 5,6 7,5 23 3,1 1,0 6,0 1,6 1,8 0,5 <3,0
4 1,6 0,6 20,8 <3,0 3,2 1,2 4,0 <3,0 3,0 1,7 4,3 <3,0
5 2,0 0,7 25,9 3,6 29 0,7 11,2 <3,0 3,8 1,3 13,6 <3,0

T1-T3 = Tier 1-Tier 3, FSH - Follikelstimulierendes Hormon, LH - Luteinisierendes Hormon, P4 - Progesteron, E2 - 17-f-Estradiol, ng — Nanogramm, pg — Picogramm,
mL - Milliliter, .. — keine Messwerte vorhanden
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Tabelle 37 (Fortsetzung): Hormonkonzentrationen der Kontrollgruppe im Hauptversuch

T1 T2 T3
Verf:;hs' FSH LH Pa E2 FSH LH Pa E2 FSH LH Pa E2
[ng/mL] [ng/mL] | [ng/mL] | pg/mL] ] [ng/mL] [ng/mL] | [ng/mL] | pg/mL] | [ng/mL] [ng/mL] | [ng/mL] | pg/mL]

6 . . . . 2,4 0,5 20,0 <3,0 . . . .
8 45 0,8 59,3 <3,0 . .. .. .. 2,3 1,2 32,0 <3,0
9 . . . . 2,7 1,4 38,6 <3,0 . . . .
11 1,8 0,9 59,5 <3,0 . .. .. . 2,6 1,2 48,6 <3,0
12 . . . . 2,9 0,5 54,7 <3,0 .. . . .
14 2,7 0,6 51,0 <3,0 . .. .. . 2,2 1,3 46,1 <3,0
15 . . . . 2,2 0,6 64,6 <3,0 .. . . .
17 1,9 0,9 1,3 5,1 . .. .. . 2,4 1,4 5,8 <3,0
18 2,8 1,2 0,7 5,4 1,1 0,8 3,9 <3,0
19 1,6 1,1 <0,5 22,6 . .. .. .. .. . . .
20 4,7 >10,0 0,5 <3,0 0,9 0,8 1,6 4,6 0,6 1,3 0,6 <3,0
21 25 2.1 <0,5 <3,0 0,6 0,8 0,9 7,5 0,6 1,3 <0,5 6,4
22 7 1,3 3,8 <3,0 0,6 1,8 0,8 12,0 1,9 >10,0 0,6 5,4
23 4,5 0,9 11,6 5,7 1,9 9,9 0,5 <3,0 2,5 2,2 1,3 <3,0
24 2,2 0,7 23,7 5,5 2,5 2,2 1,2 <3,0 3,1 1,6 3,1 <3,0
25 3,2 0,9 5,2 <3,0 3,3 1,4 8,3 <3,0
26 . . . . 2,5 0,8 12,1 <3,0 1,7 1,3 15,6 <3,0
27 2,7 0,5 47,7 <3,0 . .. .. .. 3,1 1,2 26,5 <3,0
29 . . . 2,4 0,4 30,9 <3,0 .. . . .
30 41 0,8 54,0 3,0 . . . . 3,4 1,2 38,6 <3,0
32 . . . . 4.4 0,7 49,9 <3,0 .. . . .
33 29 0,7 76,1 6,7 . . . . 2,7 1,2 43,2 <3,0
35 2,8 2,1 2,5 5,6 2,1 0,4 53,3 <3,0

T1-T3 = Tier 1-Tier 3, FSH - Follikelstimulierendes Hormon, LH - Luteinisierendes Hormon, P4 - Progesteron, E2 - 17-f-Estradiol, ng — Nanogramm, pg — Picogramm,

mL - Milliliter, .. — keine Messwerte vorhanden
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Tabelle 38: Hormonkonzentrationen der 0,002 mg/kg/Tag LNG Dosisgruppe im Hauptversuch

