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1 Einleitung

In der Literatur wird seit einigen Jahren das Phanomen der Programmierung des
Stoffwechsels (,metabolische Programmierung®; ,fetal imprinting“, ,developmental
programming“) beschrieben. Es handelt sich hierbei um die lebenslange
Beeinflussung des metabolisch-endokrinologischen Status durch einen kurzfristigen
nutritiven Stimulus wahrend der spaten Graviditat bzw. der ersten Lebenswochen
(LUCAS 1991). So zeigen epidemiologische Studien aus der Humanmedizin, dass
die Inzidenz von metabolischen Erkrankungen wie Diabetes-Typ-2, Bluthochdruck
und koronare Herzleiden bei Erwachsenen, die ein sehr niedriges Geburtsgewicht
hatten, deutlich hoher ist als bei Menschen mit einem durchschnittlichen
Geburtsgewicht. Diese Ergebnisse wurden in tierexperimentellen Studien an
Labornagern bestatigt. Entsprechend spielt nicht nur die intrauterine
Ernahrungssituation des Feten eine Rolle, sondern auch die fruhe postnatale
Ernahrung. In der Saugezeit kohlenhydratreich gefiutterte Rattenwelpen entwickelten
bereits nach 24 h eine drastische Hyperinsulinamie und eine verminderte
Glucosetoleranz, die trotz Umstellung auf eine Kontrolldiat sogar nach 270 Tagen
noch nachweisbar war. Die Tiere blieben zwar normoglycamisch, verfetteten aber

schneller und erwiesen sich als signifikant insulinresistenter als die Kontrollratten.

In der Literatur sind Uber die Programmierung von Nutztieren nur wenige Angaben zu
finden. Bei Rindern ist eine Beeinflussung des metabolischen Status durch die
Fltterung bereits nachgewiesen (BAR-PELED et al. 1997; DRACKLEY et al. 2007).
So entwickeln intensiv gefltterte Mastkalber eine Hyperinsulinamie, Hyperglycamie
und Insulinresistenz. Die Studien lassen jedoch keine Ruckschlisse auf die
Moglichkeit einer metabolischen Programmierung zu, zumal die intensive Futterung
erst in der sechsten Lebenswoche begann (HOSTETTLER-ALLEN et al. 1994; HUGI
et al. 1998).
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Es ergibt sich die Frage, ob der Stoffwechselstatus von Hochleistungskiihen im
Zusammenhang mit der metabolischen Programmierung durch das Trankeregime
des Milchkalbes optimiert werden kann. Die Inzidenz verlustreicher
Stoffwechselerkrankungen insbesondere in der Frihlaktation kénnte so potentiell
vermindert werden. Besondere Beachtung finden dabei Leberverfettung und Ketose,
die sich in der Fruhlaktation offenbar primar infolge einer individuellen Disposition bei
vielen Hochleistungskihen entwickeln; eine im Vergleich zu gesunden Kuhen
ausgepragte Insulinresistenz scheint pathogenetisch eine wesentliche Rolle zu
spielen (KRAFT 2004). Grundséatzlich sind Wiederkduer insulinresistenter als
monogastrische Spezies. In der Fruhlaktation begunstigen niedrige Insulin- und hohe
Glucagonspiegel eine hohe hepatische Gluconeogeneserate und die Bereitstellung
von Energie durch Lipomobilisation. Die Zuchtung auf eine hohe Milchleistung ging
bei Milchkihen mit einem Abfall der basalen Insulinkonzentration im peripheren Blut
einher (GIESECKE 1991). Ergebnisse hyperinsulinamischer, euglycamischer Clamps
zeigen andererseits, dass besonders wahrend der Frihlaktation eine hinreichende
Insulinsensitivitat notwendig ist, um eine ausreichende Glucoseaufnahme
extramammarer Gewebe zu gewahrleisten und eine exzessive Lipomobilisation mit
konsekutiven Stoffwechselstérungen zu verhindern (KRAFT 2004).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu prifen, ob die Glucosehomodostase und der
Insulinstatus bei Rindern kurz- und mittelfristig durch Menge und Zusammensetzung
der Tranke in der Neonatalperiode beeinflusst werden. Dazu wurde an 31 weiblichen
Kalbern der pankreatische Insulin-Response mittels hyperglycamischer Clamps
(HGC) untersucht.
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Im Einzelnen wurden folgende Fragestellungen im Rahmen dieser Arbeit untersucht:

1. Ist eine metabolische Programmierung beim Kalb durch die postnatale

Fltterung induzierbar?

2. Wird die pankreatische Insulin-Response durch die Zusammensetzung und

die Menge der Tranke kurzfristig beeinflusst?

3. Wird die pankreatische Insulin-Response durch die Zusammensetzung und

die Menge der Tranke mittelfristig beeinflusst?






2 Schrifttum Seite 5

2 Schrifttum

21 Glucosestoffwechsel der Wiederkauer

In den Vormagen der Wiederkduer werden die mit dem Futter aufgenommenen
Kohlenhydrate unter anaeroben Bedingungen mikrobiell zu kurzkettigen Fettsauren
(v. a. Acetat, Propionat und Butyrat) umgesetzt. Es gelangt nur sehr wenig Glucose
in den Dunndarm. Die kurzkettigen Fettsauren werden schon im Pansen resorbiert.
Die Konzentration der Glucose im Blut ist mit etwa 3 mmol/l deutlich niedriger als bei
Monogastriern. Die hepatische Gluconeogenese spielt eine zentrale Rolle fur die
Aufrechterhaltung der basalen Glucosekonzentration (BERGMANN et al. 1974). Als
Substrat dient vor allem Propionat aus der Vormagenfermentation. In
Hungerperioden werden auch glucoplastische Aminosauren (Alanin  und
Glutaminsaure) aus extrahepatischen Geweben, Glycerin und Laktat fur die
Glucosesynthese herangezogen (BROCKMAN 1983).

211 Glucosetransport in die Zellen

Die aus der Gluconeogenese stammende Glucose wird Uber spezifische
Transportsysteme (GLUT) in die Zellen aufgenommen. Es gibt neun
Glucosetransportproteine (GLUT-1 bis GLUT-9). Funktionell besonders wichtig sind
die GLUT-1, die den basalen Glucosebedarf vieler Zellen sichern. Besonders stark
exprimiert werden die GLUT-1 in den Zellen des zentralen Nervensystems, sie sind
aber auch in den Erythrozyten, der Plazenta oder der Retina nachweisbar. Des
Weiteren von Bedeutung sind die GLUT-2, die von Hepatozyten, den B-Zellen des
endokrinen Pankreas, von Enterozyten und renalen Tubuluszellen exprimiert werden
(MUECKLER 1990; THORENS et al. 1992). Diese Transporter arbeiten Insulin-
unabhangig. Die Insulin-abhangige Glucoseaufnahme erfolgt ausschlieldlich Gber die

GLUT-4 Transporter, die vor allem in Muskelzellen und Fettgewebe nachgewiesen
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werden. Sie sind flr den Insulin-stimulierten Glucosetransport in insulinsensitive
Gewebe verantwortlich (MUECKLER 1990). Beim Wiederkauer scheint verglichen
mit monogastrischen Spezies die Dichte der GLUT-4 Transporter in der Muskulatur
niedriger zu sein (HOCQUETTE und BELAGE 1996). Wahrend einer experimentell
erzeugten euglycamischen Hyperinsulinamie wurden GLUT-4 beim Wiederkauer
nicht verstarkt exprimiert (GELARDI et al. 1999). GLUT-7 sind im endoplasmatischen
Retikulum von Geweben exprimiert, die an der Gluconeogenese beteiligt sind
(MUECKLER 1994). GLUT-8 sind zu finden in Gehirn, Hoden und anderen Geweben
dort arbeiten sie Insulin-unabhangig. Die GLUT-8 Transporter sind ebenfalls in den
Blastocysten als Insulin-abhangige Transporter zu finden. Gene flur einen weiteren
Glucosetransporter (GLUT-9) sind in der Milz, den peripheren Leukozyten und im
Gehirn nachgewiesen worden (DOEGE et al. 2000 a,b).

2.2 Hormonelle Regulation der Glucosehomoostase

221 Insulin

Insulin ist das wichtigste anabole Hormon des tierischen Organismus. Chemisch
handelt es sich um ein Proteohormon bestehend aus zwei Peptidketten. Die A-Kette
setzt sich aus 21 Aminosauren zusammen, die B-Kette besteht aus 30 Aminosauren.
Die beiden Ketten sind durch zwei Disulfidbricken miteinander verknupft, eine
weitere Disulfidbricke liegt zur Stabilisierung der Raumstruktur zwischen der
sechsten und elften Aminosaure der A-Kette (LOFFLER und PETRIDES 2003). Der
Aufbau des Insulins ist zwischen den Spezies weitgehend vergleichbar, humanes
Insulin unterscheidet sich nur durch drei Aminosauren von bovinem Insulin
(TRENKLE 1972; DAVIDSON et al. 1991).
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2.21.1 Insulinsynthese

Die Biosynthese von Insulin erfolgt in den B-Zellen des endokrinen Pankreas, den
Langerhans’schen Inseln. Nach Transkription und Spleilien entsteht Prapro-Insulin-
MRNA, die den Zellkern verlasst. Die Synthese des Prapro-Insulins erfolgt an den
Ribosomen des rauen endoplasmatischen Retikulums. Eine Signalsequenz
ermdglicht die Einfadelung der Peptidkette in das Lumen des endoplasmatischen
Retikulims. Dort wird ein Teil der Polypeptidkette abgetrennt, wodurch das Proinsulin
entsteht. Dies besteht aus 81-86 Aminosauren mit einer A- und einer B-Kette, die
uber das Connecting-Peptid (C-Peptid) miteinander verbunden sind (RUCKEBUSCH
et al. 1991). Im Golgi-Apparat wird mittels der Prohormon-Convertase das C-Peptid
abgespalten (KANEKO 1989). Nach der Biosynthese wird das Insulin zunachst in

Form von Sekretgranula gespeichert.

2.21.2 Insulinfreisetzung aus den 3-Zellen

Beim Monogastrier wird die Insulinfreisetzung Uber den Anstieg der
Blutglucosekonzentration ausgeldst. Die B-Zellen des Pankreas weisen eine hohe
Dichte an GLUT-2 auf. Der hohe kn-Wert der GLUT-2 ermdglicht eine linear mit der
Blutglucosekonzentration zunehmende Aufnahme von Glucose in die (B-Zelle. Die
Glucokinase-Aktivitat der B-Zellen ist verglichen mit der anderer Korperzellen
ausgesprochen hoch. Dadurch wird die Glucose unmittelbar metabolisiert, woraus
ein Anstieg der cytosolischen ATP-Konzentration resultiert. Die ATP-Konzentration
korreliert umgekehrt proportional mit der Aktivitat von ATP-sensitiven Kaliumkanalen
in der Zellmembran. Somit resultiert aus einer erhdhten ATP-Korrelation eine
verminderte Leitfahigkeit der Membran fir Kaliumionen und damit eine
Depolarisation der B-Zelle. Diese fuhrt zur Aktivierung von potentialgesteuerten
Calciumkanalen und induziert somit einen Einstrom von Calciumionen. Der Anstieg
der cytosolischen Calciumkonzentration induziert schlieBlich die vermehrte

Exozytose der insulinspeichernden Sekretgranula. Diese verschmelzen mit der
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Zellmembran, so dass das Insulin in den perikapillaren Raum und mit dem Blutstrom
in den Korperkreislauf gelangt (LOFFLER und PETRIDES 2003).

Die Insulinfreisetzung in die Blutbahn erfolgt biphasisch. Innerhalb von zwei bis funf
Minuten wird das in den B-Zellen der Langerhans’schen Inseln des Pankreas
gespeicherte Insulin freigesetzt. Dies ist der erste Peak (FISCHER und HOMMEL
1975). Bei anhaltend hohen Glucosekonzentrationen kommt es zur weiteren
Insulinbiosynthese und -abgabe. Da der minimale Zeitraum Insulin zu synthetisieren
und in die Blutbahn auszuschleusen etwa eine Stunde betragt, ist der zweite

Insulinpeak etwa nach dieser Zeit im Blut zu registrieren (SCHATZ 1977).

2.2.1.3 Insulinabbau

In der Blutbahn zirkulierendes Insulin wird durch Enzyme in der Leber rasch
abgebaut, so dass die Halbwertzeit fir Insulin im Serum 10-15 Minuten betragt. Eine
Schlusselrolle soll dabei dem Insulin-degrading enzyme (IDE) zukommen. Die
Internalisierung von Insulin-Rezeptor-Komplexen erfolgt vor allem in Muskelzellen.
Anschlieend erfolgt der Abbau durch lysosomale Enzyme. Dabei werden zunachst
die Disulfidbricken durch die Glutathion-Insulin-Transhydrogenase reduktiv
gespalten. Die isolierten Ketten werden proteolytisch abgebaut. Es scheint in der
Muskulatur spezielle Proteasen mit hoher Spezifitat fir Insulin zu geben (LOFFLER
und PETRIDES 2003).

2.21.4 Insulinrezeptor

Voraussetzung fur die Insulinwirkung ist seine Bindung an spezifische, in der
Plasmamembran lokalisierten Rezeptoren (KAHN 1978). Der Insulinrezeptor gehort
zur Familie der Tyrosinkinase-Rezeptoren. Es handelt sich um ein tetrameres
Molekdl mit je zwei identischen a- bzw. B-Untereinheiten, die durch Disulfidbricken
miteinander verknlpft sind (LOFFLER und PETRIDES 2003). Ein Rezeptor bindet
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ein Insulinmolekul. Fur die Bindung sind die beiden extrazellularen a-Untereinheiten
entscheidend. Die Bindung des Insulins induziert eine Konformationsanderung
innerhalb der B-Untereinheiten, die jeweils einen extrazellularen, transmembranen
und cytosolischen Anteil besitzen (TORNQVIST und AVRUCH 1988; LOFFLER und
PETRIDES 2003).

In den intrazellularen Anteilen befinden sich drei Gruppen von Tyrosinresten. Die
Besetzung der Insulinrezeptoren fuhrt zu einem Aneinanderriicken der Rezeptoren in
der Plasmamembran (,Clustering®). Dadurch entféllt die Hemmwirkung der a-
Untereinheiten auf die Tyrosinkinase der [(-Untereinheit. Die Tyrosinkinase
katalysiert wiederum die Phosphorylierung weiterer intrazellularer Proteine (ZICK et
al. 1986; SALE et al. 1987).

2.2.1.5 Induktion der Insulinfreisetzung

Bei Monogastriern ist die Blutglucose der wichtigste Trigger fur die Insulinsekretion
(LOFFLER und PETRIDES 2003). Zudem filihren der postprandial erhohte
Parasympathikotonus und spezifische gastrointestinale Hormone (Inkretine) nach
oraler Glucoseaufnahme zu héheren Insulinkonzentrationen als nach intravendser
Applikation der gleichen Glucosemenge. Auch die adrenerg vermittelte
Catecholaminsekretion beeinflusst die Insulinfreisetzung (BASSET 1974). Die
Catecholamine, die an die ax-Rezeptoren der Plasmamembran der (-Zellen des
Pankreas binden, hemmen die Adenylatcyclase und damit den Calciumeinstrom und
in Folge die Insulinsekretion. Somatostatin aus den d-Zellen der Langerhans’schen
Inseln hemmt durch Aktivierung der Kaliumkanale die Glucose-induzierte
Depolarisation und damit die Insulinfreisetzung. Galanin als Neurotransmitter
sympathischer Fasern hemmt die Insulinabgabe durch Induktion der
Somatostatinfreisetzung und gleichzeitige Stimulation der Glucagonfreisetzung aus
den a-Zellen des Pankreas (BROCKMANN 1986).
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Bei Wiederkauern ist die Insulinsekretion vor allem von der Propionatkonzentration
im Portalblut und einem prandial erh6htem Vagustonus abhangig (MANNS und
BODA 1967; MANNS et al. 1967; BLOOM und EDWARDS 1981; MINEO et al. 1990;
WEEKES 1991; GRIINARI et al. 1997). Daneben fuhren auch andere kurzkettige
Fettsauren in  supraphysiologischen  Konzentrationen, = Aminosauren und
gastrointestinale Hormone zu einer Stimulation der Insulinsekretion. Experimentell
lasst sich auch beim Wiederkauer ein Anstieg der Insulinkonzentration nach
Bolusinjektion von Glucose nachweisen (MINEO et al. 1990; RUCKEBUSCH et al.
1991; HUSVETH et al. 1996; ELMAHDI et al. 1997). Die geringere funktionelle
Bedeutung der Glucose ist teleologisch verstandlich, da die Glucosekonzentration im
Portalblut bei grundfutterreichen Rationen auch postprandial nicht wesentlich
ansteigt (BASSET 1974).

2.2.1.6 Insulinwirkung

Die Bindung von Insulin an die spezifischen Tyrosinkinase-Rezeptoren erhoht die
periphere Glucoseaufnahme in den Intrazellularraum, besonders in Muskulatur und
Fettgewebe. Dies geschieht durch vermehrte Translokation von GLUT-4-Proteinen
aus intrazellularen Membranvesikeln in die Phospholipiddoppelschicht der
Plasmamembran. Gleichzeitig unterdrickt Insulin die hepatische Gluconeogenese,
da es die glucogenetischen Vorlaufersubstanzen an die Muskulatur verteilt. Dadurch
wird die Aufnahme von Glucosevorlaufern in die Leber vermindert (BROCKMAN
1986).

Insulin hat als wichtigstes anaboles Hormon weitere Stoffwechselwirkungen. Die
Proteinsynthese im Muskel wird durch die Steigerung des Aminosauretransports in
die Muskelzellen erhoht (WEEKES 1991). Mdglicherweise wird die Gluconeogenese
aus glucoplastischen Aminosauren in der Leber durch die Hemmung des Enzyms,
welches Alanin zu Pyruvat transaminiert oder durch Blockierung der Aufnahme von
Glucosevorstufen in die Leber auf Enzymebene verhindert (LOFFLER und
PETRIDES 2003).
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Insulin stimuliert die Lipogenese und hemmt die Lipolyse. Der antilipolytische Effekt
des Insulins entsteht durch einen Abfall der cAMP-Konzentration, resultierend aus
der Hemmung der Adenylatcyclase. Durch niedrige cAMP-Konzentrationen kénnen
die Lipasen nicht in ihre aktive, phosphorylierte Form Uberfiihrt werden (LOFFLER
und PETRIDES 2003). Insulin bewirkt eine Erhohung der hepatischen
Glycogensynthese (BROCKMAN et al. 1975). Aufgrund der Aktivierung der
Phosphodiesterase kommt es zu einem verstarkten Abbau des cAMP, was in einer
Hemmung des Glycogenabbaus und in einer Stimulierung der Glycogensynthese
mundet. Zusatzlich bewirkt eine niedrige cAMP-Konzentration eine gesteigerte
Glycolyse (LOFFLER und PETRIDES 2003).

2.2.2 Pankreatische Insulin-Response

Der pankreatische Insulin-Response ist ein quantitativer Parameter zur
Charakterisierung der Reaktion des Pankreas auf eine definierte Erhohung der
Blutglucosekonzentration (,Glucose-stimulierte Insulin-Sekretion®; MITRAKOU et al.
1992). Der hyperglycamische Clamp dient der Bestimmung der pankreatischen
Insulin-Response. Davon abzugrenzen ist der periphere Insulin-Response. Hier wird
die Antwort peripherer Gewebe auf Insulin erfasst, d. h. die Insulin-stimulierte

Glucoseaufnahme peripherer Gewebe.

223 Glucagon

Glucagon ist ein Peptidhormon aus 29 Aminosauren, das in den a-Zellen des
endokrinen Pankreas gebildet wird. Die Sekretion wird ausgel6st durch eine
Abnahme der Glucosekonzentration im Blut. Beim Wiederkauer steigern zudem
Propionat und Butyrat die Glucagonsekretion, um eine Insulin-induzierte
Hypoglycamie zu vermeiden. Glucagon ist ein potentes hyperglycamisches Hormon,

es steigert die hepatische Glycogenolyse und Gluconeogenese (BROCKMAN und
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BERGMAN 1975). Letztere vor allem durch gesteigerte hepatische Aufnahme von
Aminosauren (Alanin, Glycin, Glutamin, Serin, Threonin) und Laktat (BROCKMAN et
al. 1975). Wahrend Insulin neben der Leber auch extrahepatische Gewebe, wie
Fettgewebe und Skelettmuskulatur beeinflusst, ist die Leber das primare Zielorgan
fur Glucagon (BROCKMAN et al. 1975).

Neben den absoluten Konzentrationen von Insulin und Glucagon beeinflusst das
jeweilige Insulin-Glucagon-Verhaltnis offenbar wesentlich die Glucosehomdostase
(GIESECKE 1991).

Glucagon hat auch einen indirekten Einfluss auf den Aminosauren- und
Proteinmetabolismus. Es unterstitzt die Bereitstellung von Aminosauren fur die
Glucoseproduktion, in dem es Aminosauren in extrahepatische Gewebe umleitet
(BROCKMAN und BERGMAN 1975).

224 Somatostatin

Somatostatin wird in der hypophysiotropen Zone des Hypothalamus und in den ©&-
Zellen des endokrinen Pankreas gebildet. Bei Erhdhungen der Blutkonzentrationen
von Glucose, Aminosauren und Fettsauren wird Somatostatin verstarkt freigesetzt.
Es induziert eine Abnahme der basalen Glucagonkonzentration und verhindert einen
Anstieg der Glucagonsekretion nach Propionat- und Argininapplikation. Die
physiologische Signifikanz von in der Blutbahn zirkulierendem Somatostatin ist in
Bezug auf die Regulation der endokrinen Pankreassekretion noch unbekannt.
Schafe, die mit Somatostatin immunisiert wurden, zeigten keine Veranderung der
Insulinsekretion (BROCKMAN 1986). TABORSKY (1983) postulierte hingegen, dass
Somatostatin Gber parakrine Mechanismen die Freisetzung von Glucagon und Insulin
beeinflusst. Bei Wiederkauern in der Spatlaktation induziert Somatostatin eine
Verminderung der Insulin-Response der peripheren Gewebe; dieser Effekt ist in der

Frahlaktation weniger stark ausgepragt (ROSE et al. 1996).
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225 Glucocorticoide

Glucocorticoide werden in der Zona fasciculata der Nebennierenrinde vor allem in
Form von Cortisol sezerniert. Sie induzieren eine Hemmung der Proteinbiosynthese
und stimulieren die Proteolyse, daraus resultiert eine vermehrte Freisetzung von
Aminosauren (LOFFLER und PETRIDES 2003). Die Aufnahme von Aminos&uren in
die Leber und die hepatische Gluconeogenese werden durch Glucocorticoide
gefordert (EXTON et al. 1976). Anhaltend hohe Glucocorticoidspiegel fihren zu einer
Insulin-Resistenz, die sich in einer verminderten Glucosetoleranz und einer
reduzierten Insulin-Sensitivitat manifestiert (HARBER und WEINSTEIN 1992).

2.2.6 Catecholamine

Catecholamine werden im Nebennierenmark aus Tyrosin synthetisiert. Die
Biosynthese wird nerval Uber den Sympathicus und durch Glucocorticoide reguliert.
Adrenalin induziert die Sekretion von Glucagon und hemmt die Sekretion von Insulin
(CRYER 1993). Entsprechend werden energetische Substrate mobilisiert. In einer
hypoglycamischen Stoffwechsellage stimuliert Adrenalin bei Monogastriern und
Wiederkauern die Glycogenolyse im Muskel. Zusatzlich erhoht Adrenalin die
hepatische Glucoseproduktion (EXTON 1979), indem es direkt die Glycogenolyse
stimuliert und indirekt die Anflutung von gluconeogenetischen Substraten (Alanin,
Glycerol, Lactat) aus extrahepatischen Geweben forciert (STEVENSON et al. 1991).
Zusatzlich antagonisiert Adrenalin die Wirkung von Insulin, indem es die
Glucoseaufnahme in den Muskel reduziert. Schlief3lich stimuliert Adrenalin kurzfristig
die Lipolyse im Fettgewebe (CAPALDO et al. 1992) und zwar insbesondere bei
korperlicher Anstrengung und Kaltestress (PETHICK und DUNSHEA 1993).
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2.3 Insulinresistenz

Insulinresistenz  wird definiert als eine Stoffwechselsituation, bei der eine
physiologische Insulinkonzentration lediglich eine subnormale biologische Antwort
induziert (KAHN 1978; RIZZA et al. 1981). Der Grund flr eine Insulinresistenz liegt in
einer verminderten Insulin-Sensitivitdt und/oder Insulin-Response. Anderungen in
Sensitivitat oder Response koénnen hervorgehoben werden durch die Dosis-
Wirkungsbeziehungs-Kurve (Abb. 1). Ist die Insulin-Sensitivitat vermindert, werden
héhere Insulinmengen erforderlich, um einen halbmaximalen biologischen Effekt (km)
zu erzielen. Die maximale biologische Antwort kann im Vergleich zu Kontrolltieren
erreicht werden. Typische Beispiele fur eine verminderte Insulin-Sensitivitat sind
Adipositas, nicht-Insulin-abhangiger-Diabetes mellitus (NIDDM) und Glucocorticoid-
abusus (KAHN 1978; RIZZA et al. 1981; BLOCK und BUSE 1989; BERGMANN et al.
1989). Ist die Insulinresistenz auf einer verminderten Insulin-Response
zuruckzufuhren, so ist der maximale biologische Effekt des Insulins vermindert, der
Km-Wert aber wunverandert (Abb. 1). Bei diesen Tieren ist die periphere

Glucoseaufnahme geringer als bei gesunden Kontrolltieren (RIZZA et al. 1981).

Grundsatzlich kann eine Insulinresistenz auf verschiedenen Ebenen beruhen:
e Prarezeptor-Ebene: verminderte Ansprechbarkeit der B-Zellen des Pankreas
o Rezeptor-Ebene: verminderte Rezeptorendichte bzw. —affinitat
e Postrezeptor-Ebene: Storungen der intrazellularen Signallibertragung nach
Bindung von Insulin am Rezeptor (VERNON und SASAKI 1991).

Primare Ursachen einer verminderten Insulin-Sensitivitat sind Insuffizienzen auf
Rezeptor-Ebene, wie z. B. eine verminderte Rezeptorendichte in den Zielgeweben,
eine geringere Affinitat des Rezeptors zu Insulin, eine verminderte Insulin-stimulierte
Rezeptor-Autophosphorylierung oder eine verminderte Aktivitat der Tyrosinkinase
(ARNER et al. 1986).
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Eine verminderte Insulin-Response scheint primar auf Defekten auf Postrezeptor-
Ebene zu beruhen (KAHN 1978; SASAKI und WATANABE 1990). Ursachen hierfur
konnen Stoérungen der komplexen intrazellularen Signaltransduktion nach Binden des
Insulins am Rezeptor oder eine Depletion des GLUT-4 sein (BERGER et al. 1989;
SASAKI und WATANABE 1990).

Die biologische Potenz von Insulin variiert mit dem Lebensalter, dem
Ernahrungszustand, dem Reproduktionsstatus und unterliegt aul’erdem einer
circadianen Rhythmik. Die Hohe der Insulinkonzentration im Blut ist somit kein
optimaler Parameter zur Einschatzung der Insulinwirkung (VEITINGER 1983). Die
nahere Charakterisierung einer Insulinresistenz bezuglich Sensitivitat und Response

kann mittels hyperinsulinamischer euglycamischer Clamp-Untersuchungen erfolgen.

Biologischer Effekt

Insulinkonzentration [ pUJ,/ml ]

Abb. 1: Formen der Insulinresistenz (modifiziert nach RIZZA et al. 1981)
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2.31 Insulinresistenz beim Wiederkauer

Wiederkauer gelten grundsatzlich als insulinresistenter verglichen mit mono-
gastrischen Spezies. Dies entspricht einer phylogenetischen Adaptation resultierend
aus der Ernahrungsstrategie der Wiederkauer (ELMAHDI et al. 1997, KASKE et al.
2001).

Im Kalberalter scheint die Art der Futterung die Entwicklung einer Insulinresistenz zu
beeinflussen. Intensiv gefutterte Mastkalber entwickeln eine Glucose-Intoleranz und
Insulinresistenz  (HOSTETTLER-ALLEN et al. 1994, HUGI et al. 1998). Bei
Aufzuchtkalbern, die wiederkauergerecht mit ausreichend Grundfutter gefuttert
wurden, sinken dagegen die Glucose- und Insulinkonzentrationen mit zunehmendem
Alter (FAHEY und BERGER 1988).

Auch beim gesunden adulten Wiederkduer andert sich der Insulinstatus in
Abhangigkeit vom Reproduktionsstatus im Sinne einer homoorrhetischen
Anpassung. Wahrend der Trachtigkeit ist die periphere Insulin-Response relativ
niedrig. Entsprechend der hohen metabolischen Prioritat des Fetus (HOLTENIUS et

al. 2003) wird so ein ausreichender Transfer von Glucose zum Fetus gewahrleistet.

Wahrend der Fruhlaktation steigt aufgrund der hohen Milchproduktion der
Glucosebedarf des Organismus drastisch an. Bis zu 90 % des Glucosebedarfs
ergeben sich aus der mammaren Lactosesynthese. Bei gesunden Kuhen ist in den
ersten Laktationswochen eine hohere Ansprechbarkeit peripherer Gewebe auf
Insulin nachweisbar, verglichen mit Untersuchungen wahrend der Trachtigkeit.
Niedrige Insulin- und hohe Somatostatin- bzw. Glucagonkonzentrationen fihren zu
einer Maximierung der hepatischen Gluconeogenese und erleichtern die
Bereitstellung von Energie durch Lipomobilisation. Das Euter ist demgegenuber
insulinunempfindlich. Diese kritische Phase der negativen Energiebilanz wird so
durch die Mehrzahl der Kuhe im Rahmen einer adaptativen Reaktion des
Endokriniums Uberwunden (HERDT 2000).
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Eine Uberschieende Lipomobilisation induziert demgegenuiber durch die drastisch
erhohte Konzentration der NEFA eine Hemmung der GLUT-4-Translokation und
somit auch eine verminderte Glucoseaufnahme in periphere Gewebe (BODEN
2001). Die periphere Insulin-Response ist reduziert (HOLTENIUS et al. 2003). Der
molekulare Mechanismus der peripheren Insulinresistenz liegt wahrscheinlich auf der
Postrezeptor-Ebene. Bei Schafen wurde ein Defekt des Glucosetransporters als
Ursache fur eine erhohte Insulinresistenz nachgewiesen (SASAKI 1990). Bei
Milchkihen entwickelt sich unter Umstanden wahrend der ersten Laktationswochen
ein Energiemangel extramammarer Gewebe mit konsekutiver Ketose und
Leberverfettung (REHAGE und KASKE 2004). Neuere Studien zeigen, dass hohe
Ketonkorperspiegel zu einer weiteren Verstarkung der Insulinresistenz flhren
(KRAFT 2004).

2.4 Ketose der Milchkuh

241 Definition und Bedeutung

Eine Ketose als typische Produktionskrankheit frihlaktierender Milchkihe ftritt
insbesondere im Zusammenhang mit einem Lipomobilisationssyndrom auf und ist
definiert als eine akut oder subakut verlaufende Stoffwechselstorung, die mit hohen
Konzentrationen an Ketonkorpern (B-Hydroxybutyrat, Aceton, Acetacetat) in der
extrazellularen Flussigkeit einhergeht (KASKE und REHAGE 2004). Es besteht eine
positive Korrelation zwischen der Konzentration der Ketonkorper im Blut und der

Akkumulation von Triglyceriden im Cytosol der Hepatocyten (GROHN et al. 1983).

Die Pravalenz subklinischer Ketosen liegt wahrend der ersten zwei Laktationsmonate
in Hochleistungsherden zwischen 9 und 34 % (DOHOO und MARTIN 1984;
DUFFIELD et al. 1997). Einhergehend mit der Ketose sinkt die Milchleistung und die
Wahrscheinlichkeit fur das Auftreten anderer, nichtinfektioser wie infektidoser
Produktionskrankheiten wie Labmagenverlagerung, Leberverfettung, Ovarialzysten,
Endometritis und Mastitis ist signifikant erhdht (DOHOO und MARTIN 1984).
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Entsprechend ist die Ketose als die 6konomisch bedeutsamste Stoffwechselstérung

der Milchkiihe anzusehen.

242 Pathogenese

Viele Hochleistungskihe befinden sich in den ersten Wochen nach der Abkalbung in
einer negativen Energiebilanz (NEB), da die Kihe in dieser Phase aufgrund einer
relativ geringen Trockensubstanzaufnahme weniger Energie aufnehmen als sie fur
die bereits unmittelbar postpartal einsetzende hohe Milchproduktion bendtigen. Das
Energiedefizit resultiert in einer erhdhten Mobilisation von Korperreserven,
insbesondere Fett. Triglyceride werden gespalten und die entstehenden nicht-
veresterten Fettsduren (NEFA) werden in die Leber eingeschleust (GROHN et al.
1983). Sofern die Fettsduren im Rahmen der intramitochondrialen p-Oxidation nicht
vollstandig gespalten und nach Einschleusung uber Acetyl-CoA in den Citratcyclus
vollstandig oxidiert werden koénnen, erfolgt eine Re-Veresterung zu Triglyceriden.
Diese Triglyceride verbleiben teilweise in der Leber, da Wiederkauer nur eine
begrenzte Kapazitat zur Ausschleusung mittels VLDL (Very Low Density
Lipoproteine) besitzen. Die Akkumulation der Triglyceride in den Hepatozyten flhrt
zu der Entstehung einer Fettleber. Bei UberschieRender Fettmobilisation werden
NEFA zudem unvollstandig zu Ketonkorpern oxidiert (STANGASSINGER und
SALLMANN 2004). Die Ketonkdrper konnen teilweise von peripheren Geweben als
Substrat utilisiert werden (VEENHUIZEN 1991).

