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Samenvatting en conclusies

De pulsatiele vrijstelling van groeihormoon (GH) door de voorkwab van de hypofyse
wordt vooral gestuurd door de wisselwerking van de hypothalame hormonen GH-releasing
hormoon (GHRH) en somatostatine (SS). Het GHRH stimuleert en SS remt de afgifte van GH
(Tannenbaum en Ling, 1984). Daarnaast wordt de hypofysaire GH-secretie beinvloed door de
negatieve terugkoppeling van de insuline-achtige groeifactor-1 (IGF-I) (Voss et al., 2000) en
van circulerend GH (Conway et al., 1985; Lanzi en Tannenbaum, 1992). De amplitude en de
frequentie van GH pulsen zijn afhankelijk van veel factoren, waaronder leeftijd, voeding,
lichaamssamenstelling, lichamelijke activiteit, en verscheidene andere hormonen (Hartman,
2000).

In 1999 werd ghreline ontdekt, een peptide dat vooral in de maag wordt geproduceerd.
Het bestaat uit 28 aminozuren en bevordert de afgifte van GH via de GH-secretagoog receptor
type la (Kojima et al., 1999). Eerder was al vastgesteld dat deze receptor specifick de
werking medieert van een groep synthetische GH-afgifte bevorderende peptiden en niet-
peptiden, zoals GH-releasing peptide-6, hexareline, en MK-0677 (Momany et al., 1981;
Momany et al., 1984; Bowers, 1993). Ghreline heeft naast de sterke GH-vrijstellende werking
ook andere eigenschappen zoals bevordering van de eetlust, controle van de energiebalans,
controle van de maagmotiliteit, en beinvloeding van het glucosemetabolisme. Voor een
overzicht van de regulatie van de secretie van het hypofysaire GH, en van de verscheidene
endocriene en niet-endocriene functies van synthetische GH-secretagogen en ghreline wordt
de lezer verwezen naar hoofdstuk 2 van dit proefschrift.

Verscheidene pathologische (bv. vetzucht en hypercortisolisme) en niet-pathologische
(bv. veroudering) veranderingen bij de mens gaan gepaard met een verminderde hypofysaire
GH vrijstelling (Casanueva, 1992; Leal-Cerro et al., 1994). In hoofdstuk 3 worden de
effecten van chronische glucocorticoid-overmaat op het plasma GH-profiel beschreven bij de
hond. Alhoewel ook bij honden met hypofyse-athankelijk hyperadrenocorticisme (HAH) GH
in pulsen werd afgegeven, was er sprake van een afhame van de afgifte van GH per puls. De
basale plasma GH-concentratie veranderde niet.

Chronische overproductie van cortisol gaat bij de mens niet alleen gepaard met een
afname van de hypofysaire GH-secretie maar ook met een verminderde GH-respons op
diverse stimuli (Casanueva, 1992; Leal-Cerro et al., 1994). Zelfs de gecombineerde
toediening van GHRH en GHRP-6, dat een sterke stimulus is voor GH-secretie, veroorzaakt
geen significante stijging van de plasma GH-concentratie bij mensen met het syndroom van
Cushing (Leal-Cerro et al., 1994). De resultaten van het onderzoek beschreven in hoofdstuk 4

laten ook zien dat, vergeleken met gezonde honden van vergelijkbare leeftijd, toediening van
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GHRP-6 leidt tot een verminderde GH-respons bij honden met HAH. De ghreline-
geinduceerde GH-vrijstelling bij honden met HAH was ook laag maar niet significant
verschillend van de GH-vrijstelling bij gezonde honden.

De afgenomen pulsatiele secretie van GH bij honden met HAH zou een gevolg kunnen
zijn van veranderingen in de aansturing van de hypofyse. Een toename van de hypothalame
afgifte van SS (Wehrenberg et al., 1990; Lima et al., 1993; Wajchenberg et al., 1996; Terzolo
et al., 2000), een afname van de hypothalame aanmaak en afgifte van GHRH (Miell et al.,
1991; Senaris et al., 1996; Ohyma et al., 1997), of een combinatie van beide (Leal-Cerro et
al., 1998) zouden de verminderde pulsatiele hypofysaire GH-afgifte kunnen verklaren. Naast
hun effect op de hypothalamus, zouden glucocorticoiden ook een rechtstreekse invloed op de
groeihormoonproducerende cellen van de hypofyse kunnen uitoefenen (Leal-Cerro et al.,
1994). Zoals reeds eerder vermeld, leidt chronische cortisol-overmaat tot verminderde
responsiviteit van GH op stimulantia zoals GHRH (Peterson en Altszuler, 1981; Wehrenberg
et al., 1983; Hotta et al., 1988; Burguera et al., 1990; Voltz et al., 1995; Meij et al., 1997;
Ohyama et al., 1997; Watson et al., 2000). Daarnaast is ook gepostuleerd dat het ‘post-
receptor’-systeem van de GHRH-receptor minder goed functioneert indien de
groeihormoonproducerende cellen gedurende lange tijd worden blootgesteld aan hoge doses
dexamethason (Ohyama et al., 1997). De hierboven beschreven afname van de hypothalame
afgifte van GHRH zou kunnen leiden tot minder gevoelige groethormoonproducerende cellen,
en daarmee tot een afname van de aanmaak en secretie van GH, alsook een afgenomen
responsiviteit op toegediend GHRH (Thakore en Dinan, 1994). Tenslotte, bij jonge ratten is
aangetoond dat toediening van glucocorticoiden het aantal groeihormoonproducerende cellen
in de hypofyse vermindert (Niimi et al., 1993).