Versuchs- T4 15 T6
tag FSH LH P4 E2 FSH LH P4 E2 FSH LH P4 E2
[ng/mL] [ng/mL] | [ng/mL] | pg/mL] ] [ng/mL] [ng/mL] | [ng/mL] | pg/mL] | [ng/mL] [ng/mL] | [ng/mL] | pg/mL]
-21 1,6 >10,0 1,2 5,9 0,9 1,2 1,3 <3,0 0,8 2,1 0,7 <3,0
-20 1,3 2.1 0,8 <3,0 0,9 2.1 0,9 4,6 3,3 >10,0 1,4 <3,0
-19 2,6 1,8 3,2 <3,0 3,8 2.3 1,6 <3,0 29 2,8 1,0 <3,0
-18 3,9 1,3 13,1 <3,0 3,3 1,3 4,3 <3,0 3,6 1,8 4,0 <3,0
-17 . . . . 3,0 1,0 8,3 <3,0 3,1 1,9 9,6 <3,0
-16 . . . . 2,2 1,1 10,7 <3,0 . . .
-15 2,2 1,1 43,1 <3,0 2,4 1,0 21,2 <3,0 .. .. . .
-14 . . . . . . . . 2,8 1,7 31,8 <3,0
-12 2,7 1,2 55,6 <3,0 3,1 1,0 30,9 <3,0 . . .. .
-11 . . . . . . . . 29 1,3 50,4 <3,0
-9 2,2 1,3 443 <3,0 2,6 0,9 39,6 <3,0 .. .. . .
-8 2,6 1,1 50,6 <3,0 . . . . 2,0 1,3 57,0 <3,0
-7 2,0 1,1 50,8 <3,0 .. . .. . . . . .
-6 . . . . 25 1,1 46,2 <3,0 . . . .
-5 .. . .. .. . . . . 1,5 2,3 6,0 <3,0
-4 1,5 1,7 2,5 <3,0 . . . . .
-3 1,6 1,6 1,2 3,6 1,5 1,1 29 <3,0 . . .. .
-2 0,9 1,4 1,5 19,1 0,9 1,1 2,3 <3,0 0,9 1,9 0,7 4,6
-1 1,5 >10,0 0,8 5,1 0,6 1,3 1,0 3,5 3,3 >10,0 0,8 3,6
1 1,7 2.4 1,0 <3,0 . . . . 1,5 2,7 0,5 <3,0
2 3,2 2,6 3,6 <3,0 1,3 1,8 1,9 . 3,7 4,0 2,5 <3,0
3 3,0 1,4 11,0 <3,0 4,0 1,1 4,8 <3,0 3,9 1,8 8,6 <3,0
4 3,5 1,2 10,8 <3,0 6,8 2,1 16,3 <3,0
5 2,0 1,4 20,4 <3,0

T4-T6 = Tier 4 -Tier 6, FSH - Follikelstimulierendes Hormon, LH - Luteinisierendes Hormon, P4 - Progesteron, E2 - 17-p-Estradiol, ng — Nanogramm, pg— Picogramm,
mL - Milliliter, .. — keine Messwerte vorhanden
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Tabelle 38 (Fortsetzung): Hormonkonzentrationen der 0,002 mg/kg/Tag Dosisgruppe im Hauptversuch

Versuchs- T4 T5 T6
tag FSH LH P4 E2 FSH LH P4 E2 FSH LH P4 E2
[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] | pg/mL] ]| [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] | pg/mL] ] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] | pg/mL]
6 2,3 1,2 29,8 <3,0 . .. .. . . .. .. .
7 3,8 1,1 38,7 <3,0 .. . . .
8 . . . . 2,2 1,3 51,9 <3,0
9 2,3 1,1 44,9 <3,0 . . . .
10 2,9 1,1 43,8 <3,0 .. . .. .
11 . . . . 2,1 1,6 54,4 <3,0
12 1,9 1,4 60,8 <3,0 . . . .
13 3,8 0,9 47,9 <3,0 . . .. .
14 . . . . 2,4 1,3 56,6 <3,0
15 2,7 1,4 11,3 <3,0 . .. .. ..
16 2,8 1,6 2,6 <3,0 . .. .. .
17 . . . . 0,7 1,8 2,0 <3,0
18 0,7 1,4 1,0 5,9 . .. .. .
19 0,6 1,8 0,9 13,8 0,6 1,2 0,8 <3,0 .. . . .
20 1,1 >10,0 1,3 12,3 . . . . 0,6 2,9 1,0 7,5
21 2,4 24 1,2 <3,0 2,5 >10,0 1,2 4,0 1,9 7,1 0,5 <3,0
22 3,5 4,2 5,8 <3,0 2,3 1,5 1,4 <3,0 4,5 4,5 1,8 <3,0
23 2,7 1,3 11,7 <3,0 2,8 1,0 6,9 <3,0 3,2 1,6 5,3 <3,0
24 2,6 1,9 15,2 <3,0 2,7 1,0 11,4 <3,0 1,5 2,6 10,7 <3,0
25 2,1 1,2 25,1 <3,0 2,9 1,1 21,1 <3,0 2,3 1,8 14,7 <3,0
26 3,2 2,1 17,3 <3,0
27 . . . . . . . . 4,3 1,4 28,5 <3,0
28 2,2 1,2 43,0 <3,0 3,7 1,0 48,8 <3,0 . . . .
30 . . . . . . . . 2,7 1,6 42,9 <3,0
31 2,0 1,2 51,1 <3,0 3,1 1,0 57,2 <3,0 ..
33 .. . . . . . . . 2,5 1,8 54,0 <3,0
34 1,9 1,4 45,5 <3,0 2,9 1,0 71,4 <3,0 . . . .
35 1,6 1,7 6,3 <3,0 3,5 1,2 15,6 <3,0 2,4 1,8 16,3 <3,0
T4-T6 = Tier 4-Tier 6, FSH - Follikelstimulierendes Hormon, LH - Luteinisierendes Hormon, P4 - Progesteron, E2 - 17-f-Estradiol, ng — Nanogramm, pg — Picogramm,

mL - Milliliter, .. — keine Messwerte vorhanden
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Tabelle 39: Hormonkonzentrationen der 0,02 mg/kg/Tag Dosisgruppe im Hauptversuch