Eine Auswirkung der Hyperketonamie ist die Suppression der hepatischen
Gluconeogenese. Es resultiert eine Abnahme der Glucosekonzentration im Blut. Die
Tiere werden vermehrt inappetent (VEENHUIZEN 1991), und die Milchleistung sinkt
(SCHLUMBOHM und HARMEYER 2004). Die Serumkonzentration des -
Hydroxybutyrats ist bei Patienten mit klinischer Ketose hoher als 1,4 mmol/L
(GROHN et al. 1983). Bei einigen ketotischen Kiihen werden zudem abnormale
neurologische Reaktionen, wie zum Beispiel Ubererregung, beobachtet (KASKE und
REHAGE 2004).
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Eine Uberfltterung in der Trockenstehzeit mit konsekutiv starker Verfettung und
niedriger Futteraufnahme in den ersten zwei Wochen post partum bei gleichzeitig
hoher Milchleistung gilt als wesentlicher pradisponierender Faktor fur die Entwicklung
einer Ketose (VEENHUIZEN 1991; HOLTENIUS und HOLTENIUS 1996).
Uberfiitterte Tiere haben eine hohere Lipolyserate und eine geringere Kapazitat
freigesetzte Fettsauren zu verestern. Dies fuhrt zu einer erhdohten NEFA-
Konzentration im Blut und endet schliel3lich in einer Fettleber (RUKKWAMSUK et al.
1998 und 1999). Damit einhergehend erhéhen niedrige hepatische Glycogenmengen
und ein hoher Triglyceridgehalt in der Leber die Wahrscheinlichkeit fur die
Entstehung einer Ketose (VEENHUIZEN 1991).

243 Symptome und Formen der Ketose

Zunachst wird in der Literatur zwischen primarer Ketose und sekundarer Ketose
unterschieden, letztere wird bei Kuhen mit jeglichen Sekundarerkrankungen

beobachtet, deren Futteraufnahme krankheitsbedingt unphysiologisch niedrig ist.

HOLTENIUS und HOLTENIUS (1996) unterscheiden zudem zwischen zwei
verschiedenen pathogenetischen Mustern: Die so genannte Typ-1-Ketose tritt
demnach drei bis sechs Wochen post partum bei Kihen mit hoher Milchleistung auf
und ist charakterisiert durch Hypoglycamie, Hypoinsulinamie und massiver
Hyperketonamie bei geringgradiger Leberverfettung. Das Problem dieser Kihe ist die
ungenugende Verfugbarkeit von Substraten fur die maximal stimulierte

Gluconeogenese.

Typ-2-Ketose soll demgegentber bei Kihen unmittelbar post partum auftreten.
Typisch sind Hyperglycamie, Hyperinsulinamie, relativ niedrige
Ketonkdrperkonzentrationen und eine massive Leberverfettung. Als Ursache der

erhohten Lipolyse und Lipidakkumulation in der Leber wird eine periphere Insulin-
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Resistenz angesehen. Die Typ-1-Ketose scheint sehr viel haufiger aufzutreten als die

Typ-2-Ketose.

244 Behandlung

Bei der sekundaren Ketose ist die Behandlung des Primarleidens entscheidend. Bei
Patienten mit primarer Ketose ist das Ziel der Therapie zunachst die vermehrte
Bereitstellung von Glucose. In der Praxis werden dazu 500 ml Glucosel6sung (40 %
w/v) als Sturzinfusion intravends appliziert. In schweren Fallen ist eine
Dauertropfinfusion sinnvoll (ca. 1 kg Glucose innerhalb von 24 h), um renale Verluste
aufgrund des Uberschreitens der Nierenschwelle fir Glucose zu minimieren.
Zusatzlich werden peroral Substrate fur die Gluconeongese bereitgestellt (zweimal
taglich ca. 200 g Propylenglycol oder Natriumpropionat). Eine nachhaltige Erh6hung
der Blutglucosekonzentration lasst sich zudem durch die Applikation von
Glucocorticoiden induzieren (z. B. 40 ug/kg Dexamethason) (KASKE und REHAGE
2004). Es wird der Glucocorticoidgabe bei Wiederkduern neben der Stimulierung des
Proteinabbaus ein indirekt antilipolytischer Effekt zugesprochen, wodurch die
Konzentration der NEFA sinkt (FURLL und FURLL 1998). Als kausale Therapie kann
auch die Applikation von Insulin betrachtet werden. So fiuhrt die einmalige
Verabreichung von 200-300 IE Insulin subkutan zu einer drastisch verminderten
Lipolyse (HAYIRLI et al. 2006). Insulin ist jedoch gegenwartig zur Applikation beim

Nutztier nicht zugelassen.
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2.5 Metabolische Programmierung

2.51 Definition

Als metabolische Programmierung (,metabolic programming“) wird eine Adaptation
des Organismus an einen kurzen nutritiven, perinatalen Stimulus bezeichnet, der die
Physiologie und den Metabolismus lebenslang verandert. Diese Adaptation bleibt
auch dann bestehen, wenn der Stimulus, welcher diese verursacht hat, nicht mehr
vorhanden ist (LUCAS 1991).

25.2 Hintergrund

HALES et al. wiesen bereits 1991 einen Zusammenhang zwischen niedrigem
Geburtsgewicht von Sauglingen und dem Risiko, spater am metabolischen Syndrom
zu erkranken, nach. Das metabolische Syndrom wird als eine Kombination aus
Insulinresistenz, Hyperglycamie, Hypertension, Dyslipiddmie (HDL{, LDL{, TGLT),
Hyperuricamie und Adipositas definiert. So ist bei einem Geburtsgewicht von unter
2,95 kg das Risiko Uber zehnmal hoher, einhergehend mit einer Insulinresistenz im
spateren Leben an Obesitas, Typ-2-Diabetes, Bluthochdruck oder koronaren
Herzkrankheiten zu erkranken (BARKER et al. 1993). Hieraus leitet sich die ,thrifty
phenotype hypothesis® ab. Diese Hypothese basiert auf epidemiologischen
Untersuchungen an Mannern aus Herfordshire in England (HALES und BARKER
1992). Die Hypothese besagt, dass die Umwelt im frihen Leben das Wachstum des
Fetus und die nachfolgende Entwicklung von Krankheiten als Adulter beeinflusst. Ein
niedriges Geburtsgewicht ist entsprechend anzusehen als fruhe Adaptation an eine
intrauterine Malnutrition. Daraus entstehen persistierende Veranderungen in
Physiologie und Metabolismus der sich entwickelnden Gewebe. Wenn postnatal
jedoch eine Uberreichliche Ernahrungssituation eintritt, so ist die Wahrscheinlichkeit
fur metabolische Entgleisungen drastisch erhoht (HOLNESS et al. 2000).

Als teleologische Erklarung der metabolischen Programmierung wird darauf

hingewiesen, dass in der Fruhgeschichte Jager und Sammler meist intermittierend
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und nur selten ausreichend Nahrung aufnahmen. Ein Fetus war dadurch haufig einer
Mangelernahrung ausgesetzt. Die resultierende metabolische Programmierung
fuhrte zur Anpassung an einen latenten Hungerstatus. Das ganze Leben lang wird
ein entsprechend programmierter Organismus in Phasen von ausreichender
Verflgbarkeit so schnell und so viel wie moglich an Energie speichern (HALES 2000;
HALES und OZANNE 2003). In der heutigen Ernahrungssituation westlicher Lander,
in der hochwertige Nahrung im Uberfluss verfligbar ist, kann diese Programmierung
jedoch Ausldser fir metabolische Entgleisungen sein. Entsprechend der ,predictive
adaptive response hypothesis“ gilt der Grad der Diskrepanz zwischen der pra- und
postnatalen Versorgungslage als wichtige Determinante fur die nachfolgende
Disposition fur metabolische Erkrankungen (GLUCKMAN und HANSON 2004).

253 Intrauterine Programmierung
2.5.3.1 Maternale Protein- bzw. Energierestriktion

2.5.3.1.1 Effekte auf das Geburtsgewicht

In retrospektiven Studien an Menschen mit geringem Geburtsgewicht wurde ein
erhohtes Risiko festgestellt, als Adulter am metabolischen Syndrom zu erkranken
(BARKER et al. 1993; CARLSSON et al. 1999; DABELEA et al. 1999; FORSEN et al.
2000; ONG et al. 2004; OZANNE et al. 2005). Dezidiertere Studien zeigten, dass fur
die metabolische Programmierung offenbar nicht nur das Geburtsgewicht eine Rolle
spielt, sondern auch die KoérpergroRe und der Ponderal Index (Gewicht kg/Grole
[cm]® x 100): Je niedriger das Geburtsgewicht, je kleiner die Kinder zur Geburt waren
und je geringer ihr Ponderal Index, desto hoher war ihr Risiko, spater an Typ-2-
Diabetes zu erkranken (OZANNE et al. 2005). Ein besonderes Risiko an Diabetes-
Typ-2 zu erkranken, ergibt sich offenbar aus der Kombination von geringem
Geburtsgewicht und schnellem Wachstum in den friihen Lebensjahren (DABELEA et
al. 1999; FORSEN et al. 2000; ONG et al. 2004; OZANNE et al. 2005).
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Wurden Ratten wahrend der Trachtigkeit restriktiv (30 oder 50 % der ad libitum
Fiatterung) und wahrend der Laktation ad libitum gefuttert, so resultierte eine
intrauterine  Wachstumsretardierung der Welpen durch ein  sinkendes
Nahrstoffangebot und einen verlangsamten plazentaren Blutfluss (DESAI et al. 2005;
HOLEMANS et al. 2003; JIMENEZ-CHILLARON et al. 2005; OZANNE 2001).
Wahrend der Saugeperiode zeigten diese Nachkommen ein so genanntes ,catch-up®
Wachstum. Sie holten im Vergleich zu den Kontrolltieren das Gewicht auf und
wurden mit sechs Monaten sogar 29 % schwerer (SIMMONS et al. 2001). Als Adulte
zeigten sie im Vergleich mit Kontrolltieren den groften Fettansatz und entwickeln
Adipositas (DESAI et al. 1997; DESAI et al. 2005; JIMENEZ-CHILLARON et al.
2005; OZANNE et al. 2004; SIMMONS et al. 2001; VICKERS et al. 2003).

Eine proteinarme Futterung (8 % Protein in der Diat statt 20 % unter
Kontrollbedingungen) von trachtigen Ratten fuhrte ebenfalls zur Geburt von
Rattenwelpen mit 7-35 % geringerem Geburtsgewicht verglichen mit Kontrollwelpen
normal gefutterter Ratten (DESAI et al. 1997; PLAGEMANN et al. 2000; OZANNE et
al. 2004; FERNANDEZ-TWINN et al. 2005). Wurde die proteinarme Diat auch
wahrend der dreiwochigen Laktation geflttert, erreichten die Nachkommen beim
Absetzen nur 61-63 % des Korpergewichtes von normal gefutterten Nachkommen
(DESAI et al. 1997; PLAGEMANN et al. 2000). Das Risiko der proteinarm gefltterten
Welpen, im spateren Leben an Adipositas, Hyperinsulinamie und Hypertension zu
erkranken, war signifikant erhoht (DESAI et al. 1997; PLAGEMANN 2003; VICKERS
et al. 2003; ONG et al. 2004; OZANNE et al. 2004; FERNANDEZ-TWINN et al.
2005).

Ein weiterer Risikofaktor, als Mensch an Diabetes-Typ-2 zu erkranken, bestand im
Zusammenhang zwischen geringer GeburtsgroBe und geringen IGF-1-
Konzentrationen. IGF-1 (insulin-like growth factor) reguliert die Insulin-Sensitivitat,
die Glucosehomoostase und das Wachstum in der Kindheit. Aus geringeren IGF-1-
Konzentrationen als Erwachsener kann auf ein groeres Risiko fur eine

beeintrachtigte Glucosetoleranz (IGT) oder Diabetes-Typ-2 im spateren Leben
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geschlossen werden. Es wurde angenommen, dass IGF-1 die Insulin-

Sekretionsresponse auf Glucose aufrechterhalten konnte (ONG et al. 2004).

Bei Rattennachkommen wurde eine Wachstumsretardierung auch durch eine Ligatur
beider Ateriae uterinae im Muttertier erreicht. Der Blutfluss wurde dadurch nicht
unterbrochen, war aber deutlich reduziert. Dieses Vorgehen kann mit der
uteroplazentaren Insuffizienz bei Menschen verglichen werden (SIMMONS et al.
2001).

2.5.3.1.2 Effekte auf Pankreas

Eine Proteinrestriktion wahrend der Graviditdt von Ratten fuhrte zu einem
verminderten relativen Gewicht von Pankreas, Muskeln und Leber der Welpen.
Besonders anfallig nach maternaler Fehlernahrung war das endokrine Pankreas, da
das Inselzellwachstum Uberwiegend wahrend der fetalen und neonatalen Periode
statt findet und unter anderem durch das Angebot an Aminosauren gesteuert wird.
Eine maternale Proteinrestriktion (MLP) fihrte zu einem reduzierten Geburtsgewicht
und dies kann die Stimulation der B-Zellreplikation und -reifung reduzieren (BARKER
et al. 1993; HOLNESS et al. 2000; ONG et al. 2004).

Im jugendlichen Alter zeigten nuchterne, wachstumsretardierte Rattennachkommen,
eine geringgradige Hyperglykamie, Hyperinsulindamie und eine progressive
beeintrachtigte Glucosetoleranz. Die Insulin-Sekretionskapazitat war vermindert. Im
Alter von einer Woche war die Insulin-Sekretionsresponse auf Glucose um 50 %
reduziert. Als Adulte zeigten die Tiere fast keine Insulin-Sekretion mehr. Die B-
Zellmasse nahm mit zunehmendem Lebensalter verglichen mit der ersten
Lebenswoche immer mehr ab (50 % weniger in 15. Lebenswoche, 70 % weniger in
der 26. Lebenswoche). Ebenso sank die Insulin-Sensitivitat mit dem Alter und es
kam zur progressiven Entwicklung eines Diabetes-Typ-2: milde periphere Insulin-
Resistenz und B-Zell-Sekretionsdefekt (SIMMONS et al. 2001; VICKERS et al. 2000).

Andere Arbeitsgruppen wiesen ebenfalls nach, dass bei wachstumsretardierten
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Rattenwelpen die Entwicklung des endokrinen Pankreas zuruck blieb, wodurch
wiederum die (B-Zellmasse und der Insulingehalt geringer waren (zirkulierendes
Insulin um 25-30 % vermindert). Beim Absetzen waren die Nachkommen stark
wachstumsretardiert und die B-Zellmasse erreichte nur 30 % des Wertes der
Kontrollgruppe. Als Adulte waren sie insulinresistent als Resultat einer sinkenden
Insulin-Responsiveness der Leber. Die Glucokinase-Aktivitat war erniedrigt und die
PEP-CK (Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase)-Aktivitat war erhdht.  Andere
periphere Gewebe waren nicht insulinresistent. In der zweiten Generation dieser
Nachkommen war die Anzahl der B-Zellen, der Insulingehalt und die Gesamtzahl der
Langerhans’schen Inseln erniedrigt (HOLEMANS et al. 2003; JIMENEZ-CHILLARON
et al. 2005). Genauere Untersuchungen des Pankreas zeigten, dass die Groflke der
Langerhans’schen Inseln, die B-Zellproliferations-Kapazitat und die Anzahl der B-
Zellen vermindert war. Die Vaskularisation der Inseln war ebenfalls vermindert und
der Insulingehalt der B-Zellen um 50 % niedriger als bei Vergleichstieren (BERTRAM
und HANSON 2001; HOLNESS et al. 2000; HOLEMANS et al. 2003; OZANNE
2001). Die Expression an Insulin-like Growth-factor 2 (IGF-2) im endokrinen
Pankreas war bei MLP-Nachkommen reduziert. Die IGF-2 Expression schutzt die
Zellen vor Apoptose. Entsprechend geht die verminderte IGF-2-Expression mit einer
erhohten Apoptoserate einher (HOLEMANS et al. 2003). MLP-Nachkommen hatten
in den ersten drei Lebensmonaten eine erhdhte Insulin-Sensitivitat. Bei einer hohen
Glucose-Toleranz war die Insulinkonzentration niedrig. Im Alter von 15 Monaten war
die Glucose-Toleranz beeintrachtigt und im Alter von 17 Monaten lag eine Insulin-

Resistenz vor.

Ahnliche Ergebnisse von JIMENEZ-CHILLARON (2005) liegen auch von Mausen
nach Untererndahrung der Mauttertiere wahrend der Graviditat vor. Im zweiten
Lebensmonat waren die Glucosekonzentrationen der Welpen nach dem Futtern um
7 % und die Insulinkonzentrationen um 50 % erhoht, aber die periphere Insulin-
Sensitivitat war demgegenuber normal. In-vitro-Untersuchungen zeigten, dass die (-
Zellen dieser Mause verglichen mit Kontrolltieren eine geringere Glucose-Response

und eine hohere Insulin-Sekretion in Response auf sehr geringe Glucose-
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Konzentrationen hatten. Die Glucokinase-Aktivitat entsprach der der Kontrolltiere,
aber die Hexokinase-Aktivitat war in den Langerhans’schen Inseln von unterndhrten
Nachkommen 2,5-fach hoher. Im sechsten Lebensmonat verstarkte sich dieses Bild
weiter, die Glucosekonzentration war postprandial um 20 % und die Insulin-
Konzentration um 60 % erhoht. AulRerdem entwickelte sich im Alter von sechs
Monaten eine hochgradig beeintrachtigte Glucosetoleranz. Die Mause entwickelten
allerdings keine Adipositas im Alter. Das Gewicht des Pankreas war im alter von
sechs Monaten um 36 % vermindert, dies war im zweiten Monat noch nicht der Fall.
Die B-Zellmasse unterschied sich nicht, aber der Insulingehalt war mit sechs
Monaten um 30 % vermindert verglichen mit Kontrolltieren. Die Glucose-stimulierte
Insulin-Sekretion nahm im Alter von sechs Monaten ab. Dieser Sekretionsdefekt war
charakterisiert durch die Unfahigkeit, die Insulin-Sekretion auf Glucose zu
modulieren. Insulin-Sekretionsdefekte konnten in adulten, intrauterin
wachstumsretardierten Mausen auch in Abwesenheit von Insulin-Resistenz,
Adipositas oder verminderter p-Zellmasse auftreten (JIMENEZ-CHILLARON et al.
2005).

Es gab offenbar einen Unterschied zwischen mannlichen und weiblichen Ratten
hinsichtlich der Entstehung der Glucose-Intoleranz. Bei intrauterin untererndhrten
weiblichen Ratten lag eine Insulin-Defizienz aufgrund von beeintrachtigter Insulin-
Sekretion vor, wahrend bei mannlichen Ratten der Grund fir die Glucose-Intoleranz
eine Insulin-Resistenz mit Hyperinsulinamie zu sein scheint. Es ergab sich ein
geschlechtlicher Dimorphismus als Antwort auf den gleichen Insult (BERTRAM und
HANSON 2001; DESAI et al. 1997; HALES 2000; HOLEMANS et al. 2003;
HOLNESS et al. 2000). Weiterhin schienen bei adulten weiblichen Nachkommen die
Langerhans’schen Inseln groRer zu sein, deren Insulin-Gehalt und Vaskularisation
aber im Gegensatz zu Vergleichstieren vermindert. Mannliche adulte Nachkommen
hingegen bildeten besonders im Fettgewebe eine zweimal héhere Anzahl an Insulin-
Rezeptoren aus und wiesen eine erhdhte Glucoseaufnahme in Adipozyten auf
(HOLEMANS et al. 2003). Trachtige Nachkommen der MLP-Ratten entwickelten

Gestationsdiabetes, hatten erhohte Plasma-Glucosekonzentrationen und entwickeln
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eine beeintrachtigte Glucose-Toleranz aufgrund fehlender Anpassungsmoglichkeit
des Pankreas an die Graviditat (HOLEMANS et al. 2003). Die Arbeitsgruppe um
FERNANDEZ-TWINN et al. (2005) zeigte, dass 15 Wochen alte mannliche MLP-
Nachkommen eine verminderte Glucosetoleranz zusammen mit einer
Hyperinsulinamie aufwiesen, wahrend die weiblichen MLP-Nachkommen zu dieser
Zeit noch keine metabolischen Veranderungen zeigten. Bei diesen konnte eine

zunehmende Hyperinsulinamie erst mit 21 Monaten nachgewiesen werden.

2.5.3.1.3 Effekte auf Muskulatur und Fettgewebe

Bei Nachkommen proteinrestriktiv ernahrter Muttertiere war die Insulin-Sensitivitat in
der Muskulatur und den Adipozyten erhoht. War ein Futterangebot vorhanden,
wurden alle Nahrstoffe, besonders Glucose, aufgenommen und gespeichert
(HOLNESS et al. 2000; HALES und BARKER 2001; HALES und OZANNE 2003).
Die Anzahl der Insulin-Rezeptoren in Muskeln und Adipozyten war erhéht und so
bestand eine hohere basale Glucose-Aufnahme, die sich nach Insulin-Stimulation
noch weiter verstarkte. Die Insulin-abhangigen GLUT-4 in Muskeln waren ebenfalls
bis ins Erwachsenenalter vermehrt (BERTRAM und HANSON 2001; HALES 2000;
HALES und OZANNE 2003; HOLNESS et al. 2000; OZANNE 2001). Die Dichte der
Rezeptoren fur Catecholamine und deren Konzentration waren erhoht verglichen mit
Kontrolltieren. Dies fuhrte zu einer gesteigerten Sensitivitat des Fettgewebes
gegenuber Catecholaminen und einer verminderten Hemmung der Lipolyse durch
Insulin. Es resultierte eine massive Freisetzung von Fettsauren. Der
Energiemetabolismus ging zu Fettoxidation und Konservierung von Glucose Uber
(HALES und OZANNE 2003). Die erhohte Konzentration der NEFA reduzierte
wiederum die periphere Insulin-Response durch Hemmung der Glucosetransporter
(PFEIFFER 2003; STANNARD und JOHNSON 2004).

Die Insulin-Signaltransduktionskaskade in den Adipozyten verlief so, dass durch die
Bindung von Insulin am Rezeptor dieser am Tyrosinrest phosphorylisiert wurde. Die

Kaskade lief weiter, bis ebenfalls die PI3-Kinase phosphorylisiert wurde. Bei MLP-
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Nachkommen wurden weniger Insulin-Signalmolekile gebildet, was sehr frihe
Defekte des Metabolismus im Zusammenhang mit geringem Geburtsgewicht, Insulin-
Resistenz und Diabetes-Typ-2 in spateren Lebensabschnitten induzierte. Die PI3-
Kinase zeigte eine hohere Aktivitat, was wiederum zu einer erhdhten Glucose-
Aufnahme in die Adipozyten fiihrte (FERNANDEZ-TWINN et al. 2005; HOLNESS et
al. 2000; OZANNE 2001; OZANNE et al. 2005). Maternale Proteinrestriktion fihrte zu
einer drastischen Reduktion der p110B-Untereinheit der PI3-Kinase im Insulin-

Rezeptor, was wiederum einer Insulin-Resistenz entsprach.

2.5.3.1.4 Effekte auf Leber

In der Leber von Rattenwelpen proteinarm gefutterter Muttertiere war in der zwdlften
Lebenswoche die Aktivitat der Glucokinase (Schlisselenzym der Glycolyse)
gegenuber Kontrolltieren um 43 % vermindert (DESAI et al. 1997; HALES 2000;
HALES und OZANNE 2003). Es wurde ein Zusammenhang zwischen geringem
Geburtsgewicht und Mutationen im Glucokinase-Gen vermutet (OZANNE 2001,
FERNANDEZ-TWINN et al. 2005; OZANNE et al. 2005). Fir die Aufrechterhaltung
der Glucosehomdostase war das Schlisselenzym der Gluconeogenese, die
Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase, wichtig. Die Aktivitat dieses Enzyms war in der
zwolften Lebenswoche bei Rattenwelpen von proteinarm gefutterten Ratten im
Vergleich zu Kontrolltieren um 50 % erhoht. Diese Verhaltnisse blieben auch im
Erwachsenenalter bestehen. Die hepatische Glucagon-Sensitivitat war erniedrigt,
d.h. die Ketonkoérper-Produktion auf eine gegebene Konzentration zirkulierender
NEFA wurde runter reguliert, wodurch das Risiko einer Ketoazidose geringer war.
Dies wurde auch als Ketoseresistenz bezeichnet (DESAI et al. 1997; HALES 2000;
HALES und OZANNE 2003; HOLNESS et al. 2000; OZANNE et al 1998). Auflerdem
war wahrscheinlich die Anzahl an Glucagon-Rezeptoren reduziert und die Anzahl der
Insulin-Rezeptoren erhdht (HOLNESS et al. 2000; HALES und BARKER 2001;
HALES und OZANNE 2003).
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Der Programmierungseffekt, den eine maternale Proteinuntererndhrung auf die
Nachkommen hatte, verhinderte also nicht eine spatere metabolische oder endokrine
Kontrolle, sondern veranderte lediglich den ,Set-Point, von dem aus die Kontrolle
stattfindet. In diesen Nachkommen veranderte sich der metabolische Set-Point in
Richtung Unterernahrung, so dass die Aktivitat von Enzymen im Rahmen der
Glucosesynthese stieg (DESAI et al. 1997).

2.5.3.1.5 Sonstige Effekte
Wurden Ratten wahrend der Trachtigkeit restriktiv (30 oder 50 % der ad libitum

Fiatterung) und wahrend der Laktation ad libitum geflttert, so resultierte eine
Wachstumsretardierung der Welpen durch ein sinkendes Nahrstoffangebot und
einen verminderten plazentaren Blutfluss (DESAI et al. 2005; HOLEMANS et al.
2003; JIMENEZ-CHILLARON et al. 2005; OZANNE 2001). Des Weiteren zeigten die
Nachkommen eine lebenslange Hyperphagie (140 % hdhere Kalorienaufnahme/kg
KGW/d) und sie waren weniger aktiv als Kontrolltiere. Untersuchungen der Leptin-
Konzentration im Blut von Nachkommen unterernahrter Mutter hatten kontroverse
Ergebnisse. Unter anderem reguliert Leptin neurokrin die Futteraufnahme, in dem es
den Appetit reduziert (VICKERS et al. 2000). Gemaly VICKERS et al. (2000) war die
Leptin-Konzentration nuchterner, wachstumsretardierter Welpen am 125. Lebenstag
260 % hoher als die der Kontrolltiere und proportional zum retroperitonealen
Fettgehalt. Eine Hyperleptinamie sollte eigentlich den Appetit zlugeln, also
entwickelten die adulten Tiere offenbar eine Leptinresistenz mit Hyperphagie,
Obesitas und Hypertension. Eine andere Arbeitsgruppe hatte bei
wachstumsretardierten Nachkommen erniedrigte Leptinkonzentrationen
nachgewiesen und begrindet damit die bei diesen Tieren typische Hyperphagie
(DESAI et al. 2005). Die Lebenserwartung der Ratten, die schnell an Gewicht
aufholten, war allerdings gegenuber Vergleichstieren verkurzt; als Erklarung wurde
auf verkurzte Telomere in der Nieren-DNA hingewiesen (OZANNE 2001; OZANNE et
al. 2005).
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2.5.3.2 Maternaler Diabetes

Kinder von diabetischen Muttern hatten ein erhdhtes Risiko, spater an Adipositas,
verminderter Glucosetoleranz und Diabetes-Typ-2 zu erkranken (PLAGEMANN
2003; PLAGEMANN et al. 1997; HOLEMANS et al. 2003; LINDSAY et al. 2003).
Dies wurde durch die metabolische Programmierung des Feten aufgrund maternaler
Hyperglycamie erklart. Kinder diabetischer Mdutter entwickelten intrauterin und
neonatal eine Hyperinsulinamie aufgrund von Hypertrophie und -plasie der
pankreatischen Langerhans’schen-Inseln (PLAGEMANN et al. 1997; HOLEMANS et
al. 2003). Die Gesamtmasse der Inseln war 2,5 mal so grof3, und die Anzahl der -
Zellen war 1,5 mal hoher als bei Kindern gesunder Mutter (HOLEMANS et al. 2003).

Kinder diabetischer Mutter, die mit deren Muttermilch gestillt wurden, trinken
zunachst mehr Milch als Kinder gesunder Mutter. AuRerdem waren diese Kinder mit
zwei Jahren 5 % schwerer und 11 % zeigten eine verminderte Glucosetoleranz im
oralen Glucosetoleranztest. Kinder diabetischer Mutter, die hingegen mit Milch nicht-
diabetischer Frauen versorgt wurden, hatten mehrheitlich eine normale
Glucosetoleranz (PLAGEMANN et al. 2002). Diese Ergebnisse lassen den Schluss
zu, dass auch die postnatale Ernahrung Einfluss auf die metabolische

Programmierung hat.

Bei Ratten wurde nach fetaler Hyperinsulinamie aufgrund maternalen Diabetes eine
Unterentwicklung des Sattigungszentrums im Hypothalamus festgestellt (LINDSAY et
al. 2003). Es bestand eine Resistenz gegenuber den Sattigungssignalen durch
Insulin und Leptin (PLAGEMANN 2003). Aulerdem induzierte eine perinatale
Hyperinsulinamie bei Ratten eine erhéhte Anzahl an Neuronen positiv flr
Neuropeptid Y, Galanin und Agouti-related Protein, die alle die Futteraufnahme
stimulieren. Neurone, die anorektische Neurotransmitter bilden (wie MSH (o-
melanocyte stimulating hormone) und Proopiomelanocortin  (POMC)), waren
demgegenuber verglichen mit Kontrolltieren nur auf einem kleineren Gebiet im
ventromedialen Nucleus des Hypothalamus (VMH) nachweisbar (FAHRENKROG et
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al. 2004). Das Futteraufnahmeverhalten im spateren Leben wurde somit bereits in

der perinatalen Lebensphase determiniert.

Hervorzuheben ist, dass die aus der maternalen Programmierung resultierende
verminderte Glucosetoleranz, Hyperinsulinamie und Hypoplasie des VMH bei Ratten
epigenetisch bis in die zweite Folgegeneration auf der maternalen Seite
weitergegeben wurde (DORNER und PLAGEMANN 1994).

254 Postnatale Programmierung bei Ratte und Mensch

Der Einfluss der postnatalen Ernahrung auf die metabolische Programmierung wurde
bislang nicht so intensiv untersucht wie der Einfluss des intrauterinen Milieus. Daflr

durfte der sehr viel hohere experimentelle Aufwand ausschlaggebend sein.

Zur Untersuchung der Auswirkungen postnataler Ernahrung wurde das ,Pup in a
cup“ -Modell entwickelt. Rattenwelpen wurden Uber eine Magensonde vom 3.-24.
Lebenstag mit einer lactosereichen Formuladiat (HC (high carbohydrate): 56 %
Kohlenhydrate, 24 % Protein, 20 % Fett) oder einem isoenergetischen, fettreichen
Milchersatz (C (control): 8 % Kohlenhydrate, 24 % Protein, 68 % Fett) ernahrt. Die
HC-Rattenwelpen entwickelten bereits in den ersten 24 Stunden eine drastische
Hyperinsulinamie. Die Plasma-Insulinkonzentration war bei zwolf Tage alten Welpen
sechs Mal hoher als bei den von der Mutter gesaugten C-Ratten. Diese
Hyperinsulinamie blieb die gesamte Saugezeit Uber bestehen und war spater
lebenslang nachweisbar, obwohl die Welpen ab dem 25. Lebenstag eine normale
Diat erhielten. Trotz der Hyperinsulinamie unterschieden sich die Plasma-
Glucosekonzentrationen nicht signifikant (SRINIVASAN et al. 2003).

An isolierten Pankreas-Inselzellen von zwolf Tage alten Rattenwelpen (C- und HC-
Ratten) wurden Untersuchungen vorgenommen. Die Inselzellen aus HC-Ratten
sezernierten signifikant mehr Insulin nach Glucose-Stimulation als die Inselzellen der

C-Ratten. Die Anzahl der Inselzellen im Pankreas der HC-Ratten war erhoht, wobei
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das Gebiet mit den B-Zellen ebenfalls vermehrt war. Aulierdem waren die Aktivitaten
der Hexokinase und der glycolytischen Enzyme (u.a. Pyruvat-Dehydrogenase) sowie
der Glucosemetabolismus gegenuber den C-Tieren erhoht. Die vermehrte
Insulinsekretion basierte offenbar auf einer vierfach héheren Insulinsynthese und

Expression von Praproinsulin-Genen in den Inselzellen (SRINIVASAN et al. 2003).

