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Vorwort

Die Leberverfettung ist bei hochleistenden Milchkiihen die wichtigste und haufigste
Parenchymveranderung der Leber. Sie tritt vor allem zu Beginn der Laktation auf. Im
fortgeschrittenen Stadium neigen Kiihe neben der Entwicklung einer Leberinsuffizienz
vermehrt zu metabolischen, infektiésen und reproduktiven Erkrankungen. Die hoch-
gradige Leberverfettung kann damit als Bindeglied zwischen den mit Graviditat, Geburt
und Puerperium fur das Muttertier verbundenen Anforderungen und den potentiell da-
raus erwachsenden Gesundheitsstérungen angesehen werden. Sie gewinnt damit ent-
scheidende 6konomische Bedeutung. Fur die Buiatrik ergibt sich ein Forschungsbe-
darf zur Verbesserung der Diagnostik, der weiteren Klarung der Pathogenese und der
Prufung von Therapieverfahren.

Die vorliegende Habilitationsschrift umfasst eine zusammenfassende Darstellung von
Untersuchungen zur nicht-invasiven Diagnostik des Leberfettgehaltes und zum hepa-
tischen Blutfluss bei Milchkiihen mit unterschiedlichem Leberfettgehalt. Dartiber hin-
aus wurde der Einfluss von Dexamethason, einem bei Stoffwechselerkrankungen des
Rindes etablierten Therapeutikum, auf die Glucosenettoabgabe in der Leber geprift.
Der Schrift liegen acht wissenschaftliche Arbeiten zugrunde. Diese sind als erfolgte
Veroffentlichungen (1-5, 7), als zur Veroffentlichung angenommenes (6) oder zur Pub-
likation vorbereitetes Manuskript (8) aufgenommen. Die den Studien zugrunde liegen-
den Untersuchungen an Milchkiihen waren dem Niedersachsischen Landesamt fur
Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit, Dezernat 33 Tierschutzdienst, Olden-
burg angezeigt (Az: 33.42502/06A372) oder von diesem als Tierversuch (Az: 33-
42502-05.08.05) genehmigt. Teile der Arbeit entstanden aus Dissertationsprojekten,
welche durch die H. Wilhelm Schaumann Stiftung, Hamburg, und die Studienstiftung
des Deutschen Volkes, Bonn, geférdert worden waren.

Die Schrift beginnt mit einer einleitenden Literaturtibersicht. Eine kurze Darstellung des
Studiendesigns und der Methodik sowie die wichtigsten Ergebnisse der einzelnen Ar-
beiten befinden sich im Abschnitt Ergebnisse. In diesem Teil der Arbeit wird auf eine
detaillierte Darstellung von Methoden und Ergebnissen verzichtet. Hierflr wird auf die
jeweiligen Publikationsmanuskripte verwiesen. Nach der Ergebnisdarstellung erfolgt

die studienibergreifende Diskussion des Gesamtprojekts der Arbeit.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Wesen und wirtschaftliche Bedeutung der Leberverfettung beim Milchrind

Mit der Leberverfettung oder fettiger Leberdegeneration wird die Uber die Norm er-
hohte Fetteinlagerung in das Leberparenchym bezeichnet. Ab etwa 5-6% des Leber-
trockengewichtes werden Fetttropfen in den Hepatozyten lichtmikroskopisch sichtbar
(Trautwein, 1991). Unterstellt man einen Wassergehalt im Lebergewebe von ca. 70%
(Devatkal et al., 2004), entsprache dies umgerechnet einer Masse von etwa
15 - 18 mg Fett pro g Leberfrischgewicht [fresh weight (FW)]. Physiologischerweise
befinden sich in den Hepatozyten des Rindes lediglich geringe Mengen an nicht pro-
teingebundenem Fett in Form mikroskopisch darstellbarer Fetttropfen. Sie werden bis
zu 6% des Lebertrockengewichtes als weitgehend physiologisch betrachtet (Christie,
1981; Furll, 1989). Grundsatzlich handelt es sich bei der erhéhten Fettablagerung in
die Hepatozyten um einen reversiblen Prozess. Dennoch ist sie Indikator fur eine Zell-
schadigung. Die Irreversibilitat der Verfettungen von Leberzellen ist lichtmikroskopisch
aufgrund regressiver Kernveranderungen (Pyknose, Karyorrhexis, —lyse) erkennbar
[=degenerative Verfettung (Trautwein, 1991)]. In diesen Fallen endet die initiale Zell-
funktionsstérung mit dem Absterben der Zelle. Der Ubergang von einer reparablen zur
irreparablen Funktionsstorung ist ebenso wie der zwischen physiologischer und patho-
logischer Leberverfettung flieBend (Trautwein, 1991). Da ein Grof3teil der Milchkihe
mit einer Leberverfettung auch eine Ketose entwickelt (Herdt, 2000), werden beide
Ublicherweise unter dem Begriff des Lipomobilisations- oder Fettlebersyndroms zu-

sammengefasst (Morrow, 1976; Gruffat et al., 1996).

Bei hochleistenden Milchkihen ist die Gbermaliige Fetteinlagerung die wichtigste und
haufigste Parenchymveranderung der Leber. Sie tritt vornehmlich in den ersten Lakta-
tionswochen auf (Morrow, 1976; Roberts et al., 1981; Bobe et al., 2004) und betrifft
etwa 50% der Kihe (Reid and Collins, 1980; Gerloff et al., 1984, 1986; Jorritsma et
al., 2001; Raoofi et al., 2001). Im Rahmen des Lipomobilisationssyndroms werden bei
Milchkihen vermehrt metabolische, infektiose und reproduktive Stérungen sowie Lab-
magenverlagerungen und Lahmheiten festgestellt. Dartber hinaus besitzen Kihe mit
hohem Leberfettgehalt die Pradisposition zur Entwicklung einer Leberinsuffizienz.
Durch die damit verbundenen Produktionsverluste, Behandlungskosten und vorzeitige

Verwertung betroffener Tiere gewinnt die Leberverfettung 6konomische Bedeutung
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Einleitung

(Morrow, 1976; Gerloff et al., 1986; Herdt, 1988; Rehage et al., 1996; Wensing et al.,
1997; Jorritsma et al., 2000; Bobe et al., 2004; Overton and Waldron, 2004; Dann et
al., 2005; Beever, 2006; Geelen and Wensing, 2006; Mulligan and Doherty, 2008; Duf-
field et al., 2009). Da sie vornehmlich als Ursache und Wegbereiter anderer Erkran-
kungen fungiert oder auch deren Verlauf erschwert und die Krankheitsdauer verlangert

(Hill et al., 1985), sind die durch sie verursachten Kosten schwierig abzuschatzen.

1.2. Atiologie und Pathogenese der Leberverfettung

Die Leberverfettung wird hauptsachlich auf eine negative Energiebilanz zuriickgefiihrt
(Block et al., 2001; Drackley et al., 2001; Grummer et al., 2004). Ursache ist, dass
Milchkihe den Bedarf an Glucose u.a. fur die Laktoseproduktion infolge geringer Re-
sorption aus dem Darm vornehmlich aus der Gluconeogenese in der Leber decken
(Reynolds et al., 1988; Aschenbach et al., 2010). Wahrend der Phase der negativen
Energiebilanz kann der Bedarf an Propionat als wichtigstem Vorlaufermolekul fur die
Gluconeogenese (Reynolds et al., 2003; Overton and Waldron, 2004; Larsen and Kris-
tensen, 2009) nicht mehr tUber die Resorption im Pansen gedeckt werden. Eine Ver-
knappung von Oxalacetat im Citratcyclus der Hepatozyten ist die Folge. Dieses Defizit
ruft eine hormonell induzierte Mobilisierung von korpereigenen Energiereserven, vor
allem eine Lipolyse hervor (Bell, 1995). Dabei werden in den Fettdepots verstarkt nicht
veresterte Fettsdauren (non-esterified fatty acids — NEFA) aus Triacylglycerol (TAG)
freigesetzt (Herdt, 2000). Gehen die Blutspiegel an Glucose und beim Wiederkauer
v.a. Propionat als Vorlaufer der Gluconeogenese zurtick, kommt es zu einer Reduktion
der Insulinfreisetzung aus den 3-Zellen des Pankreas (Aschenbach et al., 2010). Der
die Lipolyse hemmende Effekt des Insulins geht damit zuriick. Die Lipolyse wird ver-
starkt (Loffler et al., 1997). Normalerweise senkt Insulin, als wichtigstes anaboles Hor-
mon, den Blutglucosespiegel, indem es die Gluconeogeneserate in der Leber reduziert
und den Glucoseverbrauch in der Korperperipherie steigert. Aus Untersuchungen an
Kalbern und erwachsenen Schafen geht hervor, dass Insulin die Gluconeogenese in
der Leber nicht direkt senkt (Brockman and Laarveld, 1986a; Donkin and Armentano,
1995; Scheuer et al., 2006). Dieser intrahepatische Glucosestoffwechsel ist beim Wie-
derkduer wahrscheinlich nahezu insulinresistent (Donkin and Armentano, 1995;

Scheuer et al., 2006). Daher induziert Insulin eher die Umverteilung der
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Einleitung

Vorlaufersubstanzen der Gluconeogenese an die Muskulatur. Es kommt zu einer Re-
duktion der Aufnahme in die Leber (Brockman, 1978). Der Glucoseverbrauch in der
Korperperipherie wird durch gesteigerte Exprimierung des insulinabhangigen Gluco-
setransporters Typ 4 (GLUT-4) der Muskelzellen stimuliert (Friedman et al., 1991; Ma-
rette et al., 1992). Insulin reguliert auch die hormonsensitive Lipase im Fettgewebe. Es
stimuliert damit die Lipogenese und hemmt die Lipolyse (Drackley, 1999). Dariber
hinaus fordert Insulin die hepatische Enzymaktivitat der Reveresterung von NEFA zu
TAG (Zammit, 1996; Cardoniga-Valino et al., 1997). Mdglicherweise reduziert es tber
eine Verminderung der Carnitin-Palmitoyl-transferase 1 (CPT-1) vermittelten, mito-
chondrialen Aufnahme der NEFA deren hepatische mitochondriale sowie peroxiso-
male Oxidation (Lomax and Baird, 1983; Drackley et al., 1991; Zammit, 1996; Xu et
al., 2009; Aschenbach et al., 2010). Anders als beim Insulin steigen die Glucagonkon-
zentrationen im Blut bei niedrigem Blutglucosespiegel. Glucagon stimuliert die Lipolyse
im Fettgewebe und die Gluconeogenese in der Leber. Neben den Hormonen Insulin
und Glucagon greifen u.a. die Catecholamine, Epinephrin und Norepinephrin sowie
das bovine Wachstumshormon in die Regulation den Metabolismus des Fettgewebes
ein. Sie hemmen die Lipogenese und stimulieren die Lipolyse (Herdt, 2000). Die Plas-
makonzentrationen der NEFA korrelieren eng mit dem Grad der Fettmobilisation in den
Fettdepots des Organismus und der NEFA-Aufnahme in die Leber sowie deren oxida-
tiver Umsetzung (Bauman et al., 1988; Cadorniga-Valino et al., 1997; Reynolds et al.,
2003). In den Hepatozyten kénnen NEFA im Cytosol zu TAG reverestert oder als Acyl-
Coenzym A (CoA) Uber den Carnitin-Shuttle in die Mitochondrien Gberfihrt werden.
Dort werden sie in der Beta-Oxidation zu Acetyl-CoA gespalten und entweder gebun-
den an Oxalacetat in den Citratzyklus eingeschleust oder zu Ketonkérpern metaboli-
siert (Krebs, 1966; Baird, 1982; Drackley, 1999). Grundséatzlich wird nicht der Citratzyk-
lus, sondern die Gluconeogenese bevorzugt mit Oxalacetat bedient. Deshalb steht v.a.
unter den Bedingungen der hohen NEFA-Anflutung nicht genug Oxalacetat als Sub-
strat fur den weiteren Aufschluss des Acetyl-CoA zur Verfigung (Weekes, 1991;
Aschenbach et al., 2010). Demzufolge wird ein erheblicher Anteil davon zu Ketonkor-
pern [Aceton, Acetacetat, Beta-hydroxybutyrate (BHB)] verstoffwechselt oder zu TAG
reverestert (Krebs, 1966; Drackley, 1999). Letztere werden an Lipoproteine [haupt-
sachlich Very Low Density Lipoproteins (VLDL)] gebunden und aus dem Cytosol aus-
geschleust. Die Leber des Wiederkauers besitzt nur eine geringe Kapazitat zur Pro-
duktion und Sekretion von VLDL (Kleppe et al., 1988; Mazur et al., 1988; Pullen et al.,
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1989; Katoh, 2002). Bei einer hohen TAG-Produktion verbleiben diese daher zuneh-
mend im Cytosol und werden als Fetttropfchen gespeichert (Drackley, 1999; Herdt,
2000). Als Speicherform des Fettes innerhalb der Leberzelle hat TAG somit bei der
Verfettung des Organs eine besondere Bedeutung (Grummer, 1993; Drackley, 1999).

Schreitet die Fetteinlagerung in das Lebergewebe voran, nimmt neben dem TAG, auch
der Gehalt weiterer Lipidfraktionen z. B. Cholesterol, Cholesterolester und NEFA zu.
Lediglich die Konzentration an Phospholipiden bleibt nahezu unverandert (Brumby et
al., 1975; Reid et al., 1977; Collins and Reid, 1980; Bobe et al., 2004). Der Anteil der
TAG am Totallipid (TL)-Gehalt der Leber steigt aber zunehmend (Gaal et al., 1983;
Reid and Roberts, 1983; Herdt, 1988; Staufenbiel et al., 1993). Wobei insbesondere
bei hohen TL-Gehalten die Angaben der Literatur zur prozentualen Verteilung der Fett-
fraktionen erheblich variieren (Reid et al., 1977; Gaal et al., 1983; Drackley et al., 1991,
1992; Staufenbiel et al., 1991, 1992, 2007; Pershing et al., 2002; Selberg et al., 2005;
Carlson et al., 2006; Kalaitzakis et al., 2006, 2007; McFadden et al., 2008). So werden
ab TL-Gehalten des Leberparenchyms von ca. 100 mg/g FW zwischen 20% und 70%
TAG angegeben (Staufenbiel et al., 1992; Selberg et al., 2005; Kalaitzakis et al., 2006,
2007). Diese Unterschiede kénnen sowohl in der biologischen Varianz als auch in der
Genauigkeit der Analysenmethoden liegen. Wobei als Genauigkeit der Grad der Uber-
einstimmung zwischen gemessenem und richtigem Wert definiert ist (DIN, 1999). Er-
gebnisse werden dann als genau angesehen, wenn sie neben der guten Richtigkeit
eine hohe Prazision aufweisen. Leider werden in vielen Publikationen keine detaillier-
ten Angaben dazu und zur Analysenmethode gemacht, so dass eine weitere Interpre-

tation nicht vorgenommen werden kann.

1.3. Morphologische und hamodynamische Verdnderungen bei einer Fettein-

lagerung in die Leber

Triacylglycerol wird im Cytosol der Leberzelle in Form von Fetttrépfchen gespeichert
(Drackley, 1999). Diese Tropfchen fusionieren, beginnend aus Liposomen als kleine
membrangebundene Fettablagerungen, im endoplasmatischen Retikulum der Hepato-
zyten zu groéRReren Fetttropfen. Sie liegen dann frei, nicht membrangebunden im Zyto-
plasma (Grohn and Lindberg, 1982). Histologisch stellt sich die Fetteinlagerung initial
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kleintropfig dar. Nimmt die Fettspeicherung zu, konfluieren diese kleinen Tropfen zu
grolReren (Cebra et al., 1997; Kalaitzakis et al., 2007), und das Volumen der Hepato-
zyten nimmt zu (Reid and Collins, 1980; Johannsen et al., 1993). Im Leberlappchen
wird das Fett zunachst in die der Zentralvene (zentrolobulér) nahe liegenden Hepato-
zyten eingelagert. Anschlie3end folgen bei Fortschreiten der Fettspeicherung die Zel-
len der intermediaren und peripheren Lappchenzone. Héhergradige Leberverfettun-
gen sind histologisch meist durch eine panlobulare Fettverteilung gekennzeichnet
(Herdt et al., 1982; Cebra et al., 1997; Kalaitzakis et al., 2007). Innerhalb des Organs
wird das Fett homogen verteilt eingelagert. Fokale Leberverfettungen, wie von Mo-
hamed et al. (2004) beschrieben, sind beim Rind eher selten (Gréhn and Lindberg,
1982; Gaal and Husveth, 1983).