Versuchs- 17 18 AL
tag FSH LH P4 E2 FSH LH P4 E2 FSH LH P4 E2
[ng/mL] | [ng/mL] | [ng/mL] | pg/mL]| [ng/mL] | [ng/mL] [ [ng/mL] | pg/mL]] [ng/mL] | [ng/mL] | [ng/mL] | pg/mL]
-21 0,7 1,1 1,8 7,1 0,9 0,7 0,5 5,0 0,9 1,2 0,7 <3,0
-20 2,1 1,3 1,2 6,6 1,6 >10,0 0,9 <3,0 1,1 1,6 <0,5 33
-19 1,6 >10,0 1,7 8,5 1,3 3,2 1,6 <3,0 2,3 2,8 0,9 <3,0
-18 1,5 37 1,3 <3,0 2,9 1,3 5,5 <3,0 24 1,6 1,7 <3,0
-17 2,6 2,1 3,6 <3,0 2,6 0,5 14,8 <3,0 33 1,3 7,1 <3,0
-16 5,5 1,3 7.9 <3,0 24 1,1 11,7 <3,0
-15 3,6 0,7 21,5 <3,0 . . . .
-14 1,9 0,4 37,7 <3,0 . . B} .
-13 . . . . 2,1 1,2 37,5 <3,0
-12 2,1 0,7 41,8 <3,0 B . . .
-11 1,8 0,4 42,7 <3,0 . . B} .
-10 . . . . 2,3 1,0 54,8 <3,0
-9 2,7 1,1 56,5 3,0 .. B . B
-8 1,5 05 57,9 <3,0 B} § . .
-7 . B} B} . 2,0 0,9 50,4 <3,0
-6 7,7 0,8 57,3 <3,0 . . . .
-4 . B} B} . . . . . 1,5 1,2 2,0 <3,0
-3 1,0 1,3 3,1 4,6 1,1 0,8 2,4 <3,0 . B B} .
-2 1,0 1,1 1,8 6,8 1,0 0,6 1,5 5,8 0,9 1,4 1,2 <3,0
-1 0,7 0,8 1,3 7,8 0,8 >10,0 2,1 5,0 1,0 1,2 1,5 3,7
1 0,8 1,8 1,4 9,6 1,5 >10,0 0,7 <3,0 3,6 >10,0 1,0 <3,0
2 2,1 9,5 1,4 <3,0 4,0 2,3 2,6 <3,0 2,3 1,7 <0,5 <3,0
3 2,9 1,5 2,0 <3,0 4,2 2,5 5,6 <3,0 4,1 1,8 4,0 <3,0
4 5,7 1,7 5,9 <3,0 2,1 0,5 15,8 <3,0 2,8 1,1 13,7 <3,0
5 3,7 1,5 12,5 <3,0 1,3 1,1 20,4 <3,0

T7-T9 = Tier7—Tier9, FSH - Follikelstimulierendes Hormon, LH - Luteinisierendes Hormon, P4 - Progesteron, E2 - 17-B-Estradiol, ng — Nanogramm, pg— Picogramm,
mL - Milliliter, .. — keine Messwerte vorhanden
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Tabelle 39 (Fortsetzung): Hormonkonzentrationen der 0,02 mg/kg/Tag Dosisgruppe im Hauptversuch

T7 T8 T9
Verf::hs' FSH LH P4 E2 FSH LH Pa E2 FSH LH Pa E2
[ng/mL] [ng/mL] | [ng/mL] | pg/mL] ] [ng/mL] [ng/mL] | [ng/mL] | pg/mL]] [ng/mL] [ng/mL] | [ng/mL] | pg/mL]
7 . . . . 2,6 0,5 28,3 <3,0 . . . .
8 2,6 0,6 31,0 <3,0 . . . . 3,7 1,2 35,4 <3,0
10 . . . . 2,8 0,6 36,9 <3,0 . . . .
11 2,8 0,4 49,3 <3,0 . . . . 2,9 1,2 42,4 <3,0
13 . . . . 5,4 0,3 52,5 <3,0 . . . .
14 2,1 0,4 49,3 <3,0 . . . .. 2,2 1,0 59,3 <3,0
16 . . . . 1,2 0,4 2,8 <3,0 2,0 1,0 3,0 <3,0
17 1,0 0,7 3,2 <3,0 . . . . . . . .
19 1,3 0,6 1,2 <3,0 1,7 0,7 0,6 <3,0 2,4 1,0 <0,5 <3,0
22 1,2 0,9 0,6 <3,0 2,6 0,6 <0,5 <3,0 1,4 1,1 0,8 <3,0
25 2,7 0,9 <0,5 <3,0 1,7 2,0 0,8 <3,0 1,7 0,9 1,0 <3,0
28 1,7 0,7 1,1 <3,0 2,4 1,2 0,7 <3,0 1,3 1,2 0,5 <3,0
31 1,6 1,4 0,5 <3,0 1,1 1,1 <0,5 <3,0 1,8 1,1 <0,5 <3,0
34 1,5 0,8 <0,5 <3,0 2,0 >10,0 <0,5 <3,0 2,1 1,4 0,6 <3,0
35 2,2 1,7 0,6 <3,0 3,1 1,1 0,7 <3,0
T7-T9 = Tier 7 —Tier9, FSH - Follikelstimulierendes Hormon, LH - Luteinisierendes Hormon, P4 - Progesteron, E2 - 17-B-Estradiol, ng — Nanogramm, pg — Picogramm,