Die HC-Ratten zeigten zudem etwa ab dem 55. Lebenstag eine zunehmende
Verfettung, erhohte Wachstumsraten und entwickelten eine Insulinresistenz. In
diesem Tiermodell wurde eine Ubertragung der Hyperinsulindmie auf der maternalen
Seite bis in die zweite Folgegeneration ohne erneuten nutritiven Stimulus
beobachtet. Die weiblichen Nachkommen der HC-Ratten waren normoglycamisch
und hyperinsulinamisch wahrend der Trachtigkeit und Laktation. Die Nachkommen
zeigten ebenfalls erhdhte Insulinkonzentrationen und verfetteten als Adulte. Hierflr
konnten epigenetische Faktoren verantwortlich sein. Der frUhe Stimulus Uberlappte
sich mit einem sensitiven Fenster in der Entwicklung von spezifischen Organen in
einer fruhen Phase des Lebens. Die Adipositas im spateren Lebensalter konnte auf
eine sich entwickelnde Insulinresistenz der peripheren Gewebe zurtickzufihren sein,
da eine permanent bestehende Hyperinsulinamie vorlag (PATEL und SRINIVASAN
2002; SRINIVASAN et al. 2003).

Wurden Rattennachkommen normal gefutterter Muttertiere ab dem ersten Lebenstag
von einer Mutter gesaugt, die eine proteinarme Ernahrung (8 % Protein anstatt 20 %)
erhielten, waren sie beim Absetzen am 21. Lebenstag um 24 % leichter als
Kontrolltiere, die von normal erndhrten Muttern gesaugt wurden. Aulderdem blieben
diese Ratten auch beim Angebot einer schmackhaften Diat als adulte Tiere leichter,
frallen weniger und lebten langer (HALES und BARKER 2001; OZANNE 2001;
OZANNE et al. 2004). Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die postnatale
FlUtterung einen programmierenden Effekt auf den Metabolismus und auf das

Fressverhalten hat.
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255 Metabolische Programmierung bei Rindern bzw. Wiederkauern

Eine Beeinflussung des metabolischen Status von Rindern durch die Futterung
wurde bei Kalbern bereits nachgewiesen. So entwickelten intensiv gefltterte
Mastkalber eine  Hyperinsulinamie,  Hyperglycamie und Insulinresistenz
(HOSTETTLER-ALLEN et al. 1994; HUGI et al. 1998). In der Atiologie der
Insulinresistenzentwicklung spielte eine beeintrachtigte B-Zellfunktion und eine
periphere Insulinresistenz eine Rolle. Diese koexistierten oft. Bestand eine relative
Resistenz der 3-Zellen gegenuber Glucose, dann resultierte daraus eine verstarkte
Hyperglykamie. Die Gewebesensitivitdt gegenuber Insulin war reduziert, woraus
wiederum erhohte Plasma-Glucosekonzentrationen resultierten und somit die weitere
Insulin-Sekretion stimuliert wurde. Es bestand eine inverse Korrelation zwischen der
zirkulierenden Insulinkonzentration und der Insulin-Sensitivitat, da in den Geweben
die Zahl der Insulin-Rezeptoren herunterreguliert wurde (HOSTETTLER-ALLEN et al.
1994; HUGI et al. 1998). Die Studie lasst jedoch keine Ruckschlisse auf die
Maoglichkeit einer metabolischen Programmierung zu, zumal die intensive Futterung

erst in der sechsten Lebenswoche begann.

Wurden Schafe in der spaten Trachtigkeit unterernahrt (Tag 110 bis zum Ende; 50 %
der MJ ME der Kontrollgruppe), zeigten deren Nachkommen mit 12 Monaten eine
Glucose-Intoleranz (hohe Glucose- und Insulinkonzentrationen im intravendsen
Glucose-Toleranz-Test, IVGTT) und eine reduzierte Anzahl an GLUT-4 im
Fettgewebe (GARDNER et al. 2005). Weiterhin wurde eine Studie an Lammern
durchgefuhrt, bei der die Mutter in den letzten 6 Wochen der Trachtigkeit entweder
normal oder unterernahrt (50 % des MJ ME-Gehalts der Kontrollgruppe; LOW-
Lammer) wurden. Nach der Geburt wurden die Muttertiere bedarfsgerecht gefittert.
Die Lammer bekamen nach dem Absetzen Heu und Kraftfutter ad libitum. Diese
Lammer wurden in der 10. und 19. LW einem IVGTT mit anschlieBenden 24-
stundigen Fasten unterzogen. Die Lammer unterernahrter Mutter hatten niedrigere
Geburtsgewichte; auch wahrend der Versuchszeit blieben sie leichter als die
Kontrolltiere. Die Glucose-Toleranz unterschied sich zwischen beiden Gruppen nicht.

Aber die LOW-Lammer sezernierten weniger Insulin im IVGTT, setzten mehr NEFA’s
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frei und schienen niedrigere Leptin-Konzentrationen wahrend des Fastens zu haben.
Die programmierenden Effekte zeigten sich in dieser Studie mit dem Erreichen des
jugendlichen Alters (HUSTED et al. 2007).

2.6 Methoden zur Untersuchung von Glucoseumsatz und

Insulinresistenz in vivo

2.6.1 Glucosetoleranztest

Traditionell wird der orale Glucosetoleranztest (OGTT) in der Humanmedizin fir die
Diagnostik von Diabetes genutzt. Vor der Gabe von 75 g Glucose per os werden
zunachst die Nuchternwerte fur die Blutglucosekonzentration bestimmt. Nach Trinken
der Glucoseldsung wird 60, 120 und 180 min spater die Glucosekonzentration in Blut
und Urin bestimmt. Mit dem OGTT kann eine Abschatzung der Insulinresistenz
vorgenommen werden. Zum Beispiel bildet der  Logarithmus der Plasma-
Insulinkonzentration 120 min nach oraler Aufnahme der Glucose einen etablierten
Parameter (WALLACE und MATTHEWS 2002; MARI et al. 2005).

HOFFMAN et al. (2003) fuhrten eine Studie an Stuten in verschiedenen
Reproduktionsstadien durch und benutzten dazu ebenfalls den oralen Glucose-
Toleranz-Test. Dazu wurde den Stuten uber eine Nasenschlundsonde 0,2 g
Glucose/kg KGW verabreicht.

In der Tiermedizin wird jedoch haufiger der intravendse Glucosetoleranztest (IVGTT)
eingesetzt. Dieser Test stellt eine indirekte Messung der Insulin-Sensitivitat dar und
wird als minimales Modell bezeichnet. Der IVGTT dient der Beurteilung der Reaktion
eines Organismus auf einen intravendsen Bolus mit einer Glucoselosung. Dazu
mussen die Tiere nuchtern sein. Es werden venose Zugange in der Regel in die
Jugularvenen gelegt. Vor Beginn der Glucoseinfusion werden Blutproben

entnommen, um die Basalwerte der zu bestimmenden Parameter zu ermitteln (z. B.
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Glucose, Insulin, NEFA, usw.). Uber einen Katheter wird die Glucoselésung (0,2-1,0
g Glucose (40 %)/kg KGW) mittels einer Pumpe Uber 2-4 min infundiert. Blutproben
werden zunachst frequent, dann in grof3eren Intervallen entnommen, z. B. 2, 5, 10,
20, 30, 40, 50, 60, 80, 100, 120, 150, 180, 210, 140, 300 und 360 min nach Beginn
der Infusion (u. a. ELMAHDI et al. 1997; KATZ et al. 2000; HERZOG 2001; PRATT
et al. 2003). Bei allen Modifikationen dieser Methode wird einerseits die Elimination
von Glucose aus dem Blut, andererseits die induzierte Insulinsekretion bestimmt. Die
Glucose-Toleranz ist ein Ausdruck der Effizienz, mit der homdostatische
Mechanismen die basale Glucosekonzentration wiederherstellen (RADZIUK 2000;
WALLACE und MATTHEWS 2002).

Vorteil dieser Methode ist die einfache Durchfuhrbarkeit, insbesondere wenn viele
Tiere untersucht werden sollen. Diese Methode ist weniger invasiv und technisch
weniger komplex als Clamp-Techniken. Wenn die Probennahme frequent
vorgenommen wird, kénnen mit hoher Genauigkeit der pankreatische Insulin-
Response und der Glucose-Turnover beurteilt werden. Im Vergleich zum
hyperglycamischen Clamp ist dieser Test weniger aufwendig. Nachteil dieser
Methode ist, dass nach Bolusinjektion bzw. Kurzzeitinfusion keine steady-state
Bedingungen erreicht werden und eine Beurteilung der Glucoseelimination durch
standig wechselnde Insulinkonzentrationen schwierig ist. Durch den Glucosebolus
werden die B-Zellen angeregt, Insulin zu produzieren mit dem Resultat, dass die
Blutglucosekonzentration sinkt, da die zellulare Aufnahme der Glucose durch den
Anstieg der Insulinkonzentration steigt (DE FRONZO et al. 1979).

Die Insulin-Sensitivitat (bestimmt mittels minimalem Modell) korreliert eng mit dem
Insulin-Sensitivitatsindex aus dem hyperinsulamischen euglycamischen Clamp. Der
Korrelationskoeffizient zur Insulin-Sensitivitdt gemessen mit dem Glucose-Clamp
betragt 0,57 (KATZ et al. 2000). Der Variationskoeffizient fur die Tag zu Tag-
Variation betragt 20-27 % (PRATT et al. 2003; RICCARDI et al. 2004).
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KATZ et al. (2000) fuhrten Versuche an normalgewichtigen, adipésen und
diabetischen Patienten durch. Es wurde je ein hyperinsulinamischer, euglycamischer
Clamp und ein FSIVGTT (frequently sampled IVGTT) mit minimaler Modell-Analyse
durchgefuhrt. Es zeigte sich, dass beim FSIVGTT Patienten mit ausgepragter
Insulinresistenz, insbesondere wenn eine inadaquate Insulin-Sekretion vorlag, nicht

zuverlassig erfasst wurden.

2.6.2 Hyperglycamischer Clamp (HGC)

Die hyperglycamische Clamp-Technik wurde 1979 fir den Menschen beschrieben
(DE FRONZO et al. 1979) und schon mehrmals am Rind angewandt (u. a. SANO et
al. 1991, 1993; HOSTETTLER-ALLEN et al. 1994; HUGI et al. 1998; BLUM et al.
1999; HERZOG 2001; BERNING 2004). Diese experimentelle Technik erméglicht die
Beurteilung der Reaktivitat der B-Zellen des Pankreas in vivo. Es wird der Anstieg der
endogenen Insulinausschittung wahrend einer mehrstindigen Glucoseinfusion
gemessen. Dazu werden den Versuchstieren zwei grolumige vendse Zugange
gelegt und Blutproben zur Bestimmung der Basalwerte entnommen. Uber einen
Venenverweilkatheter erfolgt die Dauerinfusion von Glucose. Wahrend des ganzen
Versuchs werden in kurzen Abstanden weitere Blutproben aus dem zweiten
Venenkatheter entnommen, um Konzentrationsveranderungen von Glucose, Insulin
und NEFA zu erfassen. Innerhalb von etwa 60 min wird ein steady-state erreicht. Ziel
ist es, die Blutglucosekonzentration auf ein bestimmtes Level anzuheben und dort
durch wiederholte Anpassungen der Infusionsrate letztlich die steady-state
Glucoseinfusionsrate (SSGIR) zu messen. So kann der pankreatische Response auf
Glucose quantifiziert werden (DE FRONZO et al. 1979; BERGMANN et al. 1985).

In der Literatur wird die Glucose-Clamp-Technik als ,Goldstandard® fur die
Bestimmung der Insulinsensitivitat in vivo beschrieben (KATZ et al. 2000; UWAIFO et
al. 2002; WALLACE und MATTHEWS 2002). Der hyperglycamische Clamp dient
dabei zur Untersuchung der B-Zell-Funktion. Die Insulin-Resistenz bzw. -Sensitivitat

kann aber durch eine Blutprobe am Ende des Clamps abgeschatzt werden, da dazu
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die bendtigte Glucoseinfusionsmenge zur Aufrechterhaltung der Hyperglycamie
durch den Mittelwert der Insulinkonzentration der letzten 20-30 Minuten geteilt wird
(MITRAKOU et al. 1992; WALLACE und MATTHEWS 2002).

Der hyperglycamische Clamp zeichnet sich durch seine geringe Variabilitat und hohe
Reproduzierbarkeit aus. Der Variationskoeffizient fur wiederholte Messungen liegt
unter 10 % (RICCARDI et al. 2004). Unter steady-state Bedingungen entspricht die
Glucoseinfusionsrate der Menge an Glucose, die im Glucoseverteilungsraum
metabolisiert wird. Die Glucose-Insulin-Feedback-Schleife wird unterbrochen. Dazu
wird unterstellt, dass die endogene hepatische Glucoseproduktion vollstandig
supprimiert wird (metabolisierte Glucose = M). M ist ein essentielles Mal fur die
Glucose-Toleranz (DE FRONZO et al. 1979; RICCARDI et al. 2004). Im
herkommlichen Glucose-Toleranz-Test ist die Dosis an Glucose, die verabreicht wird,
fest und als Mald der Glucose-Toleranz wird die Hohe des Anstiegs der Plasma-
Glucosekonzentration sowie die Kinetik des Abfalls (AUC) genutzt. In Clamp-Studien
ist die Plasma-Glucosekonzentration fix und die Glucose, die im steady-state
infundiert wird, erlaubt die Bestimmung der pankreatischen Insulin-Sensitivitat. Da
die Menge an metabolisierter Glucose (M) und die Menge von Insulin () bekannt
sind, kann der Quotient aus M/l zur Abschatzung der Gewebesensitivitat auf
endogen sezerniertes Insulin benutzt werden (DE FRONZO et al. 1979). Durch den
HGC sollen unphysiologisch hohe Glucosekonzentrationen mit Uberschreitung der
Nierenschwelle vermieden werden, wodurch der pankreatische Insulin-Response
besser beurteilt werden kann. Die Nierenschwelle liegt bei Kalbern bei ca. 8,3 mmol/|
(HOSTETTLER-ALLEN et al. 1994). Im Rahmen von einem IVGTT wird hingegen die

Nierenschwelle kurz nach der Injektion der Glucose haufig Gberschritten.

Nachteile der Glucose-Clamps sind der hohe Zeitaufwand, die hohen Kosten und die
aufwandigen Laborarbeiten. Damit ist dieser Clamp nur flr kleine Tierzahlen

geeignet.
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Noch praziser werden die Ergebnisse eines HGC, wenn dieser mit der Glucose-
Tracer-Methode kombiniert wird. Ein Tracer ist eine Substanz, die chemisch
identisch ist, aber keine Eigenwirkung hat, separat detektiert und im Metabolismus
nicht recycelt wird, z. B. [6-°H]-Glucose oder [U-'"°C]-Glucose. So kann die
metabolische Clearance-Rate von Glucose bestimmt werden. Der Tracer wird vor
dem eigentlichen Clamp infundiert. Die basale metabolische Clearance-Rate von
Glucose (MCRg) wird berechnet als Quotient der Rate der Tracer-Infusion geteilt
durch die Plasmakonzentration des Tracers. Des Weiteren kann mit Hilfe des
Tracers die endogene Glucoseproduktion berechnet werden (RADZIUK 2000;
RICCARDI et al. 2004).

2.6.2.1 HGC bei verschiedenen Spezies

Viele Studien beschaftigen sich mit dem HGC beim Menschen im Rahmen der
Diabetesforschung. Zu anderen Spezies wie Rind, Schaf, Labornager usw. sind
ebenfalls Literaturangaben zu finden (Tab. 1). Zum HGC beim Rind gibt es nur
wenige Literaturangaben. Die von HOSTETTLER-ALLEN et al. (1994) und HUGI et
al. (1998) veroffentlichten Daten bei Mastkalbern sind vergleichbar. Alle anderen
Autoren haben die hyperglycamischen Clamps an adulten Rindern verschiedener

Reproduktionsstadien durchgeflhrt.

Tab. 1: Literaturangaben zum HGC bei verschiedenen Tierarten und beim
Menschen; obB — ohne besonderen Befund, J — Jahre, GebGew -
Geburtsgewicht, mannl. — mannlich, weibl. — weiblich, HF — Holstein
Friesian; SSGIR - steady-state Glucoseinfusionsrate; SS - steady-
state; OGTT - oraler Glucose-Toleranz-Test; Bestimmung der

Parameter, wenn nicht anders erwahnt, im Plasma
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Basale Erh6hung
Glucose- Glucose-Konz. | gegeniiber Basale Insulin-Konz.
Konz. im steady-state basal SSGIR Insulin-Konz. im steady-
Autor (Jahr) Tiere/Art [mmol/l] [mmol/l] [mmol/l] | [pmol/kg/min] [pU/ml] state [uU/ml]
RIND
Sano (1991) Fleischrinder, laktierend 2,7 55 2,8 14 38 146
Fleischrinder, trachtig 2,8 5,7 29 12 26 95
Fleischrinder, nicht tragend oder laktierend 2,9 5,7 2,8 10 35 105
Sano (1993) Holstein Kiihe, laktierend 2,8 5,6 2,8 15 23 46
Holstein Kiihe, nicht laktierend 29 5,7 2,8 21 25 127
Hostettler-Allen (1994) | Mastkalber, mannl. ca. 5,6 10,0 4,4 38 11 98
Hugi (1998) Mastkalber, mannl., Kontrolle ca. 5 9,4 4,4 40 17 130
Mastkalber, mannl., lactosereich geflttert ca.5 9,4 4.4 25 12 117
Blum (1999) laktierende HF-Kiihe, 9. Laktationswoche 3,7 6,6 2,9 14 9 58
Herzog (2001) Kihe, laktierend 2,5 4.1 1,6 10 11 17
Kuhe, trockenstehend 29 4.3 1,4 16 9 29
Berning (2004) Rinder, nicht laktierend oder tragend 3,0 5,0 2,0 10 14 88
SCHAF
Sano (1990) Schafbdcke ca. 3,6 ca. 8,4 4,8 19 11 122
Sano (1992) Schafbocke, bei Heuflitterung 3,9 9,4 5,5 22 18 71
Schafbdcke, bei kraftfutterreicher Fitterung 4,3 9,5 5,2 24 32 103
SCHWEIN
Kjems (2001) Minipigs ca. 5,0 8,4 3,4 69 ca. 12 ca. 110
MENSCH
DeFronzo (1979) 29 J, mannl./weibl. 5,1 11,8 6,7 45 14 62
Mitrakou (1992) méannl./weibl., nicht diabetisch, adipds 54 10,2 4,8 32 16 70
mannl./weibl., dinn, gesund 54 10,0 4,6 37 8 38
Besse (2005) gesunde Frauen, 24J, OGTT obB 5,0 10,0 5,0 27 10 39
adipose Frauen, 25J, OGTT obB 5,5 10,0 4,5 26 17 85
Binnert (2004) mannl./weibl., 26J, gesund ca. 5,0 ca. 10,0 50 29 8 50
Boden (1999) Afro-Amerikaner, mannl./weibl., gesund 4.8 12,0 7,2 93 6 (Serum) ca. 160 (Serum)
Chiu (2004) gesunde mannl./weibl. 4,6 10,0 54 ? 7 65
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Basale Erh6hung
Glucose- Glucose-Konz. | gegeniiber Basale Insulin-Konz.
Konz. im steady-state basal SSGIR Insulin-Konz. im steady-
Autor/Jahr Tiere/Art [mmol/l] [mmol/l] [mmol/l] | [umol/kg/min] [pU/mI] state [pU/ml]
Bjorkman (1985) gesunde mannl./weibl., 27J 55 12,4 6,9 30 9 67
Evans (2005) mannl./weibl., gesund, 80J, Sport 5,2 13,7 8,5 61 11 29
Helderman (1984) mannl., gesund, 24J 50 12,8 7,8 61 9 99
Krishnan (1998) mannl., gesund, 24J 51 10,0 4,9 43 7 -
mannl., gesund, 67J 5,3 10,0 4.7 27 10 -
Meier (2004) mannl./weibl., gesund, 50J 55 7,8 2,3 23 ca. 10 40
Mullan (2004) gesunde Manner, 25J 4.8 14,0 9,2 - 7 11
Neville (1991) Stillende Frauen 3,9 8,0 4,1 - 4 24
Polonsky (1988) gesund, mannl./weibl., 35J 53 16,6 11,3 - 8 83
adipds, mannl./weibl., 38J 53 16,6 11,3 - 16 228
Schou (2005) gesunde Manner, 27J, normales GebGew 5,6 7,0 1,4 59 7 75
gesunde Manner, 27J, niedriges GebGew 57 7,0 1,3 49 7 83
Steil (2004) mannl./weibl, 50J, gesund 55 10 4,5 - 10 50
Wajngot (1992) mannl., 43J, gesund 4,5 11 6,5 101 14 150
Watters (2005) gesund, >60J, mannl./weibl 52 11 5,8 32 10 (Serum) 104
gesund, <30J, mannl./weibl 54 12,3 6,9 53 10 (Serum) 160
Uwaifo (2002) Adipése Kinder - 12,5 - 72 18 186
nonadipdse Kinder - 12,5 - 103 6 66
Arslanian (2005) gesunde Kinder 53 12,5 7,2 - 15,6 117
Arslanian (1997) gesunde prapupertare Kinder 55 12,5 7,5 120 10,4 78
Degn (2004) mannl./weibl., 56J, Diabetes Typ-2 9,4 16,0 6,6 - 15 (Serum) 45 (Serum)
Dela (2004) mannl. Diabetes Typ-2., 47J 14,9 18,0 3.1 - 12 14
mannl. Diabetes Typ-2., 47J 14,9 25,0 10,1 - 12 17
Hawkins (2002) mannl./weibl., gesund, 50J 5,8 10,0 4,2 16 - 19
mannl./weibl., Diabetes Typ-2, 50J 6,3 10,1 3,8 4 - 20
Gungor (2005) mannl./weibl. adipds, gesund, 15J 54 12,5 71 - 37 230
mannl./weibl., Diabetes Typ-2, 15J 7,5 12,5 50 - 48 110
Laakso (1994) mannl./weibl., Diabetes, 66J 9,4 20,0 10,6 - 22 74
Mager (2004) mannl./weibl., gesund 55 10,9 54 - 13 -
mannl./weibl, Diabetes Typ-2 10,7 16,1 54 - 18 -
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Basale Erh6hung
Glucose- Glucose-Konz. | gegeniiber Basale Insulin-Konz.
Konz. im steady-state basal SSGIR Insulin-Konz. im steady-

Autor/Jahr Tiere/Art [mmol/l] [mmol/l] [mmol/l] | [umol/kg/min] [pU/mI] state [pU/ml]
Meneilly (2005) 23J, gesund 53 10,7 54 50 10 108

78J, gesund 54 10,8 54 28 9 64

73, Diabetes Typ-2 9,6 15,0 5,4 15 13 18
Meier (2006) gesunde, mannl./weibl, 40J 5,8 8,8 3,0 21 ca. 10 ca. 23

Diabetes Typ-1, mannl./weibl., 40J, transpl 6,5 8,5 2,0 7 ca. 10 ca. 17
Meyer (2006) Diabetes Typ-2., mannl./weibl., 40J 4,9 10,0 51 - 7 10
Nauck (1993) mannl./weibl, gesund 55 8,8 3,3 - - -

mannl./weibl, Diabetes Typ-2 7,8 8,8 1,0 - - -
Rizzo (2004) mannl./weibl, Diabetes Typ-2, 65J 7,2 9,5 2,3 - 8 30
Rudovich (2004) gesund, mannl./weibl, 34J 4,5 11,2 6,7 - 4 ca.21

gesund, mannl./weibl, Fam-Diabetes, 29J 4,9 11,0 6,1 - 7 ca. 50
Schultes (2005) mannl./weibl, Diabetes Typ-2, 55J 9,8 10,5 0,7 - 18 (Serum) 200 (Serum)
Surmely (1998) mannl./weibl, gesund, 35J 5 10 5 33 8 45

mannl./weibl, Diabetes, 40J 10 15 5 23 8 12
Vaag (1995) Zwillinge, gesund, 60J 54 12 6,6 - 7 50

Zwillinge, Diabetes, 64J 11,4 (5,2) 12 6,8 - 13 15
LABORNAGER
Bali (1995) 4-6 Mo alte mannl. Mause 4,8 16 11,2 700 106 260
Choi (2004) mannl. Ratten (90% Pankreas reseziert) 6,2 (Serum) 11,6 54 - 54 (Serum) 109 (Serum)
Choi (2005) weibl. Ratten (90% Pankreas reseziert) 6,3 12,3 6 67 ca. 55 ca. 200
Sandu (2005) weibl Mause, gesund 5,5 17 11,5 - 7 14
HUND
Matveyenko (2006) Hunde, 50% Pankreas reseziert 6,3 8 1,7 19 ca. 25 60
Akmal (1985) Hindinnen 53 11,8 6,5 37 15 72
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2.6.3 Hyperinsulinamischer euglycamischer Clamp (HIEC)

Auch diese Methode wurde zunachst fir den Menschen beschrieben (DE FRONZO
et al. 1979) und inzwischen mehrmals am Wiederkduer angewandt (u. a.
BERGMANN et al. 1989; SANO et al. 1993; HOSTETTLER-ALLEN et al. 1994; HUGI
et al. 1998; KASKE et al. 2001). Die Methode dient der Quantifizierung der
Ansprechbarkeit peripherer Gewebe auf Insulin. Die biologische Response des
Insulins wird durch die Messung der peripheren Glucoseutilisation sowie Hemmung
der Lipolyse erfasst (DE FRONZO et al. 1979).

Zunachst werden den Tieren zwei grol3lumige vendse Zugange gelegt und
Blutproben zur Bestimmung der basalen Konzentrationen entnommen (Glucose,
Insulin, NEFA). AnschlieBend wird Insulin mittels Infusionspumpe infundiert. Um
einer insulininduzierten Hypoglycamie entgegenzuwirken wird gleichzeitig Glucose
infundiert, um den basalen Glucosespiegel aufrechtzuerhalten (,Klemmtechnik®).
Damit eine mdglichst genaue Anpassung der Glucoseinfusionsrate stattfinden kann,
wird der Blut-Glucosespiegel alle 10 min gemessen. Etwa in der zweiten Halfte einer
zweistindigen Insulin-Infusionsperiode wird ein Steady-state erreicht, so dass die
steady-state Glucoseinfusionsrate (SSGIR) nicht mehr verandert werden muss.
Durch wiederholte Blutprobenentnahme werden die steady-state Konzentrationen an
Insulin und NEFA bestimmt.

Die SSGIR ist ein Maly fur die Insulinwirkung bei der jeweiligen steady-state
Insulinkonzentration. Die Auswirkungen des Insulins auf die Lipolyse werden anhand
der Konzentration der NEFA abgeschatzt. Weiterhin wird die Insulinelimination
berechnet, in dem nach Ende der Insulininfusion der Konzentrationsverlauf des
Insulins in mehreren Plasmaproben bestimmt wird. Durch iterative Anpassung der
Konzentrationen an die monoexponentielle Funktion y = a x ™ lasst sich die

Ratenkonstante fiir die Insulinelimination berechnen.
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2.6.4 Weitere Methoden

2.6.41 Homoostatische Modell Abschatzung (HOMA)

HOMA ist ein mathematisches Modell zur Berechung der Insulin-Sensitivitat und der
B-Zell-Funktion. Es mussen dazu die Konzentrationen von Glucose und Insulin im
Nuchternzustand erfasst werden. Nuchtern bedeutet, dass die Probanden uber 10-12
h gefastet haben (i. d. R. wahrend der Nachtstunden). Die Insulin-Sekretion ist
pulsatil, deshalb sollte der Nuchternwert aus dem Mittelwert von drei Proben, die
Intervallen von 5 Minuten genommen wurden, errechnet werden. Die Formel zur

Berechnung der Insulin-Resistenz lautet:

i
Rioma = g XAZ,5

(g = Dbasale nichterne Glucosekonzentration; i = basale nuchterne
Insulinkonzentration) (RADZIUK 2000). Je hoher der HOMA-Index, desto geringer ist

die Insulin-Sensitivitat und desto hoher ist die Insulin-Resistenz.

Die Probennahme ist einfach und damit geeignet fur grolRe Gruppen von Patienten
(epidemiologische Studien). Der Korrelationskoeffizient, verglichen mit der Insulin-
Sensitivitat, gemessen aus dem Glucose-Clamp, liegt bei 0,60-0,64 (KATZ et al.
2000; MARI et al. 2005). Die Insulinkonzentration im Nichternzustand ist ein
brauchbarer Index der Insulin-Resistenz, da die Konzentration in der Regel mit dem
Grad der Insulin-Resistenz steigt. Durch gleichzeitige Berlcksichtigung der
Glucosekonzentration wird die Prazision verbessert (BONORA 2000; KATZ et al.
2000; RADZIUK 2000; WALLACE und MATTHEWS 2002; RICCARDI et al. 2004).

2.6.4.2 Kurzer Insulin-Toleranz-Test (ITT)

Der ITT ist ein einfach durchfuhrbarer Test, bei dem der Abfall der Glucose-
konzentration nach einer intravendsen Injektion von Insulin (0,1-0,5 U/kg KGW)
gemessen wird. Es werden wahrend der folgenden 15 Minuten in Intervallen von 2

Minuten Blutproben genommen. Der Test wird beendet durch die intravenése Gabe
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von Glucose. Eine Insulinmessung ist nicht nétig. Die Insulinresistenz wird durch die
Rate der logarithmierten Glucosekonzentration bestimmt. Der Abfall ist linear.
Eventuell gibt es Probleme mit interferierenden anderen Hormonen (WALLACE und
MATTHEWS 2002). Die Korrelation mit dem hyperinsulinamischen euglycamischen
Clamp ist hoch (ca. 0,9) und der Test hat eine gute Reproduzierbarkeit. Es wird der
Effekt von Insulin auf die hepatische Glucoseproduktion gemessen, genauso wie die
Aufnahme von Glucose durch die Muskeln (WALLACE und MATTHEWS 2002;
RICCARDI et al. 2004).
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3 Material und Methode

3.1 Versuchsvorhaben

Ziel des Projektes war es zu prufen, ob die Glucosehombostase und der
Insulinstatus bei Rindern kurz- und mittelfristig durch Menge und Zusammensetzung

der Tranke in der Neonatalperiode beeinflusst werden.

Insgesamt 31 weibliche Kalber wurden in die Studie einbezogen und vier
Fltterungsgruppen zugeordnet. Wahrend der ersten Versuchsperiode (Lebenstag 2-
50) erhielten die Kalber der vier Gruppen eine Tranke in unterschiedlicher Menge
und Zusammensetzung. In der zweiten Versuchsperiode (Lebenstag 51-75) wurden
alle Kalber einheitlich mit einem konventionellen Milchaustauscher getrankt. Nach
dem Abtranken erhielten die Versuchstiere wahrend der dritten Versuchsperiode

(Lebenstag 76-239) eine Ration aus Mais- und Grassilage sowie Kraftfutter.

Es wurden wahrend jeder der drei Versuchsperioden Untersuchungen im Rahmen
von drei Dissertationsvorhaben durchgefuhrt. Die vorliegende Dissertation
beschaftigt sich mit dem Einfluss der postnatalen Ernahrung auf den pankreatischen
Insulin-Response. Die Auswirkungen auf den peripheren Insulin-Response sowie die
Anzahl der GLUT-4 Transporter in Muskel und Leber wurden von Frau Inga
Klosinsky mittels hyperinsulinamischer, euglycamischer Clamps untersucht. Im
Rahmen der Dissertation von Frau Karin Trauschke wurde gepruft, ob metabolisch-
endokrinologische Reaktionsmuster wahrend einer Hungerperiode von 24 Stunden
sowie die Futteraufnahmekapazitat durch Menge und Zusammensetzung der Tranke
beeinflusst werden (Abb.2).
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Unterschiedlicher Konventioneller Ab- Silage, Heu und
MAT MAT tranken Kraftfutter
< P b > — >
rrrtrrrr 1ttt nr > PP 1T 101
0 2 4 6 8 10 12 34 36 Woche
HT H!:I-tc B HT ng I-tc B HT Hﬁ: rtc B

Abb. 2: Ubersicht zum Versuchsvorhaben; MAT - Milchaustauscher; HT -
Hungertag (Dissertation Trauschke); HGC - Hyperglycamischer Clamp
(Dissertation Rottjer); HIEC - Hyperinsulindmischer euglycamischer
Clamp (Dissertation Klosinsky); B - Biopsien von Muskel und Leber

(Dissertation Klosinsky)

3.2 Versuchstiere

Die Studie wurde von Oktober 2005 bis November 2006 mit 31 Kalbern der Rasse
Holstein Friesian (Tab. 2) auf der Versuchsstation des Instituts flr Tierernahrung der

Bundesforschungsanstalt fur Landwirtschaft (FAL) in Braunschweig durchgefihrt.