Wie Untersuchungen an geschlachteten oder sezierten Kilhen mit hochgradiger Le-
berverfettung belegen, verursacht die histologisch erfasste Hypertrophie der Hepato-
zyten eine makroskopisch nachweisbare Hepatomegalie (Reid and Collins, 1980; Jo-
hannsen et al., 1993; McGavin and Zachary, 2007; Braun, 2009). Die straffe, bindege-
webige Organkapsel (Liebich, 1999) verhindert bei Fortschreiten der Pa-
renchymschwellung eine unbegrenzte VergroRerung der Leber. Da bei gleichbleiben-
der Oberflache die Kugel der geometrische Koérper mit maximalem Volumen ist, &ndert
sich die Form des Organs. Die Leberrander stumpfen ab (Maxie, 2007; McGavin and
Zachary, 2007; Braun, 2009). Innerhalb des Organs kommt es, wie Untersuchungen
an Nagern und Menschen zeigen, infolge der Parenchymschwellung zu einem Druck-
anstieg mit einer Kompression der Sinusoide (Orrego et al., 1981). Sonographische
Untersuchungen ergaben, dass mit zunehmender Fetteinlagerung die Lumina der Le-
bergefal3e enger werden (lwao, 1987). Dies alles fuhrt offensichtlich zu einer Reduk-
tion der Makro- und Mikrozirkulation in der Leber (Seifalian et al., 1998, 1999; McCus-
key et al., 2004, Farrell et al., 2008). So sinken beim Menschen mit zunehmender he-
patischer Fetteinlagerung der an der V. portae dopplersonographisch gemessene ve-
nose Pulsatilitdtsindex (VPI), als Ausdruck einer Reduktion der Elastizitat der Gefal3-
wéande innerhalb der Leber, ebenso wie die Blutflussgeschwindigkeit in diesem Gefal3
(Gallix et al., 1997; Balci et al., 2008; Erdogmus et al., 2008). Vor allem die Mikrozir-
kulationsstérungen lésen lokale Ischamien aus (Sun et al., 2003). Beim Rind beschrie-
ben Grohn and Lindberg (1985) eine Zunahme des Hepatozytenvolumens und Kom-

pression der Sinusoide bisher lediglich bei Tieren mit unterschiedlichen Ketosegraden,
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ohne den Leberfettgehalt zusatzlich anzugeben. Allerdings wurde in sonographischen
Untersuchungen auch bei Rindern eine Abnahme des Anteils an Gefal3anschnitten im
Parenchym und die ausschliel3liche Darstellbarkeit grof3er Gefal3e mit zunehmender
Fetteinlagerung festgestellt (Braun, 1990). Da eine ungehinderte Perfusion entschei-
dend fur die Aufrechterhaltung der Organfunktion ist (Reynolds et al., 1994, 2003),
konnte dies die Zunahme der Leberinsuffizienz bei steigender TAG-Einlagerung teil-

weise erklaren.

1.4. Analyse des Leberfettgehaltes

Nach wie vor ist die Untersuchung von Leberbioptaten unentbehrlich fur die Erfassung
des Leberfettgehaltes (Morrow, 1976; Herdt, 1988; Bobe et al., 2004; Gelfert und Stau-
fenbiel, 2007). Da das eingelagerte Fett innerhalb des Lebergewebes weitgehend ho-
mogenen verteilt ist, genligen ein Bioptat und kleine Gewebemassen, um den Verfet-
tungsgrad des Gesamtorgans widerzuspiegeln (Grohn and Lindberg, 1982; Gaal and
Husveth, 1983; Herdt, 1988; West, 1990). Das Lebergewebe kann daher als Schneid-
nadelbiopsie enthommen werden (Gréhn and Lindberg, 1982; Herdt et al., 1983; Simp-
son, 1985; Buckley et al., 1986; Herdt, 1988; Scholz et al., 1989; Swanson et al., 2000).

Die Analytik des Leberfettgehaltes aus dem Bioptat kann histologisch (Collins and
Reid, 1980; Collins et al., 1985; Johannsen et al., 1988) oder biochemisch (Hara and
Radin, 1978; Bickhardt et al., 1988; Veenhuizen et al., 1991) erfolgen. Die Abschét-
zung des Lipidgehaltes lber die Anderung des spezifischen Gewichtes des Leberge-
webes (Flotationsmethode) spart die aufwendige histologische und biochemische Auf-
arbeitung des Bioptates. Sie ist damit ein zwar relativ grober, aber fir Praxisbedingun-
gen geeigneter Schnelltest (Herdt et al., 1983). Der Vorteil der Histologie liegt darin,
dass uber den Verfettungsgrad hinaus Gréf3e und Verteilung der Fetttropfen sowie
differentialdiagnostisch relevante pathomorphologische Veranderungen erkannt wer-
den kdnnen (Collins and Reid, 1980; Gaal et al., 1983). Der Vorteil der biochemischen
Anlayse besteht darin, dass im Gegensatz zu den beiden vorher genannten Verfahren,
TL und TAG direkt bestimmt werden konnen. Ublicherweise wird TL mittels organi-
scher Losungsmittel aus der Gewebeprobe extrahiert und gravimetrisch erfasst (Folch
et al.,, 1957; Atkinson et al., 1972; Hara and Radin, 1978). Daflr werden
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Gewebemassen von bis zu 1 g eingesetzt (Hara and Radin, 1978; Gaal et al., 1983;
Kalaitzakis et al., 2007). Fur die Analyse von TAG wird dieses zunachst enzymatisch
(Bucolo and David, 1973; Ziegenhorn, 1975; Bickhardt et al., 1988) oder biochemisch
(Chin et al., 1971; Soloni, 1971) durch Hydrolyse aufgespalten. Anschliel3end wird es
kolorimetrisch (Fletcher, 1968), fluorometrisch (Nemeth et al., 1986) oder mittels high
performance liquid chromatography [HPLC (Kruempelman and Danielson, 1982)]
quantitativ erfasst. Dies erfolgt Ublicherweise in Form von Glycerol unter Verwendung
kommerzieller Serum-Testkits (Fletcher, 1968; Foster and Dunn, 1973; Gaal et al.,
1983; Drackley et al., 1991, 1992). Dafur sind bisher Gewebemassen von bis zu 10 g
verwendet worden (Bulter et al., 1961; Bickhardt et al., 1988).

Die Lebergewebeentnahme mittels Feinnadelbiopsie stellt ein minimal-invasives Ver-
fahren dar (Scholz et al., 1989). Dennoch besteht die Gefahr von Infektionen und Blu-
tungen (Smart and Northcote, 1985; Smith et al., 1997; Swanson et al., 2000). Daruber
hinaus ist aus Untersuchungen an Menschen bekannt, dass es sich trotz Lokalanas-
thesie dabei um einen schmerzhaften Prozess handelt (Eisenberg et al., 2003). Neben
diesen Einschrankungen ist die Gewinnung und Analyse eines Leberbioptates mit ho-
hem Arbeits- und Zeitaufwand verbunden. Auch werden fokale Befunde im Leberpa-
renchym wie Granulome, Abszesse, leberegelbedingte Veranderungen und Neopla-
sien Uber eine einzige Biopsie meist nicht entdeckt (Pearson and Craig, 1980). Sie
setzen die Kombination von bildgebenden Verfahren, wie beispielsweise Ultraschall,

mit einer gezielten Punktion voraus (Braun, 2009).

Seit langerem wird daher auch bei Milchkiihen nach Alternativen zur Biopsie gesucht.
Versuche, den Grad der Leberverfettung tber Blut- oder Milchuntersuchungen sowie
Uber Body Condition Scoring oder Rickenfettdickemessungen abzuschatzen, lieferten
keine zuverlassigen Ergebnisse (Reid et al., 1983; Staufenbiel et al., 1993; Cebra et
al., 1997; Schroder and Staufenbiel, 2006). Daher gilt die biochemische Analyse des
Fettgehaltes aus invasiv entnommenen Bioptaten nach wie vor als Goldstandard fir

die Erfassung des Leberfettgehaltes.
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1.5. Methoden zur sonographischen Bestimmung des Leberfettgehaltes

Zur nicht-invasiven Gewebeanalyse innerer Organe hat sich die brightness mode (B-
Mode) Sonographie sowohl in der Human- als auch Veterinarmedizin bewahrt und
wurde bereits zur Bestimmung des Leberfettgehaltes beim Rind eingesetzt (Grote,
1992; Lauener, 1993; Acorda et al., 1994a; Delling, 2000; Bobe et al., 2008). Fir den
Kliniker ist von Vorteil, dass die Sonographie als bildgebendes Verfahren zusatzlich
zum geschéatzten Leberfettgehalt Hinweise auf fokale Veranderungen im Parenchym
sowie pathologische Veranderungen an LebergefalRen, V. cava caudalis und Gallen-
blase gibt (Braun, 2009). Die Anwendung der B-Mode-Sonographie in der Fettleberdi-
agnostik basiert auf zwei Hypothesen. Zum einen geht der Anstieg des Leberfettgeh-
altes mit einer GréfRen- und Formanderung des Organs einher (Morrow et al., 1979;
Reid and Collins, 1980; Iwao, 1987; Herdt, 1988; Johannsen et al., 1993; Maxie, 2007;
McGavin and Zachary, 2007; Braun, 2009), zum anderen fiihrt er zu einer Anderung
der Gewebeechotextur (Braun, 1990, 2009; Grote, 1992; Lauener, 1993; Acorda et al.,
1994a; Braun and Gerber, 1994).

Aufgrund der individuellen absoluten und relativen Schwankungen der Leberdimensi-
onen zwischen den Tieren, waren Versuche, den Leberfettgehalt Gber die sonographi-
sche Vermessung des Organs zu erfassen, nicht erfolgreich (Grote, 1992; Lauener,
1993; Delling, 2000). Erfahrungen aus B-Mode-Untersuchungen an der Leber zeigten,
dass die Echogenitat des Parenchyms mit steigendem Fettgehalt zunimmt. Sie er-
scheint im transkutan aufgezeichneten Ultraschallbild heller (Grote, 1992; Lauener,
1993; Acorda et al., 1994a; Delling, 2000). Von den anderen Texturparametern neh-
men Echodichte und Grobkérnigkeit des Echomusters (Grote, 1992; Lauener, 1993)
sowie Echoabschwachung bei vermehrter Fetteinlagerung zu (Delling, 2000). Unter-
schiede scheint es zwischen transkutan und intraoperativ mit direkt am Organ aufge-
setzten Schallkopf erhobenen Ultraschallbildern zu geben. So nimmt transkutan nur
die Echodichte, intraoperativ aber sowohl Echodichte als auch Grobkdrnigkeit der
Echos mit steigendem Fettgehalt zu (Delling, 2000). Insgesamt ist es aber auf der Ba-
sis subjektiv erhobener Echotexturparameter nur begrenzt moéglich, den Leberfettgeh-
alt vorherzusagen (Grote, 1992; Lauener, 1993; Acorda et al., 1994a; Delling, 2000).
Daruiber hinaus weist die subjektive Beurteilung von Leber-ultraschallbildern selbst bei
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erfahrenen Untersuchern hohe inter- und intraindividuelle Unterschiede auf, so dass

nur eine geringe Genauigkeit der Ergebnisse erreicht wird (Strauss et al., 2007).

Um die Ergebnisse der subjektiven Beurteilung des Leberfettgehaltes zu verbessern,
wurde die digitale quantitative Analyse von Ultraschallbildern in der Humanmedizin
mehrfach getestet. Die digitale Analyse verschiedener Echotexturparameter in B-
Mode-Bildern der Leber des Rindes erbrachte in der Klassifizierung des Leberfettgeh-
altes bisher nur méRige Erfolge (Acorda et al., 1994a; Bobe et al., 2008). So konnten
fur den Grauwert (Statistik 1. Ordnung) lediglich eine Sensitivitat von 38% und eine
Spezifitat von 88%, fir die Tiefendampfung der Ultraschallwellen von 65% und 85%
sowie in Kombination der Parameter von 38% und 100% erreicht werden (Acorda et
al., 1994a). Alternativ kdnnen neben der quantitativen Anderung von Echotexturpara-
metern (Statistik 1. Ordnung) auch deren raumliche Verteilung (Statistik 2. Ordnung)
oder beides in Kombination zur Vorhersage des Leberfettgehaltes herangezogen wer-
den (Bleck, 1998; Bleck et al., 2000). Letzteres wendeten Bobe et al. (2008) in einer
Untersuchung zum Leberfettgehalt bei Milchkiihen an. Sie fihrten eine zweistufige Be-
rechnung des Leberfettgehaltes aus 17 B-Mode-Echotexturparametern der ersten und
zweiten Grauwertstatistik durch. Im ersten Schritt schatzten sie den Grad der Le-
berverfettung unter Verwendung einer Diskriminanzfunktion innerhalb von vier Stufen
ein. Anschliel3end bestimmten sie den TAG-Gehalt innerhalb der ermittelten TAG-
Klasse mittels Regressionsanalyse. Bei der Unterteilung in vier Fettgehaltsstufen
konnte der Leberfettgehalt zu 82% vorhergesagt werden, bei zwei Stufen zu 92%. Die
hohe Zahl verwendeter Echotexturparameter und die Tatsache, dass fir jede Leber-
fettgehaltsklasse eine eigene Formel bendtigt wurde, machen dieses Vorgehen aller-
dings sehr aufwendig.

1.6. Erfassung des hepatischen Blutflusses

Fur die Erfassung der Leberdurchblutung ist die Indikatorverdinnungsmethode an
multikatheterisierten Tieren eine etablierte Technik. Vorausgesetzt, die Rate der Ex-
traktion des Indikators ist gleich der Infusionsrate, kann der Plasmafluss an der Leber
nach dem Fick’schen Prinzip aus den arteriellen und vendsen Indikatorkonzentratio-

nen berechnet werden (Katz and Bergman, 1969b). Unter Einbeziehung des
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Hamatokrits ist daraus die Berechnung des Blutflusses mdglich (Roe et al., 1966). Bei
Untersuchungen am Rind haben sich vor allem Para-Aminohippursaure (PAH) und
Bromosulphthalein als Indikatoren durchgesetzt (Huntington et al., 1990; Sangsri-
tavong et al., 2002; Reynolds et al., 2003; Kristensen et al., 2007). Bei dieser Methode
missen zu- (V. portae, A. hepatica) und abfiihrende (Vv. hepaticae) Lebergefalle ka-
theterisiert werden (Katz and Bergman, 1969a; Huntington, 1984). Die Applikation der
Verweilkatheter erfolgt im Rahmen einer Bauchhdhlenoperation in linker Seitenlage
unter Vollnarkose (Huntington et al., 1989). Auch die als alternativer arterieller Zugang
verwendete A. carotis externa muss operativ in die Unterhaut platziert werden (McDo-
well et al., 1966). Aufgrund der direkten Gefaldzugange besitzt die Methode den Vor-
teil, dass neben dem Blutfluss auch Stoffumsétze an der Leber erfasst werden kdnnen.
Solange die Katheter funktionsttichtig sind, kdnnen mit dieser Methode problemlos
wiederholte Messungen an einem Tier Uber einen langeren Zeitraum durchgefuhrt wer-
den (Eisemann et al., 1987; Huntington et al., 1989; Lapierre et al., 2000; Sangstri-
tavong et al., 2002; Reynolds et al., 2003; Kristensen et al., 2007). Von Nachtell ist,
dass der chirurgische Eingriff Stress fur das Tier bedeutet, und die Operationstechnik
schwierig und zeitaufwendig ist. Wie jede Abdominal-operation kann sie mit postope-
rativen Komplikationen, wie Peritonitis verbunden sein. Hinzu kommt die Gefahr des
irreparablen Ausfalls der Katheterfunktion (Huntington et al., 1989; Olesen et al.,
1989). Auch kdnnen die Katheter friihestens nach einer postoperativen Rekonvales-
zenz von sieben Tagen benutzt werden (Symonds and Baird, 1973; Huntington et al.,
1989). Eine temporare Anwendung zur Klarung pathophysiologischer oder pharma-
kotherapeutischer Fragestellungen am Patienten scheidet damit aus. Die Indikatorver-
dinnungsmethode setzt eine optimale Mischung des infundierten Farbstoffs und die
Bestimmung von dessen Konzentration wéhrend der Infusion voraus. Daher ist es
sinnvoll, den mittleren Fluss aus mehreren Entnahmezeitpunkten zu berechnen.
Pulsatile oder sich innerhalb von Sekunden oder Minuten abspielende Anderungen

des Flusses kénnen nicht erfasst werden (Eisemann et al., 1987).