mL - Milliliter, .. — keine Messwerte vorhanden
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Tabelle 40: Hormonkonzentrationen in der 0,1 mg/kg/Tag Dosisgruppe im Hauptversuch

Versuchs- T10 T11 T12
tag FSH LH P4 E2 FSH LH P4 E2 FSH LH P4 E2
[ng/mL] [ng/mL] | [ng/mL] | pg/mL] | [ng/mL] [ng/mL] | [ng/mL] | pg/mL] | [ng/mL] [ng/mL] | [ng/mL] | pg/mL]
-21 3,0 >10,0 <0,5 12,2 2,8 3,4 0,6 20,6 1,0 1,2 <0,5 6,2
-20 1,5 1,8 <0,5 <3,0 2,0 3,0 <0,5 <3,0 1,2 >10,0 1,1 5,3
-19 3,7 1,9 2,2 3,8 2,8 1,6 1,1 <3,0 1,3 2,2 1,2 5,4
-18 4.1 1,1 8,3 4.4 6,1 2,6 5,4 <3,0 3,8 1,2 4.2 <3,0
-17 1,6 0,5 16,7 6,5 3,5 1,1 11,6 <3,0 3,6 0,6 10,1 5,2
-16 1,8 0,7 38,0 6,2 . . . . 1,3 0,4 19,5 <3,0
-14 .. .. . .. 2,9 0,8 28,5 <3,0 .. .. .. .
-13 1,4 0,4 47 4 6,4 . . . . 1,7 0,3 46,8 <3,0
-11 .. .. . .. 3,5 0,8 48,8 <3,0 .. .. .. .
-10 1,7 0,6 49,2 5,0 . . . . 1,9 0,5 59,2 <3,0
-8 . .. . .. 2,6 0,7 55,3 14,4 .. . . .
-7 1,5 0,4 48,7 3,5 . . . . 2,2 0,4 74,8 <3,0
-5 .. . . .. 3,7 1,6 2,0 <3,0 .. .. .. .
-4 1,3 1,3 0,9 12,1 . . . . 1,0 1,4 3,1 3,9
-3 1,1 1,1 <0,5 3,7 1,3 1,2 <0,5 4,7 . . . .
-2 1,0 0,7 <0,5 3,4 1,1 1,0 0,6 6,9 0,6 0,8 1,9 6,3
-1 1,4 0,5 1,1 7,3 1,0 1,2 <0,5 33,6 0,8 1,0 1,6 9,0
1 2,1 >10,0 0,5 9,9 4.6 >10,0 <0,5 4.5 1,3 >10,0 2,5 <3,0
2 1,8 2,9 <0,5 <3,0 1,8 1,9 1,5 <3,0 1,1 3,0 1,5 <3,0
3 4.4 1,9 5,1 <3,0 4,0 1,5 3,8 <3,0 2,8 1,3 2,9 <3,0
4 3,7 0,4 9,4 <3,0 5,3 0,9 11,0 7,5 2,5 1,4 9,9 <3,0
5 1,9 0,4 15,9 <3,0

T10-T12 = Tier 10 — Tier 12, FSH - Follikelstimulierendes Hormon, LH - Luteinisierendes Hormon, P4 - Progesteron, E2 - 17-f-Estradiol, ng — Nanogramm, pg — Picogramm,
mL - Milliliter, .. — keine Messwerte vorhanden
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Tabelle 40 (Fortsetzung): Hormonkonzentrationen in der 0,1 mg/kg/Tag Dosisgruppe im Hauptversuch

T10 T11 T12
Verf:;hs' FSH LH Pa E2 FSH LH Pa E2 FSH LH Pa E2
[ng/mL] [ng/mL] | [ng/mL] | pg/mL] | [ng/mL] [ng/mL] | [ng/mL] | pg/mL] | [ng/mL] [ng/mL] | [ng/mL] | pg/mL]