Tab. 2: Versuchstiere und Dauer der Versuchsperioden; MW — Mittelwert; SD —

Standardabweichung
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. Geburts-| Versuchs- | Versuchs- Versuchs-
Tier- Geburts- . . . .
NF. Ohrmarke datum gewicht | periode 1 periode 2 periode 3
[kg] [Tage] [Tage] [Tage]
1 DE 0348465506(06.10.2005 43,8 54 24 167
2 DE 0348465510]13.10.2005 39,0 52 24 162
3 DE 0348465512|14.10.2005 45,0 51 24 164
4 DE 0348465515|17.10.2005 40,0 49 23 164
5 DE 0348465517]/19.10.2005 46,0 51 21 163
6 DE 0348465518|20.10.2005 40,0 56 26 152
7 DE 0348465519|20.10.2005 38,0 56 26 154
8 DE 0348465520]122.10.2005 43,5 54 26 154
9 DE 0348465523|27.10.2005 48,8 49 29 152
10 [DE 0348465525(03.11.2005 53,3 50 21 152
1 DE 0348465534|17.11.2005 34,0 51 27 158
12 |DE 0348465538(21.11.2005 44.8 52 22 158
13  |DE 0348465539(25.11.2005 33,7 48 22 159
14 |DE 0348465550(14.12.2005 45,5 43 28 166
15 |DE 0348465554(22.12.2005 46,3 43 29 157
16 |DE 0348465555(26.12.2005 39,5 44 28 154
17 |DE 0348465556(29.12.2005 37,6 41 28 154
18 |DE 0348465560(18.01.2006 38,3 44 27 165
19 |DE 0348465562(22.01.2006 33,6 45 28 160
20 |DE 0348465563|22.01.2006 35,6 45 28 161
21 |DE 0348465568|03.02.2006 46,2 43 27 172
22 |DE 0348465570|07.02.2006 35,8 44 28 166
23 |DE 0348465572|15.02.2006 30,2 44 27 160
24 |DE 0348465574|26.02.2006 36,3 43 26 151
25 |DE 0348465575|14.03.2006 35,0 54 26 158
26 |DE 0348465576|18.03.2006 41,1 54 22 158
27 |DE 0348465577|18.03.2006 49,7 50 26 159
28 |DE 0348465578|20.03.2006 37,0 48 32 153
29 |DE 0348465580|22.03.2006 42,3 46 32 154
30 |DE 0350534983|24.03.2006 40,4 48 29 153
31 |DE 0350534987|30.03.2006 39,8 51 20 154
MW 40,6 48 26 159
STABW 5,4 4 3 5

Das Tierversuchsvorhaben gemal § 8 Abs.

1 des Tierschutzgesetzes vom

17.02.2003 wurde vom Niedersachsischen Landesamt fur Verbraucherschutz und

Lebensmittelsicherheit

24.10.2005).

in Oldenburg genehmigt

(Az:

33.42502/05-07.05 vom
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3.21 Selektionskriterien

Es wurden nur weibliche Kalber von multiparen Kuihen bericksichtigt, die
lebensfrisch (APGAR-Vitalitats-Score 8 Punkte; modifiziert nach Mulling 1976) ohne
oder mit minimaler Geburtshilfe geboren wurden. Das Geburtsgewicht lag im Mittel
bei 40,5 £ 5,4 kg (Xmin - Xmax: 30,2 kg - 53,3 kQ).

Es wurden zwei Experimente durchgeflhrt (Tab. 3). Von Oktober 2005 bis Ende
Dezember 2005 wurden 16 Kalber nach dem Zufallsprinzip in die Gruppen K-low und
K-high aufgeteilt. Funfzehn zwischen Januar und Ende Marz 2006 geborene Kalber

wurden ebenfalls nach dem Zufallsprinzip den Gruppen LL-low und LL-high

zugeordnet.
Tab. 3: Ubersicht (iber die Gruppeneinteilung, K: Konventioneller MAT; LL:
Low-Lactose MAT; N — Anzahl der Tiere pro Gruppe
Gruppen- | Futterungs
MAT | bezeichnung | -intensitat | N | Geburtsgewicht [kg]
. K K — low niedrig 8 43,3+4,8

Experiment |

K K — high hoch 8 41,8+5,8
Experiment |l LL LL — Igw niedrig 8 39,3+6,6

LL LL — high hoch 7 37,8+2,.2
3.3 Haltung und Futterung der Versuchstiere

3.3.1 Haltung

3.3.1.1 Abkalbung

Die Abkalbungen erfolgten in Einzelboxen (3 x 4 m) mit Tiefstreu. Die Kalber wurden
spatestens 45 min nach ihrer Geburt vom Muttertier getrennt und in einen separaten
Stall der  Versuchsstation des Instituts fur  Tierernahrung der

Bundesforschungsanstalt fir Landwirtschaft (FAL) in Braunschweig gebracht.
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3.3.1.2 Haltung wahrend der Trankeperiode

In den ersten elf Lebenswochen wurden die Kalber in zwei Laufboxen (je 35 m?)
gehalten (Abb. 3). Der Beton-Spaltenboden war zur Halfte mit Gummimatten
ausgelegt bzw. mit Stroh (Weizen-Langstroh) eingestreut. Die Gruppengroflie betrug
maximal zehn Tiere. Es wurde taglich neu eingestreut. Wasser stand Uber je eine
Selbsttranke pro Box ad libitum zur Verflgung. Zwei Rotlichtlampen pro Box
spendeten Uber der Einstreu 24 h am Tag Warme. Pro Box wurden Kalber
unterschiedlicher Gruppen gehalten. Die Kalber wurden in der dritten oder vierten

Lebenswoche mittels Brenneisen durch das Personal der Versuchsstation enthornt.

Stroheinstreu

-

Spaltenboden

\\Vaage

-
Tor Wassertranke

Abb. 3: Skizze einer Box

Am Tag der Geburt erhielt jedes Kalb parenteral Eisen (Bela-Fer-Dextran®, 2 g/Kalb
Eisen(lll)-hydroxid-Dextran-Komplex, Selectavet, Weyarn-Holzolling), sowie eine
Injektion fettidslicher Vitamine (Vitamin ADsE 200®, 471 mg/Kalb Retinolpalmitat, 800
mg/Kalb Colecalciferol, 200 mg/Kalb a-Tocopherolacetat, Selectavet, Weyarn-
Holzolling) und eine Injektion Vitamin E/Selen (Vitaselen®, 15 mg/kg KGW a-

Tocopherolacetat, 0,2 ml/kg KGW Natriumselenit, Selectavet, Weyarn-Holzolling).
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3.3.1.3 Haltung nach dem Abtranken
Nach dem Abtranken erfolgte die Haltung der Tiere in Laufboxen (198 m?)

zusammen mit anderen Jungrindern des Betriebes auf Tiefstreu. Es standen vier
Selbsttranken zur freien Wasseraufnahme zur Verfugung. Die GruppengrofRe

variierte zwischen 20 - 40 Jungrindern pro Box.

In der letzten Phase der dritten Versuchsperiode erfolgte die Haltung fir finf Wochen
in einer Box (40 m?) des Bullenstalls auf Vollspaltenboden mit Gummimatten-
Auflagen. Dort wurde uUber automatische Futterwagetroge die Futteraufnahme der
einzelnen Tiere registriert. Jedem Tier stand zu jeder Zeit Wasser zur freien

Aufnahme zur Verfliigung.

3.3.2 Futterung

3.3.21 Erster Lebenstag

Vor der Versuchsphase wurde ein Kolostrumpool aus dem Erstgemelk von 60
multiparen Kuhen angelegt. Dazu wurden die Erstgemelke jeweils in 1 | Portionen in
Plastikbehaltern bei —-20 °C eingefroren. Nach Erreichen der vorgesehenen
Gesamtmenge wurden alle einzelnen Portionen aufgetaut, gemischt und wieder in 1 |
Portionen bei —20 °C eingefroren. Nach der Geburt eines Kalbes wurden vier

Portionen Uber 2 h im Wasserbad bei 40 °C aufgetaut.

Alle Kalber erhielten spatestens zwei Stunden post natum zwei Liter des gepoolten
Kolostrums per Nuckelflasche. Spatestens zwolf Stunden post natum erfolgte die

Gabe von weiteren zwei Litern des gepoolten Kolostrums.

Die Qualitat der Kolostrumversorgung wurde anhand der Konzentration des
Gesamtproteins im Serum ermittelt. Die Gesamtprotein-Konzentration lag im Mittel
bei 60 £ 6 g/l (Xmin — Xmax: 48-70 g/l).
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3.3.2.2 Futterung in Versuchsperiode 1

3.3.2.2.1 Futtermittel

Die Gruppen K-low und K-high wurden in der ersten Versuchsperiode mit dem
konventionellen MAT  (AM-7-Sud, Salvana, Wertingen) gefuttert. Die
Zusammensetzung des MAT wurde im Institut fur Tiererndhrung der FAL

Braunschweig mittels Weender Analyse Uberpruft (Tab. 4).

Tab. 4: Zusammensetzung des konventionellen MAT; die Werte der Weender

Analyse entsprechen den Mittelwerten aus drei Analysen

Inhaltsstoff Herstellerangaben | Weender Analyse
Trockensubstanz (TS) [g/kg] 975 968
Rohprotein (Rp) [g/kg TS] 226 227
Rohfett (Rfe) [g/kg TS] 185 163
Rohasche (Ra) [g/kg TS] 77 71

N-freie Extraktstoffe (NfE) [g/kg TS] 538 572

Die Gruppen LL-low und LL-high wurden in der ersten Versuchsperiode mit dem
Low-Lactose-MAT gefuttert (Tab. 5).

Der Low-Lactose-MAT  (LL-MAT) wurde aus einzelnen Komponenten
zusammengestellt. Er bestand aus dem konventionellen MAT (AM-7-Sid, Salvana,
Wertingen), einem Proteinkonzentrat (Natrium-Caseinat: 90 % Casein, 10 %
Natrium, Meggle, Wasserburg), einem Premix (100 % Rohasche, Salvana,
Elmshorn) und einer Fettmischung (HAJENOL-Kalberfettmischung, KF Il ,P* mit
Bredol, Harles & Jentzsch, Uetersen) bestehend aus 77 % Palmol, 20 % Kokos und
3 % Bredol (Glycerin-Polyethylenglycol-Rizinoelat, E 481) als Emulgator. Die
pulverférmigen Komponenten wurden im Verhaltnis von 57,2 % MAT, 411 %
Caseinat und 1,7 % Premix zusammengefugt und in der Mischanlage des Instituts fur
Tierernahrung der FAL Braunschweig in 50 kg Einheiten gemischt. Das Fett wurde in

20 | Eimern im festen Aggregatzustand geliefert.
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Die berechneten prozentualen Anteile der Inhaltsstoffe des LL-MAT wurden mittels

Weender Analyse Uberpruft (Tab. 5).

Tab. 5: Zusammensetzung des LL-MAT; die Werte der Weender Analyse

stellen Mittelwerte aus drei unterschiedlichen Analysen dar

Inhaltsstoff Berechnete Anteile Weender Analyse
TS [g/kg] 961 960
Rp [g/kg TS] 293 292
Rfe [g/kg T9] 498 495
Ra [g/kg TS] 78 39
NTE [g/kg TS] 171 217

3.3.2.2.2 Fltterungsniveau

Die Kalber der Gruppe K-low erhielten 12 % ihres Kérpergewichts an Tranke pro Tag

in einer Konzentration von 125 g MAT pro Liter Wasser.

Die Kalber der Gruppe K-high erhielten die doppelte Menge an MAT pro Tag,
verglichen mit der Futterung der Kalber der Gruppe K-low. Diese wurde in einer
Konzentration von 188 g MAT pro Liter Wasser vertrankt. Angesichts einer
maximalen Trankeaufnahme der Kalber von etwa 10 |/Tag wurde die Trankemenge
entsprechend begrenzt und die errechnete MAT-Menge in diesem Volumen gelost.
Die maximale Konzentration betrug deshalb 297 g MAT pro Liter bei Tier Nr. 8 am

Ende der Versuchsperiode 1.

Die Kalber der Gruppe LL-low erhielten 12 % ihres Korpergewichts an Tranke pro

Tag in einer Konzentration von 97 g MAT pro Liter Wasser.

Die Kalber der Gruppe LL-high erhielten die doppelte Menge an MAT pro Tag,
verglichen mit der Futterung der Kalber der Gruppe LL-low. Dieser wurde in einer

Konzentration von 146 g MAT pro Liter Wasser vertrankt (Tab. 6).
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Tab. 6: Ubersicht des Trankeregimes; I/d — | MAT-Tranke/d; g/l — g MAT/I
Wasser; g/d — g MAT/d
A K-low K-high LL-low LL-high
[kd]
l/ld | g/l | gid|l/d|gl|gld|ld]|gl|gd]|ld]|gl]| gld
40 48 |125| 600 | 6,4 |188[1200| 4,8 | 97 | 466 | 6,4 | 146 | 931
50 6,0 |125| 750 | 8,0 |188(1500( 6,0 | 97 | 482 | 8,0 | 146 | 1164
60 7,2 (125|900 | 9,6 |188|1800( 7,2 | 97 | 698 | 9,6 | 146 | 1397
70 8,4 [125]1050(10,0/210(2100| 8,4 | 97 | 815 (11,2 | 146 | 1630
80 9,6 [125]1200|10,0|240|2400( 9,6 | 97 | 931 (12,8 | 146 | 1862
90 10,8 | 125|1350|10,0|270(2700(10,8| 97 [1048 (14,4 | 146 | 2096
100 |12,0|125|1500(10,0|{300|3000|12,0| 97 |1164|15,9| 146 | 2328

Es wurde eine Abstufung in der Lactose-Versorgung in den verschiedenen Gruppen

erreicht. Die Kalber der verschiedenen Futterungsniveaus wurden isonitrogen ernahrt

Aufnahme an Nahrstoffen in den verschiedenen Futterungsgruppen;

(Tab. 7).
Tab. 7:
Angaben in g/kg KGW/d

P K- | K- | LL- | LL-

PP low | high | low | high
Rp [g/kg KGW/d] 33 [ 66 | 33 | 65
Rfe [g/kg KGW/d] 24 | 47 | 55 | 11,1
Ra [g/kg KGW/d] 10 [ 20 [ 04 [ 09
NfE [g/kg KGW/d] 83 [ 166 | 24 | 48

Diese Futterung erfolgte bis zum Lebenstag 50 + 4.

Stroh konnten die Tiere unbegrenzt aufnehmen. Eine Kontrolle der Aufnahme fand

nicht statt.
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3.3.2.3 Futterung in Versuchsperiode 2

Die Kalber aller Gruppen erhielten vom Lebenstag 50 £ 4 bis zum Lebenstag 74 + 4
den konventionellen MAT in einer Konzentration von 125 g/l und einer Trankemenge

pro Tag entsprechend 12 % des Korpergewichts.

Die MAT-Menge fur die Kalber der Gruppe K-high wurde wahrend der Umstellung
innerhalb von 48 h sukzessiv reduziert. Der MAT fur die Kalber der Gruppe LL-low
und LL-high wurde wahrend der Umstellung innerhalb von 48 h im Fettgehalt

langsam reduziert.

Stroh konnten die Tiere weiter unbegrenzt aufnehmen.

3.3.2.4 Futterungstechnik

Die Fuatterung der Kalber aller Gruppen erfolgte ab dem zweiten Lebenstag viermal
taglich (6.00 h, 12.00 h, 18.00 h, 23.00 h) Uber Nuckeleimer. Zu jeder Mahlzeit
wurden gleich grolde Portionen verfittert. Damit jedes Kalb nur seine eigene Portion
trinken konnte, waren alle zu den Futterungszeiten mit einem Strick an ihrem Halfter

angebunden.

Fir die Tiere der Gruppen K-low und K-high wurde vor jeder Mahlzeit fur jedes Tier
die entsprechende Menge MAT mit einer Waage in eine Schussel abgewogen. Der

MAT wurde mit 43 °C warmem Wasser angeruhrt und sofort vertrankt.

Fir die Tiere der Gruppen LL-low und LL-high wurde die entsprechende Menge MAT
ebenfalls vor jeder Mahlzeit fur jedes Tier mit einer Waage abgewogen. Das Fett
wurde in einem Wasserbad auf 60 °C erhitzt und so verflissigt. Auch das Fett wurde
zunachst fur jedes Tier einzeln abgewogen. Beide Komponenten wurden mit der

entsprechenden Menge 43 °C warmen Wassers angeruhrt und sofort vertrankt.



3 Material und Methode Seite 55

Nicht getrunkene Mengen wurden mit einem Litermald erfasst und fir jedes Kalb

einzeln taglich protokolliert.

Um eine moglichst genaue Anpassung der MAT-Menge an das Kdrpergewicht zu
erreichen, wurde jedes Tier zweimal pro Woche gewogen (Hoko Farm AWS,

Insentec B.V., Marknesse, Holland).

Die Aufnahme der Tranke der Gruppe K-low erwies sich als unproblematisch; die

Trankemenge wurde innerhalb von 2 min aufgenommen.

Tab. 8: MAT-Aufnahme der Gruppe K-low in den Versuchsperioden 1 und 2

Gruppe Versuchsperiode 1 Versuchsperiode 2

K-low MAT-Menge Dauer MAT-Menge Dauer
gesamt [kg] [Lebenstage] gesamt [kg] [Lebenstage]

506 41,7 54 23,9 24

512 40,1 51 23,6 24

517 39,1 51 21,1 21

519 37,8 53 28,6 26

523 40,8 49 34,5 29

534 29,9 51 22,6 27

538 39,2 52 22,5 22

554 33,1 43 32,5 29

Mittelwert 37,7 51 26,2 25

Die Aufnahme der Tranke der Gruppe K-high erwies sich bei Trankemengen von

mehr als 2,5 | pro Mahlzeit als problematisch.
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Tab. 9: MAT-Aufnahme der Gruppe K-high in den Versuchsperioden 1 und 2

Gruppe Versuchsperiode 1 Versuchsperiode 2

K-high MAT-Menge Dauer MAT-Menge Dauer
gesamt [kg] [Lebenstage] gesamt [kg] [Lebenstage]

510 83,2 52 34,5 24

515 72,5 49 30,0 23

518 94,8 56 39,0 26

520 86,7 54 38,3 26

525 71,8 50 28,4 21

539 66,5 48 26,5 22

550 67,7 43 38,5 28

555 66,5 44 35,5 28

Mittelwert 76,2 50 33,8 25

Die Aufnahme der Tranke der Gruppen LL-low und LL-high erwies sich als
unproblematisch; die Trankemenge wurde jeweils innerhalb von 2 min

aufgenommen.

Tab. 10: MAT-Aufnahme der Gruppe LL-low in den Versuchsperioden 1 und 2

Gruppe Versuchsperiode 1 Versuchsperiode 2
LL-low MAT-Menge Dauer MAT-Menge Dauer
gesamt [kg] [Lebenstage] gesamt [kg] [Lebenstage]

556 17,8 41 20,9 28
562 18,7 45 18,2 28
568 21,3 43 21,1 27
572 15,8 44 16,1 27
575 22,5 54 16,4 26
577 24,6 50 19,9 26
580 21,3 46 25,0 32
987 25,2 51 15,2 20
Mittelwert 20,9 47 20 26,8
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Tab. 11: MAT-Aufnahme der Gruppe LL-high in den Versuchsperioden 1 und 2

Gruppe Versuchsperiode 1 Versuchsperiode 2

LL-high MAT-Menge Dauer MAT-Menge Dauer
gesamt [kg] [Lebenstage] gesamt [kg] [Lebenstage]

560 45,4 44 27,5 27

563 42,7 45 27,3 28

570 37,9 44 23,5 28

574 35,1 43 20,3 26

576 62,4 54 23,1 22

578 46,5 48 30,4 32

983 51,6 48 30,4 29

Mittelwert 50,0 47 26,1 27

3.3.3 Auffélligkeiten in Versuchsperiode 1 und 2

3.3.3.1 Kot

Die Kalber der Gruppe K-low setzten in Versuchsperiode 1 und 2 pastésen, gelben
Kot ab.

Die Kalber der Gruppe K-high setzten in der Regel pastdsen, gelben Kot ab. Bei funf
Tieren wurde zweimal flr zwei bis drei Tage wahrend der Versuchsperiode 1 dick-
bis dunnbreiiger, grauer und Ubelriechender Kot beobachtet. Nach Umstellung auf
den konventionellen MAT in Versuchsperiode 2 war der Kot vergleichbar mit dem der

Kalber der Gruppe K-low.

Die Kalber der Gruppen LL-low und LL-high setzten in Versuchsperiode 1 Kot ab, der
aus pastosem Kot sowie fettig-0ligen Beimengungen bestand. Innerhalb von 24 h
nach der Umstellung auf den konventionellen MAT in Versuchsperiode 2 war der Kot

pastos und gelb.
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3.3.3.2 Haarkleid

Ab der zweiten Lebenswoche begannen bei allen Kalbern der Gruppen LL-low und
LL-high Haare im Bereich des Anus auszufallen. Nach finf Tagen hatte sich die
haarlose Flache vergroRert, blieb aber lokal auf den Bereich der langen
Sitzbeinmuskulatur begrenzt (Abb. 4). Die Haare konnten in diesem Bereich
bischelweise herausgezogen werden. An allen anderen Korperstellen fielen die
Haare nicht aus, sie waren auch nicht ausziehbar. Teilweise fiel an den haarlosen
Stellen eine vermehrte Hautabschilferung auf, so dass
es zu grol¥flachiger Schuppenbildung kam. Das Fell lag
am Ubrigen Korper glatt an und glanzte. Die Kalber
. beider Gruppen waren vom Allgemeinbefinden
ungestort, munter und vital. Etwa zwei Wochen nach
Umstellung auf den konventionellen MAT wuchsen
Haare an den haarlosen Hautbezirken langsam nach;
etwa sechs Wochen nach der Umstellung waren keine
Unterschiede im Haarkleid zwischen den Kalbern der

verschiedenen Futterungsgruppen mehr zu erkennen.

Abb. 4: Alopezie an der Sitzbeinmuskulatur

3.3.3.3 Wiederkauen

Die Kalber aller Gruppen kauten zum Teil schon im Alter von zwei Wochen wieder.

3.3.3.4 Sonstiges

Im taglichen Umgang mit den Tieren fiel auf, dass die Kalber der Gruppen LL-low

und LL-high im Vergleich zu den mit konventionellem MAT gefutterten Kalbern ein
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grolReres Saugbedirfnis hatten. Ein gegenseitiges Besaugen wurde jedoch nicht

beobachtet.

3.34 Futterung der Jungrinder

Ab der zwolften und dreizehnten Lebenswoche wurden die Kalber aller Gruppen mit
anderen Kalbern des Betriebes abgetrankt. Dazu wurde die Trankemenge taglich
reduziert. Gleichzeitig wurden ab der zwolften Lebenswoche Heu, Mais- und
Grassilage (60:40 % auf TS-Basis) und 1 kg/d Kraftfutter angeboten. Wasser stand
uber Selbsttranken ad libitum zur Verfugung. Die reduzierte Milchfltterung erfolgte in
dieser Phase uber einen Trankeautomaten (Vario, Foérster-Technik, Engen). Hier
wurde ein handelsublicher MAT (Normi, Bovi Norm ASS Aufzucht, Nordmilch,
Bremen) verflttert. Die Milchmenge wurde uUber zehn Tage, ausgehend von 10

I/Kalb/Tag, taglich um 1 | reduziert.

3.35 Futterung wahrend der dritten Versuchsperiode

Wahrend der dritten Versuchsperiode wurden die Tiere mit einer Total Mixed Ration
(TMR) gefuttert, die ad libitum zur Verfugung stand. Die Bestandteile der TMR waren
Ganzpflanzensilage (Weizen), Luzernesilage und Kraftfutter (Tab. 12) (53:31:16 %
auf TS-Basis) (Tab. 13). Wasser stand den Tieren Uber eine Selbsttranke zur freien

Aufnahme zur Verfugung.

Tab. 12: Zusammensetzung des Kraftfutters in Versuchsperiode 3
Bestandteile Jungrinder
Sojaextraktionsschrot [g/kg] 300
Gerste [g/kg] 180
Weizen [g/kg] 170
Hafer [g/kg] 305
Sojadl [g/kg] 15
Mineralfutter-Vormischung ADE 18 [g/kg] 20
Kohlesaurer Kalk [g/kg] 10
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Tab.13: Weender Analyse der TMR

Inhaltsstoffe | Grassilage | Maissilage | Kraftfutter
TS [g/kg] 228 321 888

Rp [g/kg TS] 148 83 222
Rfe [g/kg TS] 46 29 42

Ra [g/kg TS] 98 42 65

Nfe [g/kg TS] 369 649 601

Rfa [g/kg TS] 339 196 71

3.3.6 Tagliche Gesundheitskontrolle
Alle Kalber wurden taglich bis zum Abtranken zwischen 10.00 und 11.30 Uhr klinisch

untersucht. Folgende Parameter wurden dabei erfasst: rektale
Korperinnentemperatur [°C], Atemfrequenz [min'1], Herzfrequenz [min'1], Farbe der
Konjunktiven und Maulschleimhaut, Fullung und Zeichnung der Episkleralgefalie,
Auskultation der Lunge, Ergebnisse der Schwing- und Perkussionsauskultation links
und rechts, Befunde der Palpation von Nabel und Gelenken, Hydratationsstatus

(durch Aufziehen einer Hautfalte am Oberlid), Kotkonsistenz und -farbe.

3.3.7 Krankheiten der Kalber im Versuchszeitraum

3.3.7.1  Durchfallerkrankungen

Als normaler Befund wurde eine Konsistenz von pastds bis dunnbreiig angesehen
und eine Farbe von gelb bis ockerfarben oder grunoliv. Durchfall lag vor, wenn der

Kot eine Konsistenz von suppig bis wassrig hatte.

Traten Durchfille auf, bekamen die Kalber 25 g Stullmisan® S-Pulver (Essex
Tierarznei, Munchen) aufgelost in ca. 200 ml warmem Wasser mit einer Spritze (60
ml) oral verabreicht. Aullerdem wurde zweimal taglich zwischen den Milchmahlzeiten
je 1| Elektrolyttranke (20 g Glucose, 4 g NaCl, 2,5 g NaHCO3; und 0,5 g KClI pro Liter
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Wasser) per Nuckelflasche verabreicht. Die erkrankten Kalber nahmen die Tranke

gerne und vollstandig auf.

In der Gruppe LL-high erkrankten in Versuchsperiode 1 mehr Tiere an Durchfall im
Vergleich zu den anderen Gruppen (Tab. 14). Die Erkrankungsdauer variierte nicht
zwischen den Gruppen. In Versuchsperiode 2 erkrankten in Gruppe K-high die
meisten Tiere. Genauere Angaben sind Tabelle 14 zu entnehmen, welche einen

Uberblick tiber den Gesundheitsstatus aller Tiere in Versuchsperiode 1 und 2

darstellt.
Tab. 14: Durchfallerkrankungen wahrend der Trankeperiode, aufgeteilt in
Versuchsperiode 1 und 2
Lebens- Gruppe Gruppe Gruppe Gruppe
K-low |Dauer[d]| K-high |Dauer[d]| LL-low |Dauer[d]| LL-high | Dauer [d]
CIEEE n=8 n=8 n=8 n=7
1 0 0 0 1 3+0 0 0
2 2 4+1 3 62 4 5+2 4 4+2
3 4 5+2 4 5+1 3 2+1 4 2+1
4 3 31 1 50 1 20 3 2+1
5 1 320 1 2+0 0 0 4 3+1
6 0 0 0 0 2 31 2 4+1
Summe 10 4 9 5 1 3 17 3
7 0 0 3 5+2 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 1 1+0 0 0 0 0
11 0 0 0 0 0 0 1 320
12 0 0 0 0 0 0 0 0
Summe 0 0 4 3 0 0 1 3

3.3.7.2 Nabelerkrankungen

Als Normalbefund wurde ein bis zu drei Finger starker, weich- oder fest-elastischer,
verschieblicher, trockener und nicht schmerzhafter Nabel beurteilt. Eine
Nabelentzindung lag vor, wenn der Nabel des Kalbes verdickt, nicht verschieblich,

warm, feucht und schmerzhaft war.
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Kein Kalb litt wahrend der Versuchsperiode unter Nabelentzindungen. Bei einigen
Kalbern aus Gruppe LL-low (N=5 von 8) und LL-high (N=3 von 7) traten
unkomplizierte Nabelbriche auf, die sich mit dem Wachstum des Kalbes ohne
Komplikationen verschlossen. Es handelte es sich hierbei um reponierbare, nicht

schmerzhafte Hernien, deren Bruchpforte maximal zwei Finger breit war.

3.3.7.3 Lungenerkrankungen

Als Normalbefund wurde ein geringgradiges in- oder exspiratorisches
tracheobronchiales Atemgerausch gewertet. Auch geringgradiger seroser
Nasenausfluss wurde als Normalbefund angesehen. Die Diagnose Bronchitis wurde
gestellt  bei mittel- bis hochgradigen  tracheobronchialen und/oder
bronchobronchularen in- und/oder exspiratorischen Lungengerauschen. Hatte
zusatzlich Nasenausfluss (mukds oder mukopurulent) und spontaner Husten
vorgelegen, und ware die Korpertemperatur erhoht gewesen (> 39,5 °C), ware die

Diagnose Bronchopneumonie gestellt worden.

Keines der 31 Kalber erkrankte an einer Bronchopneumonie. Es traten lediglich
geringgradige Bronchitiden mit Nasenausfluss und geringgradigem Husten auf (zwei
Tiere in Gruppe K-low, vier Tiere in Gruppe K-high, vier Tiere in Gruppe LL-low, funf
Tiere in Gruppe LL-high). Den betroffenen Tieren wurde Bromhexin (Bisolvon®, 0,5
mg/kg KGW, i.m., Boehringer Ingelheim, Ingelheim) als Sekretolytikum Gber mehrere

Tage bis zum Abklingen der Symptome verabreicht.

3.3.7.4 Thrombophlebitis

Bei einigen Kalbern traten gering- bis mittelgradige Thrombophlebitiden auf.

Diagnostiziert wurden diese anhand von gespannten und/oder geschwollenen
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gering- bis hochgradig schmerzhaften Jugularvenen. Bei zwei Tieren trat Fieber (>
39,5 °C) auf (Kalb 1 und 3).

Thrombophlebitiden traten bei insgesamt neun Kalbern auf (zwei Tiere in Gruppe K-
low, ein Tier in Gruppe K-high, finf Tiere in Gruppe LL-low, ein Tier in Gruppe LL-
high). Bis auf die zwei unten aufgefuhrten Tiere waren die Thrombophlebitiden
geringgradig (leichte Schwellung und geringgradig schmerzhafte Venen) und
unkompliziert. Die Kalber hatten kein Fieber und waren im Allgemeinbefinden
ungestort. Die betroffene Vene wurde mit Tensolvet® (Heparin-Natrium, 50000 I.E.,

Albrecht, Aulendorf) dreimal taglich eingerieben.

Bei einem Tier (Kalb Nr. 1 aus Gruppe K-low) entwickelte sich in der achten
Lebenswoche an der rechten V. jugularis externa ein faustgroRer, geringgradig
schmerzhafter Abszess. Das Kalb litt Uber vier Tage an Fieber. Nach 20 Tagen
wurde der Abszess gespalten und mit Jodldsung (alkoholische Jodlésung, 10 % wi/v)
gespult. Diese Vene konnte fur weitere Katheterisierungen nicht mehr verwendet
werden. Fur nachfolgende Versuche wurde nur die linke Vena jugularis externa

verwendet.

Bei Kalb Nr. 3 aus Gruppe K-low war die rechte V. jugularis externa in der funften
Lebenswoche ebenfalls hochgradig entzindet und es entwickelte sich ein
walnussgrofRer Abszess. Auch bei diesem Tier war die rechte Vene nicht mehr fur die
Katheterisierung zu verwenden. Fur weitere Versuche wurde die linke Vena jugularis

externa verwendet.

Beide Tiere bekamen 7 Tage eine allgemeine Antibiose (Procain-Penicillin-G,
Benzylpenicillin-Procain, 30000 I.E./kg KGW, i.m., Ani Medica, Senden-Bdsensell)
und einmalig ein nicht-steroidales Antiphlogistikum (Metacam®, Meloxicam, 0,5

mg/kg KGW, s.c., Boehringer Ingelheim, Ingelheim) appliziert.
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3.3.7.5 Sonstige Erkrankungen

Kalb Nr. 9 wurde nach Versuchsperiode 3 in die Klinik fur Rinder der Tierarztlichen
Hochschule Hannover eingeliefert. Das Tier zeigte wahrend der dritten
Versuchsperiode einen stark aufgekrummten Ruicken. Die Karpalgelenke waren
mittelgradig verdickt, es lahmte unspezifisch und zeigte Nasenausfluss. Insgesamt
hatte es struppiges Fell und war mager. Das Tier stand 14 Tage in der Klinik fur
Rinder. Dort konnte ein Verdacht auf pyamisch streuenden Herd ausgesprochen
werden; das Tier wurde antibiotisch behandelt. Das Kalb war zum Zeitpunkt des
dritten HGC nicht klinisch krank. Die Versuchsergebnisse wichen nicht vom

Gesamtmittel der Gruppe ab und wurden in die Auswertung einbezogen.