Alternativ kdnnen operativ elektromagnetische oder dopplersonographische Flussson-
den direkt an der V. portae positioniert werden, um den hepatischen Blutfluss zu er-
fassen (Ashley et al., 1992). Bei ersteren wird der Blutfluss anhand der Anderung des
elektromagnetischen Feldes in einer das Blutgefald umgebenden stromdurchflossenen

Spule gemessen. Dies wurde bereits zur Messung der Leberdurchblutung bei Schafen
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(Prewitt et al., 1975), Ziegen (Barry et al., 1979) und Kéalbern (Durand et al., 1988;
Ortigues et al., 1995, 1996) eingesetzt. Dopplersonden nutzen den so genannten
Dopplereffekt. Dabei wird ein Ultraschallstrahl unter moglichst flachem Winkel auf ein
Blutgefald ausgesendet. Trifft er auf ein bewegtes Teilchen (Erythrozyten), erfahrt er
eine Frequenzanderung und wird reflektiert. Diese Frequenzverschiebung wird aufge-
zeichnet und dariber die Flussgeschwindigkeit des Teilchenstroms (Blutfluss) berech-
net (Dudwiesus et al., 1993). Vergleiche der mittels moderner elektromagnetischer
(Durand et al., 1988) oder Doppler-Sonden (Remond et al., 1998) erfassten Blutflisse
mit denen der Indikatormethode zeigten in Untersuchungen bei verschiedenen Spe-
zies an unterschiedlichen GefaRen, Geweben oder Organen eine gute Ubereinstim-
mung. Auch an der V. portae von Schafen (Remond et al., 1993) und Rindern wurden
derartige Sonden bereits zur Blutflussmessung eingesetzt (Durand et al., 1988;
Huntington et al., 1990; Girard et al., 2009). Sie haben den Vorteil, dass Flisse direkt
ohne chemische Analyse einer Indikatorsubstanz Uber langere Zeit aufgezeichnet wer-
den kdnnen und auch kurzfristige Flussanderungen relativ sensitiv erkannt werden (Ei-
semann et al., 1987; Durand et al., 1988; Girard et al., 2009). Sollen Stoffumsatze
erfasst werden, missen zusatzlich Gefal3zugange gelegt werden. Da aber die Son-
denplatzierung operativ erfolgt, wird dies in den meisten Fallen in einem Arbeitsschritt
durchgefiuihrt. Nachteile sind auch bei diesem Vorgehen der fiir die Operation notwen-
dige Aufwand und die damit verbundene Mdglichkeit von Komplikationen. Auch diese
Methode ist damit fir eine tempordre Anwendung am Patienten ungeeignet.

Als nicht-invasive Methode der Blutflussmessung hat sich die transkutane Dopplerso-
nographie bewahrt. Sie ermoglicht eine quantitative Analyse der Hamodynamik und
wurde bereits zur Messung des portalen Blutflusses in der Humanmedizin (Ignee et
al., 2002; O'Donohue et al., 2004; Balci et al., 2008; Erdogmus et al., 2008) und beim
Kleintier eingesetzt (Szatmari et al., 2003, 2004a, b; Sartor et al., 2010). Beim Rind
gibt es bereits zahlreiche dopplersonographische Untersuchungen u.a. am Herzen
(Buczinski et al., 2006; Hallowell et al., 2007), am Genitalapparat und am Euter (Hon-
nens et al., 2008a, b, 2009; Bollwein et al., 2010; Gotze et al., 2010). Die Lebergefalle
des Rindes wurden bisher mittels Dopplersonographie nicht untersucht. Von Vorteil ist
bei dieser Methode, dass es sich um ein real-time Verfahren handelt, welches primar
nicht-invasiv ist. Kurzfristige Flussanderungen kdnnen auch bei wiederholten Untersu-

chungen sicher erfasst werden. Allerdings ist es ohne weitere Katheterisierung von
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Gefallen nur moglich die Hamodynamik, nicht aber Stoffumséatze zu erfassen. Ebenso

ist die Methode fiir Langzeituntersuchungen ungeeignet.

1.7. Einsatz von Glucocorticoiden in der Behandlung des Lipomobilisations-

syndroms

In der Behandlung des Lipomobilisationssyndroms von Milchkiihen sind Glucocorti-
coide etabliert. Ihre klinische Wirksamkeit wurde mehrfach gepruft (Metzner et al.,
1993; Shpigel et al., 1996). Sie induzieren einen Anstieg der Glucose- und einen Abfall
der Ketonkorperkonzentration im Plasma (McDowell, 1983; Andersson and Olsson,
1984; Brockman and Laarveld, 1986b; Wierda et al., 1987; Shpigel et al., 1996; Maciel
et al., 2001; Jorritsma et al., 2004; Furll und Jackel, 2005). Die Aussagen der Literatur
zu den Effekten einer Glucocorticoidbehandlung auf die Stimulation der Gluconeoge-
nese beim Wiederkauer sind nicht kongruent. Vor allem in &lteren Arbeiten wurde eine
Anregung der Gluconeogenese in der Leber nach einer Behandlung mit Glucocorticoi-
den unterstellt (Baird and Heitzman, 1969; Hamada et al., 1987). Diese Theorie geht
auf Studien zurtick, die in vivo (Seitz et al., 1976; Allan and Titheradge, 1984; Fleig et
al., 1984) und in vitro (Exton et al., 1976; Krone et al., 1976; Sistare and Haynes, 1985;
Jones et al., 1993) an Ratten durchgefuhrt wurden. In den Untersuchungen an gesun-
den (Baird et al., 1968; Baird and Heitzman, 1969, 1970) und ketotischen (Baird and
Heitzman, 1971) Milchkiihen wurde nach Glucocorticoidbehandlung zunachst lediglich
eine Konzentrationserhéhung der Zwischenstufen des Citratzyklus in den Hepatozyten
festgestellt. Genannte Autoren konnten aber nicht in jedem Falle Steigerungen der
Aktivitaten der Schlisselenzyme der Gluconeogenese, wie von Jitrapakdee et al.
(1999), Pilkis und Granner (1992) oder Kraus-Friedmann (1984) beschrieben, nach-
weisen. Daher unterstitzten auch Baird und Heitzman bereits 1971 die von Bassett et
al. (1966) fur Schafe aufgestellte These, wonach die Hyperglycaemie nach Dexame-
thason (DEXA)-Behandlung auch beim Rind durch das Unvermdgen peripherer Ge-
webe bedingt ist, Glucose aufzunehmen. Jingere Untersuchungen an Kélbern unter-
mauerten diese Vermutung, da die hepatische Gluconeogenese durch Glucocorticoid-
behandlung nicht gesteigert werden konnte (Scheuer et al., 2006). Untersuchungen
an Hunden (Gauthier et al., 1986) und Nagern lassen sogar eine Verringerung der

Gluconeogenese nach Glucocorticoidbehandlung vermuten (Viana et al., 2006).
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Vergleichbare Untersuchungen zur Glucoseproduktion an der Leber des erwachsenen
Rindes unter Glucocorticoideinfluss fehlen bisher. Die Alternative, wonach die Reduk-
tion des Verbrauchs an Glucose in der Korperperipherie (Muskel- und Fettgewebe) fur
die Erhéhung der Glucoseblutspiegel nach Glucocorticoidbehandlung verantwortlich
ist (Bassett et al., 1966), wird durch die Erkenntnis bestatigt, dass es bei Ratten nach
Glucocorticoidapplikation zu einer peripheren Insulinresistenz kommt (Qi et al., 2004).
Mittlerweile haben Clamp-Untersuchungen an mehreren Spezies dies bestatigt, so
beim Menschen (Tappy et al., 1994; Andrews and Walker, 1999; Nicod et al., 2003;
Binnert et al., 2004), an Pferden (Tiley et al., 2007, 2008; Haffner et al., 2009), Hunden
(Chap et al., 1986), Kélbern (Sternbauer et al., 1998; Scheuer et al., 2006) und jungst
auch an Kuhen (Kusenda et al., 2011a). Die Hemmung der insulinabh&ngigen Glu-
coseverwertung nach Glucocorticoidbehandlung wird bisher mit einer Beeinflussung
des zellularen Glucosetransportsystems und einer Reduktion der intrazellularen Glu-

coseoxidation in diesen Geweben erklart (Tappy et al., 1994).

Als weiterer, klinisch positiver Effekt nimmt unter Glucocorticoidbehandlung der Leber-
Glycogengehalt zu (Baird and Heitzman, 1969; Furll und Furll, 1998). Zum Leberfett-
gehalt gibt es unterschiedliche Angaben. So konnten einige Autoren eine Abnahme
(Fiirll und Furll, 1998), andere wiederum keine Anderung feststellen (Jorritsma et al.,
2004). Auch zum Verhalten der NEFA-Konzentrationen im Plasma nach Glucocorti-
coidbehandlung differieren die Angaben. So sprechen einige Autoren von einer Ab-
nahme (McDowell, 1983; Andersson and Olsson, 1984; Brockman and Laarveld,
1986b; Wierda et al., 1987; Shpigel et al., 1996; Maciel et al., 2001; Furll und Jackel,
2005), andere Untersucher beobachteten keine Anderung der NEFA-Konzentration im
Plasma (Baird et al., 1972; Shpigel et al., 1996; Rehage et al., 2002; Jorritsma et al.,
2004). Ubereinstimmend wurde speziesiibergreifend eine Erhéhung des Insulinspie-
gels nach Glucocorticoidapplikation nachgewiesen [Hund (Chap et al., 1986); Mensch
(de Jongh et al., 2004); Rind (Hammon et al., 2003, 2005; Jorritsma et al., 2004; Furll
und Jackel, 2005)]. Diese Hyperinsulinaemie fuhrt aufgrund der antilipolytischen Wir-
kung des Hormons zu einer Reduktion der NEFA-Freisetzung aus den Fettdepots.
Ebenso wird dem Insulin eine Anregung der Glycogensynthese in der Leber unterstellt
(Baird and Heitzman, 1971; McDowell, 1983).
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Hinweise auf den Einfluss von Glucocorticoiden auf die Durchblutung der Leber gibt
es bisher lediglich aus der Humanmedizin. Demnach kommt es unter dem Einfluss von
endogenem Cortisol zu einer Erhdhung des Blutdruckes infolge eines positiven inotro-
pen Effekts am Herzen und einer Vasokonstriktion von peripheren Gefal3en (Andrews
and Walker, 1999; Dodt et al., 2009). Der physiologische Hintergrund dabei ist, den
lebenswichtigen, zentralen Organen, wie Leber und Gehirn, kurzfristig Nahrstoffe zur
Verfugung zu stellen. Die Erhéhung des Herzminutenvolumens (Sambhi et al., 1965)
und der Leberdurchblutung (Myers and Taylor, 1952) konnte auch nach Glucocorti-
coidbehandlung bestéatigt werden. Dartber hinaus wird Glucocorticoiden eine Damp-
fung der physiologischen vasodilatatorischen Effekte von Insulin an der Muskulatur
unterstellt (Scherrer et al., 1993). Beim Rind wurde bisher lediglich eine Reduktion der
Euterdurchblutung nach Glucocorticoidbehandlung festgestellt (Hartmann and Kron-
feld, 1973). Weitere Untersuchungen sind bis jetzt in der gesichteten Literatur (pub-
med-Suche am 23.1.2011 mit den Stichwdrtern: cattle, cow, blood flow, glucocorti-

coide, dexamethason) nicht vermerkt.
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1.8. Problemstellung und Zielsetzung

Aufgrund der Bedeutung des Lipomobilisationssyndroms fur die Milchkuh und des ak-
tuellen Wissensstandes zu diesem Thema ergeben sich aus klinischer Sicht fur die
folgende Arbeit zwei Ansatzpunkte. Zum Ersten sollen morphologische und hamody-
namische Veranderungen an der Leber von Kilhen mit Leberverfettung und zum Zwei-
ten Effekte der Ublicherweise bei Kiilhen mit Lipomobilisationssyndrom durchgefiihrten
Glucocorticoidbehandlung untersucht werden. Dariiber hinaus sollen die diagnosti-
schen Voraussetzungen geschaffen werden, um diese Fragestellungen zukutnftig auch
auf Bestandsebene zu bearbeiten.

Fur die Bearbeitung des Themas ist zunachst die genaue Kenntnis des Leberfettgeh-
altes des Einzeltieres Voraussetzung. Goldstandard dafur ist nach wie vor die bioche-
mische Bestimmung von TL und TAG im Lebergewebebioptat. Neben erhéhtem Ar-
beits- und Zeitaufwand fiir Gewinnung und Aufarbeitung grof3er Leberbioptate ist es
auch aus Griunden des Tierschutzes erstrebenswert, dabei die eingesetzte Bioptat-
menge ohne Verlust an analytischer Genauigkeit zu reduzieren. Dariiber hinaus be-
steht Bedarf an einer nicht-invasiven, real-time Methode zur Bestimmung des Leber-
fettgehaltes bei Milchkiihen, zum einen als Alternative zum Gewebebioptat, zum an-
deren als Verfahren zur routinemafigen Anwendung an gro3eren Tierzahlen im Be-
stand.

Obwohl die Zunahme der GréRe und Anderung der Form der Leber im Zusammen-
hang mit einer vermehrten Fetteinlagerung grundsatzlich vorausgesetzt wird, gibt es
bisher keine kontrollierten Studien, in welchen diese Hypothese an Kiihen bestétigt
wurde. Ebenso gibt es fiir das Rind keine Untersuchungen zum hepatischen Blutfluss
in Bezug zum Leberfettgehalt. Hinweise aus der Humanmedizin, wonach es in Abhan-
gigkeit vom steigenden Leberfettgehalt zu Anderungen des hepatischen Blutflusses
kommt, kdnnte einen Beitrag zur Klarung der Stérung der Leberfunktion beim Lipomo-
bilisationssyndrom leisten.

Nachdem die Effekte einer Glucocorticoidbehandlung auf die Glucoseutilisation mittels
Clamp-Technik bereits bei Kélbern und jingst auch Kihen untersucht wurden, fehlen
Studien zu deren Wirkungsweise an der Leber von Milchkihen. Aufgrund der zentralen
Stellung dieses Organs sind gerade derartige Untersuchungen sowie zur Physiologie
und Beeinflussbarkeit der Organfunktion von grof3em klinischen Interesse. Daher be-

steht Bedarf an der Entwicklung einer minimal-invasiven Untersuchungstechnik zur
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Erfassung der Nettoentnahme bzw. -abgabe von Substraten an der Leber, welche
auch temporar am Patienten eingesetzt werden kann und mit welcher derartige Fra-

gestellungen bearbeitet werden kdénnen.

Ziele der vorliegenden Arbeit sind daher:

= Etablierung einer genauen Analysenmethode fiir den Leberfettgehalt aus kleinen
Organproben mit geringer Masse

= Entwicklung einer auf der B-Mode-Sonographie basierenden digitalen Methode zur
nicht-invasiven Erfassung des Leberfettgehaltes

= Untersuchung der Veranderung der Leberdimension und —form sowie des hepati-
schen Blutflusses bei Kilhen mit unterschiedlichem Grad der Leberverfettung

= Entwicklung einer minimal-invasiven Methode zur Erfassung der Nettoentnahme
bzw. -abgabe von Substraten an der Leber

» Quantitative Erfassung der Glucosenettoabgabe an der Leber nach Glucocorticoid-

behandlung.
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2. Ergebnisse
2.1. Entwicklung einer Methode zur Analyse des Totallipid- und Triacylglyce-

rolgehaltes in der Leber bei Milchkiihen

Starke, A., A. Haudum, R. Busche, M. Beyerbach, S. Déanicke, and J. Rehage (2010).
Technical note: Analysis of total lipid and triacylglycerol content in small liver biopsy
samples in cattle. J. Anim. Sci. 88(8):2741-50

Das Ziel dieser Studie war es, eine Methode zur Analyse des Leberfettgehaltes aus
einer geringen Gewebemasse (<100 mg) zu entwickeln, welche hohe Préazision und
Richtigkeit der Ergebnisse gewahrleistet. Es sollte damit mdglich sein, sowohl den TL
als auch den TAG in zwei aufeinander folgenden Arbeitsschritten zu erfassen.

