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1. Zusammenfassung

Die Wirkmechanismen von Glucocorticoiden (GC) im Knochen sowie in der Prostata sind bis
dato nicht vollstindig verstanden. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war — neben der
Validierung verschiedener Methoden zur Applikation von GC im Tiermodell — die
Bestimmung des Einflusses des Osteoblasten auf die GC Wirkung im Knochen. Dariiber
hinaus wurde der Einfluss von GC auf Stroma- und Epithelzellen der Prostata charakterisiert.
Methoden: Zunichst wurden die technischen Grundlagen zur chronischen Applikation von
GC im Mausmodell untersucht. Hierzu wurden repetitive subkutane Injektionen, die
Implantation subkutaner osmotischer Pumpen sowie die subkutane Implantation von slow-
release Pellets verglichen. Nach Etablierung der optimalen Methodik (slow-release Pellet)
folgte eine Serie von in-vivo Experimenten, mittels derer der Effekt von GC auf spezifische
Knochenzellen untersucht wurde. Hierbei kamen sog. Col2.3-118-HSD2 transgene Maiuse
zum Einsatz, bei denen GC auf Pri-Rezeptor-Ebene durch die selektive Uberexpression des
Enzyms 11B-Hydroxysteroid—Dehydrogenase Typ 2 (118-HSD2) ausschlieBlich im
Osteoblasten inaktiviert werden. Insgesamt wurden 44 Wildtyp und 42 transgene Tiere
entweder mit 1,5mg/Woche Corticosteron oder Placebo fiir 4 Wochen behandelt.
AnschlieBend wurden Tibia und Wirbelsdule mittels Micro-CT, Histologie,
Histomorphometrie und Immunohistochemie analysiert. In einem zweiten Ansatz wurden
aulerdem Prostata, Testes und Vesiculae seminales auf histologischer Ebene untersucht.
Ergebnisse: Die Implantation subkutaner slow-release Pellets fiihrte zu einer chronischen
und signifikanten Hypercorticosteronaemie in der Maus, wobei zum Erreichen prolongierter
Effekte eine wochentliche Re-Implantation der Pellets notwendig wurde. Wiederholte
Injektionen oder die Implantationen GC-haltiger osmotischer Pumpen hatten dagegen keinen
nachhaltigen Effekt auf die GC Serum Konzentration der Versuchstiere.

Nach 4-wochiger Behandlung mit GC Pellets konnte in der Tibia von WT Maiusen ein
endocorticaler Verlust von Knochen beobachtet werden, jedoch kam es gleichzeitig zu einem
pericorticalen Anbau von Knochensubstanz. In den Wirbelkdrpern dieser Méuse wurde
dagegen ein Verlust corticaler Knochenmasse festgestellt. Interessanterweise fiihrte die
gleiche GC-Behandlung weder in der Tibia noch in der Wirbelsdule von transgenen Tieren zu

einem signifikanten Verlust von trabekuldrer Knochensubstanz.



Nach der GC-Exposition imponierte in der anterioren Prostata (AP) der Maus eine deutliche
Dysplasie des Epithels. Gleichzeitig konnte eine deutliche Induktion des GC-Rezeptors im
Stroma - nicht aber im Epithel der AP - festgestellt werden. Weiterhin wurde im Stroma der
AP eine deutlich erhohte Expression von potentiell mutagenem Fibroblast Growth Factor
(FGF) 2 und 10 als Folge der GC-Behandlung beobachtet. Im Gegensatz hierzu blieben
ventrale sowie dorsolaterale Bereiche der Prostata von der Behandlung mit GC weitgehend

unbeeinflusst.

Fazit:

1. Unter den getesteten Verfahren ist die wochentliche Implantation subkutaner slow-release
Pellets die beste Methode zur ldngerfristigen Induktion einer Hypercorticosteronaemie im
Mausmodell.

2. Osteoblasten sind das primére Ziel von GC im Knochen. Im corticalen Knochen kénnen
exogenen GC in Abhéngigkeit von der Lokalisation (Endo- vs. Pericortex) sowohl katabole
als auch anabole Wirkungen entfalten.

3. In der anterioren Prostata verursachen erhohte Konzentrationen von GC eine selektive
Epitheldysplasie, der moglicherweise ein FGF-vermitteltes, parakrines Signal des Stromas

zugrunde liegt.