Typische lichamelijke kenmerken van HAH bij de hond zijn vetzucht en een
toegenomen buikomvang (Rijnberk, 1996). Aangezien niet alleen chronisch hypercortisolisme
maar ook vetzucht gepaard gaat met een verminderde GH-respons op GH-stimulantia
(Bowers, 1993) kan de gedachte opkomen dat de onderdrukte GH-vrijstelling bij het
syndroom van Cushing ook veroorzaakt wordt door vetzucht. In tegenstelling tot de situatie
bij chronisch hypercortisolisme (Leal-Cerro et al., 1994), leidt intraveneuze toediening van
GHRH en GHRP-6 bij zwaarlijvige personen echter wel tot een toegenomen GH-respons
(Bowers, 1993). Dit impliceert dat de verminderde GH-respons bij het syndroom van Cushing
niet alleen kan worden verklaard door vetzucht.

Bij een groot aantal zoogdieren nemen de basale en gestimuleerde GH-vrijstelling,

alsook de circulerende IGF-I-concentraties af met de leeftijd (Finkelstein et al., 1972;
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Rudman, 1985; Zadik et al., 1985; Corpas et al., 1992; Wilshire et al., 1995; Muller et al.,
2002; Lee et al., 2004). Gegevens over leeftijdsgebonden verschillen in de gestimuleerde GH-
vrijstelling bij de hond zijn echter nauwelijks voorhanden. De resultaten van het onderzoek
beschreven in hoofdstuk 5 laten zien dat er ook bij honden leeftijdsgebonden verschillen zijn
met betrekking tot de GH-respons op intraveneus toegediende GH-secretagogen. Bij zowel
jonge als oude honden veroorzaakt toediening van ghreline, in vergelijking met 0.9 % NaCl,
een significante toename in de plasma GH-concentraties. Bij jonge honden is ghreline een
sterkere stimulus voor GH-secretie dan GHRH en GHRP-6. Bij oude honden echter, is
GHRH-toediening een sterkere stimulus voor GH-vrijstelling dan de toediening van ghreline
of GHRP-6. Er zijn ook interessante diersoortgebonden verschillen. Bij de rat is de vrijstelling
van ghreline-geinduceerd GH vergelijkbaar met die na GHRH-toediening (Kojima et al.,
1999), terwijl bij de mens toediening van ghreline leidt tot hogere GH-concentraties dan
toediening van GHRH of hexareline (Takaya et al., 2000; Arvat et al., 2001).

De gemiddelde ghreline-geinduceerde plasma GH-respons was significant lager bij
oude honden dan bij jonge honden. Deze plasma GH-respons was ook lager bij de oude
honden dan bij de jonge honden na GHRH en GHRP-6 toediening, maar dit verschil was niet
significant. Deze observaties zijn vergelijkbaar met die bij de mens waar niet alleen het GH-
vrijstellend effect van ghreline (Broglio et al., 2003), maar ook dat van GHRH en van
synthetische GH-secretagogen een leeftijdsgebonden afname vertoont (Bowers et al., 1992;
Aloi et al., 1994; Chapman et al., 1996; Muccioli et al., 2002; Broglio et al., 2003). Ook bij
oude ratten (Ceda et al., 1986; Walker et al., 1990) en oude honden (Cella et al., 1995) is de
GH-respons op synthetische GH-secretagogen afgenomen. De leeftijdsgebonden afname van
zowel basaal als gestimuleerd GH wordt bij de mens toegeschreven aan veranderingen in de
neurale controle van de groeihormoonproducerende cellen in de hypofysevoorkwab (Giustina
en Veldhuis; 1998; Ghigo et al., 1999). Deze veranderingen kunnen het gevolg zijn van
wijzigingen in de hypothalame aansturing van de hypofyse, waarbij vooral gedacht moet
worden aan het gelijktijdig optreden van verminderde GHRH-secretie en toegenomen SS-
afgifte (Kelijman, 1991; Giustina en Veldhuis; 1998; Ghigo et al., 1999; Muller et al., 1999).
Bevindingen van een recente studie over de hypothalame afgifte van GHRH en SS bij apen
laten zien dat de frequentie en de amplitude van de GHRH-pulsen en de basale GHRH-
concentratie bij oude apen veel lager zijn dan bij jongvolwassen apen. Daarentegen zijn de
amplitude van de SS-pulsen en de basale SS-concentratie significant hoger bij oude apen dan
bij jongvolwassen apen (Nakamura et al., 2003). Veranderingen op het niveau van de