In einem ersten Teil der Studie wurden Lebergewebeproben von 10 Deutsch-Holstein-
Milchkihen mit linksseitiger Labmagenverlagerung (left side displaced abomasum -
LDA) zur Methodenentwicklung verwendet. Die Entnahme der Lebergewebeproben
erfolgte im Zuge der Omentopexie (Dirksen, 1967). Das Lebergewebestiick wurde bis
zur weiteren Verarbeitung bei —80 °C tiefgefroren. Der TL-Gehalt wurde gravimetrisch
und der TAG-Gehalt anschlieRend enzymatisch an einem Analysenautomaten aus
dem TL-Extrakt bestimmt. Fur die gravimetrische TL-Analyse in Milligramm pro Gramm
FW wurde TL aus der homogenisierten Gewebeprobe mittels Hexan:Isopropanol (3:2,
20 °C, 24 h) extrahiert. Die Routinemethode wurde durch einen zusatzlichen Hexanex-
traktionsschritt erganzt, um die Lipidextraktion zu optimieren. Im Anschluss wurde die
Lipidtrockensubstanz mit Hexan resuspendiert und dem TL-Gehalt entsprechend ali-
guotiert. Um eine vollstandige Hydrolyse der TAG sicherzustellen, wurden diese Ali-
quots unter Einsatz einer mikrobiellen Lipase und des Detergenz Nonaethylene glycol
monododecyl ether (Lubrol) 16 h inkubiert. Die enzymatische TAG-Analyse erfolgte
anschlieBend mittels eines kommerziellen Testkits. Zur Qualitdtskontrolle wurde Trio-
lein als interner Standard verwendet.

Wiederholte TL-Analysen (n = 3) von Gewebeproben der 10 Kihe (TL-Spannweite:
40 — 314 mg/g FW) ergaben einen mittleren Variationskoeffizienten (coefficient of va-
riation - CV) von 2,2%, wahrend die wiederholten TAG-Analysen (TAG-Spannweite:
4 — 260 mg/g FW) einen mittleren Intraday-CV von 2,5% (n =5) und einen mittleren
Interday-CV von 3,4% (n = 4) ergaben. Intraday-CV (n = 5) und Interday-CV (n = 4) fur
die wiederholten Messungen des TAG im Trioleinstandard waren <1% bzw. <3%. Die
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Wiederfindungsrate von TAG im Trioleinstandard variierte zwischen 99% und 103%.
Um die Methode an einer gréReren Menge an Proben zu verifizieren, wurden in einem
zweiten Teil der Studie TL und TAG aus Lebergewebeproben von 150 Deutsch-Hol-
stein-Kuhen bestimmt. Fir die TL-Analyse wurden drei, fur die TAG-Analyse funf Wie-
derholungsmessungen mit einem mittleren CV von <2,8% bzw. <1,5% durchgefuhrt.
Das Verhaltnis von TAG relativ zu TL nahm bis zu einem Scheitelpunkt, welcher bei
ca. 100 mg TL/g FW lag, linear zu. An diesem Punkt erreichte das Verhaltnis von TAG
relativ zu TL ein Plateau bei ca. 68%. Das zeigt, dass bei weiterer Zunahme des TL
ab diesem Punkt auch andere Fettfraktionen innerhalb der Leber akkumulieren. Mittels
eines broken-line Modells (r2=0,98) ist es mit sehr hoher Sicherheit mdglich, den
TAG-Gehalt aus dem TL-Gehalt zu berechnen. Ab einem TL von ca. 40 mg/g FW
weicht der berechnete TAG nur etwa £15% vom gemessenen TAG ab.

Die hier beschriebene Methode erméglicht somit, den TL- als auch TAG-Gehalt aus

einem Leberbioptat geringer Masse (<100 mg) mit hoher Genauigkeit zu bestimmen.
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2.2. Die computergestitze Analyse des Leberfettgehaltes bei Milchkiihen mit-
tels kalibrierter B-Mode-Ultraschallbilder

Thijssen, J. M., A. Starke, G. Weijers, A. Haudum, K. Herzog, P. Wohlsein, J. Rehage,
and C. L. De Korte (2008). Computer-aided B-mode ultrasound diagnosis of hepatic
steatosis: A feasibility study. IEEE Trans. Ultrason. Ferroelectr. Freq. Control.
55(6):1343-54

Starke, A., A. Haudum, G. Weijers, K. Herzog, P. Wohlsein, M. Beyerbach, C. L. De
Korte, J. M. Thijssen, and J. Rehage (2010). Noninvasive detection of hepatic lipidosis
in dairy cows with calibrated ultrasonographic image analysis. J. Dairy Sci. 93:2952—
2965

Weijers, G., A. Starke, A. Haudum, J. M. Thijssen, J. Rehage and C. L. De Korte
(2010). Interactive vs. automatic ultrasound image segmentation methods for staging

hepatic lipidosis. Ultrasonic Imaging 32:143-153

Das Ziel dieser Untersuchung war die Entwicklung und Etablierung einer auf der B-
Mode-Sonographie basierten, nicht-invasiven, computergestiitzten Methode zur Be-
stimmung des Leberfettgehaltes bei Milchkiihen. Die Studie gliedert sich in drei Ab-
schnitte. Zunachst wurde ein Computerprogramm [Computer-Aided Ultrasound Diag-
nosis (CAUS)] zur Analyse des Leberfettgehaltes an einer kleinen Tierzahl (n = 12)
entwickelt (Thijssen et al., 2008) und an einer gréReren Tierzahl tUberprift (n = 151)
(Starke et al., 2010b). Im Folgenden wurde weiter an Optimierung und Handhabung
des Programms CAUS gearbeitet (Weijers et al., 2010).

Fur die Entwicklung und weitere Uberpriifung der Methode wurden Deutsch-Holstein-
Kihe mit LDA verwendet. Die LDA wurde mittels Laparotomie und Omentopexie be-
hoben (Dirksen, 1967). Vor und wahrend der Operation wurden Ultraschallbilder
(n=5) von der Leber mit standardisierter Gerategrundeinstellung aufgezeichnet
(Power Vision 6000, Toshiba, Tokio/Japan, Konvexsonde; B-Mode, 4.2 MHz). Wah-
rend der Operation wurde eine Leberbiopsie entnommen. Der TAG-Gehalt diente als
Goldstandard des Leberfettgehaltes. In der pathohistologischen Untersuchung des Le-
bergewebes wurden Uber die Leberverfettung hinausgehende Parenchymverédnderun-

gen ausgeschlossen. Basierend auf den intraoperativ und transkutan aufgezeichneten
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Ultraschalldatensatzen (n = 12) wurde eine fur diese Anwendung spezifische Software
zur computergestitzten Ultraschallanalyse (CAUS) entwickelt. Dabei dienten ein kom-
merzielles Ultraschallphantom sowie Leberultraschallbilder von Kihen ohne ver-
mehrte Fetteinlagerung in die Leber zur Kalibrierung. Uber verschiedene innovative
pre- und postprocessing Schritte wurden die transkutanen Ultraschalldatenséatze bear-
beitet, um den Einfluss von aufnahme- und gerétebedingten Artefakten (tiefenabhén-
gige Speckleform, —grof3e und Grauwertddmpfung) sowie der Bauchwand (Grau-
wertddmpfung) auszuschliel3en. Dafir wurden die Bildgrauwerte in logarithmische
Echolevel (decibel, dB) tbertragen. Dies ermoglichte die Korrektur der transkutan auf-
gezeichneten Ultraschalldatensatze.

Im Ergebnis entstand ein Programm (CAUS), welches die Moglichkeit der nicht-inva-
siven Fettgehaltsvorhersage von transkutan aufgezeichneten B-Mode-Ultraschallbil-
dern auf der Basis kalibrierter Datensétze er6ffnet. Bei der Uberpriufung von CAUS an
den transkutan aufgezeichneten B-Mode-Bildern von 151 Deutsch-Holstein-Kiihen
(TAG-Spannweite: 4,6 — 292,4 mg/g FW) wurden hohe Korrelationen zwischen TAG
und den Ultraschallparametern mittlerer Echolevel (MeanEcho) (r = 0,59) und Resi-
dual attenuation (ResAtt) (r = 0,80) gefunden. Beide Parameter korrelierten auch un-
tereinander (r = 0,76). Die 151 untersuchten Kiihe wurden randomisiert in ein Trai-
ningsset (n = 76) und ein Testset (n = 75) unterteilt. Aus den Daten des Trainingssets
(n = 76) wurde mittels schrittweiser multipler Regressionsanalyse eine auf der Verwen-
dung von ResAtt (r> = 0,69) basierende Formel zur Vorhersage des TAG erstellt. Unter
Einbeziehung der berechneten TAG des Testsets (n = 75) wurde eine Receiver Ope-
rating Characteristic (ROC)-Analyse durchgefiihrt, um die Genauigkeit und den Vor-
hersagewert der Regressionsformel zu priufen. Die auf der ROC-Analyse basierende
Flache unter der Kurve fir die Unterscheidung verschiedener Fettgehaltsstufen war
0,94 (<50vs. 250 mg TAG/g FW), 0,83 (<100 vs. 2100 mg TAG/g FW) und 0,97
(<50 vs. >100 mg TAG/g FW). Im Folgenden wurde an den transkutan und intraope-
rativ aufgezeichneten Ultraschalldatensatzen (n = 151) geprift, inwiefern eine auto-
matische Selektion von Blutgefaf3anschnitten in den B-Mode-Bildern gleiche oder bes-
sere Ergebnisse als die manuelle Selektion liefert. Daftir wurden zunéchst die B-Mode-
Bilder unabhangig voneinander von zwei Untersuchern manuell mit CAUS ausgewer-
tet. Es konnte festgestellt werden, dass mit steigendem Leberfettgehalt weniger Ge-
faRanschnitte im Ultraschallbild sichtbar waren und damit weniger Bildanteile heraus-
selektiert werden mussten. Die entwickelte Methode zur automatischen Selektion der
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GefalRanschnitte wurde mit dem zeitaufwendigen, manuellen Prozedere verglichen.
Neben einer hohen Korrelation der Ultraschallparameter (MeanEcho: r = 0,99; ResAtt:
r = 0,98) zwischen den beiden Untersuchern, konnten im Vergleich zur manuellen Se-
lektion der Gefallanschnitte die Korrelationen der Parameter zum TAG noch verbes-
sert werden (MeanEcho: r = 0,63; ResAtt: r = 0,81).

Mit CAUS steht damit ein Computerprogramm zur digitalen Analyse von transkutan
aufgezeichneten Ultraschallbildern zur Verfliigung, welches es ermdéglicht, den Leber-
fettgehalt untersucherunabhéngig und nicht-invasiv zu erfassen. Durch die Verwen-
dung von ausschlief3lich ResAtt als einzigem Ultraschallparameter in der Regressions-
formel ist CAUS ideal fur die praktische Anwendung geeignet. Aufgrund der automati-
sierten Arbeitsschritte ist die Software benutzerfreundlich und fir den praktischen Ein-
satz zum Screening des Leberfettgehaltes im Rahmen der Gesundheitsiiberwachung
von Milchviehherden geeignet. Darlber hinaus hat diese Studie Modellcharakter fir

die Fettleberdiagnostik in der Humanmedizin.
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2.3. Sonographische Untersuchungen zu Form und Grof3e der Leber von

Milchkihen mit unterschiedlichem Leberfettgehalt

Haudum, A., A. Starke, M. Beyerbach, P. Wohlsein, and J. Rehage (2011). Ultraso-
nographic assessment of liver dimensions in dairy cows with different hepatic triacyl-
glycerol content. J. Anim. Sci. 89:1392-1400

Ziel der Untersuchung war es, die Anderungen von Form und GréRe der Leber von
Milchkiihen in Abhangigkeit vom TAG-Gehalt des Organs sonographisch zu erfassen.
Dartber hinaus wurde die Eignung der sonographisch erfassten Dimensionsparame-
ter zur Vorhersage des Leberfettgehaltes gepruft.

Die Untersuchung wurde an 133 Deutsch-Holstein-Kihen mit LDA durchgefihrt. Die
Tiere wurden mittels Omentopexie operiert (Dirksen, 1967). Die Leber der Tiere wurde
transkutan sonographisch untersucht (Power Vision 6000, Toshiba, Tokio/Japan, Kon-
vexsonde, B-Mode, 4,2 MHz), um raumfordernde Prozesse (Abszesse, Tumoren) in-
nerhalb des Organs auszuschlie3en. Dartber hinaus wurden der Leberwinkel am vent-
ralen Rand des Organs, die Dicke des Organs Uber der V. portae und der V. cava
caudalis sowie die Langenausdehnung der Leber im 10. und 11. Interkostalraum so-
nographisch vermessen (Linearsonde, B-Mode, 6 MHz). Eine intraoperativ enthom-
mene Lebergewebeprobe diente zur biochemischen Analyse des TAG (Starke et al.,
2010a) als Goldstandard fur den Leberfettgehalt sowie zum histologischen Ausschluss
von Uber die Fetteinlagerung hinausgehenden Parenchymveréanderungen. Die 133
Kihe (TAG-Spannweite: 5 - 292 mg/g FW) wurden in Abhangigkeit vom Leber-TAG-
Gehalt in vier Gruppen eingeteilt (TAG >150 mg/g FW, n = 32; >100 — 150 mg/g FW,
n = 34; 250 — 100 mg/g FW, n = 38; <50 mg/g FW, n = 29).

Zwischen den sonographisch erfassten Dimensionsparametern der Leber und dem
TAG wurden, wenn auch teils geringgradige, aber durchweg positive Korrelationen ge-
funden (r = 0,26 — 0,49). Das weist auf eine Zunahme der Lebergrol3e bei gleichzeiti-
gem Abstumpfen der Organrander mit zunehmendem Leberfettgehalt hin. Die mittle-
ren, sonographisch gemessenen Dimensionsparameter der Leber unterschieden sich
zwischen den Kihen der unterschiedlichen TAG-Klassen (P < 0,001), wobei die Tiere
in der Klasse mit einem TAG von >150 mg/g FW die hochsten Werte aufwiesen. Fir
die schrittweise multiple lineare Regressionsanalyse (r2 = 0,34, P < 0,001) ebenso wie

fur die schrittweise Diskriminanzanalyse wurden neben den im 10. Interkostalraum

31



Ergebnisse

erfassten Leberdimensionsparametern, lediglich das Alter der Tiere verwendet. Die
Ergebnisse der Regressionsanalyse zeigten, dass bei der Vorhersage des TAG die
TAG-Gehalte in den niedrigen Fettgehaltsstufen deutlich tGber- und in den hohen un-
terschatzt werden. Die, basierend auf der Diskriminanzanalyse, fur die Differenzierung
zwischen den TAG-Klassen ermittelten Sensitivitdten und Spezifitdten lagen bei 0,61
und 0,61 (<50 vs. 250 mg/g FW), 0,67 und 0,71 (<50 vs. 2100 mg/g FW), 0,83 und
0,82 (<50 vs. 2150 mg/g FW), 0,70 und 0,77 (<100 vs. 2100 mg/g FW), und 0,83 und
0,85 (<100 vs. 2150 mg/g FW).

Die Ergebnisse zeigten, dass die Leber des Rindes ab einem TAG von etwa 100 mg/g
FW an GroRe zunimmt, und die Organrander abrunden. Eine deutliche Zunahme die-
ser Formveranderung ist bei den Kihen mit dem ho6chsten Leberfettgehalt
(TAG >150 mg/g FW) zu verzeichnen. Aufgrund der hohen Varianz zwischen den Tie-
ren ist der diagnostische Wert dieser sonographisch erfassbaren GréRenzunahme des
Organs und Anderung des Leberwinkels zur Vorhersage des Leberfettgehaltes bei

Milchkthen jedoch begrenzt.
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2.4. Dopplersonographische Untersuchungen zum portalen Blutfluss bei

Milchkihen mit unterschiedlichem Leberfettgehalt

Starke, A., S. Schmidt, A. Haudum, T. Scholbach, P. Wohlsein, M. Beyerbach, and J.
Rehage (2011). Evaluation of portal blood flow using transcutaneous and intraopera-

tive Doppler ultrasonography in dairy cows with fatty liver. J. Dairy Sci. 94:2964-2971

Das Ziel der Untersuchung war es, den Blutfluss an der V. portae [portal blood flow
(PBF)] bei Kiihen mit unterschiedlichem Leberfettgehalt dopplersonographisch zu er-
fassen.