1.1 Einleitung

Seit ihrer Einfiihrung in den klinischen Alltag in den 40iger und 50iger Jahren des letzten
Jahrhunderts sind Glucocorticoide (GC) nicht mehr aus der Behandlung vieler akuter und
chronischer Erkrankungen wegzudenken. Ihr erfolgreicher Einsatz — vor allem in hdéheren
Dosierungen und fiir einen ldngeren Zeitraum — wird jedoch hiufig durch mannigfaltige
Nebenwirkungen wie Osteoporose [1, 2], einer Verschlechterung der Stoffwechsellage [3]
und nicht zuletzt einer Haut- [4, 5] und Muskelatrophie [6] deutlich eingeschrinkt. Um das
therapeutische Potential von GC voll ausschdpfen zu kdnnen, ist es nicht nur erforderlich
thren klinischen Einsatz kritisch zu begleiten, sondern auch die Mechanismen ihrer
Nebenwirkungen genauer zu ergriinden.

Stellvertretend fiir den humanen Organismus wurden zu diesem Zweck zahlreiche
Tiermodelle etabliert [7, 8]. Allerdings ist flir die genaue Untersuchung der Wirkung
chronisch erhohter GC-Konzentrationen eine moglichst schonende, als auch konstante Gabe
von GC erforderlich. Um dies zu erreichen, wurden daher zunichst verschiedene Methoden
der GC-Applikation validiert.

AnschlieBend wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit die Reaktion des corticalen Knochens
auf chronisch erhohte GC-Konzentrationen untersucht. Ein deutlicher Verlust von
trabekuldrem Knochen bei hohen Konzentrationen von exogenen GC ist ein seit langem
bekannter Effekt [7, 8]. Neue Studien zeigen jedoch einen besonderen Einfluss des corticalen
Knochens auf die Entwicklung von pathologischen Frakturen und auch Osteoporose im
Allgemeinen [9, 10]. Der Einfluss von GC auf dieses spezielle Knochenkompartiment ist
jedoch unklar: Wiahrend hohe Konzentrationen von GC ein Verlust von Knochensubstanz
herbeifiihren [11], scheinen physiologische Konzentrationen fiir die normale Entwicklung von
corticalem Knochen wéhrend des Wachstums unverzichtbar zu sein [12-14].

Durch den Einsatz eines transgenen Tiermodells wird ein tieferer Einblick in die zelluldren
Mechanismen von GC Effekten im Skelettsystem ermdglicht: Die spezifische Blockade des
GC Signalwegs in Osteoblasten der transgenen ,,Col2.3-11B8-HSD2 Maus* [13] ermdglicht
dabei eine Quantifizierung des Einflusses ebendieser Zellpopulation auf die Ausbildung von

GC-induzierten Effekten im Knochen.



Uber das Skelettsystem hinaus war die Prostata als weiteres Zielorgan von GC von Interesse:
Obwohl die Expression von GC Rezeptoren auf Stromazellen der Prostata direkte Effekte von
exogenen GC auf dieses Gewebe nahelegt [15], wurde bisher kein solcher Effekt beschrieben.
Im Rahmen einer Kooperation wurde somit weiterhin der direkte Einfluss von GC auf das

Stroma und Epithel der Prostata in vivo charakterisiert.

1.2 Methoden

1.2.1 Transgenes Mausmodell

Durch den Einsatz des fiir Osteoblasten und Osteozyten spezifischen 2.3kb-Kollagen Typ Ial
(Col2.3) Promotors wird das GC-inaktivierende Enzym 11B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase
Typ 2 (118-HSD2) gezielt in Osteoblasten und Osteozyten iiberexprimiert [13]. Hierdurch
wird der GC-Signalweg selektiv in Osteoblasten und Osteozyten auf Pri-Rezeptor-Ebene

unterbrochen.