7 2,0 0,4 41,9 <3,0 3,2 1,2 38,7 <3,0 .. . . .
8 . . . . . . . . 1,5 0,3 45,1 <3,0
10 25 0,7 56,0 <3,0 2,4 0,7 39,6 <3,0 . . . .
11 . . . . . . .. . 1,6 0,4 56,5 <3,0
13 1,4 0,4 55,3 <3,0 2,1 0,5 445 <3,0 . . . .
14 . . . . .. . .. . 1,5 0,4 58,4 5,9
16 1,6 0,4 3,5 <3,0 1,9 0,8 3,2 4,6 . . . .
17 . . . . . . . . 1,3 0,4 2,6 3,1
19 2,2 0,3 1,1 <3,0 2,0 0,3 0,9 <3,0 .. . . .
20 . . . . . . . . 1,5 <0,3 1,2 <3,0
22 2,6 0,6 <0,5 <3,0 2,1 0,4 0,5 <3,0 .. . . .
23 . . . . . . . . 1,4 <0,3 0,7 <3,0
25 2,1 1,8 <0,5 <3,0 3,0 0,5 <0,5 <3,0 . . . .
26 2,2 0,3 0,5 <3,0 1,7 0,6 <0,5 <3,0
27 . . . . 2,3 0,3 0,7 <3,0
28 1,4 0,7 <0,5 <3,0 2,6 <0,3 <0,5 <3,0 .. . . .
29 . . . . 2.4 0,6 0,6 <3,0
30 . . . . 2,4 0,5 <0,5 <3,0
31 2,4 0,5 <0,5 <3,0 . .. .. .
32 . . . . 2.4 0,3 1,3 <3,0
34 3,2 0,6 <0,5 <3,0 . .. . . . .. .. .
35 2,2 0,5 <0,5 <3,0 1,4 0,3 0,8 <3,0

T10-T12 = Tier 10 — Tier 12, FSH - Follikelstimulierendes Hormon, LH - Luteinisierendes Hormon, P4 - Progesteron, E2 - 17-f-Estradiol, ng — Nanogramm, pg — Picogramm,

mL - Milliliter, .. — keine Messwerte vorhanden
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Tabelle 41: Wirkstoffkonzentration 24 Stunden nach der Applikation [pg/mL]

Versuchstag 0,002 mg/kg LNG 0,02 mg/kg LNG 0,1 mg/kg LNG

T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12
11 <125 <125 <125 202 125 174 527 626 1480
12 <125 .. . . .
13 <125 . 268 . 1000 1270 .
14 .. <125 445 . 439 1220
15 <125 .. . . . .
16 <125 . . 528 577 2060 2020 .
17 .. <125 276 1900
18 <125 . . . . . .
19 <125 <125 . 298 273 476 2330 2230 ..
20 <125 . <125 1760
21 <125 <125 <125 . . . . ..
22 <125 <125 . 142 287 545 2090 2570 ..
23 <125 <125 <125 1900
24 <125 <125 <125 . . .. . ..
25 <125 <125 <125 373 323 617 2240 1990 .
26 .. <125 1940 1830
27 . <125 . . . .. 1680
28 <125 <125 434 271 277 1850 2740 ..
29 . .. 1420
30 . .. <125 . . . 1460
31 <125 143 . 490 169 1830 .
32 <125 <125 <125 . 1950
33 <125 <125 <125 125 . . .. . .
34 134 298 205 1410 1290 2060
35 266 158 720 1910 590

LNG — Levonorgestrel, T4-T12 = Tier 4 — Tier 12, pg — Picogramm, mg — Milligramm, mL — Milliliter, kg — Kilogramm, .. — keine Messwerte vorhanden
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Tabelle 42: Wirkstoffspiegelprofile an Tag 10 und Tag 34 der Behandlung [pg/mL]

Versuchs-| Intervall 0,002 mg/kg LNG 0,02 mg/kg LNG 0,1 mg/kg LNG

tag [h] T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12
10 0 <125 <125 <125 <125 <125 <125 <125 <125 226
10 4 <125 <125 <125 425 363 <125 651 680 1380
10 8 <125 <125 <125 217 304 <125 818 905 2710
10 12 <125 <125 <125 284 209 <125 720 736 1090
10 24 <125 <125 <125 202 <125 174 527 626 1480
34 0 <125 <125 <125 <125 298 205 1410 1290 2060
34 4 <125 <125 <125 580 655 598 1660 3280 4320
34 8 <125 <125 <125 336 303 333 1230 2420 3390
34 12 <125 <125 <125 282 313 239 899 2640 2080
34 24 <125 <125 <125 134 266 158 720 1910 590

Intervall [h] — Stunden nach der Applikation; LNG — Levonorgestrel, T4-T12 = Tier 4 — Tier 12, pg — Picogramm, mg — Milligramm, mL — Milliliter, kg — Kilogramm
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Tabelle 43: Futterverzehr wahrend des Hauptversuches

Versuchs- Kontrolle 0,002 mg/kg LNG 0,02 mg/kg LNG 0,1 mg/kg LNG
tag T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12
319 . 399 398 398 399 .. .. .. 316 317 317
320 . 400 400 400 399 .. .. .. 319 319 317
320 358 401 399 398 400 .. .. 349 316 320 317
320 360 398 400 399 399 .. 360 356 318 319 317
319 359 402 399 403 399 363 356 321 318 317