In die Studie wurden 80 laktierende Deutsch-Holstein-Kiihe vor dem 100. Laktations-
tag einbezogen. Alle Kuhe litten an einer LDA und wurden mittels Omentopexie ope-
riert (Dirksen, 1967). Vor der Operation wurde die Leber der Tiere transkutan sonogra-
phisch untersucht (Power Vision 6000, Toshiba, Tokio/Japan, Konvexsonde, B-Mode,
4,2 MHz), um Stauungserscheinungen an der V. cava caudalis und innerhalb des Or-
gans sowie raumfordernde Prozesse (Abszesse, Tumoren) im Parenchym auszu-
schlieRen. Daritiber hinaus wurden die Leberdimensionen sonographisch vermessen
(Haudum et al., 2011). Der PBF wurde dopplersonographisch sowohl transkutan als
auch intraoperativ direkt von der Leberoberflache aus erfasst. Die Blutflussgeschwin-
digkeiten [velocities (peak maximum (Vmax), peak minimum (Vmin), mean maximum
(vmean)] wurden aufgezeichnet und daraus der VPI berechnet. Da bei 58 der 80 Kuhe
wahrend der transkutanen Ultraschalluntersuchung kein Dopplersignal aufgezeichnet
werden konnte, wurden lediglich die intraoperativ aufgezeichneten Bilder weiter aus-
gewertet. Eine intraoperativ entnommene Lebergewebeprobe diente zur biochemi-
schen Analyse des TAG (Starke et al., 2010a) als Goldstandard fur den Leberfettgehalt
sowie zum histologischen Ausschluss von Uber die Fetteinlagerung hinausgehenden
Parenchymveréanderungen.

Die 80 Kuhe wurden ihrem Leber-TAG-Gehalt (TAG-Spannweite: 5 - 292 mg/g FW)
entsprechend in Fettgehaltsklassen eingeteilt (TAG >150 mg/g FW, n =27,
>100 — 150 mg/g FW, n = 18; >50 — 100 mg/g FW, n = 19; <50 mg/g FW, n = 16). Mit
zunehmendem TAG nahm bei den Tieren der VPI ab (r = -0,55). Der VPI unterschied
sich zwischen den Kihen der beiden hdochsten TAG-Klassen nicht, aber zwischen den
Tieren dieser Klassen und denen mit einer gering- bis mittelgradigen Leberverfettung.

Die Blutflussgeschwindigkeiten (Vmean, Vmin, Vmax) korrelierten negativ mit dem TAG-
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Gehalt (r =-0,26 bis -0,37). Die mittlere Blutflussgeschwindigkeit war bei den Kihen
der hochsten TAG-Klasse (>150 mg/g FW) am niedrigsten. Die Blutflussparameter
korrelierten negativ mit den Leberdimensionsparametern (r = -0,06 bis -0,35).
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der geringere VPI und die niedrigeren
Blutflussgeschwindigkeiten bei Kilhen mit vermehrter Fetteinlagerung ebenso wie de-
ren negative Korrelationen mit dem TAG-Gehalt durch eine reduzierte Elastizitat der
Gefal3e innerhalb der Leber (compliance) erklart werden kénnen. Offensichtlich beein-
flusst auch die Kompression der Sinusoide und der Blutgefal3e innerhalb der Leber die
Organdurchblutung. Diese Veranderungen sind wahrscheinlich auf die Pa-
renchymschwellung zurtickzufiihren. Sie werden besonders deutlich, wenn der TAG-
Gehalt 150 mg/g FW Ubersteigt.
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2.5. Entwicklung einer Methode zur minimal-invasiven Katheterisierung der
V. portae, V. hepatica, V. mesenterica cranialis und der Aorta abdomina-
lis zur quantitativen Erfassung des hepatischen Stoffwechsels bei Milch-

kiihen

Starke, A., K. Wussow, L. Matthies, M. Kusenda, R. Busche, A. Haudum, A. Beineke,
C. Pfarrer, and J. Rehage (2012). Minimally-invasive catheterization of the portal, he-
patic and cranial mesenteric veins and the abdominal aorta for quantitative determina-

tion of hepatic metabolism in dairy cows. Vet. J. 192:403-411

Das Ziel dieser Studie war die Etablierung einer minimal-invasiven Technik zur Kathe-
terisierung intraabdominaler Blutgefal3e, um Nettoentnahme bzw. -abgabe von Subs-
traten an der Leber quantitativ zu erfassen.

Am ersten Tag der Untersuchung wurde acht klinisch gesunden Deutsch-Holstein-K-
hen unter sonographischer Fihrung je ein Katheter in die V. portae, V. hepatica und
V. mesenterica cranialis implantiert. Ein weiterer Katheter wurde in die Aorta abdomi-
nalis gelegt. Die Durchgéngigkeit der Katheter wurde von Tag 1 bis 14 taglich gepruft.
Am sechsten Untersuchungstag wurde ein Versuch zur Erfassung der hepatischen
Glucosenettoabgabe sowie zur Laktat-, NEFA- und Sauerstoff (O2)-nettoentnahme
durchgefuhrt, um die Funktionsttichtigkeit der Methode zu testen. Daftir wurde die Le-
berdurchblutung tber die Indikatorverdiinnungsmethode (Indikator: PAH) bestimmt.
Zusatzlich wurden die Glucose-, Laktat-, NEFA- und Oz-konzentration in den kathete-
risierten zu- und abfiihrenden Lebergefal3en bestimmt. Die Nettoentnahme bzw. -ab-
gabe wurde mittels der Konzentrationsdifferenz am Organ und dem hepatischen Plas-
mafluss berechnet. Aus technischen Grinden wurden die Nettoentnahme bzw. -ab-
gabe nur bei sieben Tieren bestimmt. Am Tag 14 wurden die Kihe euthanasiert und
im Rahmen der Sektion die Katheterposition Uberprft sowie sdmtliche im Zusammen-
hang mit der Katheterisierung stehenden pathologischen Veranderungen erfasst.

Alle Katheter (n = 32) waren erfolgreich implantiert worden. Bis auf einen Katheter, aus
welchem ab dem achten Tag der Untersuchung kein Blut mehr aspiriert werden
konnte, blieben alle tiber den vierzehntagigen Versuchszeitraum funktionstichtig. Der
am sechsten Tag an der Leber gemessene portale Plasmafluss betrug 736 + 174 I/h,
der hepatische Plasmafluss 966 + 229 I/h und der arterielle Plasmafluss 230 + 152 I/h.
Letzteres entspricht einem arteriellen Anteil von 23 +14% am hepatischen
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Plasmafluss. Die berechnete hepatische Glucosenettoabgabe betrug 305 = 72 mmol/h
(n = 7). Die mittlere Energieaufnahme der Tiere korrelierte signifikant mit dem hepati-
schen Plasmafluss (r=0.91; P =0.004), der hepatischen Glucosenettoabgabe
(r=0.81; P=0.027) und der hepatischen Nettoentnahme von Laktat (r=-0.70;
P =0.08) bzw. Oz (r =-0.77; P = 0.039). Ebenso korrelierte die Glucosenettoabgabe
mit der Nettoentnahme von Laktat an der Leber (r =-0.92; P =0.004). Die Sektion
ergab, dass 31 der 32 Katheter korrekt im Gefald platziert wurden. Lediglich ein V.
mesenterica-Katheter lag in einer Schleife im Gefal3. Die Mindung des Katheters be-
fand sich 5 cm vor der Porta hepatis. Die Offnung des V. portae-Katheters mit Funkti-
onsverlust ab dem achten Versuchstag war durch eine Fibrinpfropf verschlossen. Im
Bereich des Eintritts der Katheter in die Leber waren auf der Organoberflache jeweils
geringgradige, umschriebene, fibrinése Perihepatitiden nachweisbar.

Die ultraschallgefiuihrte Katheterimplantation in die V. portae, V. hepatica und V.
mesenterica cranialis ebenso wie die Katheterisierung der Aorta abdominalis erwiesen
sich als sichere, minimal-invasive Technik, welche zur Erfassung der Nettoentnahme

bzw. -abgabe von Substraten an der Leber des Rindes geeignet erscheint.
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2.6. Der Effekt einer einmaligen Dexamethasonbehandlung auf den hepati-

schen Blutfluss und die hepatische Glucosenettoabgabe bei Milchkihen

Starke, A., K. Wussow, L. Matthies, M. Kusenda, A. Haudum, R. Busche, A. Beyer-
bach, M. Piechotta, H. M. Hammon, and J. Rehage (2011). Effect of a single dose
Dexamethason application on the hepatic blood flow and the hepatic glucose net out-

put in dairy cows. zur Publikation vorbereitet

Die positive klinische Wirkung einer Glucocorticoidbehandlung beim Lipomobilisati-
onssyndrom der Milchkiihe wurde mehrfach bestétigt (Abschnitt 1.6.). Nach wie vor
gibt es aber unterschiedliche Angaben zu den Effekten dieser Therapie auf Organ-
ebene. Mit der vorliegenden Arbeit sollte ein Beitrag zu deren Aufklarung geleistet wer-
den. So sollte untersucht werden, inwieweit DEXA, als synthetisches Glucocorticoid,
Einfluss auf die Glucose- und BHB-Nettoabgabe in der Leber nimmt, und ob sich die
Organdurchblutung unter der Behandlung &ndert.

Die Untersuchungen wurden an sieben gesunden, laktierenden, multikatheterisierten
[Publikation 6 (Starke et al., 2011b)] Deutsch-Holstein-Milchkiihen (Alter: 3.3 £ 0.1
Jahre, 365+ 44 Tage post partum, Korpergewicht: 552 + 28 kg, Milchleistung:
14.9 + 3.2 kg/d; Mittelwert + SEM) durchgefiihrt. Die Kiihe wurden in Einzelboxen ge-
halten und ad libitum gefiittert. Die Studie dauerte 12 Tage. Beginnend am sechsten
Tag nach der Katheterisierung wurden der hepatische Blut- und Plasmasfluss sowie
der Nettoumsatz [Publikation 6 (Starke et al., 2011b)] ausgewahlter N&ahrstoffe im
Plasma (Glucose, Lactat, NEFA, Cholesterol, BHB, Glycerol), O2 und Insulin vor (Tag
0) und dreimal nach (Tag 1, 2, 5) einer Behandlung mit Dexamethason-21-isonicotinat
(DEXA; Voren®, 100 ug/kg, Boehringer-Ingelheim, Ingelheim, intramuskular) be-
stimmt. Unter sonographischer Kontrolle wurden an den Tagen 0, 2 und 5 Lebergewe-
beproben entnommen und auf TL-, TAG- und Glycogengehalt untersucht.

Im Ergebnis der DEXA-Behandlung nahm der hepatische Plasma- und Blutfluss zu,
wobei der arterielle Anteil am hepatischen Blutfluss bereits zum ersten Tag nach Be-
handlung anstieg. Die Glucose- und Insulinkonzentrationen stiegen in allen untersuch-
ten Blutgefal3en bis zum zweiten Tag nach DEXA-Applikation an. Indess die Glucose-
konzentration danach zum flinften Tag absank, aber Giber dem Basalniveau blieb, hielt
der Anstieg der Insulinkonzentration an. Auch die Lactatkonzentration stieg nach der
DEXA-Applikation zunachst an, fiel aber dann bis zum flnften Tag ab. Die BHB-,
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NEFA-, Glycerol-, Cholesterol- und O2-Konzentrationen fielen nach DEXA-Applikation
ab. Die hepatische Glucosenettoabgabe nahm bis zum zweiten Tag nach DEXA-Be-
handlung ab und stieg am flnften Tag wieder auf das Basalniveau an. Der hepatische
Lactat- und NEFA-Nettoverbrauch blieben einen Tag nach der Behandlung unveran-
dert, nahmen aber dann bis zum funften Tag nach der Behandlung hin ab. Glycerol-,
BHB-, Cholesterol- und Insulinverbrauch blieben unverandert. Der hepatische O2-Net-
toverbrauch nahm einen Tag nach der Behandlung zu und blieb bis zum flinften Tag
nach der Behandlung auf diesem Niveau. Der Leberfettgehalt (TAG, TL) fiel nach der
DEXA-Behandlung bis zum siebenten Tag nach Behandlung ab. Der Glycogengehalt
im Lebergewebe stieg bis zwei Tage nach DEXA-Applikation an.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass es bei den Kihen der Untersuchung
nach DEXA-Behandlung zu einer Hyperglycaemie kam, diese aber nicht mit einer Er-
héhung der Glucosebereitstellung Giber eine Anregung der Gluconeogenese in der Le-
ber erklart werden kann. Die Glycogenreserven der Leber wurden aufgefillt, und es
kam eher zu einem Rickgang der Glucosenettoabgabe am Organ. Die Ergebnisse
weisen darauf hin, dass es nach DEXA-Behandlung zu einer insulinbedingten Reduk-
tion der Lipolyse und zu einer Stimulation der Utilisation von NEFA und BHB in der
Korperperipherie kommt. Die BHB-Nettoabgabe an der Leber wurde nicht beeinflusst.
Unter der Behandlung wurden die oxidativen Prozesse in der Leber forciert. Es wurde
mehr O2 verbraucht. Dass es auch zu einem Abbau an intrahepatischem Speicherfett
kam, konnte auf eine Anregung der Beta-Oxidation zuriickgefiihrt werden. Dies sowie
die Steigerung der Durchblutung der Leber kénnen Klinisch als positiver Effekt fir das

Organ gewertet werden.
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3. Ubergreifende Diskussion

3.1. Besprechung des verwendeten Patientengutes

Das Ziel der vorliegenden Habilitationsschrift, Untersuchungen zur nicht-invasiven Di-
agnostik des Leberfettgehaltes und zum Blutfluss an der Leber durchzufihren und die
bei Leberverfettung des Rindes auftretenden morphologischen und hamodynami-
schen Veranderungen an der Leber zu erfassen, setzte ein Patientengut mit unter-
schiedlichem Leberfettgehalt voraus. Da das Lipomobilisationssyndrom vor allem
Milchkihe in den ersten zwei bis vier Wochen nach der Abkalbung betrifft (Reid, 1980;
Gerloff et al., 1984, 1986; Jorritsma et al., 2001; Raoofi et al., 2001), sind Tiere in
diesem Laktationsstadium fur derartige Untersuchungen pradisponiert. Die LDA als
typische Erkrankung von Milchkihen in der Frihlaktation tritt in 57% der Félle bis zwei
und in 80% bis vier Wochen post partum auf (Constable et al., 1992; Wittek et al.,
2007). Darlber hinaus ist bekannt, dass eine LDA sehr haufig mit einer Leberverfettung
einhergeht, und bei Patienten mit LDA gering-, mittel- und hochgradige Leberverfettungen na-
hezu normal verteilt vorliegen (Herdt et al., 1982; Holtenius und Niskanen, 1985; Rehage et al.,
1996). Die Fetteinlagerung in die Leber ist bei Kilhen mit LDA ausgeprégter als bei solchen mit
einer rechtsseitigen Labmagenverlagerung (Holtenius und Niskanen, 1985; Taguchi et al.,
1992; Kretzschmar, 2007). Damit erfullen Kiihe mit LDA die VVoraussetzung als Modell fiir das
Lipomobilisationssydrom (Rehage, 1996). Die eigenen Untersuchungen zur Etablierung der
nicht-invasiven Diagnostik wurden an 151 Deutsch-Holstein-Kiithen mit LDA und einem
sehr  breiten Leberfettgehaltsspektrum  (Abschnitt 2.2.; TAG-Spannweite:
4,6 — 292,4 mg/g FW) von fehlender bis hochgradiger Fetteinlagerung durchgefuhrt.
Sie waren damit fUr die Bearbeitung der vorliegenden Fragestellung optimal geeignet.
Fur die Entwicklung einer Methode zur nicht-invasiven Diagnostik des Leberfettgehal-
tes und die Erfassung des Blutflusses an der Leber bedarf es neben Tieren mit ver-
schiedenen Leberfettgehalten auch der Aufnahme von moéglichst artefaktfreien B-
Mode- und Doppler-Ultraschallbildern. Da vor allem die unterschiedlich dicke Bauch-
wand der Tiere die Bildqualitat negativ beeinflusst (Gerber, 1993; Delling, 2000; Zamir
et al., 2003; Publikation 1, Thijssen et al., 2008), empfiehlt sich die Bilderfassung direkt
am Organ. In Voruntersuchungen an euthanasierten Tieren stellte sich heraus, dass
post mortem nicht nur die perkutane Aufzeichnung der Hamodynamik erwartungsge-
mank unmoglich war, sondern aufgrund von massiven Artefakten auch die Gewebetex-

