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1 Einleitung und Zielstellung

1  Einleitung und Zielstellung

In den zurtickliegenden 15 Jahren wurde die durchschnittliche Milchleistung der
Herdbuchkiihe der Deutschen Holstein-Population durch Selektion und
verbesserte Ernédhrung um ca. 3000 kg auf aktuell mehr als 8700 kg gesteigert.
Spitzenbetriebe produzieren derzeit mit ihren Hochleistungskiihen mehr als
11000 kg Milch je Kuh und Jahr.

Die Realisierung einer derart hohen Milchleistung wird erst durch eine
entsprechend hohe Stoffwechselleistung mdglich. Der Stoffwechsel ist ein
quantitativer Prozess, bei dem hdhere Leistungen auch mit hdheren
Belastungen assoziiert sind. Im geburtsnahen Zeitraum wird der Stoffwechsel
von Milchkiihen durch das peripartale Energiedefizit und die daraus
resultierenden Adaptationsprozesse belastet, die Auswirkungen auf die
gleichzeitige Auspragung von produktiven und funktionalen Merkmalen haben.
Die Ursachen fur die vorhandenen interindividuellen Unterschiede in Bezug auf
die  Merkmalsauspragungen werden in interindividuell  differenten,
metabolischen Belastungen und/oder der variierenden Adaptationsfahigkeit der

Tiere vermutet.

e Ausgehend davon bestand das Ziel der eigenen Arbeit darin, bei intensiv
phanotypisierten Hochleistungskiihen anhand ausgewahlter
Stoffwechselindikatoren Faktoren zu charakterisieren, welche das Ausmal}
der hepatischen Fettakkumulation als Mal einer Stoffwechselbelastung
beeinflussen.

e Ein weiteres Ziel war es, Zusammenhange zwischen der anhand der
hepatischen Fettakkumulation quantifizierten Belastung des Stoffwechsels
und der Genexpression fir ausgewahlte Schlisselenzyme der hepatischen
Gluconeogenese zu untersuchen.

e Darlber hinaus sollten die Beziehungen zwischen dem Ausmal} der
Stoffwechselbelastung, ausgewéhlten Milchleistungsparametern und dem
Wiedereinsetzen der Ovarfunktion in der Frihlaktation charakterisiert

werden.
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2 Literaturiibersicht

21 Glucosestoffwechsel bei Milchkiihen

2.1.1 Allgemeine Bedeutung

Die Glucose, ein Kohlenhydrat mit sechs C-Atomen (Hexose), ist auch fur den
Wiederkduer, obwohl nur in sehr geringen Mengen oral aufgenommen, eines
der wichtigsten energieliefernden Substrate (KREUTZIG 1994; ORTIGUES-
MARTY et al. 2003). Glucose ist am Aufbau kohlenhydratreicher Verbindungen
wie Laktose und Glykogen beteiligt (HOCQUETTE et al. 1998). Fur bestimmte
Gewebe wie Nervengewebe, Erythrozyten und das Nierenmark ist Glucose
essentiell als Energielieferant. Glucose dient Uber die Glykolyse, den
Citratzyklus und die Atmungskette zum Aufbau von Adenosintriphosphat (ATP)
sowie zur Bereitstellung des Reduktionsaquivalents Nicotinamid-adenin-
dinucleotid-phosphat (NADPH) Uber den Pentose-Phosphat-Weg
(HOCQUETTE et al. 1998; LOFFLER und PETRIDES 1997).

Bei Milchkihen ist die Glucoseversorgung insbesondere fiir die Milchdrise, in
der grolle Mengen des Metaboliten zur Laktosesynthese verwendet werden,
sowie fur das Foétenwachstum von grolRer Bedeutung (CHAIYABUTR et al.
1998). Nach ROSSOW (2003c) werden bei einer laktierenden Milchkuh
zwischen 60 % und 70 % der verfugbaren Glucosemenge zur mammaren
Laktosesynthese, zwischen 20 % und 30 % uber den Pentose-Phosphat-Weg
zur NADPH-Generierung flr die Fettsduresynthese in Milchdriise und anderen
Korperfettgeweben und geringe Anteile fir die Aufrechterhaltung des
Zellstoffwechsels lebenswichtiger Organe sowie zur Bildung von Glycerin
verwendet.