groeihormoonproducerende cellen spelen waarschijnlijk geen essentiéle rol (Muller et al.,
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1999). Inderdaad, herhaalde GHRH-injecties bij oude mensen, gecombineerde toediening van
GHRH en clonidine bij oude honden, of GHRH + GHRP-6 injectie bij oude ratten (Walker et
al., 1991) veroorzaken een significante toename van circulerend GH (Cella et al., 1993;
Nicolas et al., 1994). Deze bevindingen tonen aan dat de groeihormoonproducerende cellen
van de hypofysevoorkwab in staat blijven om voldoende GH te synthetiseren en vrij te stellen
tijdens veroudering (Corpas et al., 1992; Cella et al., 1993; Muller et al., 1999; Muccioli et al.,
2002), ondanks het feit dat het aantal en de grootte van de groeihormoonproducerende cellen
afneemt met voortschrijdende leeftijd (Sun et al., 1984) en dat de afgenomen GH-afgifte bij
oude ratten gepaard gaat met een afname van de hoeveelheid hypofysair GH (Sonntag et al.,
1980), een afname van mRNA coderend voor GH (Takahashi et al, 1990) en een lage
concentratie mRNA coderend voor de GHRH-receptor in de hypofyse (Kamegai et al., 1999).
De verminderde GH-respons op GHRH-toediening bij oude mensen, ratten en honden geeft
aan dat de groeihormoonproducerende cellen in de hypofyse minder gevoelig zijn voor
GHRH (Pavlov et al., 1986; Cella et al., 1989; Arce et al., 1990).

De resultaten van het onderzoek beschreven in hoofdstuk 5 tonen aan dat ghreline en
GHRP-6 GH-specifiek zijn bij jonge en oude honden, dit wil zeggen dat beide stimulantia
noch de hypofyse-bijnierschors-as, noch de vrijstelling van thyroid-stimulerend hormoon
(TSH), luteiniserend hormoon (LH) of prolactine (PRL) beinvloeden. Deze bevindingen zijn
vergelijkbaar met die in studies bij ratten onder narcose waarbij intraveneuze toediening van
ghreline enkel GH-vrijstelling stimuleerde zonder verandering in de plasmaconcentraties van
de andere hypofysevoorkwabhormonen (Kojima et al., 1999). Toediening van GHRP-6
induceert echter bij ratten bij bewustzijn vrijstelling van adrenocorticotroop hormoon (ACTH)
en cortisol (Thomas et al.,1997). Bij de mens is aangetoond dat intraveneuze toediening van
ghreline en synthetische GH-secretagogen, niet alleen de GH-afgifte bevordert, maar ook leidt
tot verhoogde circulerende concentraties van PRL, ACTH, en cortisol (Arvat et al., 2001;
Muccioli et al., 2002; Takaya et al., 2002).

De diagnose GH-deficiéntie dient gebaseerd te zijn op resultaten van een
stimulatietest, daar basale plasma GH- en IGF-I-concentraties kunnen overlappen bij
hypofysaire dwergen en gezonde individuen (Gill et al., 1998; Kooistra et al., 2000).
Aangezien toediening van ghreline bij jonge honden een sterkere stimulus voor GH-secretie
bleek te zijn dan GHRH, zou dit peptide mogelijk ook gebruikt kunnen worden om GH-
deficiéntie vast te stellen. In hoofdstuk 6 worden de effecten van intraveneuze toediening van
ghreline op de plasma GH-concentratie beschreven bij Duitse herders met een aangeboren

tekort van meerdere hypofysevoorkwabhormonen en bij gezonde honden van vergelijkbare
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leeftijd. Ghreline-toediening leidde bij geen enkele hypofysaire dwerg tot een toename van de
plasma GH-concentratie boven de 5 pg/l. Dit is in overeenstemming met waarnemingen bij de
mens waar geisoleerde GH-deficiéntie bij kinderen ook gekenmerkt wordt door een sterk
verminderde GH-respons op ghreline (Aimaretti et al., 2002). Echter, bij enkele gezonde
honden bleef de plasma GH-concentratie ook laag na toediening van ghreline. Dus, terwijl
een ghreline-geinduceerde plasma GH-waarde hoger dan 5 pg/l GH deficiéntie blijkt uit te
sluiten kunnen fout-negatieve resultaten voorkomen.