320 357 399 398 400 400 359 364 360 318 319 317
320 360 400 400 399 399 358 361 359 320 320 317
320 359 399 400 399 399 359 359 361 318 318 318
320 359 399 399 398 399 358 359 358 318 320 320
319 359 400 400 399 399 359 356 360 319 360 317
321 357 400 395 399 400 360 359 360 320 .. 317
320 360 400 399 398 399 356 360 357 318 360 318
320 358 400 400 399 400 358 358 360 319 360 319
319 359 400 399 399 400 360 359 360 359 360 317
320 359 400 400 399 400 359 361 360 . 359 320
318 360 400 400 399 399 359 360 359 361 357 359
319 400 399 399 399 400 358 359 360 360 359 ..
359 399 400 399 399 400 359 360 400 360 357 360
. 400 400 440 400 399 359 401 400 356 359 359
361 399 399 441 399 399 359 400 400 357 360 360
361 399 399 440 399 440 400 399 400 360 360 357
286 398 440 440 400 440 398 399 398 357 358 355
360 398 440 438 399 439 398 399 398 360 360 358
359 399 440 440 400 439 398 399 398 360 358 358
359 400 440 436 440 438 399 399 399 360 359 359
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LNG - Levonorgestrel, T1-T12 = Tier 1- Tier 12, mg — Milligramm, kg — Kilogramm, aus technischen Grinden konnten an den mit ,..“ markierten Tagen keine Futtereinwagen
durchgefihrt werden
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Tabelle 41 (Fortsetzung): Futterverzehr wahrend des Hauptversuches

Versuchs- Kontrolle 0,002 mg/kg LNG 0,02 mg/kg LNG 0,1 mg/kg LNG
tag T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12
26 358 68 437 451 439 439 399 400 400 357 359 359
27 359 397 440 440 439 440 397 400 399 359 359 360
28 361 399 441 440 439 440 399 398 399 358 359 357
29 360 398 440 440 439 439 395 399 399 359 361 359
30 359 399 440 440 440 439 398 399 398 359 361 358
31 360 399 440 440 439 440 398 399 398 361 359 357
32 359 397 440 438 439 440 399 399 399 359 359 357
33 359 399 440 440 439 394 398 398 399 359 359 358
34 360 400 440 441 439 339 399 398 399 459 359 359
, 35 . . 440 . . . 398 . .. 359 359 360

LNG - Levonorgestrel, T1-T12 = Tier 1- Tier 12, mg — Milligramm, kg — Kilogramm, aus technischen Grinden konnten an den mit ,...“ markierten Tagen keine Futtereinwagen
durchgeflihrt werden
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Tabelle 44: Kérpergewichte der Minischweine wahrend des Hauptversuches
Versuchs- Kontrolle 0,002 mg/kg LNG 0,02 mg/kg LNG 0,1 mg/kg LNG
tag T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12
1 15 15,5 16,5 16,6 18,3 16,6 15,4 15,4 16,3 14,4 13 14
8 14,1 15,5 17 17 18,3 16,7 16,8 15,2 16,4 14,1 13 13,9
15 14,1 14,8 17,4 17,3 18,8 16,8 16,4 15,4 16,7 14,2 13,4 13,9
22 14,5 15,2 17,4 17,9 19,2 17,3 16,9 15,8 17,2 14,4 13,7 13,9
29 14,9 15,6 18,3 18,5 20 17,7 17,5 15,7 17,5 14,5 13,9 14,9
35 15,2 15,4 18,5 18,7 20 17,8 17,7 16,6 18 14,9 14,6 14,2

LNG - Levonorgestrel, T1-T12 = Tier 1 — Tier 12, mg — Milligramm, kg - Kilogramm
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Tabelle 45: Kérpergewichte und absolute und relative Organgewichte und Organ-/Gehirngewichte nach Entbluten