Der obligate Glucosebedarf des Nervengewebes, der Erythrozyten und des
Nierenmarks liegt nach RUSSELL et al. (1986) bei 4 g/kg®’. Wahrend der
Laktation werden bei einem Laktosegehalt von 4,8 % in der Milch ca. 72 g
Glucose fir die Synthese von einem Liter Milch benétigt (DAVIS und COLLIER
1985; MATTHE et al. 2000). Bei einer Milchleistung von 50 kg Milch muss eine
Milchkuh somit taglich ca. 3,6 kg Glucose zuséatzlich zum Grundumsatz
synthetisieren (MATTHE et al. 2000). Da aufgrund der osmotischen Wirkung

der Glucose die Milchmenge vor allem durch die Laktoseproduktion bestimmt
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wird, wird der Aufbau von Laktose aus Glucose als der die Milchsynthese
begrenzende Schritt angesehen und gilt als Schlissel fir hohe Milchleistungen
(RIGOUT et al. 2002; ROSSOW 2003c; BLUM 2004; BROCKMAN 2005;
KOMATSU et al. 2005). Die Abbildung 1 zeigt einen schematischen Uberblick

Uber den Glucosehaushalt einer laktierenden Milchkuh:

Pansen

Starkeverdauung
zu: Propionat u. Lactat
Diinndarm Milchdriise Milchfett-
Abbau besténdiger Starke 7 synthese
(Glycerin, NADPH)
Leber, Niere 1

Gluconeogenese Laktose-
aus: Propionat, glucogenen - Glucose - —— synthese

Aminoséauren, Lactat

und Glycerin
Milchprotein-
synthese
Leber, Muskulatur
Glykogen
Muskulatur, Kérperfett,
L » | Magen-Darm-Trakt,
Gehirn, Blut, Niere
Abb. 1: Glucosehaushalt einer laktierenden Milchkuh;

mod. nach ROSSOW (2003c)

Die physiologische Blutglucosekonzentration liegt bei gesunden Milchkihen im
Bereich von 3,3 - 4,4 mmol/l (ROSENBERGER et al. 1990) und unterliegt einer
ausgepragten homdostatischen Regulation (NOCEK und TAMMINGA 1991).
Die Gluconeogenese, die endogene Biosynthese von Glucose aus Nicht-
Kohlenhydrat-Vorstufen, ist Teil dieses Regulationsmechanismus.

HERBEIN et al. (1985) identifizierten Insulin und Glucagon als priméare
Regulatoren der Blutglucosekonzentration, wobei Insulin dabei vermutlich die
wichtigere Rolle spielt. Fur die hormongesteuerte Regulation sind neben Insulin
und Glucagon auch die Katecholamine und Glucocorticosteroide von
Bedeutung. Die Hepatozyten geben standig Glucose an das Blut ab, wobei das
Ausmald der Abgabe von der Héhe der Blutglucosekonzentration abhangig ist.
Eine erhdhte Glucosekonzentration ist mit einer geringeren Abgabe durch die

Hepatozyten sowie mit einer Steigerung der Glucoseaufnahme und -oxidation in
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den Zellen der Leber, des Fettgewebes und der Skelettmuskulatur verbunden.
Darliber hinaus kommt es bei hohen Glucosekonzentrationen im Blut zur
Hemmung der Gluconeogenese sowie zur Stimulation der Glykogensynthese in
Leber und Skelettmuskulatur. Gleichzeitig wird auch die Synthese von
Triglyceriden in Hepatozyten und Fettgeweben forciert.