tur der Leber nicht beurteilt werden konnte. Daher erforderte die Fragestellung eine
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Aufzeichnung von intraoperativen Ultraschallbildern am lebenden Tier. Aufgrund der
in der hiesigen Klinik ohnehin routinemaf3ig durchgefiihrten Laparotomie von rechts
[Omentopexie nach Dirksen (1967)] sind Patienten mit LDA fur die Durchfuhrung der
intraoperativen B-Mode- und Doppler-Ultraschalluntersuchung der Leber gut geeignet.
Neben den genannten Anforderungen an Patienten und Methode, setzt die Analyse
eines Gewebebioptats zur Bestimmung des Fettgehaltes der gesamten Leber eine ho-
mogene Verteilung des eingelagerten Fettes innerhalb des Organs voraus. Frihere
Untersuchungen ergaben, dass dies bei Kiihen gewéhrleistet ist (Grohn and Lindberg,
1982; Gaal and Husveth, 1983; Herdt, 1988; West, 1990). Eine geeignete Methode,
dies zu Uberpriufen, ware die Sektion der Tiere (Trautwein, 1991). Bei der vorliegenden
Arbeit handelte es sich aber um in vivo-Untersuchungen. Alternativ wurden daher die
Kuhe klinisch untersucht, und die Leber wéhrend der Laparotomie beurteilt. Des Wei-
teren wurde eine sonographische Grunduntersuchung der Leber durchgefihrt, und
eine Gewebeprobe histologisch beurteilt. Alle diese Untersuchungen dienten auch
dem Zweck, weitere, Uber eine reine Fettspeicherung hinausgehende Parenchymer-
krankungen, welche ggf. die Leberfunktion, -form und Hamodynamik beeinflussen
konnten, bestmdglich auszuschlieRen. So kdnnen beispielsweise mittels B-Mode-So-
nographie fokale Veranderungen des Leberparenchyms besonders wahrend einer in-
traoperativ durchgefuihrten Untersuchung mit hoher Sicherheit erkannt werden
(Delling, 2000; Braun, 2009). Bei den in die Studie einbezogenen Kihen gab es weder
wahrend der intraoperativ direkt am Organ, noch wahrend der transkutan durchgefthr-
ten, sonographischen Grunduntersuchung des Parenchyms Hinweise auf fokale Ver-
anderungen (Abschnitt 2.2.). In der histologischen Untersuchung der Lebergewebe-
proben (n = 151; Abschnitt 2.2.) lag bei den Tieren mit nachweisbarer Fetteinlagerung
(n=127) in jedem Fall eine gleichmalige Fettverteilung vor. Unter den gegebenen
Voraussetzungen kann daher davon ausgegangen werden, dass das ausgewahlte Pa-
tientengut fur die Durchfihrung der Untersuchungen zur Leberverfettung des Rindes
geeignet war.

Fir die Untersuchungen zur Etablierung einer minimal-invasiven Technik der Kathe-
terplatzierung in V. portae, V. hepatica, V. mesenterica cranialis und Aorta abdominalis
sowie zu den Effekten einer Glucocorticoidbehandlung bei Kiihen, wurden Tiere ver-
wendet, bei welchen die Abkalbung bereits langer zurlck lag. Dies wurde gemacht, da
Milchkihe in diesem Laktationsstadium weniger anfallig fur Erkrankungen sind, und

sich Milchleistung und Futteraufnahme tber den Versuchszeitraum von zwei Wochen
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kaum &ndern (Grummer, 1995; Goff and Horst, 1997; Drackley, 1999; Grabowski,
2000). Diese Tiere sind daher fur eine derartige Pilotstudie sehr gut geeignet. Auch
wenn die Ergebnisse zu Nettoentnahme bzw. -abgabe von Substraten und Blutfliissen
an der Leber noch an Kihen anderer Laktationsstadien und an Tieren, welche am
Lipomobilisationssyndrom erkrankt sind, Gberpruft werden missen, sind die nachge-

wiesenen Behandlungseffekte prinzipiell Gbertragbar.

3.2. Analyse des hepatischen Triacylglycerolgehaltes als Goldstandard fur

den Grad der Leberverfettung

Untersuchungen zur nicht-invasiven Diagnostik des Leberfettgehaltes und zur Le-
berverfettung bei Milchkiihen an sich setzen neben geeignetem Patientengut eine ge-
naue Methode voraus, den Leberfettgehalt zu bestimmen. Da in Publikationen zu die-
sem Thema fast ausnahmslos keine detaillierten Angaben zur analytischen Prozedur
oder zur Genauigkeit der Methode gemacht wurden, wird im ersten Teil der Arbeit (Ab-
schnitt 2.1.) die Etablierung einer Methode zur Bestimmung des Leberfettgehaltes vor-
gestellt. Zudem werfen die bisherigen Untersuchungen zur Leberverfettung bei Milch-
kihen die Fragen auf, inwieweit die analytische Genauigkeit der eingesetzten Analy-
severfahren ausreichend war [Publikation 2, Abbildung 1; (Starke et al., 2010a)], und
welcher genauen Dynamik die eingelagerten TAG im Lebergewebe bei zunehmender
Leberverfettung folgen. Die Methode sollte dariber hinaus die Bedingung erfillen, TL
und TAG in einem analytischen Ansatz unter Verwendung von maximal 100 mg Ge-
webe sicher zu erfassen, um die minimal-invasive Schneidnadelbiopsie (Scholz et al.,
1989) als Entnahmetechnik anwenden zu kénnen.

Bei der eingesetzten Methode wurde zunachst TL aus dem Lebergewebe extrahiert
und gravimetrisch quantifiziert [modifiziert nach (Hara and Radin, 1978)]. Aus dem TL-
Extrakt wurde im Anschluss TAG enzymatisch am Analysenautomaten gemessen (Ab-
schnitt 2.1.). Mit intraday CV’s <3% und interday CV's <4% fir TL, TAG und den mit
gemessenen Triolein-Standard sowie Wiederfindungsraten fir TAG um 100% hat sich
die Methode als prazise und richtig herausgestellt. Sie ist dartber hinaus bei kleinen
Gewebemassen bis 100 mg FW einsetzbar und erfullt damit die fur die weiteren Un-
tersuchungen zur Leberverfettung gestellten Anforderungen (Abschnitte 2.2. — 2.6.).
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Zur Frage nach der Dynamik des Leber-TAG-Gehaltes bei zunehmendem TL ist zu
sagen, dass die in der Literatur beschriebene sehr enge lineare Korrelation zwischen
beiden Parametern (Gaal et al., 1983; Reid and Roberts, 1983; Herdt, 1988; Staufen-
biel et al., 1993), auch in der vorliegenden Studie bestatigt wurde [r? = 0,97; Publika-
tion 2 (Starke et al., 2010a)]. Bisher war allerdings beim Rind unbekannt, dass der
proportionale Anteil von TAG an TL [Publikation 2; Abbildung 4 (Starke et al., 2010a)]
zunéachst linear ansteigt, dann jedoch ab Leber-TL-Gehalten von etwa 100 mg/g FW
nahezu konstant bei ca. 70% bleibt. Eine derartige Abweichung vom kontinuierlichen
Anstieg des eingelagerten Speicherfettes wurde bisher nur fir Ratten beschrieben
(Gauthier et al., 2004). Es ist also davon auszugehen, dass sich bei hochgradiger Le-
berverfettung neben der weiteren absoluten Zunahme des TAG-Gehaltes auch ver-
mehrt Nicht-TAG-Lipide in den Hepatozyten anreichern. Die Untersuchung der Mecha-
nismen, welche dieser Verteilung und der Begrenzung des TAG-Anteils an TL zu-
grunde liegen, war nicht Gegenstand dieser Arbeit. Auch bleibt die Frage nach der
genauen Zusammensetzung des Nicht-TAG-Anteils und, inwieweit sich die Verschie-
bung des Verhéltnisses zwischen den als TAG gebundenen und den anderen Lipid-
fraktionen auf Zellstoffwechsel, -integritat und —funktion ausibt, offen. Aus der Human-
medizin gibt es Hinweise, wonach die Lipotoxizitat, als wesentlicher atiologischer Fak-
tor im Rahmen der Steatohepatitis des Menschen, nicht an die Zunahme an intrazel-
lular gespeichertem TAG, sondern an die nicht-TAG-Fettsdauremetaboliten gekoppelt
ist (Neuschwander-Tetri, 2010a, b). Das neue Wissen um die Dynamik der Fetteinla-
gerung und die Kenntnis, dass Kiihe mit zunehmendem Leberfettgehalt zur Entwick-
lung einer Leberinsuffizienz neigen (Herdt, 1988; Rehage, 1996), lasst ahnliche Rick-
schliisse beim Rind zu. Inwieweit dies allerdings wirklich Einfluss auf die Pathogenese
des Lipomobilisationssyndroms der Milchkiihe nimmt, kann bisher nicht beantwortet
werden. Von praktischer Relevanz ist die Beobachtung insofern, als unter Verwendung
eines Broken-Line Modells eine Regressionsgleichung entwickelt wurde, mit welcher
der Leber-TAG-Gehalt aus dem TL-Gehalt oder umgekehrt, mit sehr hoher mathema-
tischer Sicherheit (r2 = 0,98) berechnet werden kann. Damit wird die Bestimmung ei-
nes der beiden Parameter (TL, TAG) entbehrlich, was den analytischen Aufwand in

wissenschaftlichen Studien reduziert.
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3.3. Sonographie als nicht-invasive Moéglichkeit zur Analyse des Leberfettgeh-

altes

Der Versuch, den Leberfettgehalt anhand der Grof3en- und Formveranderung des Or-
gans (Maxie, 2007; McGavin and Zachary, 2007; Braun, 2009) zu erfassen, scheitert
nach wie vor an den hohen absoluten und relativen individuellen Schwankungen [Pub-
likation 5 (Haudum et al., 2011)]. Das Vorgehen lieferte damit trotz einer Weiterent-
wicklung in der Ultraschallgeratetechnik keine zuverlassigen Ergebnisse und besta-
tigte die Erfahrungen friiherer Untersuchungen (Grote, 1992; Lauener, 1993; Delling,
2000). Daher sollte die sonographische Beurteilung der Gewebetextur des Leberpa-
renchyms bei Kiihen unterschiedlicher Fettgehaltsstufen Basis dieser Diagnostik sein.
Derartige Versuche lieferten auch bei Rindern bereits vielversprechende Ergebnisse
(Braun, 1990, 2009; Grote, 1992; Lauener, 1993; Acorda et al., 1994a, b; Braun and
Gerber, 1994; Delling, 2000; Bobe et al., 2008). Ziel war es, neben den aus der sub-
jektiven Beurteilung von Leberultraschallbildern resultierenden inter- und intraindividu-
ellen Unterschieden (Strauss et al., 2007), auch die untersuchungs- und geréatebeding-
ten Artefakte sowie den Einfluss der Bauchwand des Tieres zu eliminieren. Daher
wurde speziell fur diese Anwendung eine Analysesoftware CAUS entwickelt [Abschnitt
2.2. (Thijssen et al., 2008)]. Bei diesem Programm wurde im Unterschied zu bisherigen
Studien (Acorda et al., 1994a; Gaitini et al., 2004, 2005; Bobe et al., 2008) zuné&chst
eine Kalibrierung des Ultraschallgerates durchgefiihrt. Dartiber hinaus beinhaltet das
Programm auf der Basis von intraoperativ und transkutan aufgezeichneten Ultraschall-
datensatzen entwickelte Bildkorrekturschritte [Abschnitt 2.2. (Thijssen et al., 2008)].
Vor der Auswertung wird damit eine Bearbeitung der B-Mode-Bilder durchgefihrt. Fir
die Evaluation der diagnostischen Sicherheit von CAUS in der Erkennung einer Le-
berverfettung wurden zunachst sowohl TAG- als auch der TL-Gehalt des Lebergewe-
bes als Goldstandard verwendet. Da TAG und TL sehr eng korrelieren (r2 = 0,98; Ab-
schnitt 2.1.) ergaben sich bezogen auf die CAUS-Parameter nahezu identische Ergeb-
nisse. Daher wurde im Folgenden auf die Darstellung der Ergebnisse beider Parame-
ter verzichtet. Es wurde nur der Leber-TAG-Gehalt dargestellt, da dieser als Speicher-
form der Lipide den Leberfettgehalt am besten wiedergibt (Grummer, 1993; Drackley,
1999). Die bisher zur digitalen Analyse eingesetzten Computerprogramme setzen bei
der Auswahl der zu analysierenden Bildflache (Region of interest) die manuelle Selek-

tion von Bildartefakten und Blutgefal3anschnitten voraus (Acorda et al., 1994a; Bleck,
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1998; Bleck et al., 2000; Bobe et al., 2008; Haudum et al., 2010). Ein weiterer innova-
tiver Schritt in der CAUS-Entwicklung war daher die automatische Selektion von Blut-
gefalRanschnitten und Bildartefakten in den B-Mode-Bildern. Dies vereinfacht die
Handhabung der Software deutlich und macht die Auswertung unabhangig von sub-
jektiven Einflissen. Im Vergleich liefert dieses Vorgehen bessere Ergebnisse als die
manuelle Selektion und verkirzt die Auswertungszeit enorm [Abschnitt 2.2. (Weijers
et al., 2010)]. Von Vorteil ist auch, dass CAUS in der Auswertung der digitalen Datens-
atze ausschliel3lich auf einen Ultraschallparameter (ResAtt) zurickgreift [Publikation 1
(Thijssen et al., 2008)]. Das erleichtert die Anwendung und vereinfacht es, das Pro-
gramm in ein kommerzielles Ultraschallgerét zu integrieren. Im Vergleich zu anderen
Untersuchungen (Acorda et al., 1994a; Bobe et al., 2008; Haudum et al., 2010) liefert
CAUS in der Analyse von transkutan aufgezeichneten B-Mode-Bildern bessere Ergeb-
nisse in der Bestimmung des Leberfettgehaltes bei Milchkiihen. Die entwickelte Soft-
ware genugt damit den Erfordernissen der Praxis, die Kihe ihrem Leberfettgehalt ent-
sprechend zu klassifizieren. Einschrankend bleibt festzustellen, dass die fur das Ein-
zeltier mittels CAUS vorherberechneten Leberfettgehalte zum Teil erheblich von den
biochemisch im Lebergewebe ermittelten TAG-Gehalten abweichen. Um CAUS daher
in wissenschaftlichen Untersuchungen, in welchen eine hohe Genauigkeit der Analyse
des Fettgehaltes fur jedes Tier erforderlich ist, als Alternative zur Fettgehaltsbestim-
mung aus einem Bioptat einzusetzen, bedarf es einer weiteren Optimierung. Dennoch
ist es mit der Programmentwicklung gelungen, eine praxisnahe Methode zur nicht-in-
vasiven Klassifizierung des Leberfettgehaltes bei Kihen zu schaffen. Ein nachster
Schritt in Richtung der routinemaRigen Anwendung in Programmen zur Uberwachung
der Herdengesundheit wére, diese Software in handelsibliche Ultraschallgerate zu in-

tegrieren.

3.4. Einfluss der hepatischen Fetteinlagerung auf Organform und -grof3e so-

wie den portalen Blutfluss

Es wird allgemein unterstellt, dass die im Zusammenhang mit dem Lipomobilisations-
syndrom der Milchkiihe stehende hepatische Fetteinlagerung mit einer Organvergro-
Rerung und Anderung der duReren Form einhergeht (Trautwein, 1991; Maxie, 2007).