Ghreline veroorzaakt, via andere wegen dan die betrokken bij GH-secretie, ook
gewichtstoename door stimulatie van de eetlust en vermindering van vetafbraak. Bij
verscheidene zoogdieren blijkt dit peptide ook een rol te spelen bij de initiatie van
voedselopname (Kamegai et al., 2000; Tschop et al., 2000; Wren et al., 2000; Wren et al.,
2001). In hoofdstuk 7 is het onderzoek bij gezonde honden beschreven naar de effecten van
voedselopname en vasten. Hiertoe werden de plasmaconcentraties van ghreline, GH, IGF-I,
glucose en insuline bepaald na voedselopname op het gebruikelijke voedertijdstip, na 1 dag
vasten, na 3 dagen vasten, en na hervatting van de voedselverstrekking op het gebruikelijke
voedertijdstip de volgende dag. Onze bevindingen waren vergelijkbaar met
onderzoeksresultaten bij knaagdieren (Tschop et al., 2000; Asakawa et al., 2001) en mensen
(Cummings et al., 2001). Toediening van een maaltijd resulteerde in lagere plasma
ghrelineconcentraties en vasten leidde tot hogere plasma ghrelineconcentraties. De hogere
plasma ghrelineconcentratie tijdens vasten zou de fysiologische rol van dit peptide bij de
toename van eetlust en initiatie van voedselopname kunnen weerspiegelen. De hoogste
plasma ghrelinewaarden werden bij onze honden waargenomen net voor de toediening van
voedsel op de eerste dag. Het is mogelijk dat deze preprandiale toename van de plasma
ghrelineconcentratie een anticiperende respons is op voedselopname, aangezien de honden
gedurende jaren het voeder kregen toegediend op hetzelfde moment van de dag. Sugino et al.
(2002) toonden aan dat emotionele factoren, en vooral de verwachting dat voedsel zal worden
verstrekt, bij schapen ghrelinesecretie stimuleert. Deze tijdelijke toename van de
ghrelinesecretie zou het gevolg kunnen zijn van een geconditioneerde emotionele respons.
Het is bekend dat secretie van speeksel en maagzuur vlak voor voederopname op gang komt
doordat een dergelijke geconditioneerde emotionele respons leidt tot stimulatie van de nervus
vagus (Harding en Leek, 1973).

Overeenkomstig de bevindingen bij knaagdieren en mensen, namen bij onze honden
de plasma ghrelineconcentraties ook af vlak na inname van voedsel, maar deze afname was

niet significant. Zeer recent hebben Yokoyama et al. (2005) bij honden een significante daling
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van de circulerende ghrelineconcentraties vlak na voederopname gerapporteerd. Het
mechanisme dat hiervoor verantwoordelijk is begint stilaan duidelijk te worden:
veranderingen in de plasma insulineconcentratie, intestinale osmolariteit, en intestinale
neurale signalen lijken een rol te spelen, terwijl uitzetting van de maag, vagale activiteit en
glucagon-achtig peptide geen rol lijken te spelen (Williams et al., 2003; Gelling et al., 2004).

In overeenstemming met de resultaten van een onderzoek bij koeien (Miura et al.,
2004) werd bij onze honden geen GH-stijging gezien parallel aan de preprandiale toename
van de plasma ghrelineconcentratie. Dit is in tegenstelling met bevindingen bij de mens en bij
schapen (Cummings et al., 2001; Sugino et al., 2002), waarbij de anticipatic van
voedselverstrekking wel leidt tot een stijging van de plasma ghrelineconcentratie.

Evenals bij de mens (Cummings et al., 2001), waren de veranderingen in het
plasmaprofiel van ghreline tijdens voedselopname en vasten tegengesteld aan de
veranderingen in het circulerend profiel van glucose en insuline. De vraag is dan of insuline
de vrijstelling van ghreline negatief beinvloedt of omgekeerd. De eerste hypothese werd
onderzocht door verscheidene onderzoeksgroepen (Saad et al., 2002; Flanagan et al., 2003;
Kamegai et al., 2004). Deze onderzoeken toonden aan dat insuline de plasmaconcentraties van
ghreline kan onderdrukken als het wordt toegediend in supra-fysiologische doses of hoog-
normale doses worden gegeven gedurende een lange periode. Fysiologische
insulineconcentraties blijken de vrijstelling van ghreline niet te reguleren (Caixas et al., 2002;
Schaller, et al., 2003; Soriano-Guillen et al., 2004). Er is ook gesuggereerd dat ghreline de
secretie en de werking van insuline zou kunnen blokkeren om zo het bloedglucosegehalte te
handhaven (Broglio et al., 2001; Cummings et al., 2005). Verscheidene studies hebben
aangetoond dat ghreline de glucose-gemedieerde insulinesecretie kan remmen, zowel in vivo
als in vitro (Egido, et al., 2002; Colombo, et al., 2003; Reimer, et al., 2003). Ook exogeen
toegediend ghreline verlaagt circulerende insulineconcentraties bij muizen (Reimer, et al.,
2003) en mensen (Broglio et al., 2003).