Ein abgesenkter Blutglucosespiegel férdert, unterstitzt durch Adrenalin,
Glucagon und Glucocorticosteroide, die hepatische Glucoseausschittung.
Insulin hemmt diesen Vorgang. Mit dem Absinken des Glucosegehaltes steigt
die Glucosemobilisation aus dem Glykogen der Leber. Gleichzeitig nimmt,
stimuliert durch die Sekretion von Glucagon, Adrenocorticotropem Hormon
(ACTH) und Glucocorticosteroid, auch die Gluconeogenese zu. Angeregt durch
Somatotropin und Adrenalin wird die Mobilisation langkettiger Fetts&uren in den

Fettgeweben verstarkt.

2.1.2 Besonderheiten beim Wiederkauer

Der Glucosestoffwechsel adulter Wiederkduer unterscheidet sich in vielen
Aspekten von dem monogastrischer Spezies (HERDT 1988b; GEELEN und
WENSING 2006). Mit einer mittleren Glucosekonzentration von 3,3 - 4,4 mmol/|
(ROSENBERGER et al. 1990) haben Milchkiihe eine deutlich geringere
Glucosekonzentration im Blut als monogastrische Spezies. Beim Monogastrier
werden die Uber die Nahrung aufgenommenen Kohlenhydrate zu Glucose und
anderen Monosacchariden abgebaut, Uber den Darm und die Pfortader
absorbiert, und stehen so als Energiequelle fir den Kérperstoffwechsel zur
Verfligung.

Beim Wiederkduer werden die mit der Didt aufgenommenen Kohlenhydrate
(Zellulose, Starke, Zucker) im anaeroben Milieu der Vormagen durch
mikrobielle Fermentation zu flichtigen Fettsduren (v.a. Acetat, Butyrat,
Propionat) und Lactat umgesetzt (BERGMAN et al. 1974; HUTJENS 1996;
OWENS et al. 1998; MURONDOTI et al. 2004). Die molaren Anteile von
mikrobiell erzeugtem Acetat, Propionat und Butyrat, welche aufgrund ihrer
Struktur auch als kurzkettige Fettsduren bezeichnet werden, variieren in

Abhéngigkeit vom Erndhrungszustand und kénnen von 70 : 20 : 10 bei einer
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Heuration bis zu 50 : 35 : 15 bei einer Getreideration betragen (JENTSCH und
WITTENBURG 1993). Taglich kénnen so ca. 3,0 - 3,5 kg Acetat, 1,5 - 3,0 kg
Propionat und 1,0 - 1,5 kg Butyrat gebildet werden (KIRCHGESSNER 1992).
Die kurzkettigen Fettsduren werden aus dem Pansen resorbiert und bilden die
Hauptenergiequelle des Wiederkduers (TITUS und AHEARN 1992; VON
ENGELHARDT und BREVES 2000). Sie werden zur Gluconeogenese sowie
zur Kérper- und Milchfettsynthese verwendet. Im Gegensatz zu Butyrat und
Acetat kann Propionat dabei direkt zur Gluconeogenese genutzt werden
(HERDT 2000). Butyrat, Acetat und andere C2-Bruchstiicke aus dem
Lipidstoffwechsel  benétigen  Oxalacetat, eine Schlisselsubstanz im
Kohlenhydrat- und Lipidstoffwechsel, als Reaktionspartner fiir die Kondensation
zu Citrat und damit fur ihren Eintritt in den Citratzyklus (STRYER 1981).