Allerdings waren bislang keine Studien bekannt, in welchen bei Kihen das Organ
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vermessen und der Fettgehalt direkt quantifiziert wurden, und dieser Zusammenhang
bestétigt werden konnte. Die in eigenen Untersuchungen [Publikation 5 (Haudum et
al., 2011)] gefundenen positiven Korrelationen (r = 0,26 — 0,49) zwischen den sono-
graphisch erfassten Dimensionsparametern der Leber und dem TAG weisen auf eine
VergroRerung des Organs bei gleichzeitigem Abstumpfen der Rander mit zunehmen-
dem Leberfettgehalt hin. Obwohl es, wie bereits in friheren Untersuchungen (Grote,
1992; Lauener, 1993; Braun, 2009), nicht zur Vorhersage des Leberfettgehaltes ge-
nigte, bestatigt sich dieser Trend auch in der Zunahme der Dimensionsparameter bei
den Kiihen der hoheren TAG-Klassen [Publikation 5 (Haudum et al., 2011)]. Uber die
Anderung der auReren Form und GroRe des Organs hinausgehend gibt es Hinweise
aus Untersuchungen am Menschen sowie an Ratten und Mausen, wonach es mit zu-
nehmender Fetteinlagerung zu einer Beeinflussung des portalen Blutflusses und der
Mikrozirkulation in der Leber kommt (Seifalian et al., 1999, 2001; McCuskey et al.,
2004; Balci et al., 2008; Erdogmus et al., 2008; Farrell et al., 2008). Verantwortlich ist
daflr ein intrahepatischer Druckanstieg (Orrego et al., 1981), welcher im Zuge der Pa-
renchymschwellung zu einer Kompression der Sinusoide und Blutgefale fuhrt (Ilwao,
1987). Die bereits von anderen Autoren wahrend der Lebersonographie auch beim
Rind beobachtete Abnahme des Durchmessers der Lebergefal3e und des Anteils an
Gefallanschnitten im Parenchym insgesamt (Braun, 1990, 2009) konnte in den eige-
nen Untersuchungen bestétigt werden [Publikation 4 (Weijers et al., 2010)].

Vor dem Hintergrund einer Beeinflussung der Organdurchblutung durch die Volumen-
zunahme der Hepatozyten (Orrego et al., 1981; Seifalian et al., 1998, 1999) ist es umso
wichtiger, die Leberdimensionen und den Blutfluss in vivo sicher zu erfassen. In der
Humanmedizin ist die sonographische Vermessung des Organs mittlerweile eine Stan-
dardmethode (Kremer et al., 1993). Sie wurde auch bei Kiihen, teils in vergleichenden
Untersuchungen mit Sektionsergebnissen, als Methode zur Erfassung der Organ-
groRe und —form mehrfach gepruft (Braun, 1990; Grote, 1992; Braun and Gerber,
1994). Demgegenuber sind Studien zu dopplersonographischen Untersuchungen der
hepatischen Blutgefal3e, wie es in der Humanmedizin oder beim Kleintier tblich ist
(Ignee et al., 2002; Szatmari et al., 2003, 2004a, b; O'Donohue et al., 2004; Balci et
al., 2008; Erdogmus et al., 2008; Sartor et al., 2010), bisher fur das Rind nicht bekannt.
In den eigenen dopplersonographischen Untersuchungen der Leber [Publikation 7
(Starke et al., 2011a)] beschrankt sich die Auswertbarkeit der Bilder gerade bei den

Tieren der hoheren TAG-Klassen fast ausnahmslos auf die intraoperativ
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aufgezeichneten Datensatze. Lediglich bei etwa 25% der Tiere konnte transkutan ein
Dopplersignal an der V. portae erfasst werden, welches eine Beurteilung der Flusspro-
file ermoglichte [Publikation 7 (Starke et al., 2011a)]. Damit erklart sich zum Teil, dass
die dopplersonographische Blutflusserfassung an der Leber des Rindes keine Routi-
netechnik ist. Ihr Einsatz beschrankt sich beim derzeitigen Entwicklungsstand der tib-
licherweise eingesetzten Aufnahmetechnik auf die Anwendung im Rahmen wissen-
schaftlicher Studien und die Auswertung intraoperativ direkt am Organ aufgezeichne-
ter Ultraschallbilder.

Bei den Kiihen der eigenen Untersuchung war die intrazelluléare Fetteinlagerung nach-
weislich die einzige variable Gréf3e, welche das Leberparenchym der Tiere voneinan-
der unterschied [Publikation 3 (Starke et al., 2010b)]. Es gab weder klinisch noch so-
nographisch oder histologisch Hinweise auf stauungsbedingte oder andere Uber die
Fetteinlagerung hinausgehende Befunde, welche Ursache einer veranderten Organ-
groRe oder —durchblutung sein kénnten. Ubereinstimmend mit der Literatur (Braun and
Gerber, 1994) beeinflusste von den erfassten Patientendaten lediglich das Alter der
Tiere sicher die Grol3e der Leber. Dieser Parameter ging daher in die statistische Kor-
rektur der Dimensionsparameter ein [Publikation 5 (Haudum et al., 2011)]. Somit koén-
nen die Unterschiede von Leberform und —gréf3e ebenso wie die der Hamodynamik
neben der interindividuellen Streuung auf den unterschiedlichen Grad der Verfettung
zuruckgefuhrt werden (Johannsen et al., 1993; Kremer et al., 1993; McGavin and
Zachary, 2007; Braun, 2009). Diese zunehmende Fetteinlagerung fuhrte in der V. por-
tae zu einer Reduktion der Blutflussgeschwindigkeiten und Abnahme des VPI [Publi-
kation 7 (Starke et al., 2011a)]. Die Ergebnisse stimmen mit den auch beim Menschen
gemachten Beobachtungen tberein (Gallix et al., 1997; Dietrich et al., 1998; Balci et
al., 2008; Erdogmus et al., 2008). In der Pathogenese der Steatohepatitis des Men-
schen wird den infolge der Stérung der Mikrozirkulation ausgelésten lokalen Ischamien
entscheidende Bedeutung beigemessen. Sie werden im Rahmen einer nicht-alkoholi-
schen Fettleber nicht nur fir Einschrdnkungen in der Organfunktion (Seifalian et al.,
2001), sondern mittlerweile als eine der Hauptursachen einer Leberfibrose angesehen
(Wanless and Shiota, 2004; Barshop et al., 2008; Lewis and Mohanty, 2010). Derartig
gravierende Veranderungen konnten in den histologischen Untersuchungen des eige-
nen Patientengutes nicht festgestellt werden [Publikation 3 (Starke et al., 2010b)].
Auch frihere Untersucher stuften die bei Kilhen neben der Fettspeicherung nachweis-

baren histologischen Verdnderungen eher als untergeordnet ein (Mertens, 1992).
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Dabei gilt es zu bedenken, dass es sich bei Kiihen meist um eine temporare, reversible
Fetteinlagerung in die Leber handelt. Sie betrifft den Zeitraum von Wochen oder ma-
ximal Monaten (Herdt, 1988; Bobe et al., 2004; Vernon, 2005). Indess wirken Noxen,
welche beim Menschen eine nicht-alkoholische Fettleber auslosen, meist mehrere
Jahre (Lewis and Mohanty, 2010). Da eine ungehinderte Perfusion Voraussetzung der
Organfunktion ist (Reynolds et al., 1994, 2003; Reynolds, 1995), waren aber im Rah-
men des Lipomobilisationssyndroms auch beim Rind zumindest transiente Ausfélle

denkbar. Derartige Untersuchungen liegen allerdings furs Rind bisher nicht vor.

Die eigenen Ergebnisse zur Vermessung des Organs [Publikation 5 (Haudum et al.,
2011)] und zur dopplersonographischen Untersuchung des portalen Blutflusses [Pub-
likation 7 (Starke et al., 2011a)] bestatigen die Hypothese, wonach es mit zunehmen-
der Fetteinlagerung zu einer VergréRerung und Formanderung der Leber und zur Be-
einflussung der Hamodynamik kommt. Sowohl die Anderungen der Leberdimension,
als auch die des Blutflusses werden erst auffallig, wenn der Leber-TAG-Gehalt
100 mg/g FW uberschreitet. Besonders prominent werden die Unterschiede bei Tie-

ren, welche einen Leber-TAG-Gehalt von >150 mg/g FW aufweisen.

3.5.  Wirkung einer Dexamethasonbehandlung auf den Fettgehalt, die Glu-

cosenettoabgabe und die Durchblutung der Leber

Fur die Uberpriifung der vorliegenden Fragestellung zur Glucocorticoidwirkung bei
Milchkihen bietet sich der Einsatz des synthetischen Wirkstoffes Dexamethason (9-
Fluor-16a-methylprednisolon) insofern an, als dass Préparate mit diesem zu den am
haufigsten in der Behandlung sowie in wissenschaftlichen Studien zum Lipomobilisa-
tionssyndrom beim Rind eingesetzten Medikamenten gehéren (Andersson and Ols-
son, 1984; Wierda et al., 1987; Metzner et al., 1993; Shpigel et al., 1996; Jorritsma et
al., 2004; Furll und Jackel, 2005).

Die erhohten Plasmaglucosespiegel nach einer Glucocorticoidbehandlung (McDowell,
1983; Andersson and Olsson, 1984; Brockman and Laarveld, 1986b; Wierda et al.,
1987; Shpigel et al., 1996; Maciel et al., 2001; Jorritsma et al., 2004; Furll und Jackel,
2005; Kusenda et al., 2011a; Starke et al., 2011c) sind als positiver therapeutischer

Effekt zu werten und damit sicher ein Grund fir deren klinische Wirksamkeit in der
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Behandlung des Lipomobilisationssyndroms (Metzner et al., 1993; Shpigel et al.,
1996). Die Aussagen der Literatur zur Ursache dieser Hyperglycaemie sind allerdings
widersprichlich. Der friheren Annahme, wonach es nach DEXA-Behandlung zu einer
Anregung der hepatischen Gluconeogenese kommt (Baird and Heitzman, 1969; Ha-
mada et al., 1987), standen bisher v.a. Ergebnisse aus Clamp-Studien an Kalbern
(Scheuer et al., 2006) und Kuhen (Kusenda et al., 2011a) entgegen. Fiur die genannten
Autoren liegt die Ursache der Erh6hung der Glucoseverfuigbarkeit in einer Reduktion
der peripheren Glucoseaufnahme infolge einer Insulinresistenz. Die Glucoseverwer-
tung in der Kérperperipherie wurde in der vorliegenden Arbeit nicht direkt untersucht.
Fur eine Insulinresistenz der Gewebe in der Kérperperipherie nach DEXA-Behandlung
spricht aber das Absinken des revised quantitative insulin sensitivity check index
(RQuicki) bei den untersuchten Kihen (Holtenius and Holtenius, 2007; Kusenda et
al., 2011b). Da bei Kalbern auch keine Steigerung der Aktivitat der Schlisselenzyme
der hepatischen Gluconeogenese nach DEXA-Behandlung zu verzeichnen war,
konnte vermutet werden, dass die endogene Glucoseproduktion unverandert bleibt
(Hammon et al., 2003, 2005). Mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit wurde erst-
mals fur Milchkiihe der Nachweis dafur erbracht [Publikation 8 (Starke et al., 2011c)].
Es war sogar ein Rickgang der hepatischen Glucosenettoabgabe zu verzeichnen, was
bisher lediglich aus Untersuchungen an Hunden (Gauthier et al., 1986) und Nagern
(Viana et al., 2006) bekannt war.

Die Glucoseaufnahme in die Hepatozyten erfolgt im Wesentlichen konzentrationsab-
hangig Uber GLUT-2 Transporter (Leturque et al., 2009). Daher fuhrte die Erhéhung
der Bereitstellung von Glucose offensichtlich Gber eine Autoregulation (Moore et al.,
1998, 2003) zum Rickgang der Glucosenettoabgabe in der Leber. Dass die auch in
der vorliegenden Arbeit erhéhten Insulinspiegel [Publikation 8 (Starke et al., 2011c)]
dafir verantwortlich waren, scheint eher unwahrscheinlich. Zwar reduziert Insulin beim
Monogastrier Gber die Hemmung der PEPCK die hepatische Gluconeogenese (Han-
son and Reshef, 1997), aus Untersuchungen an Leberzellkulturen von Rindern geht
aber hervor, dass Insulin die hepatische Gluconeogenese nicht beeinflusst (Donkin
and Armentano, 1995). Der Leber der Wiederk&auer wird eher eine Insulinresistenz un-
terstellt (Donkin and Armentano, 1995; Scheuer et al., 2006). Die auch in anderen
Studien nach Glucocorticoidbehandlung nachgewiesene Erh6hung der Glycogenkon-

zentrationen im Lebergewebe (McDowell, 1983; Amatruda et al., 1985; Firll und
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Knobloch, 1993; Hammon et al., 2003; Scheuer et al., 2006) lassen allerdings vermu-
ten, dass dies eventuell nicht fur die Glycogensynthese gilt (Donkin and Armentano,
1995). Andererseits wird vermehrt zur Verfigung stehende Glucose in den Hepatozy-
ten vornehmlich in Glycogen uUberfuhrt (Al-Trad et al., 2009). Daher kénnten auch die
nach DEXA-Behandlung erhéhten Glucosekonzentrationen in der V. portae Ursache
der Stimulation der Glycogensynthese sein. Sie vermitteln insulinunabhéngig neuronal
gesteuert Uber das sogenannte ,portale Glucosesignal® eine Anregung des intrahepa-
tischen Glucoseumsatzes (Moore et al., 2003; Dardevet et al., 2006). Fur eine Anre-
gung der Stoffumsatze in der Leber, v.a. der oxidativen, spricht der erhdhte hepatische
Sauerstoffverbrauch nach DEXA-Behandlung [Publikation 8 (Starke et al., 2011c)].
Neben der Glycolyse kdnnte dieser auch auf eine DEXA-vermittelte Stimulation der
Beta-Oxidation (Tappy et al., 1994) zurlickzufihren sein. Zwar war die NEFA-Netto-
entnahme an der Leber bei den Kilhen nach DEXA reduziert [Publikation 8 (Starke et
al., 2011c)], der auch bereits von anderen Autoren (Furll und Furll, 1998; Kusenda et
al., 2011a) beobachtete Abbau der intrahepatischen Fettspeicher (TAG) wirde jedoch
fur eine Stimulation der Lipolyse sprechen. Die insulinvermittelte Hemmung der CPT-
1 (Al-Trad et al., 2010) scheint dabei unter DEXA-Einfluss reduziert zu sein.
Andererseits erreichten die Leber trotz Zunahme der Organdurchblutung weniger
NEFA und Glycerol aus den Fettdepots [Publikation 8 (Starke et al., 2011c)]. Diese
Beobachtungen stimmen mit den Ergebnissen anderer Autoren aus Untersuchungen
an Kalbern (Hammon et al., 2003) und Kihen (Furll und Farll, 1998; Kusenda et al.,
2011a) tberein. Ob dafir eine durch Insulin vermittelte Hemmung der Lipolyse (McDo-
well, 1983) oder eine infolge insulinresistenter Glucoseverwertung erhéhte NEFA-Ver-
wertung in der Peripherie die Ursache ist, wurde bisher nicht endgultig aufgeklart. Es
ist allerdings zu vermuten, dass bei einer Reduktion der Verwertbarkeit von Glucose,
als Gegenregulation der Umsatz von NEFA erhoht wird (Randle et al., 1963; Hue and
Taegtmeyer, 2009).