De aanmaak en vrijstelling van GH is aangetoond in diverse humane extra-hypofysaire
weefsels zoals het centrale zenuwstelsel (Render et al., 1995) en het immuunsysteem (Clark,
1997; Van Buul-Offers en Kooijman, 1998). Expressie van mRNA coderend voor GH is ook
gevonden in het beenmerg (Kooijman et al., 1997) en de testis (Untergasser et al., 1997).

Een prachtig voorbeeld van extra-hypofysaire GH-synthese bij de hond is de
progesteron-geinduceerde aanmaak in melkklierweefsel. De productie van GH in de melkklier
kan worden geinduceerd door endogeen progesteron en door de toediening van progestativa.

Activatie van de progesteronreceptor door progesteron of progestativa wordt dan ook
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beschouwd als de eerste stap in dit proces (Selman et al., 1994a; Mol et al., 1995 a,b; Mol et
al., 1996; van Garderen et al., 1997). Bij de hond bereikt het mammaire GH de systemische
circulatie, waardoor het beeld van hypersomatotropisme of acromegalie kan ontstaan (Selman
et al., 1994b). Het plasma GH-profiel bij teven met progesteron-geinduceerde acromegalie
heeft geen pulsatiel karakter (Watson et al., 1987). Bovendien kunnen de plasma GH-
concentraties bij deze honden niet gestimuleerd worden met GHRH noch geremd worden met
SS (Watson et al.,, 1987; Selman et al., 1991). Endogeen progesteron en synthetische
progestativa zoals medroxyprogesteron acetaat (MPA) induceren de expressie van GH
voornamelijk in het epitheel van de ductale, knopvormig uitgroeiende structuren van de
melkklier tijdens de proliferatiefase. Dit suggereert dat lokaal geproduceerd GH de
proliferatie van epitheel bevordert op een autocriene en/of paracriene wijze (van Garderen et
al., 1997). Het lokaal gevormde GH speelt dus waarschijnlijk een rol bij de proliferatic en
differentiatie van ductale structuren, waaruit uiteindelijk alveolair, secernerend klierepitheel
ontstaat.

Expressie van GH is ook aangetoond in goed- en kwaadaardige melkkliertumoren bij
de hond (Mol et al.,, 1995a). GH-genexpressie is ook gevonden in fibroadenomateuze
melkklierhyperplasie bij katten die behandeld waren met progestativa (Mol et al., 1995a). Bij
deze diersoort lijkt het mammaire GH de algemene circulatie echter niet te bereiken. Ook in
humaan onaangetast melkklierweefsel en in melkkliertumoren werd GH-expressie aangetoond
(Mol et al., 1995a). Het GH-gen in melkklierweefsel en melkkliertumoren van mens en hond
is identiek aan het gen coderend voor GH in de hypofysevoorkwab (Mol et al., 1995 a,b).
Voor een overzicht van de effecten van progesteron en synthetische progestativa bij de teef,
wordt de lezer verwezen naar hoofdstuk 2 van dit proefschrift.

In overeenstemming met eerdere publicaties (Takahashi et al., 1981; French et al.,
1987; Kooistra et al., 2000) laten de in hoofdstuk 8 beschreven bevindingen zien dat bij de
gezonde teef GH pulsatiel wordt afgegeven. Toediening van MPA gedurende 1 jaar
resulteerde bij gezonde controlehonden in hogere basale plasma GH- en IGF-I-concentraties,
hogere oppervlaktes onder de curve (AUCs) boven het nulniveau voor GH, en lagere AUCs
boven de basaallijn voor GH (= minder GH afgegeven in pulsen) dan bij honden die een
volledige mastectomie hadden ondergaan. De bevindingen bij de controlehonden zijn te
verklaren door een negatieve terugkoppeling van progesteron-geinduceerd mammair GH en
de toegenomen plasma IGF-I-concentraties op de pulsatiele afgifte van hypofysair GH.

In de anoestrusfase van de ovariéle cyclus en voor MPA-behandeling was het

melkklierweefsel bij histologisch onderzoek inactief. Na 1 jaar MPA-behandeling was het
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grootste deel van het mammaweefsel gedifferentieerd tot alveolair melk-secernerend
klierepitheel, behalve bij één hond waarbij melkklierweefsel in de proliferatiefase werd
gevonden. Het epitheel bij deze hond bestond uit ductale, knopvormig uitgroeiende
structuren. Deze bevindingen zijn vergelijkbaar met de bevindingen in een eerder onderzoek
bij honden (van Garderen et al.,1997).