Der rohfaserreich gefutterte Wiederkduer kann nur eine fur den
Gesamtorganismus vernachlassigbar kleine Menge der aufgenommenen
Glucose direkt Uber die Pansenepithelien resorbieren (ASCHENBACH et al.
2000 a,b). Daruber hinaus scheint die Kapazitat zur Hydrolyse anflutender
Starke sowie zur Absorption von Glucose im Dinndarm des Wiederkauers
begrenzt zu sein (KREIKEMEIER et al. 1991; HUNTINGTON 1997). So
gelangen selbst bei kraftfutterreichen Didten maximal 25 % der enthaltenen
Starke als ,bypass starch® in das Duodenum, kénnen durch Carbohydrasen
verdaut und als Glucose resorbiert werden (HUNTINGTON et al. 1980; JANES
et al. 1985). Nach STANGASSINGER (1997) kdénnen bei einer
Hochleistungskuh auch bei Verabreichung einer stérkereichen Diat nur maximal
16 % der mit dem Futter zugefiihrten Glucose im Verdauungstrakt resorbiert
werden. Wiederkduer sind daher zur Deckung ihres Glucosebedarfs auf die
endogene Biosynthese von Glucose aus Nicht-Kohlenhydrat-Vorstufen, die
Gluconeogenese, angewiesen (BERGMAN 1973; ROSSOW 2003c;
DRACKLEY 2004; VELEZ und DONKIN 2005; NAFIKOV und BEITZ 2007).
Trotz ausgepragter homdéostatischer Regulation (NOCEK und TAMMINGA
1991) scheint es im ersten Laktationsdrittel fir eine Hochleistungskuh schwierig
zu sein, die Glucoseproduktion auf den enormen mammaren Verbrauch

auszurichten. Die Bereitstellung der Glucose wird vor allem durch eine
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intensiver ablaufende  Gluconeogenese sowie die Absenkung des

Glucoseverbrauchs in extramammaren Geweben gewahrleistet.

2.1.3 Gluconeogenese

Als Gluconeogenese (Kompositum aus gluco- Zucker- und dem griechischen
neojénnissis- die Neugeburt, Neuschaffung) bezeichnet man die endogene
Biosynthese von  Glucose aus  Nicht-Kohlenhydrat-Vorstufen.  Die
Glucoseneubildung findet vorwiegend (85 - 90 %) in den Hepatozyten
(LINDSAY 1970; KOLB 1989; WEEKES 1991; BROCKMAN 1993), aber auch
(10 - 15 %) in den Zellen des proximalen Tubulussystems der Nierenrinde
(BERGMAN et al. 1974; KOLB 1989) statt. Aus chemischer Sicht entspricht die
Gluconeogenese teilweise einer Umkehr der Glykolyse.

Die fur die Glykolyse typischen Reaktionsschritte:

- Umwandlung von Glucose in Glucose-6-phosphat,

- von Fructose-6-phosphat in Fructose-1,6-bisphosphat und

- die Reaktion von Phosphoenolpyruvat (PEP) zu Pyruvat

werden in der Gluconeogenese in umgekehrter Reihenfolge wie folgt
umgangen:

- Carboxylierung von Pyruvat zu Oxalacetat unter ATP-Verbrauch
(katalysiert durch Pyruvatcarboxylase) und die anschlielRende
phosphorylierende Decarboxylierung von Oxalacetat zu
Phosphoenolpyruvat unter GTP-Verbrauch (katalysiert durch
Phosphoenolpyruvatcarboxykinase)

- Reaktion von Fructose-1,6-bisphosphat zu Fructose-6-phosphat
(katalysiert durch Fructose-1,6-bisphosphatase)

- Umsetzung von Glucose-6-phosphat zu Glucose (katalysiert durch
Glucose-6-phosphatase).

Der Wiederkduer deckt seinen metabolischen Grundbedarf und den
Glucosebedarf fir die mammare Laktogenese hauptsachlich durch die
hepatische Gluconeogenese (REYNOLDS und HARMON 1994; VELEZ und
DONKIN 2005; NAFIKOV und BEITZ 2007). Bei Hochleistungskiihen stammen

bis zu 70 % der metabolisierbaren Glucosemenge aus der Gluconeogenese
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(HUNTINGTON 1997), was den essentiellen Charakter der Gluconeogenese fiir
den Glucosestoffwechsel des Wiederkduers unterstreicht (BERGMAN 1973).
Zu Beginn der Laktation nimmt mit steigendem Glucosebedarf auch die
Gluconeogeneserate zu (KOLB 1989; CHUDY 1999).