1.2.2 Validierung der Applikation von GC

Im technischen Teil dieser Arbeit wurden die repetitive subkutane Injektion von Corticosteron
(CS) (n=15) mit der subkutanen Implantation CS-haltiger osmotischer Pumpen (Alzet
Osmotic Pumps, Cupertino, CA, USA) (n=20) bzw. subkutan implantierter CS-haltiger slow-
release Pellets (Innovative Research of America, Sarasota, FL, USA) (n=10) in jeweils
verschiedenen Dosen in wildtyp (WT) Miusen verglichen. Es erfolgte jeweils eine Kontrolle
durch Placebo. Blut wurde nach der Injektion von CS zunichst stiindlich, dann zwei-stiindlich
zur Bestimmung der Serum Konzentrationen von CS und Osteocalcin (OCN) entnommen.
Nach der Implantation subkutaner Pumpen bzw. Pellets erfolgte die Blutentnahme
wochentlich zur Bestimmung derselben Parameter.

In einem weiteren Versuch wurde an den Tagen 0, 7, 14 und 21 die subkutane Implantation
von entweder Placebo (n=5) oder 10mg CS Pellets (n=5) vorgenommen. Nach wochentlichen
Blutentnahmen zur Bestimmung von CS bzw. OCN im Serum erfolgte nach 28 Tagen

schlieBlich die Entnahme der rechten Tibia sowie der Wirbelsdule zur Micro-CT Analyse.



1.2.3 GC Effekte in der Prostata und am Knochen
In WT (n=44) und Col2.3-118-HSD2-transgenen Maéusen (tg) (n=42) erfolgte die

wochentliche Implantation von 1,5mg CS Pellets oder Placebos fiir eine Gesamtdauer von 4
Wochen. Blut wurde zur Bestimmung der Konzentration von CS, OCN und der Tartrate-
Resistant-Acid-Phosphatase-5b (TRAPSb) wochentlich entnommen. Nach 28 Tagen wurden
Tibia und Wirbelsdule sowie Prostata, Testes und Vesiculae seminales zur

histomorphometrischen, immunohistochemischen, und/oder Micro-CT Analyse entnommen.

1.3 Ergebnisse

1.3.1 Validierung der Applikation von GC

Nach der subkutanen Injektion von 2mg/kg CS konnte keine signifikante Erh6hung der Serum
CS Konzentration festgestellt werden. Eine Erhohung der Injektionsdosis auf 10mg/kg fiihrte
zu einem Anstieg der Serum CS Konzentration auf Werte bis zu 2600ug/L, wobei vier
Stunden nach der Injektion wieder Normalwerte (hier: <500ug/L) erreicht wurden. Die
Konzentration von OCN im Serum blieb von einer einmaligen CS Injektion unbeeinflusst.

Die subkutane Implantation CS-haltiger osmotischer Pumpen fiihrte in keiner der getesteten
Konzentration (5 mg/kg/d und 30 mg/kg/d) zu einer verldsslichen Erh6hung der Serum CS
Konzentrationen. Auch der Einsatz verschiedener Trigersubstanzen mit unterschiedlicher
Viskositit wie Polyethylenglycol (PEG-400) oder Dimethylsulfoxid (DMSO) fiihrte zu keiner
signifikanten Hypercorticosteronaemie. Dagegen fiihrte die subkutane Implantation von slow-
release Pellets (10mg CS/Pellet) am ersten Tag nach Implantation zu einem Anstieg der
Serum CS-Konzentration auf bis zu 1400pg/L. Diese fiel bis zum siebten Tag nach
Implantation jedoch wieder auf physiologische Werte ab (hier: <500ug/L). Die Serum OCN
Konzentration wurde nach Pellet Implantation fiir sieben Tage supprimiert und erreichte erst
am Tag 14 nach Implantation wieder physiologische Spiegel.

Eine konstante Suppression der Serum OCN Konzentrationen iliber 28 Tage wurde mittels
wochentlicher subkutaner Re-Implantation der CS Pellets (10mg CS/Pellet) erreicht, bei
allerdings nur intermittierend erhohten CS Konzentrationen im Serum. Nach ebendieser
Behandlung mit CS Pellets fiir die Dauer von vier Wochen zeigte eine Micro-CT Analyse
sowohl der Tibia als auch des dritten Lendenwirbelkorpers deutliche Zeichen von GC-

induzierter Osteoporose: So waren sowohl das Knochenvolumen (BV/TV) als auch die



Anzahl (Tb.No.) und Durchmesser (Tb.Th.) der Knochentrabekel im Vergleich zur Placebo-
Gruppe signifikant reduziert.