Kalb Nr. 24 litt am 54. und 58. Lebenstag an einer hochgradigen Kolik. Die

Symptome verschwanden ohne Therapie innerhalb von 2 h.
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Tab. 15: Gesundheitsstatus wahrend Versuchsperiode 1 und 2;
D - Durchfall;, T — geringgradige Thrombophlebitis; T — mittel-
hochgradige Thrombophlebitits; B — Bronchitis; A — Abszess; K — Kolik;
LW — Lebenswoche; Zahlen geben die Dauer der jeweiligen Erkrankung
wieder.
Versuchsperiode 1 [LW] Versuchsperiode 2 [LW]
Gruppe|Tiere| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11
1 D3 D3 T T A Vene A gspl.
3 D2 D2 T A VenelA weg
5 D5 A Triel A weg
K - low 7 D4 B2
9 D4
11 D3 B2 [T
12
15 D7 |D3
2 D2 |D3
4 D4 T
6 D2, B4 D3 D4 B4
K - 8 D4 D3 B1
high 10 D2 B3 |D7,B3
13 D8 B4 B2
14 D4
16 D7 D3
17 D3 T
19 D7 D3
21 D2 |D2
LL - 23 D2 B2
low 25 D3 D2, T
27 B4 T T T
29 |D3 B5 T
31 D6, B3 T T
18 D4 D3 |D3 D2 D4 B4
20 D4 D4 |D3 B2 B4
LL - 22 D7 D2 B6 B2
high 24 D2 D3 K1 K1
26 D2 D2 B4 A Haut
28 D2 [T D3
30 D2, B3
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3.4 Experimentelles Design

3.41 Wochentliche Blutproben

Bei jedem Kalb wurden in den ersten elf Lebenswochen wochentlich Blutproben aus
der Vena jugularis externa entnommen (EDTA- und Na-Fluorid-Proben sowie Vollblut
fur die Serumgewinnung). Die erste Blutprobenentnahme erfolgte bei allen Kalbern
am zweiten Lebenstag; die letzte Blutprobe wurde kurz vor dem Absetzen
entnommen. Bei der Entnahme wurde darauf geachtet, dass der Abstand zum
letzten Tranken immer vergleichbar war, um Einfluss der Futterung auf die

Ergebnisse zu minimieren.

Die Serum- und die Na-Fluoridrohrchen wurden innerhalb von 30 min nach der
Entnahme bei 3000 x g, 3 °C und 20 min zentrifugiert (Sarstedt, LC 1-K). Danach
wurde der Uberstand in Eppendorf-Cups (2 ml, Sarstedt, Niimbrecht) pipettiert. Die
EDTA-Ro6hrchen, das Na-Fluorid-Plasma und das Serum wurden bis zur Analyse bei
8 °C gekuhlt. Die Analyse erfolgte spatestens drei Tage nach der Entnahme. Ein mit

Serum befllltes Eppendorf-Cup wurde zur spateren Analyse bei —20 °C eingefroren.

3.4.2 Gewichtsentwicklung

Die Kalber wurden sofort nach ihrer Geburt gewogen (Hoko Farm AWS, Insentec
B.V., Marknesse, Holland). Die weitere Gewichtskontrolle erfolgte wahrend der
Trankeperiode zweimal wochentlich. Dadurch fand zweimal in der Woche eine
Anpassung der Tranke- bzw. MAT-Menge an das Gewicht der Tiere statt. Zudem
wurden die Kalber jeweils am Vortag des hyperglycamischen Clamps gewogen. Mit

dem Zeitpunkt des Absetzens endete die wdchentliche Uberpriifung des Gewichts.
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Die Tiere wurden alle im Alter von 23 Lebenswochen erneut gewogen. Wahrend der
dritten Versuchsperiode wurden alle Kalber in der 33. Lebenswoche am Vortag des

dritten hyperglycamischen Clamps gewogen.

Die Waagen wurden mit 50 kg schweren Futtersacken regelmaRig auf ihre

Genauigkeit kontrolliert. Es ergab sich eine Ablesegenauigkeit von + 0,5 kg.

3.4.3 Hyperglycamischer Clamp (HGC)

3.4.3.1 Status praesens am Tag der Versuchsdurchfiihrung

Die Clamp-Experimente wurden ausschlieBlich mit Tieren durchgefihrt, die am
Vortrag bzw. am Tag des Versuchs klinisch gesund waren. Das mittlere Alter und die

mittleren Korpergewichte zum Zeitpunkt des jeweiligen Clamp sind in Tab. 16

dargestellt.
Tab. 16: Alter und Korpergewicht am Versuchstag (Mittelwert + SD); HGC —
hyperglycamischer Clamp; KGW — Kdrpergewicht; LT — Lebenstag
Gruppe |Parameter HGC-1 HGC-2 HGC-3
LT 36+3 64 + 2 2355
K-low
KGW [kg] | 57,6 6,9 75675 247,6 £ 13,2
. LT 35+3 634 2325
K-high
KGW kgl | 71,6 9,5 99,56 +9,6 263,3+20,4
LT 333 614 2336
LL-low
KGW [kg] | 40,3 +4,8 52,4 +4,2 194,0 £ 21,3
LT 3314 625 2336
LL-high
KGW [kg] | 50,775 65,6 £ 6,3 2153+ 11,8
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3.4.3.2 Vorbereitung der Versuchstiere

Am Vortag des Versuchs wurden die Kalber auf einer Viehwaage (Hoko Farm AWS,
Insentec B.V., Marknesse, Holland) gewogen. In Versuchsperiode 1 und 2 fand die
letzte Flutterung am Vortag abends um 23.00 Uhr statt. Wasser und Stroh standen

weiterhin zur freien Aufnahme zur Verfugung.

Am Versuchstag bekamen die Kalber bei der morgendlichen Futterung der anderen
Kalber lediglich Wasser angeboten. Der Versuch begann nach ca. neun Stunden
Futterentzug. Die Kalber wurden unmittelbar vor Versuchsbeginn an einen separaten

Ort im Stall verbracht und dort flr den Versuch einzeln angebunden.

Zum Zeitpunkt des dritten HGC konnten die Tiere ab 24.00 Uhr des Vortags keine
TMR mehr aufnehmen, Wasser stand ihnen weiterhin zur freien Aufnahme zur
Verfligung. Am Versuchstag wurden die Tiere unmittelbar vor Versuchsbeginn in

einen anderen Stall gebracht und dort angebunden.

Tabelle 17 zeigt die Anzahl der Tiere aus den Gruppen, die in den jeweiligen

Versuch aufgenommen wurden.

Tab. 17: Anzahl der Tiere im HGC

Gruppe HGC-1 | HGC-2 | HGC-3
:f\l':‘g’;’ 8 7 8
z‘,\]'z‘;gh 8 8 8
z',\'l';g’)‘” 8 8 7'
:',\'l';g')gh 7 7 7

' Kalb Nr. 1 und Nr. 31 fehlen aufgrund einer Thrombophlebitis
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3.4.3.3 Katheterisierung der Vv. jugulares externae

In Versuchsperiode 1 und 2 wurden am Vortag, in Versuchsperiode 3 am Tag des
HGC zwei vendse Zugange in beide Vv. jugulares externae gelegt. Dazu wurde das
obere Halsdrittel der rechten und linken Halsseite im Bereich der Drosselrinne
grof¥flachig rasiert (ca. 15 x 5 cm), anschlieBend die Haut mit Ethanol (96 %)

entfettet und mit Jod desinfiziert (alkoholische Jodlésung, 10 % w/v).

Die Vene wurde gestaut und ein Venenverweilkatheter herzwarts eingefuhrt. Fur den
ersten und zweiten HGC wurde eine Vygoniile T® (1,8 x 45 mm, Vygon, Aachen)
verwendet. Im dritten HGC wurde eine Vygoniile S® (2,3 x 75 mm, Vygon, Aachen)
benutzt. Die Venenverweilkatheter wurden mit einem Heft an der Haut fixiert.
AuBerdem wurden zur weiteren Stabilisierung die Venenverweilkatheter mit
Klebeband (Tesa®, Hamburg) am Hals fixiert. Zum Schutz fiir die Nacht wurden
beide Katheter mit einem Peha-Haft®Verband (12,5 cm; Hartmann, Heidenheim)

umwickelt.

3.4.3.4 Versuchsvorbereitung

Am Versuchstag wurden alle Kalber an einen separaten Versuchsplatz gebracht und
dort angebunden. Danach wurde die Durchgangigkeit der Katheter Uberpruft. Waren
diese durchgangig, wurde an dem rechten Katheter eine Verlangerung (High flow
extension set, ca. 15 cm, Mila International, Inc., Florence, USA) angeschraubt und
mit einem Drei-Wege-Hahn (Connecta™ Plus 3, Becton Dickinson, Helsingborg)
versehen. Vor dem Anschrauben wurde das System mit Kochsalz-Heparin-Losung
geflllt. Bei dieser Losung handelt es sich um 1 | isotonische Natriumchlorid-Lésung
(0,9 %, Braun, Melsungen), der 5000 I|.E. Heparin (Heparin-Natrium-20000-

ratiopharm®, Ratiopharm GmbH, Ulm) zugesetzt wurden.

Nachdem der linke Katheter ebenfalls mit NaCl-Heparin-Lésung gespult wurde,

diente dieser der Infusion der Glucoselosung (Glucose-Losung 40 %, Bela-pharm,
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Vechta). Dazu wurde an diesen Katheter ein ca. 3 m langer, sterilisierter PVC-
Schlauch (Tygon® R3603, Innendurchmesser 2,4 mm, Aul3endurchmesser 4,0 mm,
Wandstarke 0,8 mm, Fa. Kleinfeld, Gehrden) angeschlossen. Dieser war wiederum
mit dem Pumpenschlauch (Tygon R3607 Ismatec®, Innendurchmesser 0,89 mm,
Wandstarke 0,86 mm, Wertheim-Mondfeld) der Infusionspumpe (Isamtec®
Schlauchpumpe, Reglo Digital 2 Kanal, Wertheim-Mondfeld) verbunden. Das andere
Ende des Pumpenschlauchs wurde mit einem ca. 50 cm langen, sterilisierten PVC-
Schlauch (Tygon® R3603, Innendurchmesser 2,4 mm, AufRendurchmesser 4,0 mm,
Wandstarke 0,8 mm, Fa. Kleinfeld, Gehrden) verbunden. Dieser fuhrte zu einer
Glucoseflasche (Glucose-Losung 40 %, Bela-pharm, Vechta), die auf einer Waage
stand, um wahrend der Infusion die Pumpenleistung und damit die Infusionsrate zu

kontrollieren.

3.4.3.5 Ablauf des hyperglycamischen Clamps (HGC)

Zwischen 7.30 und 9.00 Uhr wurden aus dem rechten Katheter drei Blutproben im
Abstand von zehn Minuten (entspricht der experimentellen Zeit -20, -10 und 0 min)
fur die Bestimmung der basalen Glucosekonzentration im Vollblut bzw. die spatere
Analyse der basalen Konzentrationen fur Insulin und NEFA (Serumréhrchen, 10 ml,
Sarstedt, NUmbrecht) entnommen. Nach jeder Blutprobenentnahme wurde der

Katheter mit 2 ml NaCl-Heparin-Losung gesplilt.

Mit der Entnahme der letzten Basal-Blutprobe begann die Glucoseinfusion Uber den
linken Venenverweilkatheter. Ziel war es, den basalen Blutglucosespiegel um 3,0-3,5
mmol/l anzuheben. Dazu betrug fir HGC-1 und -2 die initiale Glucoseinfusionsrate
ca. 222 ymol/kg KGW/min. Im Durchschnitt wurde diese Rate Uber 5-8 min infundiert,
bis der Zielwert erreicht wurde. Die initiale Glucoseinfusionsrate fur HGC-3 lag bei
ca. 90-100 umol/kg KGW/min. Auch hier wurde diese Rate im Durchschnitt Gber 5-8

min infundiert.
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Sobald der Zielwert erreicht war, wurde die Glucoseinfusionsrate so verandert, dass
der Zielwert moglichst konstant auf diesem Level gehalten wurde. Dazu wurden alle
10 min 2 ml Blut aus dem rechten Katheter entnommen und unmittelbar der
Blutglucosespiegel im Vollblut bestimmt. Falls nétig, wurde die Glucoseinfusionsrate
entsprechend des gemessenen Wertes nach oben oder unten korrigiert. Im Mittel
wurde flur stets in der letzten Stunde fir die Glucose ein steady-state erreicht, so

dass die steady-state Glucoseinfusionsrate nicht mehr verandert werden musste.

Es wurden weiterhin wahrend der gesamten Dauer der Infusion alle 20 min 10 ml
Blut (Serumrohrchen, 10 ml, Sarstedt, Numbrecht) aus dem rechten Katheter
entnommen. Die Blutproben wurden spater bei 3°C und 3000 x g fur 20 min
zentrifugiert (Sarstedt, LC 1-K). Das gewonnene Serum wurde abpipettiert, in drei
Eppendorf-Cups (2 ml, Sarstedt, Nimbrecht) Uberfuhrt und bei —20 °C bis zur
spateren Analyse von Insulin und NEFA eingefroren. Nach jeder Entnahme wurde

der Katheter mit 2 ml NaCl-Heparin-Losung gespult.

3.4.3.6 Harnstoff- und Kaliumkonzentrationen im Serum

Zusatzlich wurden aus jeder Versuchsperiode aus jeder Gruppe vier Tiere zufallig
ausgewabhlt, bei denen der Harnstoff- und der Kaliumgehalt in der Basal- und steady-
state-Periode des HGC-1, HGC-2 und HGC-3 untersucht wurden. Die Auswirkungen
der HGC’s auf den Fliissigkeitshaushalt und die Beeinflussung der Na*-K*-ATPase

sollten so geprift werden (Tab. 18).
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Tab. 18: Harnstoff- und Kaliumkonzentration im Serum (Mittelwerte in mmol/l +
SD) bei den Tieren der Gruppen K-low, K-high, LL-low und LL-high; SS
— Steady-state, VP — Versuchsperiode, LT — Lebenstag, HGC -

Hyperglycamischer Clamp
VP-1 VP-2 VP-3
Parameter | Gruppe |N| o0 35 1) (HGC-2, 63. LT) (HGC-3, 234. LT)
K-low |4 23+04 1,7+0,1 3,0+£0,6
basale K-high | 4 2609 28104 26+0,8
HST-Konz.
[mmol/I] LL-low | 4 41+1,6 1,9+£0,2 2609
LL-high | 4 43+1,2 20+04 3,4+£0,8
K-low |4 21+0,2 1,5+0,2 3,1+£0,1
SS-HST- K-high | 4 1,9+£0,5 2,3+0,2 2,7+0,6
Konz.
[mmol/l] LL-low | 4 3,2+1,1 1,5+0,3 26+0,7
LL-high | 4 3,2+0,6 1,8+0,2 3,5+£0,9
K-low |4 43+0,9 43+0,5 3,9+0,2
basale K- K-high | 4 3,8+0,7 44+04 3,7+0,4
Konz.
[mmol/l] LL-low | 4 41+0,5 44+04 3,8+0,1
LL-high | 4 3,9+0,3 42+0,2 3,8+0,3
K-low |4 3,7+0,2 3,7+0,2 3,7+0,2
-hi + + +
SS-K-Konz. K-high | 4 3,7+£0,2 3,7+£0,1 3,6+0,3
[mmol/l]
LL-low | 4 3,9+0,1 3,7+0,3 3,7+0,3
LL-high | 4 3,804 3,7+0,1 3,7+0,3
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3.4.3.6.1 Harnstoff

In der Literatur werden fur die Harnstoffkonzentration im Serum Referenzwerte von
3,3-5,0 mmol/l angegeben (KRAFT und DURR 1999). Die basalen und auch die
steady-state Harnstoffkonzentrationen aus HGC-1 und HGC-2 bewegen sich an den
unteren Grenzen des Referenzbereichs. Fur die Uberpriifung, inwieweit der
Flissigkeitshaushalt beeinflusst wurde, war der Vergleich der basalen mit den
steady-state Harnstoffkonzentrationen notwendig. Zwischen der basalen und der
steady-state Harnstoffkonzentration gab es in keiner Gruppe signifikante
Unterschiede, woraus geschlossen werden kann, dass der Flussigkeitshaushalt der

Kalber wahrend der mehrstindigen Infusion unbeeinflusst blieb.

3.4.3.6.2 Kalium

Fir die Beurteilung einer potentiellen Beeinflussung der Na’-K*-ATPase durch
Insulinfreisetzung  wahrend der  Glucoseinfusion wurden die basalen
Kaliumkonzentrationen mit den steady-state Kaliumkonzentrationen innerhalb einer
Gruppe verglichen. In der Literatur wird der Referenzbereich fir die
Kaliumkonzentration im Serum mit 3,5-4,5 mmol/l angegeben (KRAFT und DURR
1999). Die basalen, wie auch die steady-state Kaliumkonzentrationen der Kalber
dieses Versuchsvorhabens  bewegten sich innerhalb dieser physiologischen
Grenzen. Das fluhrt zu der Schlussfolgerung, dass es durch die
Insulinkonzentrationen wahrend der Versuche zu keiner gerichteten Beeinflussung
der Na*-K*-ATPase kam.

3.4.3.7 Infusionsdauer der hyperglycamischen Clamps

Bei den Tieren aller Gruppen war der HGC-1 im Mittel 221 £ 11 min, der HGC-2 im
Mittel 206 + 18 min und der HGC-3 190 £ 20 min lang. Die Dauer der Clamps der

einzelnen Gruppen ist in Tabelle 19 dargestelit.
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Tab. 19: Gesamtdauer der HGC in den verschiedenen Gruppen (Mittelwerte in
min £ SD); HGC — Hyperglycamischer Clamp

Gruppe HGC-1 [min] HGC-2 [min] HGC-3 [min]

K-low 232 + 81 207 + 58 177+ 55

K-high 217 + 87 214 + 45 173 + 49

LL-low 208 + 47 195 + 21 217 + 51

LL-high 226 + 42 206 + 21 193 £ 57

3.4.3.8 Dauer des steady-state

Bei den Tieren aller Gruppen war der steady-state des HGC-1 im Mittel 44 + 6 min,
der steady-state des HGC-2 im Mittel 40 + 5 min und der des HGC-3 44 + 3 min lang.

Die Dauer der steady-states der einzelnen Gruppen sind in Tabelle 20 dargestellt.

Tab. 20: Dauer der steady-states der HGC der einzelnen Gruppen (Mittelwerte in
min £ SD); HGC — Hyperglycamischer Clamp

Gruppe HGC-1 [min] HGC-2 [min] HGC-3 [min]

K-low 46 £ 12 47 £ 17 46 + 17

K-high 51+14 40+9 46+ 18

LL-low 40+ 3 40+ 9 44 + 19

LL-high 38+8 34 +5 40+ 10

3.4.3.9 Phase nach Ende der Glucoseinfusion

In der folgenden Stunde nach Beendigung der Glucoseinfusion wurde die
Blutglucosekonzentration regelmallig kontrolliert. Gegebenenfalls wurde erneut
Glucose infundiert, um den Blutzuckerspiegel nicht unter das basale Level sinken zu
lassen. Dies war nach HGC-1 und HGC-2 bei einigen Tieren nétig, nach HGC-3 gab
es keine Probleme mit zu niedrigen Blutzuckerspiegeln.
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Weiterhin wurden 30 und 60 min nach Ende der Glucoseinfusion Blutproben
(Serumrohrchen, 10 ml, Sarstedt, NUmbrecht) aus dem rechten Katheter
entnommen. Mit diesen Proben wurde ebenso verfahren wie unter 3.4.3.5
beschrieben. Nach HGC-1 und 2 bekamen die Kélbern 40 min nach Ende der
Glucoseinfusion MAT-Tranke angeboten. Wenn der Blutglucosewert nach 60 min
nicht unter das basale Niveau gesunken war, wurden die Venenverweilkatheter
entfernt und die Kalber zurlck in ihre Box gebracht. Nach dem dritten HGC wurden
den Tieren nach der letzten Blutprobe, 60 min nach Infusionsende, die
Venenverweilkatheter wieder entfernt. Danach wurden die Tiere in ihren Stall

gebracht und bekamen wieder Zugang zu der TMR.

Tab. 21: Exemplarischer Ablauf des HGC

Uhrzeit| Versuchszeit

(h] [min] MaBnahmen

07.00 Aufbau des Versuchs (Pumpe  anschlielden,
Glucoselosung, Schlauche, Blutrohrchen, Glucometer,
Protokolle)

07.30 Tier an Versuchsplatz gebracht, Sitz der Katheter
kontrolliert

07.40 -20 Beginn Entnahme Basal-Blutproben zur spateren

Bestimmung der Basalwerte von Insulin und NEFA,
Bestimmen des Glucose-Basalwertes

08.00 0 Beginn der Glucoseinfusion
Alle 20 min Entnahme von 10 ml vendsem Blut,
regelmallige Kontrolle des Blutglucosewertes mittels

Glucometer

10.30 150 Ende Glucoseinfusion, weitere Kontrolle des Tieres

11.00 180 Entnahme einer Blutprobe (10 ml) und Messung des
Blutglucosespiegels

11.15 195 Tranke fUr das Kalb (nur HGC-1+2)

11.30 210 Entnahme einer Blutprobe (10 ml) und Messung des
Blutglucosespiegels

11.40 220 Entfernen der Jugularkatheter, Tier wieder in Box
gebracht

12.00 240 Auf Eis gelagerte Blutproben zentrifugieren und

abpipettieren, bei —20°C einfrieren fur spatere Analyse




3 Material und Methode Seite 76

3.5 Analysen

3.5.1 Glucose

Die Glucosekonzentration im Vollblut wurde wahrend der Versuche mit Hilfe eines
Glucometers (Ascensia® CONTOUR™, Bayer HealthCare, Diagnostika, Leverkusen)
innerhalb von 15 Sekunden bestimmt. Dabei werden 0,6 pl Blut durch
Kapillarwirkung in die Reaktionskammer des Sensors (Ascensia® MICROFILL™
Sensoren, Bayer HealthCare, Diagnostika, Leverkusen) angesaugt. Durch die PQQ
(Pyrroloquinoline-quinone)-Glucose-Dehydrogenase  des  Sensors wird die
Blutglucose zu Gluconolacton oxidiert und dehydriert. Die hierbei abgegebenen
Elektronen werden vom Mediator Kaliumhexacyanoferrat (lll) aufgenommen, dabei
reduziert und an der Elektrode des Sensors wieder oxidiert. Der dabei entstehende
elektrische Strom wird vom Glucometer gemessen und ist proportional zur

Glucosekonzentration in der Probe.

Um die Validitdt der Messungen der Glucosekonzentration im Vollblut mit dem
Glucometer Ascensia® CONTOUR™ zu priifen, wurden von einem Tier zehn
Blutproben im Abstand von einer Minute genommen und unmittelbar nach Entnahme
die Glucose gemessen. Fiir das Glucometer Ascensia® CONTOUR™ ergab sich ein

Mittelwert von 3,90 + 0,16 mmol/l und ein Variationskoeffizient von 4,0 %.

Um Glucosebestimmungen aus dem Vollblut mit Glucosemessungen aus dem
Fluoridplasma vergleichen zu kénnen, wurden gleichzeitig bei jeder dieser Proben 2
ml Vollblut in ein Na-Fluorid-Rohrchen gegeben, das Plasma innerhalb von 15 min
bei 3 °C fur 20 min bei 3000 x g abzentrifugiert und in Eppendorf-Cups (2 ml,
Sarstedt, Numbrecht) pipettiert. Das Plasma wurde zur automatischen Glucose-
Analyse (Cobas-Mira®, Hoffmann La-Roche, Basel, Schweiz) in das klinische Labor
der Klinik fir Rinder, Tierarztliche Hochschule Hannover, gegeben. Der Mittelwert
der automatischen Analyse lag bei 5,39 + 0,10 mmol/l und der Variationskoeffizient
bei 1,8 %. Die Werte aus dem Plasma lagen im Mittel um 38,2 % Uber den

Messungen aus dem Vollblut.
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3.5.2 Insulin

Die Insulinkonzentrationen im Serum wurden mit einem kommerziellen Festphasen-
Radionimmunoessay (DPC, Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, USA) zur

quantitativen Bestimmung von Insulin im Serum gemessen.

Das Probenserum (200 pl) wurde in ein Polypropylen-Réhrchen, dessen Wand mit
Insulin-Antikérpern beschichtet war, pipettiert. Nach maximal 30 min wurde '?°l-
markiertes humanes Insulin (1 ml) hinzugefugt und der Inhalt des Rohrchens mittels
Wirbelmischer gemischt. Das Probandeninsulin und das '?’l-markierte humane
Insulin konkurrieren um die Insulin-Antikérper-Bindungsplatze des Rohrchens. Nach
einer Inkubationszeit von 18-24 h bei Raumtemperatur (15-28 °C) wurde nicht
gebundenes Insulin abgekippt. Die Restaktivitat wurde in einem Gamma-Zahler (LKB
Gamma-Master 1277, Wallac Pharmacia, Finnland) gemessen. Enthielt das
Probenplasma viel Insulin, konnte weniger '?°l-markiertes Insulin binden, somit sank

die gemessene Aktivitat.

Mit den im Test enthaltenen Insulin-Standards in humaner Serummatrix mit
chargenspezifischen Konzentrationen (0,31; 0,62; 1,25; 2,5; 5; 15; 50; 100; 200 und
350 pU/ml) und einem Nullstandard aus humaner, insulinfreier Serum-Matrix wurden

fur jeden Testansatz Eichkurven erstellt.

Der Standardbereich des Tests lag bei 5-350 pU/ml, bei einer analytischen

Sensitivitat von 1,2 pU/ml.

Um die Prazision der Methode zu kontrollieren, wurde von einem klinisch und
labordiagnostisch gesunden Tier Serum untersucht. Der Variationskoeffizient in Serie
lag bei zehn Messungen des Serums bei 3,5 %. Der VK von Tag zu Tag des Serums
lag bei 4,9 %.
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3.5.3 Nicht-veresterte Fettsauren (NEFA)

Die Konzentration der nicht-veresterten Fettsduren (NEFA) im Serum wurde mit
einem enzymatischen Farbtest (Freie Fettsauren; Wako Chemicals GmbH, Neuss) in
einem Analyseautomaten (Cobas Mira®, Hoffmann La-Roche, Basel, Schweiz)

bestimmt.

Acyl-CoA-Synthetase (ACS) katalysiert den Aufbau von Acyl-CoA (Fettsauren-
Coenzym-A) aus den NEFA (R-COOH) des Probandenserums bei Anwesenheit von
Adenosintriphosphat und Coenzym-A-SH.

R-COOH + ATP + CoA-SH PGS Acyl-CoA + AMP + Ppi

Acyl-CoA wird bei Anwesenheit von Sauerstoff durch Acyl-CoA-Oxidase (ACOD) zu
Enoyl-CoA (ungesattigte Fettsaure) oxidiert.

Acyl-CoA + O ---ACOD___> 2,3-trans-Enoyl-CoA + H,0,
Durch Peroxidase (POD) reagiert das entstandene Wasserstoffperoxid mit 4-
Aminophenazon und 3-Methyl-N-ethyl-N-(3-hydroxyethyl)anilin zu einem roten
Farbstoff.

2 H,0; + 4-Aminophenazon + MEHA  ---"°P-_.>  Chinonimin-Farbstoff + 4 H,O

Die Intensitat des roten Farbstoffes ist proportional der Konzentration nicht-
veresterter Fettsauren in der Probe. Der Wasserstoffdonor Ascorbinsaure wird durch
Ascorbat-Oxidase aus der Probe entfernt. Die Messung erfolgt photometrisch bei
Raumtemperatur gegen einen Reagenzienleerwert. Das Extinktionsmaximum liegt
bei einer Wellenlange von 550 nm, gemessen wird die Extinktionszunahme. Der Test

eignet sich fur NEFA-Konzentrationen bis zu 2000 umol/I.
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3.54 Kalium

Die Kaliumkonzentrationen im Serum wahrend der HGC wurden im Na*/K*-Analyzer
(M 614 Na*/K*-Analyzer®; Ciba Corning, Fernwald) bestimmit.

3.5.5 Harnstoff

Die Harnstoffkonzentration im Serum wahrend der HGC wurde mit einem
enzymatischen UV-Test (Lehmann, Berlin) in einem Analyseautomaten (Cobas

Mira®, Hoffmann La-Roche, Basel, Schweiz) bestimmt.

3.5.6 Weitere Parameter

Die wodchentlichen Blutproben wurden im klinischen Labor der Klinik fur Rinder,
Tierarztliche Hochschule Hannover, untersucht. Es wurden folgende Parameter mit
einem automatischen Analysesystem (Cobas Mira®, Hoffmann La-Roche, Basel,
Schweiz) bestimmt: rotes Blutbild, Leukozyten, Thrombozyten (EDTA-Vollblut),
Glucose (Na-Fluorid-Plasma), Gesamteiwei3, NEFA, BHB, Harnstoff und Insulin
(Serum) (Tab. 22).
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Tab. 22: Methoden, Hersteller und Variationskoeffizient der Methoden zur
Bestimmung von Glucose, freie Fettsauren, Beta-Hydroxybutyrat und
Harnstoff
VK - Variationskoeffizient; N — Anzahl der Probanden;
VK [%] der Prazision
Parameter Methode Hersteller in der Serie (N=20)
Glucose . ABX ?) Art.
(GLUC) Hexokinase A11A00116 2,3
Freie Fettsauren Enzymatischer | Wako ), Art. 999- 6.2
(NEFA) Farbtest 75406 ’
Beta-Hydroxy- Enzymatischer | Randox ¥, Art. RB 7 4
Butyrat (BHB) UV-Test 1007 ’
Harnstoff Enzymatischer 1
(HST) UV-Test Lehmann 4,1

1

3
4

Wako Chemicals GmbH, Neuss
Randox Laboratories GmbH, Krefeld

3.6 Berechnungen

3.6.1

) Labor + Technik Eberhard Lehmann, Berlin
2; ABX Diagnostics, Montpellier, Frankreich
)

Basale Glucosekonzentration im HGC

Der basale Glucosewert [mmol/l] wurde errechnet aus dem arithmetischen Mittelwert

der drei basalen Glucosemesswerte vor Infusionsbeginn (-20, -10, O min). Die

Glucosewerte wurden aus dem Vollblut bestimmt.

3.6.2

Steady-state Glucosekonzentration

Die steady-state Glucosekonzentration [mmol/l] (Vollblut) wurde berechnet als

arithmetisches Mittel der Blutglucosewerte der letzten 30 min des steady-states im

HGC.
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3.6.3 Steady-state Glucoseinfusionsrate (SSGIR)

Die SSGIR [umol/kg/min] wurde als arithmetisches Mittel aus der
Glucoseinfusionsrate wahrend des steady-state im HGC flir Glucose bestimmt. Ein
steady-state wahrend des HGC lag vor, wenn Dbei konstanter
Blutglucosekonzentration die Glucoseinfusionsrate nicht verandert werden musste.
Bei der Mehrzahl der Versuche wurde die SSGIR in der letzten halben Stunde des
HGC erreicht, so dass die Glucoseinfusionsrate nicht mehr verandert werden

musste.

3.6.4 Basaler Insulinspiegel im HGC

Der basale Insulinspiegel wurde als Median der Serum-Insulinkonzentrationen

[WU/mI] der Proben vor Beginn des Versuchs (-20, -10, 0 min) bestimmt.

3.6.5 Steady-state Insulinkonzentration

Wahrend des steady-states der Glucosekonzentration wurde die steady-state
Konzentration des Insulins [pU/ml] im Serum als Median aus den

Insulinkonzentrationen der letzten 30 min der Infusionsperiode errechnet.

3.6.6 Basale Konzentration der NEFA im HGC

Die basale Konzentration der NEFA [umol/l] wurde als Median der drei basalen

NEFA-Konzentrationen im Serum vor Infusionsbeginn (-20, -10, 0 min) errechnet.



3 Material und Methode Seite 82

3.6.7 Steady-state Konzentration der NEFA

Wahrend des Glucose-steady-states wurde die steady-state Konzentration der NEFA
[umol/l] im Serum als Median aus den NEFA-Konzentrationen der letzten 30 min der

Infusionsperiode errechnet.

3.6.8 Homoostatische Modell Abschatzung (HOMA)

Der HOMA-Index wurde aus dem arithmetischen Mittelwert der basalen
Glucosekonzentration multipliziert mit dem arithmetischen Mittelwert der basalen
Insulinkonzentration, dividiert durch 22,5, fur jedes Tier berechnet. Daraus wurde

wiederum der arithmetische Mittelwert flr die entsprechende Gruppe gebildet.

3.7 Statistik

Die statistische Auswertung der erfassten Daten erfolgte mit Hilfe des
Statistikprogramms SAS flur Windows (Version 9.1, Statistical Analysis System
Institute INC., Cary NC, USA).