Unter DEXA-Behandlung kam es bei den Kiihen zu einer Zunahme der hepatischen
Durchblutung. Dies wurde erstmals in Untersuchungen beim Menschen beobachtet
(Myers and Taylor, 1952) und kann als Ausdruck der aus der Humanmedizin bekann-
ten positiv inotropen Wirkung von Glucocorticoiden gewertet werden (Sambhi et al.,
1965; Andrews and Walker, 1999; Dodt et al., 2009). Vor dem Hintergrund, dass im
Rahmen der vermehrten Fetteinlagerung in die Leber eher mit einer Reduktion der

Organdurchblutung zu rechnen ist (Dietrich et al., 1998; Seifalian et al., 1999; Balci et
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al., 2008; Erdogmus et al., 2008; Starke et al., 2011a), kann dies als positiver Behand-
lungseffekt gewertet werden. Vor allem die selektive Zunahme des prozentualen An-
teils des arteriellen Zuflusses [Publikation 8 (Starke et al., 2011c)] scheint Indiz fiir eine
DEXA-vermittelte Umverteilung des Blutes aus der Peripherie zur Leber zu sein
(Sambhi et al., 1965; Andrews and Walker, 1999; Dodt et al., 2009). In Stresssituatio-
nen endogen ausgeschitteten Glucocorticoiden wird eine derartige Vasokonstriktion
in Geweben der Korperperipherie unterstellt, damit zentrale Organe (Gehirn, Leber)
vermehrt mit Blut versorgt werden konnen (Dodt et al., 2009). Auch fir DEXA ist be-
kannt, dass es direkt eine Vasokonstriktion bewirken kann (Altura and Altura, 1974;
d'Emmanuele di Villa Bianca et al., 2003). Zum anderen dampft es die physiologi-
schen, vasodilatatorischen Effekte von Insulin an der Muskulatur (Scherrer et al.,
1993). Bei Kuhen wurde beispielsweise eine Reduktion der Euterdurchblutung nach
DEXA-Behandlung nachgewiesen (Hartmann and Kronfeld, 1973) und (Wierda et al.,
1987). Dies kann aber den trotz unveréanderter Futteraufnahme und erhdhter Plas-
maglucosespiegel nach DEXA-Behandlung auch bei den Kiihen der vorliegenden Un-
tersuchung beobachteten Milchleistungsriickgang offenbar nicht allein erklaren (Hart-
mann and Kronfeld, 1973; Wierda et al., 1987; Lough et al., 1990; Delamaire and
Guinard-Flament, 2006; Guinard-Flament et al., 2006). Eher verdichten sich die Hin-
weise, wonach es unter DEXA-Einfluss nicht zu einer Reduktion der Glucosebereit-
stellung im Euter sondern eher zu einer Beeinflussung des Transports an den Zellen
oder BlutgefaRen kommt. Das flhrt zu einer veranderten Verteilung der Glucose (Kron-
feld and Hartmann, 1973). Im gewissen Sinne kdnnte auch hier eine Insulinresistenz
vorliegen. Zwar wurde immer davon ausgegangen, dass der Glucosetransport im Eu-
ter ausschlieflich insulinunabhangig reguliert wird (Laarveld et al., 1981; Komatsu et
al., 2005), weil der insulinunabh&ngige GLUT-1 der am haufigsten im Euter nachge-
wiesene Glucosetransporter ist (Zhao and Keating, 2007). Allerdings ist nach diesem
GLUT-8 der am zweithaufigsten im laktierenden Euter von Kihen vorgefundene Glu-
cosetransporter. Ihm wird im Gegensatz zu GLUT-1 eine Insulinabhangigkeit unter-
stellt (Zhao et al., 2004; Zhao and Keating, 2007; Schmidt et al., 2009).
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die folgenden, in der vorliegenden Ar-
beit beobachteten direkten oder indirekten Effekte, die klinische Wirksamkeit einer
DEXA-Behandlung beim Lipomobilisationssyndrom mit erklaren:

e Hyperglycaemie und dariiber Hinweise auf die Stimulation des Glucoseumsat-

zes in der Leber
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Abnahme der Lipomobilisation in der Korperperipherie und damit Absinken der
NEFA-Konzentrationen im Blutplasma

Reduktion des TAG-Gehaltes und Stimulation der Glycogenspeicherung in der
Leber

Stimulation der Leberdurchblutung.
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4, Zusammenfassung

Bei einem Grof3teil der hochleistenden Milchkiihe wird in den ersten Laktationswochen
eine Ubermalige Fetteinlagerung in die Leber beobachtet. Das sich potentiell daraus
entwickelnde Lipomobilisationssyndrom wird nicht nur als Hauptursache fir eine Le-
berinsuffizienz, sondern auch fir zahlreiche weitere Erkrankungen wahrend dieser Zeit

verantwortlich gemacht.

Klinische Untersuchungen zur Leberverfettung der Milchkiihe setzen die Kenntnis des
Leberfettgehaltes des Einzeltieres voraus. Bisher war keine Analysemethode bekannt,
mit welcher Lebertotallipid (TL)- und —triacylglycerol (TAG)-Gehalt in einer geringen
Bioptatmasse mit hoher analytischer Genauigkeit bestimmt werden konnten. In der
vorliegenden Arbeit wurde eine zweistufige Analysemethode etabliert, bei welcher der
TL-Gehalt zunéachst gravimetrisch und anschlieRend der TAG-Gehalt enzymatisch be-
stimmt werden. Die Uberpriifung an 150 Deutsch-Holstein-Kiihen bestatigte, dass da-
mit sowohl der TL- als auch der TAG-Gehalt in einem Leberbioptat geringer Masse
(<100 mg) mit hoher Genauigkeit bestimmt werden kdnnen. Aufgrund der engen Kor-
relation beider Parameter ist es auf der Basis eines broken-line Modells mit sehr hoher
Sicherheit moglich, den TAG-Gehalt aus dem TL-Gehalt oder umgekehrt zu berech-
nen. Damit kann ggf. auf die Bestimmung eines der beiden Parameter verzichtet wer-

den.

Fur die Anwendung der Fettleberdiagnostik als Routineverfahren in gréReren Tierbe-
stdnden bedarf es einer zuverlassigen, real-time Methode zur Klassifizierung des Le-
berfettgehaltes. Aus Griinden des Tierschutzes sollte diese nicht-invasiv sein. Basie-
rend auf der transkutanen brightness mode (B-Mode) Sonographie wurde daher ein
Computerprogramm [Computer-Aided Ultrasound Diagnosis (CAUS)] zur Analyse des
Leberfettgehaltes entwickelt. Mit CAUS werden die in einer standardisierten Gera-
tegrundeinstellung transkutan aufgenommenen B-Mode-Ultraschalldatensatze der Le-
ber zun&chst kalibriert. Damit wird erreicht, den Einfluss von im Zuge der Bildaufzeich-
nung entstandenen Artefakten sowie der Bauchwand des Tieres auf die Analysener-
gebnisse zu korrigieren. Bei der Uberpriifung an 151 Deutsch-Holstein-Kiihen besta-
tigte sich die Eignung von CAUS zur digitalen Analyse des Leberfettgehaltes. Es ist
damit mdoglich, Kihe dem TAG-Gehalt des Organs entsprechend
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untersucherunabhangig und nicht-invasiv zu klassifizieren. Aufgrund der Automatisie-
rung der Arbeitsschritte ist die Software benutzerfreundlich und fir den Einsatz in der
Praxis zum Screening des Leberfettgehaltes im Rahmen der Gesundheitstiberwa-

chung von Milchviehherden geeignet.

Die durch die Fetteinlagerung in die Hepatozyten hervorgerufene Schwellung des Pa-
renchyms fuhrt zur VergroR3erung der Leber und einem Abstumpfen der Organrander.
Die Dimensionsénderungen kénnen sonographisch erfasst werden. Wie die Untersu-
chungen an 133 Deutsch-Holstein-Kihen ergaben, werden sie ab einem Leber-TAG-
Gehalt von etwa 100 mg/g Leberfrischgewicht [fresh weight (FW)] nachweisbar und
besonders prominent ab einem TAG von 150 mg/g FW. Aufgrund der hohen absoluten
und relativen interindividuellen Varianz des mittels multipler Regression aus den Di-
mensionsparametern berechneten Leberfettgehaltes ist der diagnostische Wert der

Organmalie zur Vorhersage des Leberfettgehaltes bei Milchkiihen jedoch begrenzt.

Infolge der Parenchymschwellung kommt es nicht nur zur Anderung der Form der Le-
ber, sondern auch zur Druckerh6hung innerhalb des Organs. Diese fuhrt zu einer Kom-
pression der Sinusoide und Blutgefal3e. Intraoperativ durchgefiihrte dopplersonogra-
phische Untersuchungen an der V. portae von 80 laktierenden Deutsch-Holstein-Ki-
hen mit unterschiedlichem Leberfettgehalt bestatigten, dass es infolgedessen zu einer
Beeinflussung der Organdurchblutung kommt. Mit zunehmendem Leberfettgehalt nah-
men bei den Kiihen die Blutflussgeschwindigkeit und der vendse Pulsatilitatsindex an
der V. portae ab. Dies beruht auf einer Reduktion der Elastizitat der Gefal3e innerhalb
der Leber infolge der Fetteinlagerung. Die Veranderungen werden besonders deutlich,
wenn der TAG-Gehalt 150 mg/g FW Ubersteigt.

Obwohl Glucocorticoide zur Behandlung des Lipomobilisationssyndroms der Milch-
kiihe mit nachweislich positiver Wirkung breit angewendet werden, sind deren Effekte
an der Leber noch immer nicht eindeutig aufgeklart. Vor allem Studien zur Glucosenet-
toabgabe und zum Blutfluss an der Leber von Milchkiihen unter Glucocorticoideinfluss
fehlten bisher. Die im Rahmen der Arbeit entwickelte, ultraschallgefiihrte Katheterim-
plantation in die V. portae, V. hepatica und V. mesenterica cranialis in Verbindung mit
der Katheterisierung der Aorta abdominalis schafften eine Voraussetzung dafur, diese

Fragestellung an Patienten zu untersuchen. Die Methode stellt eine sichere, minimal-
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invasive Technik dar, welche in Kombination mit der Farbstoffverdinnungsmethode
zur Erfassung der Nettoentnahme bzw. -abgabe von Substraten bei Milchkihen ge-
eignet ist. So konnte bei sieben Deutsch-Holstein-Kihen unter Einfluss des syntheti-
schen Glucocorticoids Dexamethason-21-isonicotinat (DEXA) neben einer Hypergly-
caemie und Hyperinsulinaemie eine Zunahme des hepatischen Plasma- und Blutflus-
ses nachgewiesen werden. Vor allem der Anstieg des arteriellen Anteils am hepati-
schen Blutfluss ist ein indirekter Hinweis auf eine Reduktion der Durchblutung periphe-
rer Organe zugunsten der Leber unter DEXA-Einfluss. Das Ausbleiben des Anstieges
der Glucosenettoabgabe in der Leber lasst darauf schlieRen, dass die erhdhten Glu-
cosespiegel nicht - wie bisher vermutet - auf eine Stimulation der hepatischen Glu-
cosenettoabgabe, sondern auf eine Reduktion des Glucoseverbrauchs in der Korper-
peripherie zurtckzufuhren sind. Da die Glucosespiegel im Plasma trotz zunehmender
Insulinkonzentrationen nicht zurtickgehen, kann von einer Insulinresistenz in der Kor-
perperipherie ausgegangen werden. Dies bestatigte auch das Absinken des revised
guantitative insulin sensitivity check index (RQuicki) nach DEXA-Behandlung. Die Er-
gebnisse lassen weiterhin vermuten, dass es nach DEXA-Behandlung zu einer offen-
bar insulinbedingten Reduktion der Lipolyse in der Korperperipherie kommt. Unter der
Behandlung wurden die oxidativen Prozesse in der Leber forciert, und es wurde mehr
Sauerstoff im Organ verbraucht. Die Hyperglycaemie, der nachweisliche Riickgang an
intrahepatischem Speicherfett und die Steigerung der hepatischen Durchblutung kén-
nen als positive Effekte fur die Leber gewertet werden. Die Ergebnisse kdnnen damit
als Beitrag zur Erklarung der klinischen Wirksamkeit einer Behandlung mit Glucocorti-

coiden angesehen werden.
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5. Summary

Hepatosteatosis in dairy cows
Studies on non-invasive determination of hepatic fat content and hepatic blood
flow and the effects of dexamethasone on these two variables in dairy cows.

In the majority of high-producing dairy cows, excessive fat deposition in the liver occurs
during the first few weeks of lactation. This phenomenon may lead to lipid mobilization
syndrome, which is the primary cause of hepatic insufficiency as well as numerous

other diseases in the early postpartum period.

An accurate knowledge of the fat content of the liver of individual cows is necessary
for conducting clinical studies of fatty liver in dairy cows. Until now, there were no pre-
cise methods for assessing the total lipid (TL) and triacylglycerol (TAG) content of
small liver biopsy samples. The present study established a two-step analytical
method, in which the TL content was assessed gravimetrically followed by enzymatic
measurement of the TAG content. The method was tested in 150 German Holstein
cows and shown to be highly accurate for determining the TL and TAG contents of
very small (<100 mg) liver biopsy samples. Because of the high correlation between
the two variables, the broken-line model can be used with a very high degree of confi-
dence to determine the TAG content from the TL content or vice versa. This means
that, depending on the study design, it may be acceptable to forego the measurement

of one of the two variables.

A reliable real-time method for classifying cows according to their hepatic fat content
is required for diagnosing fatty liver on a routine basis in large dairy operations. For
animal welfare reasons, the method should be non-invasive. A computer program
[Computer-Aided Ultrasound Diagnosis (CAUS)] for evaluation of hepatic fat content
was therefore developed using transcutaneous brightness mode (B-mode) ultrasonog-
raphy. For this purpose, the liver is scanned transcutaneously using standardised set-
tings for the ultrasound machine to calibrate the images. This allows for the correction
of ultrasonographic artefacts and for adverse effects on the images caused by the ab-
dominal wall during scanning of the liver. The usefulness of CAUS as a reliable method
for digital analysis of the liver fat content was confirmed in a study involving in 151
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German Holstein cows; cows were classified objectively and non-invasively according
to the TAG content of the liver. The software provides an automated examination pro-
cess and is therefore user friendly and well suited for screening of liver fat content in

dairy herds as part of a herd health program.

Fat deposition in hepatocytes leads to parenchymal swelling with enlargement of the
liver and rounding of its margins. These dimensional changes can be recognised via
ultrasonography; a study of 133 German Holstein cows showed that these changes
were first detectable in cows with a TAG content of approximately 100 mg/g fresh liver
weight (FW). Changes were very prominent in cows with a TAG content of 150 mg/g
FW or greater. However, the diagnostic usefulness of the size of the liver for predicting
fat content of the liver in dairy cows is limited because of the large absolute and relative
inter-individual variances, which were calculated from various dimensional variables

via multiple regression analysis.

In addition to changes in the size and shape of the liver, swelling of the liver paren-
chyma also increases the pressure within the organ, leading to compression of the
sinusoids and blood vessels. Intraoperative Doppler ultrasonography of the portal vein
in 80 German Holstein cows with varying liver fat content revealed that the fat content
affected liver perfusion. Blood flow velocity and the venous pulsatility index of the portal
vein progressively decreased with an increase in the TAG content of the liver; reduced
elasticity of blood vessels because of increased fat content of the liver is believed to
account for this. These changes became pronounced when the TAG content of the

liver exceeded 150 mg/g FW.

Glucocorticoids are commonly used to treat lipid mobilization syndrome in dairy cattle
with good success. However, the exact effects of this treatment are not clear. There
have been no studies on glucose net output and blood flow in the liver of dairy cattle
treated with glucocorticoids. To study these factors, methods were established in this
research project at which in all the cows, indwelling catheters were placed transcuta-
neously under ultrasonographic guidance into the cranial mesenteric vein, hepatic
vein, portal vein, and, without ultrasonographic guidance, in the abdominal aorta.
These are safe and minimally-invasive techniques, which in combination with a dye-

dilution method, are suited for determination of hepatic metabolism in dairy cows. The
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method revealed that there was hyperglycaemia, hyperinsulinaemia and an increase
in the hepatic plasma and blood flow in seven German Holstein cows treated with dex-
amethasone-21-isonicontinate (DEXA). The increase in the arterial component of he-
patic blood flow is an indirect indication of reduced blood flow to the periphery of the
body in cows under the influence of DEXA. The absence of an increase in net glucose
production in the liver suggests that increased blood glucose concentration is attribut-
able to decreased glucose use in the periphery rather than stimulation of glucose out-
put by the liver. The lack of a decrease in plasma glucose concentration despite in-
creasing insulin levels is likely attributable to insulin resistance in the peripheral regions
of the body. This was supported by a decrease in the revised quantitative insulin sen-
sitivity check index (RQuicki) after DEXA administration. The results also suggest that
there is an insulin-dependent reduction in lipolysis in peripheral tissues after DEXA
treatment. Oxidative processes in the liver were enhanced and oxygen consumption
in the liver increased under the influence of DEXA. Thus, hyperglycaemia, the decline
in hepatic fat storage, and the increased hepatic perfusion can be interpreted as posi-
tive effects of DEXA on the liver. Taken together, the results of the present research
project contribute to the elucidation of the mode of action of glucocorticoids in the treat-

ment of hepatosteatosis in dairy cows.
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