Die Gluconeogeneserate ist vom Glucosebedarf, der Substratverfiigbarkeit, der
relativen Konzentration glucogener Ausgangssubstrate (Precursoren) und der
hormonellen Konstellation abhangig (LOMAX und BAIRD 1983; HUNTINGTON
1990; DONKIN und ARMENTANO 1995). Als Precursoren fur die
Glucoseneusynthese dienen hauptsachlich Propionat, Lactat, glucogene
Aminosauren und Glycerin (GRIZARD et al. 1986; DONKIN 1999; DRACKLEY
et al. 2001), welche an unterschiedlichen Positionen in den
gluconeogenetischen Stoffwechselweg eingeschleust werden (Abbildung 2).
Propionat ist ein C3-Kdrper, der nach dem Einfigen eines weiteren C-Atoms
auf der Stufe des Succinyl-CoA in den Citratzyklus eingeschleust wird und
damit tGber Oxalacetat fir die Gluconeogenese verwendet werden kann. Lactat

und die glucogenen Aminosduren Alanin, Cystein, Glycin, Serin, Threonin und

Tryptophan kdénnen Uber Pyruvat zu Oxalacetat umgesetzt und zur
Gluconeogenese verwendet werden, wobei Alanin dabei die gréte Bedeutung
hat (OVERTON et al. 1999). Die genannten Precursoren werden im Cytosol zu
Pyruvat umgebaut und kénnen so die Mitochondrienwand passieren. Innerhalb
des Mitochondriums kann das Pyruvat entweder durch eine oxidative
Decarboxylierung zu Acety-CoA und CO; oder durch eine ATP-abhangige
Carboxylierung zu Oxalacetat umgesetzt werden. Die oxidative
Decarboxylierung des Pyruvats wird durch die Pyruvatdehydrogenase (PDH),
die ATP-abh&ngige Carboxylierung durch die Pyruvatcarboxylase (PC)
katalysiert. Lactat wird, katalysiert durch das Enzym Lactatdehydrogenase
(LDH), zu Pyruvat oxidiert und kann so Uber Oxalacetat zur Gluconeogenese
genutzt werden. Die Anbindung des Glycerins an die Glucosesynthese erfolgt
anhand einer durch die Glycerinkinase katalysierten Umwandlung von Glycerin
in Glycerin-3-phosphat und deren durch das Enzym
Glycerin-3-phosphatdehydrogenase katalysierte Oxidation zu
Dihydroxyacetonphosphat.
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Der Anteil der einzelnen Precursoren an der Gesamtnutzung variiert in
Abhéangigkeit von der Stoffwechsellage (DANFAER 1999; REYNOLDS et al.
2003). Propionat gilt bei Wiederkduern als wichtigster Precursor fur die
Glucosesynthese aus Nicht-Kohlenhydrat-Vorstufen (LEAN et al. 1992; SEAL
und REYNOLDS 1993; DRACKLEY et al. 2001; GEELEN und WENSING
2006). Sein Anteil an der Gesamtnutzung wird von den meisten Autoren mit
50 - 60 % angegeben (LOMAX und BAIRD 1983; DANFAER et al. 1995;
DANFAER 1999; REYNOLDS et al. 2003), kann jedoch nach Angaben von
SEAL und REYNOLDS (1993) in einem Bereich zwischen 32 % und 73 %
variieren. Glucogene Aminoséauren, Lactat und Glycerin sind bei ausgeglichener
Energiebilanz von untergeordneter Bedeutung (GRIZARD et al. 1986). Die
Aufnahme von Propionat in das Cytosol der Hepatozyten erfolgt
insulinunabhangig (BAIRD et al. 1980; BROCKMAN 1990), wahrend der
Umsatz von glucogenen Aminosduren, Lactat und Glycerin signifikant durch
Insulin gehemmt wird (BROCKMAN 1985; DONKIN 1999).