Oraane Kontrolle 0,002 mg / kg LNG 0,02 mg/kg LNG 0,1 mg/kg LNG
9 T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 | T10 | T11 | T12
Sektionsgewicht [g]] 14600 | 15750 | 17300 ] 17800 | 19100 [ 16900 | 17200 | 15600 | 17200 | 14100 [ 13700 [ 13500
Leber [g] ] 276,57 | 327,60 | 335,81 ] 358,53 | 330,09 | 257,57 | 313,69 | 274,61 | 267,72 ] 266,70 | 240,28 | 243,45
[%]] 488,38 [542,,923| 613,02 | 592,71 | 531,12 | 410,34 | 508,82 | 447,39 | 438,60 | 500,28 | 388,80 | 399,03
Niere [g]] 64,80 | 104,27 | 112,77] 86,21 | 91,22 | 78,44 | 7413 | 73,57 | 77,10 | 79,01 | 58,61 | 91,68
[%]] 114,43 | 172,80 | 205,86 | 142,52 | 146,77 | 124,96 | 120,24 | 119,86 | 126,31 | 148,21 | 94,84 | 150,27
Herz [g]] 52,35 | 66,12 | 71,69 | 69,83 | 81,23 | 69,64 | 72,54 | 70,67 | 80,35 | 63,51 | 65,05 [ 65,46
%]| 92,44 | 109,58 | 130,87 ] 115,44 [ 130,70 | 110,95| 117,66 | 115,14 | 131,64 ] 119,13 [ 105,26 | 107,29
[
Lunge [g]] 68,19 | 76,53 | 83,88 | 84,81 | 87,21 | 77,16 | 71,82 | 74,77 | 76,19 | 84,82 | 66,19 [ 71,65
9 [%]] 120,41 | 126,83 | 153,12 ] 140,21 | 140,32 | 122,93 | 116,50 | 121,82 | 124,82 ] 159,11 | 107,10 | 117,44
Speicheldriise [g]] 11,04 | 15,73 | 9,93 12,85 | 11,59 | 9,89 11,29 | 11,90 | 13,41 | 11,78 | 10,97 [ 9,10
P [%]] 19,50 | 26,07 | 18,13 | 21,24 | 1865 | 15,76 | 18,31 | 19,39 | 21,97 | 22,10 | 17,75 | 14,92
Pankreas [g]] 25,00 [ 42,15 | 40,64 | 37,09 | 37,96 | 32,28 | 37,66 | 28,25 | 35,77 | 30,68 | 33,82 | 28,29
[%]] 44,15 | 69,85 | 74,19 | 61,32 | 61,08 | 51,43 | 61,09 | 46,03 | 58,60 | 57,55 | 54,73 | 46,37
Hvpoohvse* [g] 0,13 0,11 0,13 0,14 0,12 0,11 0,11 0,11 0,10 0,09 0,09 0,09
ypophy [%]] 0,22 0,19 0,24 0,24 0,19 0,17 0,18 0,18 0,16 0,17 0,14 0,15
Schilddriise [g]] 1,04 1,37 1,26 1,34 0,98 1,62 1,27 1,35 1,06 1,45 1,01 1,15
%]| 1,84 2,27 2,30 2,22 1,58 2,58 2,06 2,20 1,74 2,72 1,63 1,89
[
Nebenniere [g]] 1,67 2,40 2,17 2,05 1,69 1,80 1,46 2,09 1,60 1,22 1,96 1,43
[%]] 2,95 3,98 3,96 3,39 2,72 2,87 2,37 3,41 2,62 2,29 3,17 2,34
Ovar [g]] 2,42 4,51 2,98 3,22 3,16 3,36 1,55 1,53 1,29 1,72 0,85 2,36
[%]] 4,27 7,47 5,44 5,32 5,08 5,35 2,51 2,49 2,11 3,23 1,38 3,87
Uterus [g]] 172,84 | 203,96 | 249,65 ] 248,13 | 259,75 | 195,24 | 131,86 | 137,22 | 164,06 | 165,72 | 145,37 | 165,72
[%]] 305,21 | 338,02 | 455,73 ] 410,20 | 417,94 | 311,04 | 213,89 | 223,56 | 268,78 | 310,86 | 235,23 | 271,63
Thvmus [g]] 5,79 8,42 9,90 6,51 7,24 12,38 | 8,39 1,43 3,81 6,90 5,56 13,17
v [%]] 10,22 | 13,95 | 18,07 | 10,76 | 11,65 | 19,72 | 13,61 2,33 6,24 12,94 | 9,00 | 21,59
Milz [g]] 36,10 | 54,47 | 34,42 | 35,86 | 43,48 | 37,63 | 35,46 | 34,07 | 33,29 | 29,40 | 30,80 | 48,38
[%]] 63,75 [ 59,95 | 62,83 | 90,27 | 59,28 | 69,96 | 57,52 | 55,51 | 54,54 | 55,15 | 49,84 | 79,30
Ln. lliacus [g] 0,65 0,34 3,31 2,54 0,61 2,99 0,15 2,48 0,35 1,91 1,52 1,84
' %]l 1,15 0,56 6,04 4,20 0,98 4,76 0,24 4,04 0,57 3,58 2,46 3,02
[
Gehirn [g]] 56,63 | 60,34 | 54,78 | 60,49 | 62,15 | 62,77 | 62,77 | 61,65 | 61,38 | 53,31 | 61,80 | 61,01
LNG - Levonorgestrel, Ln—Lymphonodus, g-Gramm, mg— Milligramm, kg— Kilogramm, % - Organ-/Gehirngewicht, *- Organ

T1-T12 - Tier 1 - Tier 12
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Anhang

Pathologie

Tabelle 46: Histologische Auswertung und Messergebnisse von Uterus, Cervix und Vagina