Die allgemeinen Versuchstierdaten, die laboranalytischen Daten und die Ergebnisse
der Clamps der Gruppen wurden mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test auf
Normalverteilung gepruft. Lagen keine Abweichungen von der Normalverteilung vor,
wurden die Ergebnisse als arithmetischer Mittelwert mit Standardabweichung
angegeben. Die Daten wurden mittels einfaktorieller Varianzanalyse fur wiederholte
Messungen ausgewertet. War eine Normalverteilung der gepriften Daten nicht
nachweisbar, wurde der Wilcoxon- und Signed Rank Test verwandt. Die Ergebnisse
waren Uberwiegend nicht normalverteilt, deshalb wurden sie als Medianwerte mit 25.
und 75. Perzentil dargestellt. Als statistisch signifikant fur alle Daten galten

Irrtumswahrscheinlichkeiten von p<0,05.
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Prazisionskontrollen der Untersuchungsmethoden wurden durch wiederholte
Messungen in Reihe und von Tag zu Tag durchgefuhrt. Die angegebenen
Variationskoeffizienten wurden als prozentualer Anteil der Standardabweichung vom

arithmetischen Mittelwert angegeben.
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4 Ergebnisse
4.1 Experiment I: Konventioneller MAT
411 Gewichtsentwicklung und Veranderung von Blutparametern im

Versuchszeitraum

4111 Gewichtszunahmen

In VP-1 hatten die Tiere der Gruppe K-high doppelt so hohe und damit signifikant
hohere tagliche Zunahmen als die Tiere der Gruppe K-low (513 + 94 vs. 1043 + 78 g;
p<0,001) (Tab. 23). In den nachfolgenden Versuchsperioden unterschieden sich die
Gewichtszunahmen pro Tag zwischen den Tieren der beiden Gruppen nicht
signifikant voneinander. Bei den Tieren der Gruppe K-low erwiesen sich die taglichen
Zunahmen in VP-1 und VP-2 als nicht signifikant unterschiedlich (p=0,132). In VP-3
waren die Tageszunahmen doppelt so hoch und damit signifikant hoher als in VP-1
(513 £ 94 vs. 1060 + 86 g; p<0,001) und 1,5-mal héher als in VP-2 (677 + 188 vs.
1060 + 86 g; p=0,010). Bei den Tieren der Gruppe K-high waren die taglichen
Zunahmen in VP-1 signifikant hoher als in VP-2 (1043 + 78 vs. 657 = 93 g; p<0,001).
Die taglichen Zunahmen in VP-1 und VP-3 erwiesen sich mit etwa 1000 g als nicht
unterschiedlich. Die Tageszunahmen in VP-2 waren wiederum signifikant niedriger
als in VP-3 (p<0,001).

Tab. 23: Gewichtsentwicklung und Parameter der wochentlich entnommenen
Blutproben der Gruppen K-low und K-high (Mittelwerte £ SD); LT —
Lebenstag, N — Anzahl der Tiere je Gruppe; BHB — B-Hydroxybutyrat;
VP-1: 6-8 Blutproben/Tier; VP-2: 4 Blutproben/Tier; VP-3: 1
Blutprobe/Tier; unterschiedliche kleine Buchstaben einer Zeile
kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Versuchs-
perioden innerhalb einer Gruppe (p<0,05); unterschiedliche grolie
Buchstaben einer Spalte bezeichnen signifikante Unterschiede (p<0,05)

zwischen den Gruppen einer Versuchsperiode.
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Versuchsperiode | Versuchsperiode | Versuchsperiode

Parameter |Gruppe | N 1 2 3

(2.-50. LT) (51.-75. LT) (76.-239. LT)
Gewichtszu- | K-low 8 513" + 94 677"% + 188 1060 + 86
nahmen [g/d] K-high | 8 104352+ 78 657 °° + 93 101272 + 79
Glucose K-low 8 5,5 +0,7 53%°+0,3 477 +0,5
[mmol/l] K-high | 8 6,652 +0,5 5,8+ 0,1 487 +0,7
Insulin K-low 8| 1,5%(1,2/2,1) 2,97 (2,4/3,1) 7,0"°(3,1/10,3)
[MU/ml] K-high | 8 | 9,07 (7,8/10,8) | 8,0 ®#(6,9/10,1) | 4,9 (4,0/7,6)
NEFA K-low 8 230" + 63 2137 + 23 2401 + 142
[umol/l] K-high | 8 229%% + 66 17870 + 12 1125 + 66
BHB K-low 8 5072 + 0 5072 + 0 670" + 130
[umol/l] K-high | 8 60”2 + 10 502 + 0 630" + 100
Harnstoff | K-low 8 2,5%+0,6 1,62 +0,1 3,0 +0,6
[mmol/l] K-high | 8 2,852+0,6 2,652+0,3 2,6"+0,8
41.1.2 Glucose

In der ersten Versuchsperiode (VP-1; 2.-50. LT) war die Glucosekonzentration im
Plasma der Tiere der Gruppe K-high signifikant hoher als die der Tiere der Gruppe K-
low (p<0,001; Tab. 23). In VP-2 (50.-75. LT) war die Glucosekonzentration bei den
Tieren der Gruppe K-high ebenfalls hoher, allerdings war lediglich eine statistische
In VP-3 (75.-239. LT)

Blutglucose-Konzentrationen der Tiere der beiden Gruppen an, so dass kein

Tendenz zu erkennen (p=0,051). naherten sich die
signifikanter Unterschied mehr nachweisbar war. Bei den Tieren der Gruppe K-low
war in VP-1 war die Glucosekonzentration signifikant hoher als in VP-2 (p=0,013)
und VP-3 (p<0,001). In VP-2 war die Plasma-Glucosekonzentration signifikant hoher
als in VP-3 (p=0,024). In der Gruppe K-high sank die Glucosekonzentration der Tiere
ebenfalls bis zur dritten VP ab, wobei signifikante Unterschiede zwischen den
verschiedenen VP bestanden (VP-1 vs. VP-2: p=0,014; VP-1 vs. VP-3: p=0,008; VP-
2 vs. VP-3: p=0,021).



4 Ergebnisse Seite 87

41.1.3 Insulin

Die Serum-Insulinkonzentration (Tab. 23) war in VP-1 bei den Tieren der Gruppe K-
high um das Finffache und damit signifikant hoéher gegenuber der
Insulinkonzentration der Tiere der Gruppe K-low (9,0 (7,8/10,8) vs. 1,5 (1,2/2,1)
pU/mL; p<0,001). Auch in VP-2 unterschieden sich die Gruppen signifikant (8,0
(6,9/10,1) vs. 2,9 (2,4/3,1) pU/mL; p<0,001). In der VP-3 waren bei Mittelwerten um 7
pU/ml keine Unterschiede zwischen den Gruppen nachweisbar. Bei den Tieren der
Gruppe K-low war die Insulinkonzentration in VP-1 signifikant niedriger als in VP-2
(p=0,035) und VP-3 (p=0,016), wahrend sich die Mittelwerte der VP-2 und VP-3 nicht
signifikant unterschieden. Mit einer statistischen Tendenz von p=0,063 war die
Insulinkonzentration in VP-2 niedriger als in VP-3. Die Mittelwerte der Kalber der
Gruppe K-high unterschieden sich zwischen den drei Versuchsperioden nicht

signifikant.

41.1.4 NEFA

Die Serum-NEFA-Konzentration (Tab. 23) unterschied sich in VP-1 und -2 nicht
signifikant zwischen den Tieren der Gruppen K-low und K-high. In VP-3 hatten die
Tiere der Gruppe K-low um das Zweifache und damit signifikant hohere NEFA-
Konzentrationen als die Tiere der Gruppe K-high (p=0,044). In der Gruppe K-low
waren keine signifikanten Unterschiede in den NEFA-Konzentrationen zwischen den
verschiedenen Versuchsperioden nachweisbar. Bei den Tieren der Gruppe K-high
waren die NEFA-Konzentrationen in VP-1 signifikant hoher als in VP-3 (p=0,009). Mit
einer statistischen Tendenz war die NEFA-Konzentration in VP-1 hoher als in VP-2
(p=0,069).

411.5 BHB

Zwischen den Tieren der Gruppen K-low und K-high ergaben sich in keiner

Versuchsperiode signifikante Unterschiede zwischen den B-Hydroxybutyrat (BHB)-
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Konzentrationen im Serum (Tab. 23). In der Gruppe K-low waren die BHB-
Konzentrationen in VP-1 und VP-2 um das Dreizehnfache und damit signifikant
niedriger als die Konzentrationen in VP-3 (p<0,001). Auch in der Gruppe K-high
waren die BHB-Konzentrationen in VP-1 und -2 um das Zwdlffache und damit

signifikant niedriger als in VP-3 (p<0,001).

41.1.6 Harnstoff
Die Harnstoffkonzentration (Tab. 23) war in VP-1 (p=0,029) und VP-2 (p<0,001) bei

den Tieren der Gruppe K-low signifikant niedriger als die der Tiere der Gruppe K-
high. In der dritten Versuchsperiode waren die Mittelwerte der Harnstoffkonzentration
nicht signifikant unterschiedlich zwischen den Tieren der beiden Gruppen. In der
Gruppe K-low war die Harnstoffkonzentration in VP-2 signifikant niedriger als in VP-1
(p<0,001) und -3 (p=0,002). Es gab keinen Unterschied zwischen den Mittelwerten in
VP-1 und -3. In der Gruppe K-high gab es in der mittleren Harnstoffkonzentration

keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Versuchsperioden.

41.2 Hyperglycamische Clamps

41.21 Glucosekonzentration und steady-state Glucoseinfusionsrate

Die mittleren basalen Glucosekonzentrationen (Tab. 24) unterschieden sich
zwischen den Tieren der Gruppen K-low und K-high im HGC-1 (35. LT) signifikant
(p=0,019) voneinander. Im HGC-2 (63. LT) blieb ein signifikanter Unterschied
(p=0,003) zwischen den basalen Glucosekonzentrationen zwischen den Tieren
beider Gruppen bestehen. Beim dritten HGC in VP-3 (234. LT) waren keine
signifikanten Unterschiede in der basalen Glucosekonzentration der Tiere der beiden
Gruppen nachzuweisen. Die Tiere der Gruppe K-low hatten in HGC-1 (p=0,003) und
HGC-2 (p<0,001) um das 1,4-fache niedrigere und damit signifikant unterschiedliche

basale Glucosekonzentrationen als in HGC-3. Die Mittelwerte von HGC-1 und -2
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unterschieden sich nicht signifikant voneinander. Die basalen
Glucosekonzentrationen der Tiere der Gruppe K-high unterschieden sich in allen
Versuchsperioden nicht signifikant voneinander. Mit einer statistischen Tendenz von
p=0,055 war die mittlere basale Glucosekonzentration in HGC-1 hoher als in HGC-2.
Auch zwischen den Mittelwerten von HGC-2 und -3 lag eine statistische Tendenz vor
(p=0,073).

Die steady-state Glucosekonzentrationen unterschieden sich zwischen den Tieren
der Gruppen K-low und K-high nur in HGC-1 (5,8 £ 0,9 vs. 6,6 = 0,8 mmol/l; p=0,010)
signifikant voneinander. In HGC-2 und HGC-3 konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen Mittelwerten der Tiere der beiden Gruppen nachgewiesen
werden. Bei den Tieren der Gruppe K-low unterschieden sich die steady-state
Glucosekonzentrationen zu allen drei Zeitpunkten signifikant voneinander. Die
mittleren steady-state Glucosekonzentrationen waren in HGC-1 signifikant niedriger
als in HGC-2 (p=0,047) und HGC-3 (p=0,005). Auch in HGC-2 war die Steady-state
Glucosekonzentration signifikant niedriger als in HGC-3 (p=0,025). Bei den Tieren
der Gruppe K-high erwiesen sich die steady-state Glucosekonzentrationen zu allen

drei Zeitpunkten als nicht signifikant unterschiedlich.

Im Mittel wurde bei allen HGC’s in den unterschiedlichen Versuchsperioden das Ziel,
die Glucosekonzentration im Blut um 3,0-3,5 mmol/l anzuheben, erreicht. Der
Vergleich der Erhdhung der Glucosekonzentration zwischen Tieren der Gruppen K-
low und K-high zu den unterschiedlichen Versuchsperioden ergab keine signifikanten

Unterschiede.

Die mittleren steady-state Glucoseinfusionsraten (SSGIR) unterschieden sich
wahrend HGC-1, HGC-2 und HGC-3 nicht signifikant zwischen den Tieren der
Gruppen K-low und K-high. Beim dritten HGC in Versuchsperiode-3 waren die
Glucoseinfusionsraten bei allen Tieren der beiden Gruppen signifikant niedriger als in
den vorangegangenen Versuchsperioden. Die SSGIR war in HGC-1 und HGC-2 um
das Dreifache hoher, also signifikant hoher als in HGC-3 (HGC-1 vs. HGC-3: 89 £ 25
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vs. 30 £ 3 uymol/kg/min; HGC-2 vs. HGC-3: p<0,001; 80 £ 18 vs. 30 £ 3 pmol/kg/min;
p=0,002). Bei den Tieren der Gruppe K-high zeigte sich ein ahnliches Bild. Die
SSGIR war in HGC-3 um das Dreifache niedriger als in HGC-1 (88 £ 24 vs. 29 £ 5
pgmol/kg/min; p<0,001) und HGC-2 (75 £ 25 vs. 29 + 5 pmol/kg/min; p=0,005).

Tab. 24: Kenngroélen der HGC der Gruppen K-low und K-high (Mittelwerte £ SD
bzw. Median [25. Quartil/75. Quartil]); LT - Lebenstag, VP -
Versuchsperiode, SS - Steady-state, HGC - Hyperglycamischer
Clamp, HOMA - Homdostatische Modell-Abschatzung; Glucose im
Vollblut, andere Parameter im Serum bestimmt; unterschiedliche kleine
Buchstaben einer Zeile kennzeichnen signifikante Unterschiede
zwischen den HGC'’s innerhalb einer Gruppe (p<0,05); Unterschiedliche
grolle Buchstaben einer Spalte zeigen signifikante Unterschiede

(p<0,05) zwischen den Gruppen einer Versuchsperiode.
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, HGC-1 HGC-2 HGC-3
KenngroBie | Gruppe |IN| yp 4 35 | 1) (VP-2, 63. LT) (VP-3,234. LT)
Basale K-low |8 2,6%+0,5 2,5%+0,2 3,5"°+0,4
Glucose-
Konz. mmol/] | K-high |8 3,8%2£1,0 3,1%2£0,3 3,5%+0,6
A Ab A
SS-Glucose- | K-low |8 58%+0,9 6,2°°+ 0,3 7,0%°+0,3
Konz. [mmollll| K high |8| 6,6°%+0,8 65%+0,3 6.9%+0,6
AErhohung 1y oy 18|  32%:07 37404 34" 04
der G-Konz.
im SS .
(mmoll] K-high |8 28"+07 34%+£03 34%+£03
Aa Aa Ab
SSGIR K-low |8 8919 + 25 807 + 18 30 +3
I/kg/mi

tmolkgiminl 1 high |8 884% + 24 7542 + 25 290 + 5
Basale K-ow [8] 1,1%7(0,7/1,8) 1,3 (0,8/2,4) 7,4 (4,2/8,6)
Insulin-
Konz. K-high |8| 3,3"°(2,7/3,8 3,27 (1,9/4,7 7,07 (5,2/9,0
[pUImI] - Ig y ( y y ) y ( y y ) y ( y y )
SS-Insulin- |K-low |8]53,4"%(26,1/71,8) | 75,5"°(55,1/109,0) |97,3""(72,8/110,0)
Konz.
[uU/mI] K-high |8 |48,5% (43,5/68,6) | 56,6"* (41,3/85,0) |75,7"%(63,2/126,6)
Basale K-low |8| 3187%(194/421) | 355" (245/398) | 162"%(110/254)
NEFA-Konz.
[umol/] K-high | 8| 37172 (247/457) | 255" (214/483) | 131"°(112/145)
SS-NEFA- |K-low |8 34"%(24/40) 3142 (25/35) 48" (38/59)
Konz.
[umol/] K-high |8| 43%%(38/52) 5642 (33/77) 57 A2 (35/89)
Relative K-low |8| 89%%(85/93) 912 (88/94) 67 " (61/72)
Abnahme
[%] K-high |8 88" (84/91) 83 (78/92) 68" (43/73)

K-low |8| 0,17%+0,15 0,184+ 0,13 0,94"° + 0,58
HOMA

K-high [8| 0,555 +0,21 0,43%%+0,28 1,23"°+0,75
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41.2.2 Insulin

Die mittleren basalen Insulinkonzentrationen im Serum (Tab. 24) unterschieden sich
zwischen den Tieren der Gruppen K-low und K-high in allen Versuchsperioden nicht
signifikant voneinander (HGC-2: 1,3 (0,8/2,4) vs. 3,2 (1,9/4,7) yU/ml; p=0,125). In
HGC-1 war eine statistische Tendenz einer hoheren basalen Insulinkonzentration bei
den Tieren der Gruppe K-high zu erkennen (1,1 (0,7/1,8) vs. 3,3 (2,7/3,8) pU/mi;
p=0,056). Die Tiere beider Gruppen hatten in HGC-1 und HGC-2 vergleichbare
basale Insulinkonzentrationen im Serum. Bei den Tieren der Gruppe K-low war die
basale Insulinkonzentration in HGC-3 um etwa das Sechsfache und signifikant hoher
als in HGC-1 (1,1 (0,7/1,8) vs. 7,4 (4,2/8,6) pU/ml; p=0,031). Auch zu HGC-2 gab es
einen signifikanten Unterschied (1,3 (0,8/2,4) vs. 7,4 (4,2/8,6) pU/ml; p=0,031). Bei
den Tieren der Gruppe K-high war die basale Insulinkonzentration in HGC-3 um etwa
das Doppelte und signifikant héher als in HGC-1 (3,3 (2,7/3,8) vs. 7,0 (5,2/9,0)
pU/ml; p=0,031). Auch bei den Tieren dieser Gruppe gab es zwischen den basalen
Insulinkonzentrationen von HGC-2 und -3 signifikante Unterschiede (3,2 (1,9/4,7) vs.
7,0 (5,2/9,0) yU/ml; p=0,031).

Zwischen den Tieren der Gruppen K-low und K-high waren in allen drei
Versuchsperioden keine statistischen Unterschiede in der steady-state
Insulinkonzentration (SSIK) im Serum feststellbar. Bei den Tieren der Gruppe K-low
stieg die steady-state Insulinkonzentration von HGC-1 zu HGC-2 signifikant an (53,4
(26,1/71,8) vs. 75,5 (55,1/109,0) pU/ml; p=0,016). Zum dritten HGC war die
Insulinkonzentration héher als in HGC-2, es war aber keine statistische Signifikanz
festzustellen. Die steady-state Insulinkonzentration war bei den Tieren der Gruppe K-
low in HGC-3 um etwa das 1,8-fache und signifikant héher als in HGC-1 (53,4
(26,1/71,8 vs. 97,3 (72,8/110,0) pU/ml; p=0,031).

Bei den Tieren der Gruppe K-high war die steady-state Insulinkonzentration des
HGC-1 statistisch tendenziell niedriger als die des HGC-2 (48,5 (43,5/68,6) vs. 56,6
(41,3/85,0) pU/ml; p=0,063). Ebenso war auch die steady-state Insulinkonzentration
des HGC-1 im Vergleich zum HGC-3 (48,5 (43,5/68,6) vs. 75,7 (63,2/126,6) yU/ml;
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p=0,078) tendenziell niedriger. Zwischen den Mittelwerten der SSIK von HGC-2 und
HGC-3 waren keine Unterschiede zwischen den Gruppen nachweisbar.

41.2.3 NEFA

Die mittleren basalen NEFA-Konzentrationen im Serum (Tab. 24) unterschieden sich
zwischen den Tieren der Gruppen K-low und K-high wahrend HGC-1, -2 und -3 nicht
signifikant voneinander. In der Gruppe K-low gab es keine statistischen Unterschiede
zwischen den basalen NEFA-Konzentrationen der Tiere in den HGC der
unterschiedlichen Versuchsperioden. Statistisch tendenziell war die basale NEFA-
Konzentration in HGC-3 etwa um das Zweifache niedriger als in HGC-1 (p=0,109)
und HGC-2 (p=0,109). Die basale Konzentration der NEFA der Tiere der Gruppe K-
high war in HGC-3 signifikant niedriger als in HGC-1 (p=0,016) und HGC-2
(p=0,016).

Im Verlauf der Infusionsperiode sanken die NEFA-Konzentrationen im Serum der
Tiere ab. Bei den Tieren beider Gruppen erreichten sie im Steady-state die
niedrigsten Werte. In allen drei HGC’s waren zwischen den Tieren beider Gruppen
keine signifikanten Unterschiede in den steady-state NEFA-Konzentrationen
nachzuweisen. Mit einer statistischen Tendenz war die Konzentration der NEFA in
HGC-2 bei den Tieren der Gruppe K-low niedriger als bei den Tieren der Gruppe K-
high (p=0,055). Innerhalb der Gruppe K-low erwiesen sich zwischen der
Konzentration der NEFA im Steady-state des HGC-1 und HGC-2 keine statistischen
Unterschiede. Der Vergleich der SS-NEFA-Konzentration des HGC-1 zum HGC-3
ergab einen signifikanten Unterschied (p=0,031). Zwischen HGC-2 und -3 gab es
keinen signifikanten Unterschied, allerdings eine statistische Tendenz der
niedrigeren SS-NEFA-Konzentrationen in HGC-2 (p=0,063). Innerhalb der Gruppe K-
high gab es zwischen allen drei HGC’s keine statistischen Unterschiede in den

steady-state NEFA-Konzentrationen.
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Hinsichtlich der relativen Abnahmen der NEFA-Konzentrationen wahrend der
Infusionsperiode waren keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden
Gruppen nachweisbar. Bei den Tieren der Gruppe K-low war die relative Abnahme
der steady-state NEFA-Konzentration im dritten HGC signifikant niedriger als in den
vorangegangenen Clamps (HGC-1 vs. HGC-3: p=0,002; HGC-2 vs. HGC-3:
p<0,001). Auch bei den Tieren der Gruppe K-high war in HGC-3 in der dritten VP die
relative Abnahme der steady-state NEFA-Konzentration signifikant niedriger als in
HGC-1 (p=0,016). Zwischen den relativen Abnahmen der NEFA-Konzentrationen in
HGC-1 und -2 und zwischen HGC-2 und -3 gab es keine signifikanten Unterschiede.

4124 HOMA

Die Einschatzung der Insulin-Sensitivitat wurde mittels des HOMA-Index bestimmt
(Tab. 24). Im HGC-1 hatten die Tiere der Gruppe K-low einen dreimal und damit
signifikant niedrigeren Insulin-Sensitivitatsindex als die Tiere der Gruppe K-high (0,17
+ 0,15 vs. 0,55 = 0,21; p=0,013). Mit einer statistischen Tendenz war der HOMA-
Index auch in HGC-2 bei den Tieren der Gruppe K-low niedriger (0,18 £ 0,13 vs. 0,43
t 0,28; p=0,0603). In HGC-3 gab es keinen Unterschied zwischen den Werten der
Tiere der beiden Gruppen. Bei den Tieren der Gruppe K-low unterschieden sich die
mittleren HOMA-Indices in HGC-1 und HGC-2 nicht signifikant voneinander. Die
HOMA-Indices in HGC-3 waren funfmal und signifikant hoher als in HGC-1 (0,17
0,15 vs. 0,94 + 0,58; p=0,016) und HGC-2 (0,18 £ 0,13 vs. 0,94 + 0,58; p=0,031). Bei
den Tieren der Gruppe K-high gab es zwischen den mittleren HOMA-Indices in HGC-
1 und HGC-2 ebenfalls keinen Unterschied. Die mittleren HOMA-Indices in HGC-3
waren etwa zwei- bis dreimal und signifikant hoher als in HGC-1 (0,55 £ 0,21 vs. 1,23
1 0,75; p=0,031) und HGC-2 (0,43 £ 0,28 vs. 1,23 £ 0,75; p=0,016).
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4.2 Experiment II: MAT mit vermindertem Lactoseanteil

4.21 Gewichtsentwicklung und Veranderung von Blutparametern im

Versuchszeitraum

4211 Gewichtszunahmen

Die mittleren taglichen Zunahmen (Tab. 25) der Tiere der Gruppen LL-low waren in
VP-1 etwa viermal und signifikant niedriger als die der Tiere der Gruppe LL-high (139
1 69 vs. 496 + 91 g; p<0,001). In den nachfolgenden Versuchsperioden gab es keine
Unterschiede zwischen den Tageszunahmen der Tiere der beiden Gruppen. Bei den
Tieren der Gruppe LL-low waren die taglichen Zunahmen in VP-1 viermal und damit
signifikant niedriger als in VP-2 (139 £ 69 vs. 574 + 64 g; p<0,001). Auch im
Vergleich zu VP-3 waren die Tageszunahmen in VP-1 sechsmal und somit signifikant
niedriger (139 £ 69 vs. 841 £ 101 g; p<0,001). In VP-2 und VP-3 unterschieden sich
die taglichen Zunahmen ebenfalls signifikant voneinander (p=0,001). Bei den Tieren
der Gruppe LL-high waren die taglichen Zunahmen in VP-1 signifikant niedriger als in
VP-2 (p=0,042) und VP-3 (p<0,001). Ebenso waren die taglichen Zunahmen der
Tiere dieser Gruppe in VP-2 signifikant niedriger als in VP-3 (p<0,001).

Tab. 25: Gewichtsentwicklung und verschiedene Parameter der wodchentlich
entnommenen Blutproben der Gruppen LL-low und LL-high (Mittelwerte
1+ SD bzw. Median [25. Quartil/75. Quartil]); LT — Lebenstag, BHB — (-
Hydroxybutyrat; Glucosebestimmung im Plasma, alle anderen
Parameter aus Serum bestimmt; VP-1: 6-8 Blutproben/Tier; VP-2: 4
Blutproben/Tier; VP-3: 1 Blutprobe/Tier; unterschiedliche kleine
Buchstaben einer Zeile kennzeichnen signifikante Unterschiede
zwischen den Versuchsperioden innerhalb einer Gruppe (p<0,05);
Unterschiedliche gro3e Buchstaben einer Spalte zeigen signifikante

Unterschiede (p<0,05) zwischen den Gruppen einer Versuchsperiode.
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Versuchsperiode | Versuchsperiode | Versuchsperiode
Gruppe (N 1 2 3
(2.-50. LT) (51.-75. LT) (76.-239. LT)

Gewichts- |LL-low |8 139”2 + 69 574" + 64 841+ 101
zunahmen . Ba Ab A
[9/d] LL-high |7 49652 + 91 560" + 71 907 *° + 62
Glucose LL-low |8 45%+0,7 48" +0,3 44%+0,7
[mmol/l] LL-high |7 5452 +08 5552 +0,5 43" +03
Insulin LL-low |8 1,1%%(0,9/1,2) 2,67 (1,8/3,2) 2,77 (1,5/3,5)
[WU/ml] LL-high |7 | 2,2%2(2,1/2,3) 3,59 (3,1/3,9) 3,39 (2,3/4,4)
NEFA LL-low |8 43472 + 94 293" + 56 1407° + 40
[umol/l] LL-high |7 402" + 65 345”2 + 29 140" + 59
BHB LL-low |8 1802 + 60 60°° + 10 1030%° + 360
[umol/l] LL-high |7 15072 + 60 70" + 30 910”° + 290
Harnstoff |LL-low |8 52"+ 1,0 2,07 +0,1 2,67 +0,9
[mmol/l] LL-high |7 52+1,0 2,2+ 0,1 34"+0,8
4.21.2 Glucose

Die Plasma-Glucosekonzentration (Tab. 25) war in VP-1 bei den Tieren der Gruppe
LL-low signifikant niedriger als bei den Tieren der Gruppe LL-high (4,5 + 0,7 vs. 5,4
0,8 mmol/l; p<0,001). Auch in VP-2 unterschieden sich die Gruppen signifikant (4,8 £
0,3 vs. 5,5 £ 0,5 mmol/l; p=0,001). In VP-3 hatten die Tiere beider Gruppen bei
einem Mittelwert von ca. 4,4 mmol/l gleiche Plasma-Glucosekonzentrationen. Die
Tiere der Gruppe LL-low hatten Uber alle drei VP nicht signifikant verschiedene
Glucosekonzentrationen. Bei den Tieren der Gruppe LL-high war kein signifikanter
Unterschied in der Glucosekonzentration zwischen VP-1 und -2 vorhanden. In VP-3
war die Glucosekonzentration signifikant niedriger als in VP-1 (p<0,001) und auch
signifikant niedriger als in VP-2 (p=0,007).
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4.2.1.3 Insulin

Die Serum-Insulinkonzentration (Tab. 25) war in VP-1 bei den Tieren der Gruppe LL-
low signifikant niedriger als bei den Tieren der Gruppe LL-high (p<0,001). In VP-2
und VP-3 gab es zwischen den Insulinkonzentrationen der Tiere der beiden Gruppen
keinen statistischen Unterschied mehr. Bei den Tieren der Gruppe LL-low war die
Insulinkonzentration im Serum in VP-1 signifikant niedriger als in VP-2 (p=0,013) und
VP-3 (p=0,008). Zwischen den Insulinkonzentrationen in VP-2 und VP-3 gab es
keinen statistischen Unterschied. Bei den Tieren der Gruppe LL-high gab es in keiner
Versuchsperiode statistische Unterschiede zwischen den Insulinkonzentrationen. In
VP-1 war die Insulinkonzentration statistisch tendenziell niedriger als in VP-2
(p=0,075).

4214 NEFA
Die NEFA-Konzentrationen (Tab. 25) der Tiere der Gruppen LL-low und LL-high

unterschieden sich zwischen den einzelnen Versuchsperioden nicht signifikant
voneinander. In der Gruppe LL-low war die NEFA-Konzentration in VP-1 signifikant
héher als in VP-2 (p<0,001) und VP-3 (p<0,001). In VP-2 war die NEFA-
Konzentration signifikant hoher als in VP-3 (p=0,017). Bei den Tieren der Gruppe LL-
high gab es zwischen den NEFA-Konzentrationen in VP-1 und VP-2 keinen
signifikanten Unterschied. Die NEFA-Konzentration der Tiere war in VP-3 signifikant
niedriger als in VP-1 (p<0,001) und VP-2 (p=0,024).

4215 BHB
Zwischen den Tieren der Gruppe LL-low und LL-high gab es in der BHB-

Konzentration (Tab. 25) in keiner Versuchsperiode signifikante Unterschiede. Bei den
Tieren der Gruppe LL-low war die BHB-Konzentration in VP-1 signifikant hoher als in
VP-2 (p<0,001) und signifikant niedriger als in VP-3 (p=0,008). In VP-2 war die BHB-

Konzentration der Tiere der Gruppe LL-low signifikant niedriger als in VP-3
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(p=0,008). Bei den Tieren der Gruppe LL-high zeigte sich ein ahnliches Bild. Die
BHB-Konzentration war in VP-1 signifikant hoher als in VP-2 (p=0,019) und
signifikant niedriger als in VP-3 (p=0,016). Die BHB-Konzentration war bei den Tieren
der Gruppe LL-high in VP-2 wiederum signifikant niedriger als in VP-3 (p=0,016).

4.2.1.6 Harnstoff

Die Serum-Harnstoffkonzentration (Tab. 25) unterschied sich zu keinem Zeitpunkt
zwischen den Tieren der Gruppen LL-low und LL-high. Bei den Tieren der Gruppe
LL-low war die Harnstoffkonzentration in VP-1 signifikant héher als in VP-2
(p<0,001). Zwischen VP-2 und VP-3 gab es keine statistischen Unterschiede. In der
Gruppe LL-high war die Harnstoffkonzentration in VP-2 signifikant niedriger als in
VP-1 (p<0,001) und VP-3 (p=0,020). Zwischen den Mittelwerten der

Harnstoffkonzentration in VP-1 und -3 gab es keinen signifikanten Unterschied.

4.2.2 Hyperglycamische Clamps

4221 Glucosekonzentration und steady-state Glucoseinfusionsrate

Die mittlere basale Glucosekonzentration (Tab. 26) der Tiere der Gruppe LL-low war
in HGC-1 signifikant niedriger als die der Gruppe LL-high (p<0,001). In HGC-2 und
HGC-3 war kein statistischer Unterschied in der basalen Glucosekonzentration
zwischen den beiden Gruppen feststellbar. In der Gruppe LL-low war ein signifikanter
Unterschied zwischen allen drei HGC in den verschiedenen Versuchsperioden
feststellbar. Die basale Glucosekonzentration stieg von HGC-1 zu HGC-2 (p=0,012)
und von HGC-2 zu HGC-3 (p=0,004) signifikant um je ca. 1 mmol/l an. In der Gruppe
LL-high war die basale Glucosekonzentration in HGC-1 um ca. 1 mmol/l und damit
signifikant niedriger als in HGC-3 (p<0,001). Zwischen der basalen
Glucosekonzentration im ersten und zweiten HGC (p=0,142) und im zweiten und

dritten HGC gab es keine statistischen Unterschiede.
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In der steady-state Glucosekonzentration (Tab. 26) gab es zwischen den Tieren der
Gruppe LL-low und LL-high zu keiner Zeit signifikante Unterschiede. Bei den Tieren
der Gruppe LL-low war die steady-state Glucosekonzentration in HGC-1 signifikant
niedriger als in HGC-2 (p=0,026) und HGC-3 (p=0,004). Zwischen den
Konzentrationen in HGC-2 und HGC-3 gab es keinen Unterschied. Bei den Tieren
der Gruppe LL-high war die steady-state Glucosekonzentration in HGC-1 signifikant
niedriger als in HGC-3 (p=0,002). Zwischen HGC-1 und HGC-2 und zwischen HGC-2
und HGC-3 gab es in der steady-state Glucosekonzentration keine statistischen

Unterschiede.

Im Mittel wurde bei allen HGC’s in den unterschiedlichen Versuchsperioden das Ziel,
die Glucosekonzentration im Blut um 3,0-3,5 mmol/l anzuheben, erreicht (Tab. 26).
Der Vergleich der Erhéhung der Glucosekonzentration zwischen Tieren der Gruppen
LL-low und LL-high zu den unterschiedlichen Versuchsperioden ergab keine

signifikanten Unterschiede.