In einer Phase mit negativer Energiebilanz nimmt aufgrund der geringeren
Propionatproduktion im Pansen (DRACKLEY et al. 2001) die Bedeutung
glucogener Aminosdauren, des Lactats und des Glycerins als Glucoseprecursor
deutlich zu (LOMAX und BAIRD 1983; DRACKLEY et al. 2001; REYNOLDS et
al. 2003). Nach BELL (1995a) kénnen im Zeitraum um den Partus zwischen
15 % und 20 % des Glucosebedarfs durch die Nutzung des durch die verstérkte
Lipolyse in den Fettgeweben freigesetzten Glycerins abgedeckt werden. Bis zu
30 % der Glucose kdénnen nun aus glucogenen Aminosauren, bis zu 15 % aus
Lactat gebildet werden (SEAL und REYNOLDS 1993). REYNOLDS et al.
(2003) geben fir Propionat, glucogene Aminosauren, Lactat und Glycerin Werte
von 50 - 60 %, 20 - 30 %, 15 - 20 %, 2 - 4 % an. Glucogene Aminosauren, die
entweder intestinal aus der Diat resorbiert bzw. durch Proteinolyse in der
Skelettmuskulatur freigesetzt wurden, sind zusammen mit dem durch Lipolyse
in den Fettgeweben freigesetzten Glycerin die quantitativ wichtigsten
Glucosevorlaufer im Zeitraum um den Partus (REYNOLDS et al. 2003). Bei
Tieren mit negativer Energiebilanz kann nach OVERTON et al. (1999) bereits
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die Glucosesynthese aus der Aminosdure Alanin die Synthese aus Propionat
Ubersteigen.

Neben der Eigenregulation durch Glucose erfolgt die Regulation der
Gluconeogenese durch eine hormongesteuerte Aktivitatsregulation der fur
diesen Stoffwechselweg essentiellen Enzyme (MOORE et al. 1998; DONKIN
1999; BROCKMAN 2005)

2.1.4 Schliusselenzyme der Gluconeogenese

Pyruvatcarboxylase (PC), Phosphoenolpyruvatcarboxykinase (PEPCK) und
Glucose-6-phosphatase (G6Pase) gelten als Schlisselenzyme der hepatischen
Gluconeogenese (TILGHMAN et al. 1974; LOFFLER und PETRIDES 1997;
WALLACE et al. 1998; SHE et al. 1999; VELEZ und DONKIN 2004,2005).
Die Abbildung 2 =zeigt die Lokalisation der Enzyme innerhalb des
Stoffwechselweges der hepatischen Gluconeogenese.

Die  Aktivitst der  Schlisselenzyme  beeinflusst malgeblich  die
Gluconeogeneserate (ROGNSTAD 1979; PILKIS und GRANNER 1992;
GIRARD et al. 1992; NORDLIE et al. 1999; DONKIN 1999). Dartber hinaus
wird durch die Aktivitdt der einzelnen Enzyme mitbestimmt, welche Precursoren
in welchem Umfang zur Gluconeogenese genutzt werden (BROCKMAN 2005;
JITRAPAKDEE et al. 2006; AGCA und DONKIN 2007).