Organe Kontrolle 0,002 mg/kg LNG 0,02 mg/kg LNG 0,1 mg/kg LNG
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 | T11 T12
Uterus
Kernreihen Anzahl 1 1-2 1 1 1-2 1 1-2 1-2 1-2 2-3 2 2-3
Kernlage b,z,a b b b,z b,z b,z b,z b,z a z,a z z,a z,a
" Sekretgranula +,++,+++ + + + + ++ + + ++ ++ ++ ++ +++
3| |Vakuolen R — + + + +
8 Stiftchenzellen | +,++,+++ ++ ++ + ++
Leukozyten +,4+4,+++ + + + + + + + + + + ++
Epithelhdhe,
unregelmaBig +t+, + ++ +++ ++ +++
Endometrium
Zellform h,i h h h h h h h h-i h h-i h h
Epithelhéhe um 23,81 |124,64| 25,01 | 28,96 | 23,43 | 24,50] 22,86 | 23,38 | 29,26 | 29,57 | 32,25 | 36,90
Kernreihen Anzahl 1 2-3 1-2 2 2 1-2 1-2 1-2 1 1-2 1-2 2-3
‘Ig Kernlage b,z,a b,z b,z b z b b b b,z b bza| bz b,z
2 Sekretgranula +,++,+++ ++ ++ ++ + ++ + + + ++ + ++ +++
f Vakuolen +,4+4,+++ + + + + + + + +
| [stiftchenzellen +, 4+, +++ + ++
Leukozyten +,4+4,+++ + + + + ++ ++ + + + + +
Epithelhdhe,
unregelmaBig +yt+, ++ ++ +++
Endometrium
Zellform h,i h h h h h h h h h h h h
Epithelhéhe um 21,14 123,42 24,53 29,93 | 21,75 | 26,57 ] 28,60 | 31,36 | 38,24 | 34,27 | 35,20 | 37,93
| |Kernreihen Anzahl 1 1-2 1 2 1-2 1 1-2 1-2 1-2 2-3 2 2
’I5 Kernlage b,z,a b bz | bz b,z b,z b,z b,z z,a z,a z z,a z,a
E Sekretgranula +,++,+++ + + ++ + ++ ++ + ++ ++ ++ ++ ++
§ Vakuolen +,++,+++ + +
= | |stiftchenzellen | +,++,+++ ++ +++ + ++
Leukozyten +,4+4,+++ + + + + + + ++ + + ++ + +
Epithelhdhe,
unregelmaBig +t+, + ++ +++ ++ ++
Cervix
Epithel
Zellform h,i h h h h i h i i i h h h
Epithelhéhe um 22,35 120,72 23,15 22,08 | 28,76 | 24,54 ] 29,57 | 31,53 | 24,90 | 20,61 | 21,18 | 24,01
Kernreihen Anzahl 1 1 2 1 3-4 1 3-4 3-4 3-4 2-3 2 2-3
Kernlage b,z,a b b z b z b z z z b b b
Sekretgranula +,4+4,++4+ ++ + + + + + + +
Stiftchenzellen | +,++,+++ + + + +
Leukozyten +,4++,+++ + + + + + ++ + +
Vagina
Epithel
Epithelhéhe um 27,96 130,22| 33,11 | 26,95 | 25,49 | 28,12 ] 24,53 | 23,46 | 26,84 ] 21,80 | 19,73 | 21,28
Kernreihen Anzahl 3-4 | 34| 34 3-4 3-4 3 3 3 2-3 2 2 2
Vakuolen +,44,+++ +
Leukozyten +,4++,+++ + + + + + + ++ +

LNG - Levonorgestrel, mg — Milligramm, kg — Kilogramm, h - hochprismatisch, i - isoprismatisch, um - Mikrometer,
b - basal, z - zentral, a - apikal, + - wenig, ++ - mittelgradig, +++ - hochgradig
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Tabelle 47: Ergebnisse der Knochenmarksauswertung

Dosis LNG | Zell- | Verhiltnis E G Lymphozyten | Plasmazellen | gy 1um Mzr;?k’:;‘;z"‘f:r‘:::;o
[mg/kg/Tag] |dichte E/G Vert. | qual. | Vert. | qual. | Vert. | qual. | Vert. | qual. zellen Zvien 2yten

T1 + E nN n Mi n n n n n mk n - p np Rf n
Kontrolle | T2 n E nN n Mi n n n n n n n np mk n
T3 n G nN n n n + n n n n np mk n
T4 - E n n n n n n - n n p n
0,002 T5 n G nN n n n n n n n n np n
T6 n E nN n n n n n n n n np n
T7 n E nN n n n n n n n n np n
0,02 T8 + E n N n n n n n n n n np n
T9 n n nN n n n n n n n n np n
T10 + E n N n n n + n n n n np mk n
0,1 T11 + E n N n Mi n n n n n n n + p mKk n
T12 n E LNMa| n Mi L n n n n n n +p n

LNG - Levonorgestrel, mg— Milligramm, kg — Kilogramm, Vert. — Verteilung, qual. - qualitativ, n-normal, L - Linksverschiebung, E - Erythrozytopoese,
Ma - Makroblasten, N - Normoblasten, Mi - Mitosen, p — platichenbildende Zellen, mk - mehrkernig, + - vermehrt, - - vermindert, Rf - Reifungsdissoziation

G - Granulozytopoese,
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