Die steady-state Glucoseinfusionsrate (SSGIR; Tab. 26) war in HGC-1 bei den
Tieren der Gruppe LL-low signifikant niedriger als die SSGIR bei den Tieren in
Gruppe LL-high (53 £ 20 vs. 77 £ 15 pymol/kg/min; p=0,021). Auch in HGC-2 war
diese niedriger, es konnte aber kein statistischer Unterschied festgestellt werden. In
HGC-3 naherten sich die beiden Gruppen in der SSGIR weiter an. Bei den Tieren der
Gruppe LL-low war in HGC-3 die SSGIR signifikant niedriger als in HGC-1 (53 + 20
vs. 26 = 9 pmol/kg/min; p=0,032) und HGC-2 (73 + 26 vs. 26 + 9 pmol/kg/min;
p<0,001). Zwischen der SSGIR aus HGC-1 und HGC-2 gab es keinen signifikanten
Unterschied. Bei den Tieren der Gruppe LL-high war die SSGIR in HGC-3 signifikant
niedriger als in HGC-1 (77 £ 15 vs. 36 £ 11 pmol/kg/min; p=0,002) und HGC-2 (89
35 vs. 36 £ 11 pymol/kg/min; p=0,005). Auch hier unterschieden sich die SSGIR aus
HGC-1 und HGC-2 nicht signifikant voneinander.
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Tab. 26: Kenngroéflien der HGC’s der Gruppen LL-low und LL-high (Mittelwerte +
SD bzw. Median [25. Quartil/75. Quartil]); LT — Lebenstag, VP -
Versuchsperiode, SS - Steady-state, HGC - Hyperglycamischer
Clamp, HOMA - Homdostatische Modell-Abschatzung; Glucose im
Vollblut, andere Parameter im Serum bestimmt; unterschiedliche kleine
Buchstaben einer Zeile kennzeichnen signifikante Unterschiede
zwischen den Versuchsperioden innerhalb einer Gruppe (p<0,05);
unterschiedliche gro3e Buchstaben einer Spalte zeigen signifikante

Unterschiede (p<0,05) zwischen den Gruppen einer Versuchsperiode.
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. HGC-1 HGC-2 HGC-3
KenngroBe | Gruppe (VP-1, 33.LT) (VP-2, 61. LT) (VP-3, 233. LT)
Basale LL-low 1,749£0,4 2,7%+05 3,8"°+0,3
Glucose-
Konz. LL-high 255 +03 3,1 +10 3,6"+0,4
[mmol/l]
SS- LL-low 5,67+ 0,4 6,3 £0,5 6,9+ 0,4
Glucose-
Konz. LL-high 6,1 +0,6 6,7 +13 70" +0,6
[mmol/l]
AErhohung| | o 3.0+ 04 37%+03 32404
der G-
Konz. im . Aa Aa Aa
SS [mmoyy | LL-high 3,6"+0,6 3,6"+0,4 3,4%4+0,3
- Aa Aa g Ab
SSGIR LL-low 53 A2 + 20 7312+ 26 26 +9
I/kg/mi

tmolikg/minl 1} | high 7782415 89 4% + 35 36 A% + 11
Basale LL-low 12%0,7/27) | 1,7 (1,122) | 3,4 (3,3/4,1)
Insulin-
Konz. .
[wu/mi] LL-high 1,872 (0,9/ 2,2) 1,77 (1,2/2,1) 4,17 (2,5/5,1)
SS-Insulin- |LL-low 18,872 (9,7/21,7) | 56,5 (30,9/59,8) | 41,1"" (28,4/69,2)
Konz.
[uU/mI] LL-high 28,172 (22,9/30,2) | 70,97 (47,6/110,1) | 76,42 (57,7/118,0)
ﬁ;ﬁe LL-low 4677 (415/524) | 256°% (210/323) 90° (79/176)
:.(J?nr;f/] LL-high 48472 (424/532) | 4122 (249/584) 102° (72/115)
SS-NEFA- |LL-low 542 (50/60) 492 (42/60) 40" (33/48)
Konz.
[umol/] LL-high 40 (35/49) 45 (36/49) 39 (35/52)
Relative LL-low 884 (85/91) 84 2 (76/90) 697 (45/81)
Abnahme
[%] LL-high 912 (90/92) 89" (83/93) 68° (37/70)

LL-low 0,13%+ 0,10 0,22+ 0,15 0,62"°+0,15
HOMA

LL-high 0,20 + 0,14 0,34+ 0,40 0,60"% + 0,36
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4.2.2.2 Insulin

In allen drei HGC’s unterschieden sich die basalen Insulinkonzentrationen im Serum
(Tab. 26) zwischen den Gruppen LL-low und LL-high nicht signifikant voneinander.
Innerhalb der Gruppe LL-low war zwischen den basalen Insulinkonzentrationen in
HGC-1 und HGC-2 kein statistischer Unterschied nachzuweisen. Die
Insulinkonzentration in war in HGC-1 etwa 2,8-mal und damit signifikant niedriger als
in HGC-3 (1,2 (0,7/2,7) vs. 3,4 (3,3/4,1) pU/ml; p=0,043). Zwischen den basalen
Insulinkonzentrationen in HGC-2 und HGC-3 lag lediglich eine statistische Tendenz
vor, dass die Konzentration in HGC-2 niedriger war (p=0,057). Bei den Tieren der
Gruppe LL-high unterschieden sich die basalen Insulinkonzentrationen in allen drei
Clamps nicht signifikant voneinander (HGC-1 vs. HGC-3: p=0,100).

Die steady-state Insulinkonzentration (SSIK; Tab. 26) war in jedem HGC bei den
Tieren der Gruppe LL-low niedriger als bei denen der Gruppe LL-high. Es konnte
allerdings keine statistische Signifikanz festgestellt werden (HGC-1: p=0,173; HGC-2:
p=0,120). Statistisch tendenziell niedriger war die SSIK der Tiere der Gruppe LL-low
in HGC-3 (41,1 (28,4/69,2) vs. 76,4 (57,7/118,0) pU/ml; p=0,096). Die steady-state
Insulinkonzentrationen der Tiere der Gruppe LL-low unterschieden sich in HGC-2
und HGC-3 nicht signifikant voneinander. In HGC-2 war die SSIK um etwa das
Dreifache und damit signifikant hoher als in HGC-1 (18,8 (9,7/21,7) vs. 56,5
(30,9/59,8) pU/ml; p=0,006). Die SSIK war im HGC-3 etwa um das Zweifache und
signifikant héher als in HGC-1 (18,8 (9,7/21,7) vs. 41,1 (28,4/69,2) uU/ml; p=0,014).
Bei den Tieren der Gruppe LL-high war die steady-state Insulinkonzentration in allen
drei HGC’s nicht signifikant unterschiedlich. Mit einer statistischen Tendenz von
p=0,091 war die SSIK in HGC-1 2,5-mal niedriger als in HGC-2, ebenso im Vergleich
mit der SSIK aus HGC-3. Hier war die SSIK in etwa 2,7-mal hoher als in HGC-1
(p=0,053).
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42.2.3 NEFA

Zwischen den Tieren der Gruppen LL-low und LL-high waren bei keinem HGC
signifikante Unterschiede in den basalen NEFA-Konzentrationen im Serum
nachzuweisen (Tab. 26). Bei den Tieren der Gruppe LL-low erwies sich zwischen
den basalen NEFA-Konzentrationen in HGC-1 und HGC-2 kein signifikanter
Unterschied (p=0,109). Die basale NEFA-Konzentration war in HGC-1 etwa funfmal
und damit signifikant héher (p=0,031) als in HGC-3. Auch in HGC-2 war die basale
NEFA-Konzentration dreimal und damit signifikant hoher (p = 0,047) als in HGC-3.
Bei den Tieren der Gruppe LL-high gab es keinen statistischen Unterschied zwischen
den basalen NEFA-Konzentrationen in HGC-1 und HGC-2. In HGC-3 war die basale
NEFA-Konzentration finfmal und damit signifikant niedriger als in HGC-1 (p=0,016)
bzw. viermal und damit signifikant niedriger als in HGC-2 (p=0,016).

Bei den Tieren beider Gruppen kam es wahrend der Infusionsperiode zu einem
Abfall der NEFA-Konzentration im Serum (Tab. 26). Die niedrigsten Werte wurden im
Steady-state erreicht. Zwischen den Tieren der Gruppen LL-low und LL-high waren
in keinem HGC statistische Unterschiede in der steady-state NEFA-Konzentration
nachzuweisen. Auch innerhalb der jeweiligen Gruppe unterschieden sich die steady-

state NEFA-Konzentrationen zwischen den HGC'’s nicht signifikant voneinander.

Hinsichtlich der relativen Abnahmen der NEFA-Konzentrationen (Tab. 26) wahrend
der Infusionsperiode waren keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen
nachweisbar. Auch bei den Tieren der Gruppe LL-low gab es zwischen den relativen
Abnahmen der steady-state NEFA-Konzentrationen der drei Clamps keine
signifikanten Unterschiede (HGC-1 vs. HGC-3: p=0,156; HGC-2 vs. HGC-3:
p=0,094). Bei den Tieren der Gruppe LL-high war die relative Abnahme der steady-
state NEFA-Konzentration in HGC-3 signifikant niedriger als in HGC-1 (p=0,031) und
HGC-2 (p=0,031).
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4224 HOMA

Die Einschatzung der Insulin-Sensitivitat wurde mittels des HOMA-Index bestimmt.
Die mittleren HOMA-Indices der Tiere der Gruppen LL-low und LL-high
unterschieden sich in allen drei HGC’s nicht signifikant voneinander (Tab. 26). Bei
den Tieren der Gruppe LL-low unterschieden sich die HOMA-Indices aus HGC-1 und
HGC-2 nicht signifikant voneinander (p=0,148). Die mittleren HOMA-Indices in HGC-
3 waren flinfmal und damit signifikant héher als in HGC-1 (0,13 £ 0,10 vs. 0,62 %
0,15; p=0,031) bzw. dreimal héher als in HGC-2 (0,22 + 0,15 vs. 0,62 = 0,15;
p=0,031). Bei den Tieren der Gruppe LL-high unterschieden sich die HOMA-Indices
zwischen allen drei HGC’s nicht signifikant voneinander. Mit einer statistischen
Tendenz waren die HOMA-Indices in HGC-1 niedriger als in HGC-3 (p=0,078).
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der Methode

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zu priufen, ob eine metabolische
Programmierung des Glucose-Insulin-Metabolismus am neonatalen Kalb durch die
postnatale Ernahrung induzierbar ist. Hierzu wurden hyperglycamische Clamps zur
naheren Charakterisierung der Insulin-Response der [(-Zellen des Pankreas
durchgefuhrt. Dabei sollten die Ergebnisse in Abhangigkeit vom Alter und vom
Fltterungsniveau der Kalber verglichen werden. Entsprechend wurden Gruppen von
gesunden Kalbern in zwei Experimenten mit je zwei Gruppen unterschiedlicher

Fltterungsniveaus gebildet (vgl. Tab. 3).

511 Versuchstiere

Versuchsergebnisse aus tierexperimentellen Studien lassen sich umso exakter
interpretieren, je homogener das Tiermaterial und je groRer die Gruppe ist. Fur die
Interpretation der Ergebnisse ware eine groRere Tierzahl in den Gruppen
wlnschenswert gewesen, aber aufgrund der HerdengroRe der FAL, der
ausschlieRlichen Berucksichtigung weiblicher Kalber von mehrkalbigen Kihen und
des hohen experimentellen Aufwandes bei jedem einzelnen Tier ergab sich die
Anzahl der Versuchstiere in jeder Gruppe. Andererseits gilt, dass biologisch
relevante Effekte sich bei einer GruppengrofRe von N = 8 statistisch absichern lassen
sollten, um ggf. fur die Praxis eine Bedeutung zu bekommen. Insofern erscheint die
Durchfihrung der Studie mit der gewahlten Anzahl der Tiere pro Gruppe

ausreichend.



5 Diskussion Seite 106

5.1.1.1 Geburtsgewicht
Das Geburtsgewicht der Kalber des Experiments | (Gruppen K-low und K-high) war

im Mittel homogen und entsprach dem Ublichen mittleren Geburtsgewicht von 43,4 +
4.9 kg fur Holstein Friesian Kalber (COFFEY et al. 2006). Im Experiment Il (Gruppen
LL-low und LL-high) waren ebenfalls die Geburtsgewichte innerhalb der Gruppen
gleichmalig verteilt. Allerdings waren die Kalber des Experiments Il im Mittel 4 kg

leichter als die Kalber des Experiments | (vgl. Tab. 3, Kap. 3.2.1).

5.1.1.2 Futterung

Bei der Durchfihrung von Vorversuchen mit acht Kalbern der Klinik fur Rinder in
Hannover erkrankten diese bei zweimaliger Futterung und hoher Zufuhr von Lactose
an Diarrhoe. Die Kalber wurden im Rahmen der Studie deshalb viermal taglich
getrankt, um futterungsbedingte Durchfallerkrankungen zu vermeiden. Durch dieses
Futterungsmanagement konnten sehr grof3e Lactosemengen am Tag verabreicht
werden. Tatsachlich unterschied sich die Inzidenz von Durchfallerkrankungen in

Gruppe K-low und Gruppe K-high nicht.

Andererseits wurden die Kalber bei dieser frequenten Futterung aufgrund relativ
geringer postprandialer Anflutung von Nahrstoffen im Portalblut metabolisch weniger
belastet als bei z. B. zweimaliger Futterung. So wurden in Untersuchungen von
KAUFHOLD et al. (2000) die Auswirkungen unterschiedlicher Futterungsfrequenzen
auf den endokrinen Status von Mastkalbern untersucht. Bei einer taglich zweimaligen
Vertrankung von MAT war eine deutliche postprandiale Hyperglycamie und
Hyperinsulinamie nachweisbar. Im Unterschied dazu war bei einer sechsmaligen
oder noch haufigeren Futterung der gleichen Menge MAT diese Reaktion nicht
nachweisbar. Die Tiere der Gruppe K-high in den eigenen Untersuchungen
entwickelten jedoch in der ersten Versuchsperiode eine signifikante Hyperinsulinamie
und Hyperglycamie; dies bringt zum Ausdruck, dass trotz der frequenten Futterung

die beabsichtigten metabolischen Konsequenzen erreicht wurden.
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Die individuelle Futterung jedes einzelnen Kalbes wurde durch das Anbinden der
Kalber zur Fultterung und die Zuteilung eines Trankeeimers zu jedem Kalb
gewahrleistet. Diese Art der Futterung hat, durch die Durchfihrung der Futterung
durch die Doktoranden, sehr gut funktioniert. Auf die Anwendung von
Trankeautomaten wurde verzichtet, da bei Futterung mit Nuckeleimern eine bessere
Uberwachung des Futterungsregimes und des Tierverhaltens gewahrleistet erschien.
Durch das individuelle Tranken jedes einzelnen Kalbes wurde die kontrollierte

individuelle Futterung in jeder Versuchsgruppe zuverlassig erreicht.

Bei den Tieren der Gruppe K-high zeigten sich Probleme in der Trankeaufnahme, als
die Menge an MAT 2,5 | pro Mahlzeit Uberstieg (12 | MAT/d). Daraufhin wurde die
Flissigkeitsmenge auf 10 I/d begrenzt, d. h. die MAT-Pulvermenge je Liter Wasser
stieg. Durch diese MaRnahme wurde die vollstandige Aufnahme wieder
sichergestellt. Es konnte der Schluss gezogen werden, dass bis zu sieben Wochen
alte Kalber eine maximale Trankemenge von 10 I/d in einer Konzentration von 188-
297 g/l Tranke aufnehmen kénnen. Bei der Fltterung von Mastkalbern wurde das
Prinzip der Steigerung der Trankemenge und -konzentration ebenfalls angewandt
(KAMPHUES et al. 1999). Die in der vorliegenden Studie hochste Konzentration von
297 g MAT/I wurde jedoch in der Mast, auch in der Endmast, nicht erreicht. Von
KAMPHUES et al. (1999) wurde eine Mengenbegrenzung der Flissigkeitsaufnahme
bei der Aufnahme von Vollmilch auf ca. 17 I/d genannt. Bei der Futterung von MAT
wurde eine maximale Flussigkeitsaufnahme von ca. 11 I/d angestrebt, dort wurde die
Konzentration angehoben (KAMPHUES et al. 1999). Dementsprechend wurden mit
einer Mengenbegrenzung auf 10 I/d und einer héheren Konzentration der Tranke in
der vorliegenden Studie die Moglichkeiten der Kalber ausgereizt. Die intensive
Fatterung der Kalber der Gruppe K-high lag z. T. Uber dem Niveau, welches

typischerweise in der Kalbermast angestrebt wird.

Das Futterungsniveau der Tiere der Gruppe K-low war im Empfehlungsbereich der

Literaturangaben. Fur Aufzuchtkalber wird empfohlen, bei zweimaliger Trankegabe



5 Diskussion Seite 108

100-125 g MAT/I und 3,5 I/Mahlzeit zu fluttern. Diese Angaben sind ohne
Beschrankung auf einen bestimmten Zeitraum gemacht. Es gibt jedoch genauere
Angaben, dass Aufzuchtkalber 10-15 % des Korpergewichts an Tranke pro Tag
erhalten sollen (KAMPHUES et al. 1999). Diese Angaben entsprechen dem
Fltterungsniveau, welches fur die Tiere der Gruppe K-low (Kontrollgruppe) gewahit
wurde. Durch die optimale Betreuung und Versorgung entwickelten sich diese
Kalber, hinsichtlich der Gewichtszunahmen und des Gesundheitsstatus, besser als
ein konventionelles Aufzuchtkalb. Hervorzuheben ist dabei, dass die hohen
Tageszunahmen trotz des Fehlens einer Beifltterung von Kraftfutter und Heu

erreicht wurden.

5.1.1.3 Durchfall

Im Experiment | (Gruppen K-low und K-high) traten bei einigen Tieren
Durchfallerkrankungen auf, die allerdings nur geringgradig waren und ohne Stérung
des Allgemeinbefindens abliefen. Zwischen den beiden Gruppen gab es keinen
Unterschied in der Haufigkeit und Dauer der Durchfalltage (Tab. 14 und 15) in
Versuchsperiode 1. In Versuchsperiode 2 hatten die Tiere beider Gruppen keine
Durchfallerkrankungen mehr. Bei keinem Tier dieser Gruppen trat Durchfall in den
letzten funf Tagen vor dem HGC auf; eine Beeinflussung der Versuchsergebnisse

durch Durchfallerkrankungen ist somit sehr unwahrscheinlich.

Auch bei den Tieren der Gruppe LL-high (Experiment Il) traten in Versuchsperiode 1
Durchfallerkrankungen auf (siehe 3.3.3.1). Es erscheint wahrscheinlich, dass dabei
die Fett-Supplementation des LL-MAT im Sinne einer Steatorrhoe eine Rolle spielte.
Bei der Art des Fettes handelte es sich um eine Mischung aus Palmdl und Kokosfett.
Die Verdaulichkeit dieser pflanzlichen Fette durch Kalber war offenbar relativ gering,
da ein groRRer Teil unverdaut Uber den Kot ausgeschieden wurde. In der Literatur wird
die Verdaulichkeit von Kokos- und Palmodl mit 92-96 % angegeben und damit nur
unwesentlich geringer als die von Milchfett mit 95-97 % (DAVIS und DRACKLEY

1998). Die geringere Verdaulichkeit des Fettes in dieser Studie kdnnte mit einer in
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den ersten Lebenswochen vergleichsweise geringen Lipase-Aktivitat und einer nicht
optimalen Emulgierung zu erklaren sein. Im Allgemeinen werden Pflanzenfette von
Kalbern junger als drei Wochen nur in geringem Malde verdaut. Deshalb werden
diese Fette in MAT flr Kalber erst ab der dritten Lebenswoche eingesetzt (DAVIS
und DRACKLEY 1998). Die Verfutterung vergleichsweise grof3er Fettmengen bereits
in den ersten drei Lebenswochen bietet somit eine Erklarung fir die etwas
haufigeren Durchfallerkrankungen bei den Tieren der Gruppe LL-high. Andererseits
war das Allgemeinbefinden der Tiere ungestort und es wurde sichergestellt, dass die
Tiere in den Vortagen der HGC’s nicht unter Durchfall litten. Auch fir die Kalber
dieser Gruppe ist somit eine Beeinflussung der Ergebnisse der Clamps durch

Diarrhoen nicht anzunehmen.

5.1.1.4 Haarausfall

Bei den Tieren der Gruppen LL-low und LL-high kam es in der ersten
Versuchsperiode zu Haarausfallen im Bereich von Anus und langer
Sitzbeinmuskulatur (vgl. Kap. 3.3.3.2). Wie beschrieben waren Haut und Haare an
allen anderen Korperstellen unbeeinflusst. Die Tiere waren im Allgemeinbefinden
ungestort, von einer negativen Beeinflussung der Kalber wird nicht ausgegangen. Mit
der Umstellung auf den konventionellen MAT wuchsen die Haare langsam wieder
nach. Die Ursache des Haarausfalls bei den Versuchskalbern ist ungeklart. Es wird
berichtet, dass MAT, die mehr als 2 % Walfett als Milchfettersatz enthielten, zu
einem ahnlichen Haarausfall fihrten (GRUNDER 2002). Als Ursache wurden eine
Fettstoffwechselstorung infolge ungenugender fermentativer Spaltung milchfremder
Fette (Walfett) und deren teilweise Ausscheidung uUber die Talgdrisen der Haut
angenommen. Eine weitere Maoglichkeit konnte sein, dass durch die dinne
Kotkonsistenz Gber mehrere Tage eine Reizung der Haut erfolgte, resultierend in
Haarausfall an der langen Sitzbeinmuskulatur. Postuliert wurde auch die Moglichkeit
des Mangels an essentiellen Fettsauren (Linolsaure, Linolensaure) bei alleiniger

Fltterung von Kokosfett.
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5.1.2 Durchfiihrung der Versuche

In Ubereinstimmung mit dem Ublichen Vorgehen bei der Durchfiihrung von Clamps
erhielten die Kalber am Morgen des Versuchtages keine Tranke, um eine
konsekutive Beeinflussung der Glucosehomdostase zu vermeiden. Uber die
Beeinflussung des Glucose-Insulin-Metabolismus durch eine Hungerperiode vor
einer Glucosebelastung gibt es unterschiedliche Angaben. McCANN et al. (1986)
fanden keine Beeinflussung der Insulin-Response auf eine intravendse Glucosegabe
bei normalgewichtigen Schafen, die entweder gefuttert waren oder 12-24 h
gehungert hatten. Bei gefutterten adipdsen Schafen war die Insulin-Response auf
Glucose allerdings groRer als bei adipdésen Schafen, die 12-24 h hungerten. HOVE
(1978) wies deutliche Unterschiede in der Reaktion auf eine Glucosegabe bei

gehungerten und nicht gehungerten Tieren nach.

Die Katheterisierung die Vv. jugulares externae der Kalber wurde fur HGC-1 und
HGC-2 am Vortag des Versuchs durchgefihrt, um jegliche Aufregung der Tiere - und
damit eine potentielle Beeinflussung des Glucosestoffwechsels - zu vermeiden. Die
Versuche wurden in demselben Gebaude durchgefuhrt, in dem die Kalber auch
aufgestallt waren und sie kannten das tagliche Anbinden am Strick. Psychische und
physische Erregung der Tiere wahrend des Versuchs wurden damit soweit wie
moglich vermieden. Fur den HGC-3 wurden die Katheter am Tag der
Versuchsdurchfihrung gelegt. Aufgrund der Grof3e der Tiere war es nicht mdglich,
die Katheter am Vortag zu legen, da diese haufig abknickten und nicht mehr
durchgangig waren. Die Blutprobenentnahmen fiir die Basalwerte begannen jedoch
frihestens 90 min nach der Katheterisierung, um eine Beeinflussung der Basalwerte

durch Aufregung auszuschliel3en.

Um eine Beeinflussung der Ergebnisse der Clamps durch die weiteren
experimentellen Untersuchungen (Abb. 2) zu verhindern, wurden die HGC'’s
frihestens funf Tage nach der Energierestriktion Uber 24 h durchgefihrt. Die

Reihenfolge der Versuche war zudem stets identisch.
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5.1.21 Hyperglycamische Clamps

Ziel war es, den basalen Blutglucosespiegel mittels Glucoseinfusion um 3,0-3,5
mmol/l zu erhéhen und auf diesem Level fir mindestens 40 min konstant zu halten.
Die Infusion wurde mit einer Infusionsrate von ca. 222 pmol/kg KGW/min (HGC-1,
HGC-2) begonnen. Im Durchschnitt wurde diese Rate Uber 5-8 min infundiert, bis der
Zielwert erreicht wurde. Die initiale Glucoseinfusionsrate fur HGC-3 lag bei ca. 90-
100 pmol/kg KGW/min. Danach wurde mit individuell unterschiedlichen Raten in
Abhangigkeit der gemessenen Blutglucosespiegel die Infusion fortgesetzt. Es wurde
eine Infusionszeit von mindestens 120 min gewahlt. Der hyperglycamische Clamp
stellt ein etabliertes Verfahren dar, weshalb die Versuchsvorhaben ohne
Komplikationen bei den Kalbern umgesetzt werden konnten. Die Intervalle zwischen

den Blutprobenentnahmen erwiesen sich als ausreichend lang.

Bei HGC-1 und HGC-2 ergab sich eine mittlere Infusionsdauer von etwa 200
Minuten. Auffallig war, dass ab etwa der 120. Minute die Glucosekonzentration im
Blut um etwa 2-3 mmol/l abfiel und die Glucoseinfusionsrate verandert werden
musste, um das angestrebte Ziel, 3,0-3,5 mmol/l Uber dem basalen Level zu liegen,

bei zu behalten.

5.1.2.2 Infusionsvolumen und Blutentnahmevolumen

Den Tieren wurden je Versuch 150-1000 ml Glucoselosung (40 % w/v) innerhalb von
zwei bis funf Stunden infundiert. Zur Blutabnahme wurden drei bis vier basale
Serumproben von je 10 ml entnommen sowie sechs bis achtzehn Serumproben von
je 10 ml wahrend der mehrstindigen Glucoseinfusion. Im Rahmen der
Probenentnahmen wurden dem Versuchstier ca. 140-200 ml Vollblut pro HGC
entnommen. Eine gerichtete Beeinflussung der zu messenden Parameter war durch

diese Menge nicht zu erwarten.
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51.3 Zusammenfassung

Die individuelle Fatterung mit Trankeeimern erwies sich als optimal; bei einer
Wiederholung sollte auch weiterhin auf eine Automatenfitterung verzichtet werden.
Die Grundlage des Versuchsdesigns war die unterschiedliche Futterung der Kalber,
diese konnte zu jeder Zeit sichergestellt werden. Die hyperglycamischen Clamps
wurden sowohl bei den jungen Kalbern als auch bei den Jungrindern ohne jegliche

Komplikationen durchgefuhrt.

Die Durchfihrung von zwei Experimenten (K-low vs. K-high und LL-low vs. LL-high)
war notwendig, da der LL-MAT erst etwa drei Monate nach Beginn der Versuche mit
dem K-MAT zur Verfugung stand; eine randomisierte Zuordnung der Kalber zu den
vier Futterungsgruppen war dadurch nicht mehr moglich. Berucksichtigt man jedoch,
dass alle Versuche unter vergleichbaren Bedingungen und in derselben Jahreszeit
stattfanden, so erscheint eine weitgehende Vergleichbarkeit der Versuchsergebnisse
dennoch erlaubt. Die urspringliche Absicht, den Gruppen K-low und LL-low bzw. K-
high und LL-high isoenergetische Rationen zu verabreichen, war andererseits
ohnehin nicht umsetzbar, da die Verdaulichkeit der LL-Rationen aufgrund des hohen
Fettanteils zu niedrig war, um flr die beiden Futterungslevel vergleichbare

Tageszunahmen zu erzielen.
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5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.21 Korrelation zwischen Geburtsgewicht und SSIK

Epidemiologische Studien aus der Humanmedizin zeigen Uberzeugend, ebenso wie
tierexperimentelle Studien, dass das Geburtsgewicht wesentliche Implikationen flr
die metabolische Konstellation des Neugeborenen bzw. die Glucose-Homobostase im
weiteren Leben hat (u. a. BARKER et al. 1993; ONG et al. 2004). Die Kalber, die in
der vorliegenden Studie eingesetzt wurden, hatten ein sehr unterschiedliches
Geburtsgewicht (zwischen 30,2 und 53,3 kg). Insofern wurde gepruft, ob sich
signifikante Beziehungen zwischen Geburtsgewicht und der letztlich entscheidenden
Kenngrofe des HGC, d. h. der steady-state Insulin-Konzentration (SSIK) nachweisen

lieRen.

Dabei ergaben sich keine Hinweise auf gerichtete Zusammenhange zwischen diesen
Parametern mit Ausnahme des HGC-1 bei der Gruppe LL-low (r=0,75; p=0,032)
(Abb. 5). Entsprechend erscheint es unwahrscheinlich, dass das Geburtsgewicht die

Ergebnisse der Clamps malgeblich beeinflusst hat.

Tab. 27: Korrelation des Geburtsgewichtes mit der SSIK;
HGC - hyperglycamischer Clamp; r — Korrelationskoeffizient; p —

Irrtumswahrscheinlichkeit

Gruppe HGC r p

HGC-1 0,32 0,444
K-low HGC-2 0,73 0,064
HGC-3 0,06 0,891
HGC-1 0,20 0,671
K-high HGC-2 0,32 0,484
HGC-3 0,15 0,730
HGC-1 0,75 0,032
LL-low | HGC-2 0,15 0,750
HGC-3 0,52 0,230
HGC-1 0,09 0,860
LL-high | HGC-2 0,18 0,699
HGC-3 0,04 0,940
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Abb. 5: Korrelation zwischen dem Geburtsgewicht und der SSIK aus HGC-1

der Gruppe LL-low

5.2.2 Gewichtsentwicklung

Bis zum Ende der Untersuchungen wiesen die Tiere der Gruppen K-low und K-high
hdhere tagliche Gewichtszunahmen auf als die Tiere der Gruppen LL-low und LL-
high. Die Kalber der Gruppe LL-low und LL-high wurden im Vergleich zu den Tieren
der beiden K-Gruppen wahrend der VP-1 unterernahrt. Sie konnten das als
Energietrager zugeflgte pflanzliche Fett nicht vollstandig verdauen und erhielten
aullerdem eine geringere Lactosemenge pro Tag. Diese Kalber erreichten in der

dritten Versuchsperiode nicht die Zunahmen der Kalber der K-Gruppen.

Die bei den Tieren der Gruppe K-high postprandiale, aber auch nlchtern
nachweisbare Hyperinsulinamie lasst sich durch die hohe Nahrstoffzufuhr wahrend
der ersten Lebenswochen erklaren. Aus der Literatur ist bekannt, dass bei
Rattenwelpen mit einer Hyperinsulinamie eine Hyperleptinamie sowie eine Resistenz
gegenuber Sattigungssignalen im Hypothalamus und damit eine Entwicklung von
Hyperphagie und Obesitas vorlagen (ONG et al. 1999; VICKERS et al. 2000;
BOULLU-CIOCCA et al. 2005). Es kdnnte auch bei den Tieren der Gruppe K-high
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eine Resistenz gegenuber Sattigungssignalen bestehen. Andererseits fallt auf, dass
die taglichen Zunahmen der Tiere der Gruppe K-low sich in der Versuchsperiode 3
nicht von denen der Kalber aus K-high unterschieden. Dies lasst sich interpretieren
als Hinweis, dass die Verdopplung der Lactosezufuhr zu keinen additiven Effekten
fuhrte. Das Unterschreiten der Lactoseversorgung der Gruppe LL-low scheint jedoch
zu lebenslangen Effekten auf die Gewichtsentwicklung zu fuhren. Es lasst sich auf
der Grundlage dieser Versuche jedoch nicht klaren, welche Ursachen dafur

verantwortlich sind.

5.2.3 Basalwerte der Experimente | und Il

5.2.3.1 Glucose

Die Referenzwerte fur Glucosekonzentrationen im Vollblut bei Kalbern sind mit 4,4-
6,9 mmol/l in der Literatur angegeben (KRAFT und DURR 1999). Die niedrigeren
basalen Glucosekonzentrationen in den HGC bei den Tieren aller Gruppen sind
durch den etwa neunstundigen Futterentzug vor dem Versuch zu erklaren. Die
deutlichen Unterschiede zwischen den Kalbern der Gruppen K-high und LL-low (3,8
+ 1,0 vs. 1,7 + 04 mmol/l) lassen erkennen, dass das unterschiedliche
Ernahrungsniveau auch im nuchtern Zustand die Blutglucosekonzentrationen
beeinflusste. Signifikante, gleichsinnige Unterschiede zwischen den Mittelwerten der
Tiere der verschiedenen Gruppen waren auch in den wodchentlich gemessenen
Glucosekonzentrationen nachweisbar. In Versuchen an Mastkalbern wurden
ebenfalls Erhdhungen der Blutglucose aufgrund intensiver Fltterung nachgewiesen
(HOSTETTLER-ALLEN et al. 1994; HUGI et al. 1998).

Die Hyperglycamie der intensiv gefutterten Aufzuchtkalber der vorliegenden Studie
blieb nach einheitlicher wiederkauergerechter Futterungsphase nicht bestehen; in
VP-3 waren die basalen Blutglucosekonzentrationen in allen Gruppen annahernd
gleich hoch. Die Werte aller vier Gruppen lagen im Rahmen des Referenzbereichs
fir Rinder zwischen 2,2-3,3 mmol/l (KRAFT und DURR 1999). Entsprechend I4sst
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sich schlussfolgern, dass eine langfristige Beeinflussung der Blutglucosespiegel
durch das Futterungsregime in den ersten Lebenswochen im Rahmen dieser Studie

nicht nachweisbar war.