In de hondenmelkklier worden immunoreactief GH (iGH) en GH-genexpressie
voornamelijk gevonden in ductale, knopvormig uitgroeiende structuren in de vroege en
midluteale fase van de ovariéle cyclus. GH-genexpressie neemt sterk af in gedifferentieerd
alveolair secernerend klierepitheel en in de anoestrusfase van de ovariéle cyclus (van
Garderen et al., 1997). Ook in onze studie was geen iGH aantoonbaar in de melkklier van de
honden in anoestrus voor behandeling met MPA. Bij de controlehonden die gedurende 1 jaar
zijn behandeld met MPA werd bij één hond iGH gevonden in het epitheel van ductale,
knopvormig uitgroeiende structuren.

RT-PCR-analyse, een veel gevoeliger techniek dan immuunhistochemie, liet zien dat
onder invloed van de MPA-behandeling in het melkklierweefsel van de controlehonden de
GH-genexpressie toenam en de GH-receptor (GHR)-genexpressie afham. Ook in een andere
studie werd een toegenomen concentratic GH-mRNA gevonden in de hondenmelkklier na
langdurige toediening van progestativa (Mol et al., 1995a). Passend bij onze bevindingen is
ook met immunohistochemisch onderzoek aangetoond dat de expressie van de GHR
vermindert in gedifferentieerd alveolair secernerend klierepitheel op het einde van de luteale
fase (van Garderen et al., 1999).

Naast de effecten in de melkklieren, heeft het door progesteron-geinduceerde
mammaire GH mogelijk ook een endocrien effect op het baarmoederslijmvlies. Zo is door ons
gepostuleerd dat het mammaire GH een rol speelt bij de ontwikkeling van cysteuze
endometriumhyperplasie (CEH). Cysteuze endometriumhyperplasie wordt frequent
waargenomen bij teven die herhaaldelijk zijn behandeld met progestativa ter preventie van de
loopsheid (Capel-Edwards et al., 1973; Sokolowski en Zimbelman, 1973; Goyings et al.,
1977). CEH kan zich echter ook spontaan ontwikkelen gedurende de luteale fase van de
ovari€le cyclus bij teven van middelbare en hoge leeftijd. (Dow, 1958). Gezien de gelijkenis
tussen de progesteron-geinduceerde epitheliale veranderingen in de melkklier en de
baarmoeder, kan de vraag gesteld worden of mammair GH ook betrokken is bij de
ontwikkeling van progesteron-geinduceerde CEH. Met immunohistochemie werd reeds GH

aangetoond in uterusepitheel van honden die behandeld werden met progestativa. Echter de
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afwezigheid van mRNA coderend voor GH suggereerde dat dit niet wordt aangemaakt in de
uterus zelf (Kooistra et al., 1997).

De bevindingen van het onderzoek beschreven in hoofdstuk 8 tonen aan dat bij beide
groepen honden (controlehonden en gemastectomeerde honden) MPA-behandeling leidt tot
uteriene veranderingen met macroscopische als microscopische kenmerken van CEH. In het
uterusepitheel van beide groepen honden was na MPA-behandeling immunoreactiviteit voor
GH aanwezig, terwijl er voor behandeling geen iGH was. Deze bevindingen tonen aan dat
progesteron-geinduceerd mammair GH geen essentiéle rol speelt bij de ontwikkeling van
CEH. Echter, de aanwezigheid van iGH in het cytoplasma van hyperplastisch uterusepitheel
bij honden met CEH suggereert dat GH mogelijk wel betrokken is bij het ontstaan van CEH.

Bij onderzoek met RT-PCR bleek dat na MPA-behandeling GH-mRNA alleen was
toegenomen in het uterusepitheel van gemastectomeerde honden en niet bij de gezonde
controlehonden. Vergelijkbaar met de progesteron-geinduceerde GH genexpressie in de
hondenmelkklier (van Garderen et al., 1997), leidde MPA-behandeling ook tot meer GH
genexpressie in het uterusepitheel. Waarschijnlijk leidde bij de controlehonden de toename
van de plasmaconcentraties van mammair GH en de daaruit voortkomende toename van
plasma IGF-I-concentraties tot een onderdrukking van de GH-genexpressie, op eenzelfde
manier als reeds aangetoond voor de hypofyse (Hartman et al., 1993). MPA-behandeling
resulteerde ook in een toegenomen expressie van het IGF-I-gen in de baarmoeder, maar dit
was alleen significant bij de controlehonden. Een verklaring hiervoor zou het stimulerend
effect van de toegenomen plasmaconcentraties van mammair GH op de IGF-I-genexpressie
kunnen zijn. MPA-behandeling stimuleerde de expressie van GHRn in uterusepitheel bij onze
honden niet, waardoor het niet waarschijnlijk lijkt dat toename van de GHRn de aanwezigheid
van iGH in uterusepitheel, zoals eerder gesuggereerd door Kooistra et al. (1997), zou kunnen
verklaren