1.3.2 GC Effekte in der Prostata und am Knochen

Serum CS Konzentration und Knochenmarker: Die wochentliche Implantation von 1,5mg CS
slow-release Pellets erhohte die Serum CS Konzentration von 101£25 nmol/L (Placebo
behandelte Tiere) auf 40140 nmol/L (CS behandelte Tiere). Bei altersentsprechendem Abfall
der Serum Konzentrationen von OCN and TRABS5b im Verlauf des vierwdchigen
Experiments in beiden Placebogruppen fiihrte eine CS Exposition sowohl in WT als auch in
tg Méusen zu konstant supprimierten OCN Serumkonzentrationen. Trotz des Abfalls der
OCN Konzentration in tg Méusen unter CS-Behandlung, zeigten diese zu allen Zeitpunkten
signifikant hohere OCN Serum Spiegel als WT Maiuse. Der Aktivitdtsmarker fiir
Osteoclasten, TRAPSD, stieg unter Behandlung mit CS in WT Maiusen an Tag 21 deutlich
iiber das Niveau der entsprechenden Placebogruppe. In tg Mausen war dieser Effekt hingegen

nicht zu beobachten.

Corticaler Knochen (Tibia - Endocortex): WT Maiusen zeigten nach vierwochiger CS
Exposition einen nahezu vollstdndigen Verlust von Osteoblasten am Endocortex der Tibia, bei
gleichzeitig deutlich erhohter Anzahl von Osteoclasten an dieser Stelle. Tg Méuse erfuhren
zwar einen Reduktion der Anzahl an Osteoblasten am Endocortex auf ungefdhr 50% im
Vergleich zu Placebo, allerdings fiihrte die CS Behandlung hier nicht zu einer Induktion
endocorticaler Osteoclasten. In der Folge kam es in tg Mausen auf struktureller Ebene zu
keinen signifikanten Verdnderungen am Endocortex, wihrend in WT Méuse eine deutliche

Ausweitung des Knochenmarkraums beobachtet werden konnte.

Corticaler Knochen (Tibia - Pericortex): Am Pericortex zeigte sich in WT Méusen eine
Reduktion der Anzahl von Osteoclasten als Folge der CS Behandlung. Gleichzeitig offenbarte
die Micro-CT Analyse hier sowohl eine erhdhte pericorticale Fldche als auch eine grofere
pericorticale Zirkumferenz nach CS Exposition. In tg Méausen hingegen kam es weder auf
zelluldrer noch auf struktureller Ebene zu pericorticalen Verdnderungen als Folge der CS

Behandlung.



Die Exposition gegeniiber CS fiihrte weder in WT noch in tg Tieren zu einer signifikanten
Anderung der Dicke des corticalen Knochens (im Querschnitt). Allerdings konnte in tg
Maiusen nach CS Behandlung eine signifikante, wenngleich auch gering ausgeprigte
Verminderung der corticalen Knochenfldche festgestellt werden (ebenfalls im Querschnitt).
Die mechanische Stabilitdit dagegen wurde in keiner der untersuchten Versuchsgruppen

signifikant beeinflusst.

Corticaler Knochen (Wirbelkorper): Sowohl die Dicke des corticalen Knochens als auch die
corticale Knochenfldache (beides im Querschnitt) waren in WT Méusen nach 28-tdgiger CS
Behandlung deutlich verringert. Beide Parameter blieben in tg Miusen von der Behandlung

unbeeinflusst.

Trabekuldrer Knochen: Nach CS Behandlung konnte in der Tibia von WT und tg Miusen
eine signifikante Verminderung des Knochentrabekeldurchmessers festgestellt werden.
Weiterhin zeigte sich in tg Miusen eine verringerte Anzahl von Osteoblasten, jedoch ohne
eine korrespondierende Induktion von Osteoclasten. Alle tibrigen Parameter der trabekuldren

Knochenqualitét blieben von der Behandlung unbeeinflusst.