5.2.3.2 Insulin

Die basalen Insulinkonzentrationen der Tiere aller Versuchsgruppen waren deutlich
niedriger als die von Mastkalbern, deren basale Insulinkonzentrationen bei 12 pU/ml
nach 15 h ohne Futter lagen (HOSTETTLER-ALLEN et al. 1994; HUGI et al. 1998).
Dies konnte auf Unterschiede in der Methodik der Insulinanalytik und auf die
unterschiedlichen Rassen zurickzuflihren sein. In der Literatur gibt es keine
vergleichbaren, ahnlich niedrigen basalen Insulin-Konzentrationen (vgl. Tab. 1).
Vergleicht man die konventionell bzw. lactosereich und intensiv geflutterten Kalber
mit den lactosearm ernahrten Kalbern, so zeigt sich, dass die basalen
Insulinkonzentrationen der Ersteren bis zu HGC-3 deutlicher anstiegen, als die der
LL-Kalber. Niedrigere basale Insulinkonzentrationen nach langerer einheitlicher
wiederkduergerechten Futterung sprechen fur eine bessere Insulin-Sensitivitat der

lactosearm ernahrten Kalber.

Verglichen mit den Insulinkonzentrationen der wochentlichen Blutproben, waren die
Werte in allen drei Versuchsperioden fur die Tiere der Kontrollgruppe (K-low) und der
beiden LL-Gruppen ahnlich der basalen Insulinkonzentrationen aus den HGC. Die
basalen Insulinkonzentrationen der Tiere der Gruppe K-high waren verglichen mit
den wochentlichen Ergebnissen deutlich niedriger, erst in VP-3 entsprachen die
Werte denen der wochentlich gemessenen Werten. Aus den Ergebnissen der
wochentlich entnommenen Blutproben ging hervor, dass Kalber die lactose- und
energiereich gefuttert wurden in der ersten Versuchsperiode im Vergleich zu den
Tieren der anderen Gruppen eine Hyperinsulinamie und Hyperglycamie aufwiesen,
die auch in VP-2 noch nachweisbar war. Die Kombination von Hyperinsulindmie und
Hyperglycamie spricht fur eine vorliegende Insulin-Resistenz. Der aus den
Basalwerten des HGC-1 bestimmte HOMA-Index fur die K-high Kalber zeigte
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ebenfalls einen hoheren Wert als der Index der Tiere der Gruppe K-low, was fir eine
geringere Insulin-Sensitivitat spricht. Die Kalber der Gruppen K-low, LL-low und LL-
high hatten demgegenuber vergleichbare, deutlich niedrigere HOMA-Indices, die
typisch sind fur eine hohe Insulin-Sensitivitat. Untersuchungen an Rattenwelpen, die
einen  kohlenhydratreichen  Milchersatz erhielten, wiesen ebenfalls eine
Hyperinsulinamie bei den betreffenden Rattenwelpen nach, die auch im
fortgeschrittenen Lebensalter bei diesen Tieren bestehen blieb. Die Ratten wurden
adipds und wiesen hdohere Wachstumsraten auf (SRINIVASAN et al. 2003). Bei den
Kalbern der Gruppe K-high blieb die Hyperinsulinamie allerdings nach der

Entwicklung zum Wiederkauer nicht bestehen.

Wahrend der Zeit der Milchfltterung hatten die Kalber aller Gruppen niedrigere
Insulinwerte als in VP-3, in der sie wiederkduergerecht geflttert wurden. Hbhere
basale Insulinspiegel in VP-3 sprechen fur die physiologische Verstarkung der
Insulinresistenz vom Monogastrier zum Polygastrier (GATFORD et al. 2004). Dies
stimmt mit den héheren HOMA-Indices bei Tieren aller Versuchsgruppen in VP-3

uberein.

5.2.3.3 NEFA

Die basalen NEFA-Konzentrationen unterschieden sich zwischen den konventionell,
intensiv und lactosereich und lactosearm ernahrten Kalbern. In HGC-3, wahrend der
wiederkauergerecht geflutterten Phase, waren die basalen NEFA-Konzentrationen in
allen vier Gruppen niedriger, als zu der Zeit der Milchtrankenfutterung. Als
Referenzwerte gelten in der Literatur fur Kalber < 100 ymol/l und fur Rinder bei < 600
pmol/l (ROSENBERGER 1990). Die Kalber aller Versuchsgruppen lagen in VP-1 und
VP-2 mit ca. 300-500 pmol/l deutlich Gber diesen Werten. Dies dirfte auf die
Lipomobilisation aufgrund der 12-stindigen Hungerperiode vor den Versuchen
zuruckzufuhren sein. Die basalen Werte der mit LL-MAT gefltterten Kalber lagen
tendenziell héher (300-400 umol/l) als die der mit K-MAT gefltterten Tiere (450-500

pmol/l). Die offenbar ausgepragtere Lipomobilisation der mit LL-MAT gefltterten
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Kalber lasst sich als Ausdruck geringerer Energiereserven in Form von Glycogen
interpretieren. Unterschiede in den basalen NEFA-Konzentrationen zwischen den
Versuchsgruppen waren in VP-2 und VP-3 nicht mehr nachweisbar. Eine
mittelfristige Beeinflussung der Lipomobilisation durch das Futterungsniveau in den

ersten Lebenswochen ist somit unwahrscheinlich.

In VP-3 waren die basalen NEFA-Konzentrationen bei allen Tieren niedriger als in
beiden vorangegangenen Versuchsperioden. Eine mogliche Ursache hierfir kdnnten
die hoheren basalen Insulinkonzentrationen der Kalber in HGC-3 sein, denn Insulin

hat eine ausgepragte antilipolytische Wirkung.

Trotz héherer basaler Insulinkonzentrationen der Kalber der K-Gruppen verglichen
mit den LL-Gruppen waren die basalen NEFA-Konzentrationen der K-Gruppen
hoher. Eine geringere antilipolytische Wirkung des Insulins bei Tieren, die in VP-1 mit
K-MAT gefuttert wurden, entsprechend einer peripheren Insulin-Resistenz, konnte
hierfur ursachlich sein. Dies wiederum konnte fur eine mogliche Programmierung des

Metabolismus sprechen.

5.24 Hyperglycamische Clamps der Experimente | und Il

5.2.41 Steady-state Insulinkonzentration

Die steady-state Insulinkonzentration (SSIK) wird als ein Mal} der pankreatischen
Insulinresponse gesehen (DEFRONZO et al. 1979). Die SSIK, und damit die
pankreatische Insulinresponse, unterschieden sich trotz unterschiedlicher Fltterung
in HGC-1 nicht signifikant zwischen den Tieren der Gruppen K-low und K-high. Dies
uberrascht, denn die basalen Glucosespiegel der Tiere der Gruppe K-high lagen
signifikant hoher als die der Kalber in Gruppe K-low. Offenbar war demnach die
Ansprechbarkeit der pankreatischen R-Zellen bei Tieren der Gruppe K-high

verglichen mit den Tieren der Gruppe K-low reduziert.
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Die SSIK der Tiere der Gruppen LL-low und LL-high war im HGC-1 nur etwa halb so
hoch wie die der mit K-MAT geflutterten Kalber. Zwar unterschieden sich die
Ergebnisse zwischen LL-low und LL-high nicht signifikant, dennoch war der

Mittelwert der SSIK bei den Tieren der Gruppe LL-low am niedrigsten.

Als mdgliche Ursache konnen die aus Untersuchungen an Ratten gewonnenen
Erkenntnisse herangezogen werden. Eine kohlenhydratreiche Futterung in den
ersten Lebenswochen induziert bei Rattenwelpen umfangreiche Umbauvorgange im
Pankreas. So werden vermehrt B-Zellen im Pankreas angelegt, die mehr Insulin
produzieren (SRINIVASAN et al. 2003). Im Umkehrschluss konnte eine postnatal
lactosearme Fltterung zu einer verminderten Zahl von B-Zellen im Pankreas und
somit zu einer verminderten Insulin-Sekretion fuhren. Diese verminderte Sekretion
koénnte auf einer verminderten Expression und Biosynthese von Praproinsulin-Genen

in den Inselzellen basieren.

Die SSIK der Tiere der Gruppe LL-high unterschieden sich in HGC-2 und HGC-3
nicht offensichtlich von den mit K-MAT gefutterten Tieren. Lediglich die Tiere, die in
der ersten Versuchsperiode am wenigsten Lactose erhielten (LL-low), hatten im
HGC-3 die niedrigsten SSIKs. Durch das in der ersten Versuchsperiode niedrige
Angebot an Lactose wurden in dieser Zeit wenige Kohlenhydrate aus dem
Verdauungstrakt resorbiert. Eine geringe Anflutung an Nahrstoffen im Portalblut
sorgte im Pankreas fur eine geringe Ausschuttung von Insulin. Da die
Hauptentwicklung des endokrinen Pankreas in der fetalen als auch in der neonatalen
Zeit stattfindet (HOLNESS et al. 2000; ONG et al. 2004), kénnte ein fur eine
Programmierung sensibles Zeitfenster getroffen worden sein mit Auswirkungen auf

das spatere Leben.

Als Vergleichsdaten fir Kalber liegen lediglich die schon mehrfach zitierten Studien
von Mastkalbern vor (HOSTETTLER-ALLEN et al. 1994; HUGI et al. 1998; vgl. Tab.
1). Die Vergleichbarkeit ist jedoch schwierig, denn die Kalber kamen erst mit 70 kg

KGW in den Versuch, also zum Zeitpunkt des HGC-2 in der vorliegenden Studie. Es
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wurden ebenfalls zwei Fltterungsniveaus gewahlt, eine Kontrollgruppe und eine
lactosereich gefutterte Gruppe (HUGI et al. 1998). Die von dieser Arbeitsgruppe
gewahlten Lactosekonzentrationen waren im Vergleich zu den Konzentrationen zum
gleichen Zeitpunkt bei den Tieren der Gruppen K-low und K-high wesentlich
niedriger. Die lactosereich gefltterten Mastkalber bekamen ca. 400 g Lactose/d (mit
70 kg KGW, d. h. 5-6 g Lactose/kg KGW/d). Die Mastkalber der Kontrollgruppe
bekamen zu diesem Zeitpunkt ca. 270 g Lactose/d (HUGI et al. 1998). Das in der
vorliegenden Studie gewahlte Fitterungsniveau war wesentlich héher (vgl. Tab. 7).
Die SSIK der Mastkalber von HUGI et al. (1998) waren deutlich héher als die der
Tiere der K-Gruppen. Dies konnte auch damit zusammenhangen, dass es sich um
verschiedene Rassen mit unterschiedlicher Nutzungsrichtung und damit auch

verschiedener Genetik handelt (Mastkalber vs. Aufzuchtkalber).

Andere Studien, die sich mit HGC bei Rindern beschaftigten waren schwierig zum
Vergleich heranzuziehen, da immer wiederkduende, z. T. trachtige oder laktierende
Rinder untersucht wurden (vgl. Tab. 1). Der HGC-3 der Tiere der konventionell
gefutterten Gruppe (K-low) kénnte mit den Ergebnissen der Versuche an nicht
laktierenden oder tragenden Rindern verglichen werden. Die SSIK der Tiere der
Gruppe K-low (SSIK 97,3 yU/ml) waren niedriger als bei nicht laktierenden Holstein
Klhen, die eine SSIK von 127 pyU/ml hatten (SANO et al. 1993). Die K-low Tiere
waren zum Zeitpunkt des HGC-3 jlnger als die von SANO et al. untersuchten Tiere.
Bei Studien an adipésen Kindern lagen hohere basale Insulinkonzentrationen im
Vergleich zu gesunden nicht adipdsen Kindern vor. Dies war auch beim Vergleich
zwischen den lactose- und energiereich und konventionell geflutterten Kalbern der
Fall. Allerdings waren auch die SSIK bei adipésen Kindern viel héher als bei nicht
adiposen Kindern (UWAIFO et al. 2002). Die Kalber der Gruppe K-high kdnnten mit
adipésen Kindern verglichen werden. Allerdings zeigten sich durch die intensive,
lactosereiche Futterung keine derartigen Veranderungen, die SSIK-Werte dieser
Kalber unterschieden sich nicht von den Tieren der K-low-Gruppe. Hohere basale
Insulin- und Glucosekonzentrationen sprechen fur eine grof3ere Insulin-Resistenz der

intensiv gefltterten Tiere. Die trotzdem nicht unterschiedliche SSIK konnte fur eine
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,Uberlastung“ der B-Zellen des Pankreas sprechen. Durch einen andauernden hohen
Glucosereiz am Pankreas konnte es auf der Rezeptorebene zu einer verminderten

Sensitivitat gekommen sein.

Mit der Entwicklung zum Wiederkauer stiegen bei den Tieren der Gruppen K-low, K-
high und LL-high von HGC-1 bis HGC-3 auch die SSIK. Lediglich bei den schon
erwahnten Tieren der Gruppe LL-low blieben die SSIK und damit die pankreatische

Insulin-Response auch in HGC-3 vermindert.

In HGC-3 unterschied sich die SSIK trotz der deutlichen Insulinresistenz verglichen
mit VP-1 und VP-2 nicht wesentlich von der SSIK in HGC-1 und HGC-2. Dies lasst
darauf schliel3en, dass die Insulinresistenz des adulten Wiederkauers vor allem auf
einer verminderten Ansprechbarkeit der peripheren Gewebe, nicht hingegen auf

einer reduzierten Response des Pankreas beruht.

5.24.2 SSGIR

Um die Erhéhung des Blutglucosespiegels um 3,0-3,5 mmol/l zu erreichen und
diesen konstant dort zu halten, waren bei den mit K-MAT gefutterten Tieren in HGC-
1 und HGC-2 etwa vergleichbare Glucosemengen erforderlich. In der dritten
Versuchsperiode (HGC-3) waren die SSGIR in beiden Gruppen ebenfalls identisch,
allerdings waren bei den jetzt herangewachsenen Rindern signifikant niedrigere
Glucosemengen erforderlich, um die Erhéhung des Blutglucosespiegels zu
erreichen. Dies konnte mit der Entstehung einer physiologischen Insulin-Resistenz
bei der Entwicklung zum Wiederkduer zusammenhangen. Es war also weniger
Glucose notig, um den Blutzuckerspiegel anzuheben, was daflr spricht, dass Insulin
nicht so effektiv wie wahrend der VP-1 und VP-2 die Aufnahme von Glucose aus

dem Blut in die Zellen induzierte.

Ein ahnliches Bild zeigte sich bei den Tieren der Gruppe LL-low und LL-high

(lactosearm ernahrt), obwohl in HGC-1 die Kalber der Gruppe LL-low eine signifikant
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niedrigere SSGIR hatten. In HGC-2 und HGC-3 waren die SSGIR der Tiere dieser
Gruppe auf einem ahnlichen Niveau wie die Tiere der konventionell und der intensiv
geflutterten Gruppen. Die Tiere, die am wenigsten Lactose erhielten (LL-low), hatten
allerdings, wenn auch nicht signifikant, Gber den gesamten Untersuchungszeitraum
niedrigere SSIK. Das kénnte heilden, dass die Tiere weniger Insulin im steady-state
produzieren, wodurch weniger Glucose notig ist, um das angestrebte Ziel der

Erhéhung zu erreichen.

Die intensive Futterung der Tiere der Gruppe K-high hatte scheinbar keine
Auswirkungen auf die SSGIR, da zu den Tieren der Gruppe K-low keine
Unterschiede bestanden. Verschiedene Studien an Rindern berichten von einer
vergleichbaren Erhéhung der Blutglucosekonzentration im HGC (vgl. Tab. 1). In der
Studie an mannlichen Mastkalbern wurde der Blutglucosespiegel um ca. 4,5 mmol/l
angehoben (HUGI et al. 1998), die basalen Glucosespiegel lagen allerdings ebenfalls
hoher als bei den Tieren der K-Gruppen und der LL-Gruppen. Es wurden dadurch
sehr hohe steady-state Glucosekonzentrationen erreicht, wodurch evtl. mit einer
Uberschreitung der Nierenschwelle gerechnet werden musste. Im Gegensatz dazu
erhoéhten HERZOG  (2001) und BERNING  (2004) die basalen
Glucosekonzentrationen nur um ca. 1,5-2,0 mmol/l, dort wurden allerdings adulte
Rinder in die Studie einbezogen. In einer Studie an Schweinen, als mit dem Kalb
vergleichbare Monogastrier, wurde ebenfalls eine Erhéhung von 3,5 mmol/l gewahit
(KJEMS et al. 2001). Bei den Schweinen der Studie lag die SSGIR, bei einer
Erhdhung des Blutglucosespiegels um 3,5 mmol/l, mit 69 pmol/kg/min in einem
Bereich der mit den Daten aus HGC-1 fur die Tiere der Gruppen der vorliegenden

Studie vergleichbar war.

5.2.4.3 Steady-state NEFA

Im Verlauf der Glucoseinfusion des HGC sanken die NEFA-Konzentrationen bei den
Tieren aller vier Gruppen signifikant ab. Dieser Effekt durfte vor allem auf der

antilipolytischen Wirkung des Insulins beruhen. Die Tiere aller vier Gruppen hatten
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vergleichbare Ergebnisse in der Absenkung der NEFA-Konzentration im steady-state
(etwa 83-91 %). In HGC-3 war die relative Absenkung der steady-state NEFA-
Konzentration signifikant niedriger als bei den beiden vorangegangenen HGC'’s, was
wiederum flr die Entstehung einer Insulin-Resistenz wahrend der Entwicklung zum
Wiederkauer sprechen konnte. Allerdings waren auch die basalen NEFA-
Konzentrationen in HGC-3 signifikant niedriger. Es fallt auf, dass bei den Tieren der
Gruppe, die am wenigsten Lactose erhielt, trotz niedrigerer maximaler
Insulinfreisetzung im steady-state die gleiche relative Absenkung der NEFA-
Konzentration erreicht wurde wie in den anderen Gruppen. Dies spricht trotz
niedrigerer Insulinkonzentrationen bei diesen Tieren verglichen mit K-MAT

gefltterten Kalbern, fur eine effektive antilipolytische Wirkung des Insulins.

5.2.5 Metabolische Programmierung von Kalbern

Grundsatzlich wurde schon mehrmals gezeigt, dass Wiederkduer zu programmieren
sind (vgl. 2.5.5). In einer Studie an Lammern, deren Mutter unter anderem in der
spaten Trachtigkeit unterernahrt wurden (intrauterine Programmierung), hatten die
ein Jahr alten Lammer eine Glucose-Intoleranz. Diese wurde im IVGTT bestimmt,
wobei die absolute Insulin-Sekretion erhéht war. Es wurde aullerdem eine
verminderte Dichte von GLUT-4 Transportern im Fettgewebe nachgewiesen
(GARDNER et al. 2005). Eine andere Arbeitsgruppe fluhrte vergleichbare
Untersuchungen an Lammern durch. Die Lammer unterernahrter Muttertiere waren
mit 19 Lebenswochen ahnlich Glucose-tolerant wie Kontrolltiere, aber die Insulin-
Sekretion, die mittels IVGTT bestimmt wurde, war niedriger (HUSTED et al. 2007). In
diesen Studien wurde gezeigt, dass bei Schafen eine langfristige metabolische
Programmierung durch das Futterungsniveau der Muttertiere wahrend der Graviditat

induzierbar ist.

In der vorliegenden Studie war es hingegen das Ziel zu priufen, ob die postnatale
Fltterung zu einer lebenslangen Programmierung fuhrt. Hinweise auf eine mogliche

Programmierung geben hier die unterschiedliche Gewichtsentwicklung der Tiere aller
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Gruppen sowie die Ergebnisse der hyperglycamischen Clamps. Die
Versuchsergebnisse zeigen, dass der pankreatische Response offenbar bei einer
extrem lactosearmen Ration in den ersten Lebenswochen mittel- und langfristig
reduziert bleibt.

5.3 Schlussfolgerungen

Anhand der Ergebnisse dieser Untersuchungen koénnen folgende Postulate

aufgestellt werden:

1. Kalber kénnen durch die postnatale Futterung metabolisch programmiert
werden.

Fir diese Hypothese spricht, dass der pankreatische Insulin-Response der Tiere der
Gruppe LL-low auch noch in VP-3 gegenuber den Tieren der anderen Gruppen
vermindert war. Aulderdem blieben die taglichen Zunahmen der Kalber der Gruppen,
die wenig Lactose postnatal erhielten, auch in VP-2 und VP-3 niedriger als die der K-
Gruppen. Werden die Tiere dieses Versuchs nach dem Kalben erneut untersucht, so
wird sich zeigen, ob sich diese Vermutung bestatigt. Es ist anderen Arbeitsgruppen
aullerdem bereits gelungen, Schafe durch das Ernahrungsniveau der Muttertiere
metabolisch zu programmieren (GARDNER et al. 2005; HUSTED et al. 2007).

2. Bei Kalbern, die postnatal nur geringe Mengen an Lactose erhielten, bleibt
der pankreatische Insulin-Response auch im spéateren Leben verglichen mit
adaquat erndhrten Kalbern reduziert

Der verminderte pankreatische Insulin-Response konnte auf Umbauvorgange im

Pankreas in der postnatalen Periode zuruckzufihren sein. Kohlenhydratreicher

Milchersatz in der Saugezeit fuhrte bei Rattenwelpen zu einer lebenslangen

Hyperinsulinamie. In isolierten Pankreaszellen von jenen 12 Tage alten
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Rattenwelpen war die Anzahl der Insulin-sezernierenden Zellen und damit die
Insulin-Sekretion signifikant erhoht (SRINIVASAN et al. 2003). Zieht man einen
Vergleich zu den Tieren der Gruppe LL-low in der vorliegenden Studie, die sehr
wenig Lactose in der ersten Trankeperiode erhielten, kdnnte auf einen gegenteiligen
Effekt geschlossen werden. Es kdnnte eine verminderte Anzahl an B-Zellen im
Pankreas vorliegen, wodurch die Insulin-Ausschuttung und damit auch die Insulin-
Biosynthese gegenuber den anderen Tieren vermindert waren. Es muss offen
bleiben, ob die beobachteten Unterschiede in der pankreatischen Insulin-Response

die Stoffwechselkonstellation der spateren Milchkuh signifikant beeinflussen.

3. Durch die unterschiedliche Futteraufnahme in den ersten Lebenswochen
wurden die taglichen Gewichtszunahmen auch im spateren Leben
beeinflusst.

Der Vergleich der beiden mit konventionellen MAT gefutterten Gruppen mit den

beiden lactosearm ernahrten Gruppen lie3 erkennen, dass die in den ersten sieben

Lebenswochen unterernahrten Kalber der LL-Gruppen niedrigere tagliche Zunahmen

auch im spateren Leben hatten. Diese Unterschiede koénnten durch die

Programmierung des Hypothalamus entstanden sein, wie sie von mehreren

Arbeitsgruppen schon beschrieben wurden (ONG et al. 1999; VICKERS et al. 2000).
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5.4 Ausblick

Da der verminderte pankreatische Insulin-Response der Kalber der Gruppe LL-low
auch in der dritten Versuchsperiode nachgewiesen wurde, gilt es die Frage in einer
neuen Studie zu klaren, inwieweit dieser verminderte Response auch nach dem
Kalben dieser Tiere bestehen bleibt und somit eine metabolische Programmierung
nachgewiesen werden kann. In diesem Zusammenhang sollten die Gewichts-
entwicklungen der Tiere weiter beobachtet werden, auch vor dem Hintergrund einer
Programmierung der Futteraufnahmekapazitat durch das postnatale
Fltterungsniveau. Zudem gilt es zu prufen, ob durch eine metabolische
Programmierung im Kalberalter die Stoffwechselsituation der spateren Milchkuh,

insbesondere in der kritischen Phase der Fruhlaktation, verbessert werden kann.
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6 Zusammenfassung

Katrin Réttjer (2007)

Auswirkungen der postnatalen Futterung auf den pankreatischen

Insulin-Response von Kalbern

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu prifen, ob der pankreatische Insulin-
Response bei Rindern kurz- und mittelfristig durch Menge und Zusammensetzung
der Tranke in der Neonatalperiode beeinflusst wird. Dazu wurde an 31 weiblichen
Kalbern der Rasse Holstein Friesian der pankreatische Insulin-Response mittels

hyperglycamischer Clamps (HGC) untersucht.

Einunddrei3ig neugeborene Kalber wurden in zwei Experimenten jeweils zwei
Versuchsgruppen zugeordnet. Im Experiment | wurde vom 2.-50. Lebenstag (LT;
Versuchsperiode 1, VP-1) ein konventioneller Milchaustauscher (K-MAT; 968 g/kg
Trockensubstanz (TS), 227 g/kg TS Rohprotein, 163 g/kg TS Rohfett, 71 g/kg TS
Rohasche, 572 g/kg TS N-freie Extraktstoffe) verfuttert. Die Tiere einer Gruppe
erhielten den K-MAT in einer Konzentration von 125 g MAT/I und einer Trankemenge
von 12 % ihres Korpergewichts (KGW) pro Tag (Gruppe K-low, N=8). Die Tiere der
Gruppe K-high (N=8) erhielten den K-MAT in doppelter Menge. Im gleichen Zeitraum
(2.-50. LT, VP-1) wurde im Experiment Il ein im Lactosegehalt reduzierter MAT (LL-
MAT; 960 g/kg Trockensubstanz (TS), 292 g/kg TS Rohprotein, 495 g/kg TS Rohfett,
39 g/kg TS Rohasche, 217 g/kg TS N-freie Extraktstoffe) verfittert. Die Tiere der
Gruppe LL-low erhielten den LL-MAT in einer Konzentration von 97 g MAT/l und
einer Menge von 12 % des KGW pro Tag (Gruppe LL-low, N=8), wahrend die Tiere
der Gruppe LL-high die doppelte Konzentration (Gruppe LL-high, N=7) erhielten. Die
Tiere aller vier Gruppen wurden im Mittel am 51. LT auf den konventionellen MAT
umgestellt und erhielten diesen weitere funf Wochen auf dem Futterungsniveau der

Gruppe K-low (Versuchsperiode 2, VP-2). Ab der zwolften Lebenswoche wurden alle
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Kalber abgetrankt und erhielten Mais-, Grassilage, Heu und Kraftfutter
(Versuchsperiode 3, VP-3). Am Ende jeder Versuchsperiode wurden
hyperglycamische Clamps durchgefuhrt (Experiment I: HGC-1: 35. LT; HGC-2: 63.
LT; HGC-3: 234. LT; Experiment Il: HGC-1: 33. LT; HGC-2: 61. LT; HGC-3: 233. LT).
Die Kalber wurden regelmafig gewogen, um eine optimale Anpassung der
Trankemenge an das Gewicht zu gewahrleisten und um die Gewichtsentwicklung

beurteilen zu konnen.

Ziel im HGC war es, die basale Glucosekonzentration Uber drei Stunden um 3,0
mmol/l durch eine die Infusion von Glucoselosung (40 % w/v) zu erhohen. Die
Bestimmung des pankreatischen Insulin-Response erfolgte im steady-state. Dieser
wurde in der letzten Stunde der Infusion erreicht (steady-state Glucose-
Infusionsraten (SSGIR) HGC-1 und -2: ca. 70-90 ymol/kg/min, SSGIR HGC-3: ca. 30
pmol/kg/min).

Der pankreatische Insulin-Response (steady-state Insulinkonzentration) war bei den
Tieren der Gruppen K-low und K-high in HGC-1 mit 53,4 (26,1/71,8) vs. 48,5
(43,5/68,6) pU/ml nicht unterschiedlich. In HGC-2 lag die SSIK bei (75,5 (565,1/109,0)
bzw. 56,6 (41,3/85,0) pU/ml). Die Werte im HGC-1 unterschieden sich nicht
signifikant von den Ergebnissen im HGC-2 und HGC-3 (97,3 (72,8/110,0) vs. 75,5
(63,2/126,6) pU/mil).

Der pankreatische Insulin-Response der mit LL-MAT gefutterten Kalber war in VP-1
geringer als der der mit K-MAT geflutterten Kalber. Die Mittelwerte des
pankreatischen Insulin-Response der Tiere der Gruppen LL-low waren in allen drei
HGC’s niedriger als die der Tiere der Gruppe LL-high, die Unterschiede erwiesen
sich jedoch nicht als signifikant (HGC-1: p=0,173; HGC-2: p=0,120). In HGC-1 lag
die SSIK der Tiere der Gruppe LL-low bei 18,8 (9,7/21,7) vs. 28,1 (22,9/30,2) pU/mi
bei den Tieren der Gruppe LL-high. In HGC-2 lagen die SSIK bei 56,5 (30,9/59,8) vs.
70,9 (47,6/110,1) pU/ml. In HGC-3 war die SSIK bei den Tieren der Gruppe LL-low
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statistisch tendenziell niedriger als bei den Tieren der Gruppe LL-high (41,1
(28,4/69,2) vs. 76,4 (57,7/118,0) pU/ml; p=0,096).

Im HGC-3 war der pankreatische Insulin-Response der extrem lactosearm
gefutterten Kalber (LL-low) niedriger verglichen mit den Tieren der anderen
Futterungsgruppen. Es lasst sich schlussfolgern, dass der pankreatische Insulin-
Response bei Rindern durch die postnatale Ernahrung der Kalber im Sinne einer

metabolischen Programmierung beeinflusst wird.
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7 Summary

Katrin Réttjer (2007)

Effects of postnatal nutrient supply on the pancreatic insulin response

of calves

The objective of this study was to elucidate the influence of amount and composition
of milk replacer fed in the neonatal period on pancreatic insulin response in cattle.
The experiments were carried out on 31 female Holstein Friesian calves. The
analysis of the pancreatic insulin response was evaluated using hyperglycaemic
clamps (HGC).

The 31 newborn calves were assigned to two experimental settings, each consisting
of two groups. In experiment | a conventional milk replacer (K-MR; 968 g/kg dry
matter (DM), 227 g/kg DM crude protein, 163 g/kg DM crude fat, 71 g/kg DM crude
ash, 572 g/kg DM nitrogen-free-extractives) was fed from day 2 -50 (trial period 1) to
one group in a concentration of 125 g/l and an amount of 12 % of body weight per
day (group K-low, N=8). The animals of group K-high (N=8) received the same MR,
feed twice the amount. In experiment Il a MR with reduced content of lactose (LL-
MR; 960 g/kg dry matter (DM), 292 g/kg DM crude protein, 495 g/kg DM crude fat, 39
g/kg DM crude ash, 217 g/kg DM nitrogen-free-extractives) was fed over the same
period (day 2-50 of life) to one group in a concentration of 97 g/l and an amount of 12
% of body weight per day (group LL-low, N=8). The animals of group LL-high (N=7)
received the same MR, feed twice the amount. With an average age of 51 days the
animals of all four groups were switched to conventional MR and their feeding was
on par with that of group K-low (Trial period 2) for another five weeks. With the 12"
week of life, all calves were weaned and received hay, corn silage and concentrate
(Trial period 3). At the end of each trial period hyperglycaemic clamps were carried
out (experiment |I: HGC-1: day 35; HGC-2: day 63; HGC-3: day 234; experiment Il:
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HGC-1: day 33; HGC-2: day 61; HGC-3: day 233). All calves were weighted regularly
to guarantee optimal adjustment of milk replacer intake to body weight and to

evaluate weight gain.

The aim of the HGC was to increase the basal glucose-level by 3,0 mmol/l through
an infusion of glucose solution (40 % w/v). The pancreatic insulin response was
assessed in a steady-state. The steady-state was reached in the last hour of the
infusion (steady-state glucose infusion rate (SSGIR) HGC-1 and -2: ca. 70-90
pmol/kg/min, SSGIR HGC-3: ca. 30 pmol/kg/min).

The pancreatic insulin response (steady-state insulin concentration, SSIC) of the
groups K-low and K-high in HGC-1 nearly reached the same level with 53,4
(26,1/71,8) vs. 48,5 (43,5/68,6) pU/ml. In HGC-2 the SSIC increased (75,5
(55,1/109,0) vs. 56,6 (41,3/85,0) pU/ml) and both groups reached their highest level
in HGC-3 (97,3 (72,8/110,0) vs. 75,5 (63,2/126,6) pU/ml). The pancreatic insulin
response of animals fed LL-MR was lower than that of animals fed K-MR. The means
pancreatic insulin response of group LL-low was beneath that of group LL-high in all
three HGC's, but no proof of significance was possible (HGC-1: p=0,173; HGC-2:
p=0,120). In HGC-1 the SSIC of group LL-low was 18,8 (9,7/21,7) pU/ml, while the
SSIC of group LL-high was 28,1 (22,9/30,2) pU/ml. In HGC-2 the SSIC was 56,5
(30,9/59,8) vs. 70,9 (47,6/110,1) yU/ml. In HGC-3 the SSIC of the animals of group
LL-low was of a lower level compared to the animals of group LL-high (41,1
(28,4/69,2) vs. 76,4 (57,7/118,0) pU/ml; p=0,096), but again no proof of significance

was possible.

These results lead to the interpretation that the animals which had the lowest

postnatal lactose intake also had the lowest pancreatic insulin response.

In conclusion metabolic programming of pancreatic insulin response is possible by

postnatal nutrition of calves.
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