In hoofdstuk 9 worden de effecten van MPA op de functie van de hypofysevoorkwab
bij de teef beschreven. De effecten van supra-hypofysaire stimulatie, waarbij gebruik gemaakt
werd van een gecombineerde functietest voor de hypofysevoorkwab (Meijj et al., 1996), op de
vrijstelling van zeven hypofysevoorkwabhormonen werd bestudeerd voor MPA-toediening en
op diverse tijdstippen tijdens een 1 jaar durende MPA-behandeling. Oestruspreventie door
middel van MPA bij onze honden kon niet worden toegeschreven aan een significante afname
van de plasmaconcentraties van follikelstimulerend hormoon (FSH) of LH. Sterker nog,
MPA-behandeling werd zelfs gekenmerkt door een toename van de basale plasma FSH-

concentratie, zonder verandering van de basale plasma LH-concentratie gedurende de eerste
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maanden van MPA-behandeling. Deze toegenomen basale FSH-concentratie zou het gevolg
kunnen zijn van een direct remmend effect van MPA op het niveau van het ovarium,
resulterend in een vermindering van de ovari€le oestradiol- en/of inhibinesecretie of stimulatie
van de activinevrijstelling (Couzinet en Schaison, 1993; Poindexter et al., 1993; Shupnik,
1996; Heikinheimo et al., 1996). Bij voortgaande MPA-behandeling namen de basale FSH-
concentraties weer af tot hun niveau voor MPA-behandeling, terwijl de hypofysaire FSH-
respons op supra-hypofysaire stimulatie daalde. Onderdrukking van de hypofysaire GnRH-
receptoren door continue GnRH-stimulatie zou hiervoor een verklaring kunnen zijn (Belchetz
et al., 1978).

Eerdere bevindingen toonden aan dat progestativa de GH-IGF-I-as (Eigenmann et al.,
1983; Selman et al., 1994b) bij de teef beinvloeden, en dit werd bevestigd bij het onderzoek
vermeld in hoofdstuk 9. Basale plasma GH-concentraties stegen geleidelijk gedurende de 1
jaar durende MPA-behandeling, echter de stijging was niet statistisch significant. Concannon
et al. (1980) vonden eerder dat plasma GH-concentraties niet significant stegen bij 27 van de
36 MPA-behandelde honden. Echter, de significante stijging van circulerend IGF-I gedurende
MPA-behandeling in ons onderzoek impliceert indirect de overmatige blootstelling aan GH
(Selman et al., 1994b). Plasma IGF-I-concentraties lijken dus een meer gevoelige indicator te
zijn dan plasma GH-concentraties voor het documenteren van de effecten van progestativa op
de GH-IGF-I-as.

Naast een interactie met de progesteronreceptor heeft MPA ook een relatief hoge
affiniteit voor de glucocorticoidreceptor (Selman et al., 1996). Onderdrukking van de
hypothalamus-hypofyse-bijnierschors-as gedurende MPA-behandeling werd verwacht,
aangezien dit eerder al aangetoond was bij de mens (Willemse et al., 1990) en de hond
(Selman et al., 1994c, Selman et al., 1996). Echter, de resultaten van de studie beschreven in
hoofdstuk 9 laten zien dat de effecten op de ACTH-secretie gedurende MPA-behandeling
beperkt bleven. Aangezien de supra-hypofysaire stimulatie uitgevoerd werd ongeveer 4
weken na injectie van MPA is het mogelijk dat de ACTH-synthese zich intussen had hersteld.
De onderdrukking van de cortisolsecretie was evenwel meer uitgesproken en vergelijkbaar
met resultaten in vorige studies (Selman et al., 1996). Blijkbaar was de onderdrukking van de
ACTH-secretie sterk genoeg om aanleiding te geven tot atrofie van de zona fasciculata van de
bijnierschors.

De basale plasma TSH-concentraties waren 8 maanden na MPA-behandeling
gestegen, maar ze bleven toch binnen de referentiegrenzen van ons laboratorium. Frank et al.

(1979) vonden geen effect van MPA-behandeling op de circulerende TSH-concentratie. Men
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zou kunnen veronderstellen dat MPA door de inherente glucocorticoide werking een direct
effect heeft op de schildklier (Kemppainen et al., 1983). Via terugkoppeling op de hypofyse
zou dit een (lichte) stijging van de plasma TSH-concentraties tot gevolg kunnen hebben.

MPA-behandeling veroorzaakte geen veranderingen in de secretie van PRL of a-
melanocyt-stimulerend hormoon. Een verklaring voor het uitblijven van een effect op de
PRL-secretie gedurende MPA-behandeling zou de afwezigheid van een duidelijke afhame van
progestagene activiteit kunnen zijn. Van dergelijke abrupte dalingen is bekend dat ze leiden
tot verhoogde afgifte van PRL (Galac et al., 2000).