Prostata: Die 28-tidgige Behandlung mit CS fiihrte zu einer deutlichen Gewichtszunahme der
anterioren Prostata (AP). In der histologischen Analyse dieses Areals wurde eine deutliche
Dysplasie des Epithels deutlich. Weiterhin zeigte sich nach CS Exposition in der
immunhistochemischen Analyse eine clusterformig erhohte Proliferationsrate des luminalen
Epithels, ohne dass eine erhohte Apoptoserate festgestellt werden konnte. Eine hohe
Expression des Glucocorticoid Rezeptors (GR) wurde sowohl in Stromazellen als auch den
basalen Epithelzellen der AP histologisch nachgewiesen. Luminale Epithelzellen dagegen
zeigten lediglich eine schwache Expression des GR. Die Real-time PCR Analyse der GR
mRNA zeigte eine deutliche Induktion nach CS Exposition in der AP. Dariiber hinaus konnte
nach CS Behandlung eine erhdhte Expression von Fibroblast Growth Factor (FGF) 10 und 2
in der AP festgestellt werden bei gleichzeitig erhohter Expression des FGF-Rezeptors. Die
Expression des Androgen Rezeptors dagegen blieb von der CS Behandlung unbeeinflusst.

Ebenso unbeeinflusst blieb das Gewicht der Testes sowie deren Testosteron Gehalt.



14 Diskussion:

Zunichst konnte im Rahmen dieser Arbeit die Implantation subkutaner slow-release Pellets
als eine geeignete Methode zur Induktion lédngerfristig erhohter CS Serum Konzentrationen
im Mausmodell etabliert werden. Weiterhin wurde der Osteoblast als das primdre Ziel von
exogenen GC im Knochen identifiziert. Es erfolgte dariiber hinaus eine genaue
Charakterisierung der Wirkmechanismen von exogenen GC im corticalen Knochen sowie in
der Prostata.

So kénnen GC im corticalen Knochen in Abhdngigkeit von der Lokalisation (Endo- vs.
Pericortex) sowohl katabole als auch anabole Wirkungen entfalten. In der Prostata sind
erhohte Konzentrationen exogener GC urséchlich fiir eine selektive Epitheldysplasie in der
AP. Dieser liegt moglicherweise ein FGF-vermitteltes, parakrines Signal des AP Stromas

zugrunde.

1.4.1 Technische Validierung

Das Ziel konstant erhdhter CS Serum Konzentrationen in Versuchstieren konnte mit keiner
der getesteten Methoden erreicht werden. Wéhrend die Implantation subkutaner osmotischer
Pumpen unabhéngig vom verwendeten Losungsmittel zu keiner signifikanten Erhéhung der
Serumkonzentration von CS fiihrte, konnte sowohl durch die subkutane Injektion von CS als
auch durch den Einsatz subkutaner CS Pellets ein voriibergehender Anstieg der Serum Level
von CS erreicht werden. Die subkutane Injektion von CS fiihrte zu einem raschen Anstieg der
Serum CS Konzentration, jedoch wurden bereits vier Stunden nach der Injektion wieder
Normwerte gemessen. Somit scheinen subkutane Injektionen fiir die langfristige CS
Behandlung ungeeignet.

Durch den Einsatz subkutan implantierter slow-release Pellets (10mg CS / Pellet) wurde
ebenfalls keine konstant erhohte CS Konzentration im Serum der Versuchstiere erreicht.
Diese Ergebnisse decken sich nicht mit den Angaben des Herstellers, der eine
Freisetzungsdauer von 21 Tagen fiir die hier verwendeten Pellets angibt. Allerdings konnte
nach zumindest initial erhéhten CS Serum Konzentrationen in den Versuchstieren eine 7-
tagige Suppression der OCN Spiegel beobachtet werden. Bei OCN handelt es sich um ein von
Osteoblasten produziertes Molekiil, welches sehr sensitiv auf erhohte GC Serum Level
reagiert [16-18]. Folglich iiberdauert der biologische Effekt den gemessenen Abfall von CS

im Serum und deutet auf einen prolongierten Effekt des Steroids auf den Osteoblasten hin.



Durch die wochentliche Re-Implantation von 10mg CS Pellets konnte somit eine dauerhafte
Suppression der Aktivitit von Osteoblasten gewihrleistet werden, bei jedoch nur
intermittierend erhohten Serum CS-Werten. Die Effektivitit dieses Administrationsweges
konnte durch die Micro-CT Analyse von Tibia and Wirbelkorper der behandelten Miusen
gezeigt werden: Es offenbarte sich eine deutliche verminderte Qualitit des trabekuldren

Knochens nach vierwdchiger Behandlung mit CS.