De aanwezigheid van progesteronreceptoren in de hondenmelkklier maakt het
mogelijk om honden met progesteron-geinduceerde mammaire GH-hypersecretie doelgericht
te behandelen met progesteronreceptor-blokkers. De resultaten van het onderzoek beschreven
in hoofdstuk 10 tonen aan dat toediening van de progesteronreceptor-blokker aglépristone
aan honden met progesteron-geinduceerd hypersomatotropisme leidt tot een significante
daling van de plasma GH- en IGF-I-concentraties. Dit stemt overeen met de bevindingen van
Watson et al. (1987) die bij honden met progesteron-geinduceerde acromegalie vonden dat
met de toediening van de progesteronreceptor-antagonist mifepristone de plasma GH-
concentratie significant daalde en de plasma IGF-I-concentratiec normaliseerde. Bij analyse
van het plasma GH-profiel bleek dat de gemiddelde basale GH-concentratie en de AUC boven
het nulniveau voor GH bij onze honden met GH-overmaat op het einde van de behandeling
met aglépristone gering waren afgenomen, vergeleken met deze waarden vOOr
aglépristonebehandeling. De AUC boven de basaallijn voor GH, dat is de hoeveelheid GH
geproduceerd in pulsen, was aan het einde van de aglépristonebehandeling gestegen, hoewel
niet significant. Dus, behandeling met aglépristone resulteerde in gedeeltelijk herstel van de
normale pulsatiele GH-secretie. Een hogere dosis aglépristone zou mogelijk kunnen leiden tot
complete normalisatie van het pulsatiele GH patroon.

Drie en een half en 5,5 week na de laatste toediening van aglépristone namen de
plasma IGF-I-concentraties weer toe; een teken van toegenomen blootstelling aan GH. De
terugkeer van IGF-I hypersecretie na het stoppen van aglépristone-toediening was niet
verbazingwekkend aangezien alle honden een depot-progesteronpreparaat toegediend hadden
gekregen gedurende een periode van 1 jaar, en aangezien het progesteroneffect van dit
preparaat veel langer is dan de duur van de aglépristone-behandeling in deze studie. Dit
impliceert dat behandeling met een progesteronreceptor-antagonist zo lang moet duren als het

te verwachten effect van het progestageen.
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De volgende conclusies kunnen worden getrokken voor de hond:

e Hypofyse-athankelijk hyperadrenocorticisme gaat niet alleen gepaard met een afname van
de afgifte van GH in pulsen, maar ook met een verminderde respons op GH-stimulantia.

e Bij jonge honden is ghreline een potentere stimulus voor GH-afgifte dan GHRH en
GHRP-6. Bij oude honden leidt GHRH-toediening tot hogere plasma GH-concentraties dan
de toediening van ghreline of GHRP-6.

e De ghreline-geinduceerde GH-secretie neemt af met toenemende leeftijd; deze
leeftijdsathankelijke afhame is veel lager bij toediening van GHRP-6 of GHRH.

e Ghreline en GHRP-6 stimuleren specifiek de vrijstelling van GH en veroorzaken geen
toename van de secretie van ACTH, cortisol, TSH, LH, of PRL.

e Een ghreline-stimulatietest is een bruikbaar alternatief voor stimulatie met GHRH bij de
diagnostiek van hypofysaire dwerggroei.

e Vasten en voedselopname gaan gepaard met, respectievelijk, hogere en lagere
circulerende ghrelineconcentraties.

e De veranderingen in plasma ghrelineconcentraties gedurende voedselopname en vasten
gaan niet gepaard met vergelijkbare veranderingen in de plasma GH-concentraties.

e Gedurende vasten en voedselopname zijn de veranderingen in de circulerende insuline- en
glucoseconcentraties omgekeerd aan de veranderingen in de plasma ghrelineconcentraties.

e Bij gezonde controlehonden leidt toediening van medroxyprogesteron acetaat (MPA) tot
een hogere basale plasma GH-concentratie en minder GH afgegeven in pulsen dan bij honden
zonder melkklieren. Bij gemastectomeerde honden leidt behandeling met MPA niet tot een
verandering van de basale plasma GH-concentratie, de AUC boven het nulniveau en boven de
basaallijn voor GH, en de frequentie van de GH pulsen.

e Zowel bij gezonde honden als bij gemastectomeerde honden ontwikkelt zich na
behandeling met MPA cysteuze endometriumhyperplasie (CEH). Dus, progesteron-
geinduceerd mammair GH speelt geen essenti€le rol bij de ontwikkeling van CEH.

e De aanwezigheid van immunoreactief GH in het cytoplasma van hyperplastisch
baarmoederepitheel suggereert echter een rol van GH in de pathogenese van CEH.

e Het effect van MPA op de secretie van gonadotrope hormonen blijft beperkt tot de FSH-
secretie. Gedurende de eerste maanden leidt MPA-behandeling tot een toename van de basale
plasma FSH-concentratie, terwijl de FSH respons op supra-hypofysaire stimulatie afneemt.

e Progesteron-geinduceerd hypersomatotropisme kan met de progesteronreceptor-

antagonist aglépristone worden behandeld.
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