1.4.2 GC Effekte im Knochen

Im Gegensatz hierzu fiihrte eine die wochentliche Re-Implantation von 1,5mg CS Pellets in
WT Maiusen zu nur geringfligigen Verdnderungen der trabekuldren Knochenparameter —
vornehmlich auf zelluldrer und nicht auf struktureller Ebene. Allerdings konnte unter der
Behandlung mit geringerer CS Dosis nicht nur der bekannte katabole Effekt chronisch
erhohter CS Serum Level gezeigt werden, sondern auch ein lokaler, pericorticaler anaboler
Effekt.

So zeigte sich auf zelluldrer Ebene ein nahezu vollstdndiger Verlust von Osteoblasten am
Endocortex der mit 1,5mg CS Pellets behandelten Méuse bei gleichzeitig massiver Induktion
von endocorticalen Osteoclasten. Auf struktureller Ebene fiihrte diese deutlich erhdhte
Knochenresorption zu einem Verlust von endocorticaler Knochenmasse und damit zu einer
Ausdehnung des Markraums. An der pericorticalen Matrix zeigte sich ein gegensitzlicher
Effekt: Hier offenbarte die histomorphometrische Analyse einen deutlichen Verlust von
Osteoclasten bei unverdnderter Osteoblastenaktivitit. Gleichzeitig konnte in der Mikro-CT
Analyse eine deutliche Ausweitung der Knochenmatrix am Pericortex der Tibia gezeigt
werden. Bei Knochenabbau am Endocortex und Knochenanbau am Pericortex konnte im
Rahmen dieses Versuchs kein Netto Verlust von corticalem Knochen an der Tibia festgestellt
werden. Ebenso wenig wurden die mechanische Stabilitit durch die CS Exposition

kompromittiert.

Am Wirbelkdrper kam es bei nicht signifikanten Verdnderungen im trabekuldren Knochen zu
einem deutlichen Verlust von corticalem Knochen. Genau wie der Endocortex der Tibia
scheint der corticale Knochen des Wirbelkorpers sehr sensitiv auf bereits geringfiigig erhdhte

Konzentrationen von CS zu reagieren.
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Interessanterweise konnte bereits Laan et al. gegensitzliche GC Effekte am corticalen
Knochen in Patienten mit rheumatoider Arthritis feststellen [19]. Ebenso einhergehend mit
den Ergebnissen dieser Studie stellten Wetzstone et al. bei Kindern unter GC Therapie fest,
dass speziell in der Tibia dieser Kinder nicht nur eine Ausweitung des pericorticalen
Perimeters sondern auch eine Erhohung der corticalen Knochenmineraldichte (BMD) zu
beobachten war [20].

Zusammenfassend konnte also gezeigt werden, dass unter Einfluss von exogenen
Glucocorticoiden nicht nur eine Induktion der Knochenresorption herbeigefiihrt wird, sondern
auch eine lokale anabole Reaktion zu beobachten ist. Ob es sich hier um einen direkten
anabolen Effekt von GC auf pericorticale Osteoblasten handelt oder ob es vielmehr eine
pericorticale Antwort auf die deutlich erhohte Knochenresoption am Endocortex darstellt, liel3

sich in diesem Versuch nicht eruieren.

Durch den selektiven Schutz des Osteoblasten vor GC im Col2.3-118-HSD2 transgenen
Mausmodell wurden GC Wirkungen im Knochen nahezu vollstindig verhindert. So waren in
tg Méusen keine GC Effekte im corticalen Knochen des Wirbelkorpers nachweisbar. Ebenso
zeigte die histomorphometrische Analyse einen partiellen Erhalt der Osteoblastenfunktion am
Endocortex der Tibia. Dieser partielle Schutz auf zelluldrer Ebene fiihrte bereits zu einem
kompletten Erhalt der endocorticalen Knochenstruktur trotz 4-wochiger Behandlung mit GC.
Folglich konnte in tg Miusen auch keine anabole Reaktion am Pericortex nach GC Exposition
nachgewiesen werden. Somit legen die Ergebnisse dieser Arbeit den Schluss nahe, dass GC
Wirkungen im corticalen Knochen zu einem groBen Anteil iiber den Osteoblasten vermittelt
werden. Im trabekuldren Knochen konnten Rauch et al. dhnliche Beobachtung machen und

identifizierten an dieser Stelle ebenso den Osteoblasten als Hauptziel von GC im Knochen

[8].

In tg Mdusen kam es nach GC Exposition — im Gegensatz zu WT Maéusen — zu keinem
Anstieg des Osteoclastenmarkers TRABSb. Diese Tatsache deutet darauf hin, dass auch GC
Effekte auf den Osteoclasten iiber den Osteoblasten vermittelt werden. Eine direkte
Interaktion von GC und Osteoclasten wie von Kim et al. beschrieben kann natiirlich nicht
ausgeschlossen werden [21], allerdings scheinen direkte Effekte von GC auf Osteoclasten den

iiber den Osteoblasten vermittelten Auswirkungen deutlich nachgeordnet zu sein.
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1.4.3 GC-Effekte in der Prostata

Obwohl GC héufig als last-line Therapie bei metastasiertem Prostatakarzinom eingesetzt
werden, sind die Auswirkungen dauerhaft erhdhter GC Serum Level auf die Prostata bis dato
nicht vollstdndig verstanden. So beobachteten Lerman et al. in CS behandelten Ratten eine
deutliche Involution des Prostataepithels [22]. Im Gegensatz dazu zeigte sich in der hier
vorliegenden Arbeit eine deutliche Dysplasie desselben, besonders in der AP. Die in dieser
Studie beobachtete unterschiedliche Sensitivitit der verschiedenen Prostata Anteile gegeniiber
GC lasst sich iiber eine unterschiedlich hohe Expression des GR erkldren. Im Allgemeinen
konnte im betroffenen, luminalen Epithel der AP nur eine geringe Expression des GR
festgestellt werden. Im Gegensatz dazu lieB sich im Stroma der AP jedoch eine deutlich
hoheren Expression des GR nachweisen, auch im Vergleich zu anderen Prostatalappen
(ventral und dorsolateral). Diese Beobachtungen deuten auf das Stroma als Hauptziel von GC
in der Prostata hin. Da parakrine Signalwege wie FGF10 nicht nur in der Entwicklung der
Prostata von groBer Bedeutung sind, sondern auch mit Prostataepitheldysplasien in
Verbindung gebracht werden [23, 24], wurde deren Expression in der Prostata nach GC
Exposition untersucht. So konnte nach Behandlung mit GC besonders in der AP sowohl eine
deutliche Induktion der Expression von FGF10 und FGF2 als auch des korrespondierenden
Rezeptors festgestellt werden. Somit lieBe sich die epitheliale Dysplasie der Prostata in
diesem Modell als eine parakrin vermittelte Reaktion, ausgeldst durch GC Wirkungen im
Stroma, erkldren. Weiterhin scheint dieser Signalweg spezifisch fiir die AP zu sein, da sowohl
die epitheliale Dysplasie als auch die erhohte GC-Rezeptor und FGF10 Expression in anderen

Prostatalappen nicht beobachtet werden konnten.

Eine Verdnderung der Serumlevel von Androgenen als Folge der GC Exposition ist ein
weiterer denkbarer Mechanismus hinter den beobachteten Verdanderungen in der Prostata. Da
jedoch sowohl die Expression des Androgen Rezeptors in der Prostata als auch das Gewicht
und der Testosteron Gehalt der Testes unverdndert blieb, scheint ein systemischer Androgen

Effekt eher unwahrscheinlich.

1.4.4 Fazit
Zusammenfassend konnten in dieser Arbeit mehrere Administrationswege fiir GC in Miusen
validiert werden. Auch wenn mit keiner der hier getesteten Methoden die gewlinschte

kontinuierliche CS Erh6éhung im Serum erreicht wurde, stellt die subkutane Implantation von
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CS Pellets die effektivste Methode zur Induktion einer Hypercorticosteronaemie dar. Dariiber
hinaus zeigte sich durch das weitgehende Ausbleiben von GC Effekten am Knochen von tg
Maiusen, dass GC ihre Hauptwirkung im Knochen iiber Osteoblasten entfalten. Weiterhin
konnte demonstriert werden, dass GC speziell am corticalen Knochen fiir sowohl katabole als
auch anabole Effekte verantwortlich sind.

In der anterioren Prostata scheint die GC Wirkung auf das Stroma iiber ein FGF vermitteltes,

parakrines Signal zu einer Dysplasie des luminalen Epithels zu fiihren.
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