PC ist der Katalysator der innerhalb von Mitochondrien stattfindenden
ATP-abhangigen Carboxylierung von Pyruvat zu Oxalacetat und ist damit das
wichtigste Enzym bei der hepatischen Glucosesynthese aus Lactat, Pyruvat
und glucogenen Aminosauren (JITRAPAKDEE und WALLACE 1999;
GREENFIELD et al. 2000; VELEZ und DONKIN 2004; FERREIRA und WEISS
2007). Die Pyruvatcarboxylase ist von groler Bedeutung bei der Steuerung von
Substratstrémen. VELEZ und DONKIN (2005) geben fur den Zusammenhang
zwischen der hepatischen PC mRNA-Menge und der Gluconeogeneserate aus
Lactat einen signifikanten, positiven Korrelationskoeffizienten von r = 0,64 an.
PEPCK katalysiert den Aufbau von Phosphoenolpyruvat (PEP) aus Oxalacetat
(AGCA et al. 2002; WILLIAMS et al. 2006). Diese Reaktion wird beim

Monogaster als entscheidender Schritt fir die Gluconeogenese aus
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C3-Vorstufen angesehen (O'BRIEN und GRANNER 1990; PILKIS und
GRANNER 1992). Abgeleitet von der interzellularen Lokalisation wird bei den
meisten Spezies zwischen der mitochondrialen Form (PEPCK-M) und der
cytosolischen Form (PEPCK-C) des Enzyms unterschieden (GARBER et al.
1972; AGCA et al. 2002; WILLIAMS et al. 2006). Bei allen Saugetieren haben
die beiden Isoformen gleiche kinetische Eigenschaften und die gleiche
molekulare Masse, werden aber von unterschiedlichen Genen kodiert
(HANSON und PATEL 1994; HANSON und RESHEF 1997; AGCA et al. 2002).
Die spezifische Aktivitdt beider Isoformen unterscheidet sich bei den
unterschiedlichen Spezies (GARBER et al. 1972). In den Hepatozyten von
Wiederkduern haben die cytosolische und die mitochondriale Form etwa die
gleiche Aktivitat (TAILOR et al. 1971; GARBER et al. 1972).

Die Gluconeogenese aus Lactat wird vordergrindig durch PEPCK-M
(WATFORD et al. 1981; HANSON und PATEL 1994), die Nutzung anderer
glucogener Substrate durch PEPCK-C katalysiert (WATFORD et al. 1981).
Voraussetzung fur die Gluconeogenese aus Propionat, Pyruvat bzw.
glucogenen Aminosauren ist, dass beim Aufbau von Phosphoenolpyruvat im
Cytosol gleichzeitig NADH zur spateren Nutzung bei der Glycerinaldehyd-3-
phosphat-dehydrogenase-Reaktion generiert wird. Dazu wird das aus
Propionat, Pyruvat und glucogenen Aminosauren metabolisierte Oxalacetat in
Malat umgewandelt, passiert mit Hilfe des ,Malat-Shuttle-Systems® die
Mitochondrienmembran und wird im Cytosol durch die Malatdehydrogenase
(MDH) unter NADH-Generation erneut zu Oxalacetat aufgebaut. Katalysiert
durch PEPCK-C erfolgt die Metabolisierung des Oxalacetats zu
Phosphoenolpyruvat. Das bei der cytosolischen Remetabolisierung des
Oxalacetats generiete  NADH wird bei der Glycerinaldehyd-3-phosphat-
dehydrogenase-Reaktion wieder reduziert.

Der Stoffwechselweg des Lactats fihrt Uber die PEPCK-M in die
Gluconeogenese. Das bedeutet, dass das aus dem Lactat Gber Pyruvat
aufgebaute Oxalacetat innerhalb der Mitochondrien, katalysiert durch die
mitochondriale Form der PEPCK, zu Phosphoenolpyruvat umgesetzt wird. Das

so generierte Phosphoenolpyruvat passiert die Mitochondrienmembran und

10
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steht im Cytosol fir die weitere Verstoffwechselung in der Gluconeogenese zur
Verfugung. Das fir die Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase-Reaktion
bendtigte NADH wird wahrend der durch die Lactatdehydrogenase katalysierte
Metabolisierung des Pyruvats aus Lactat generiert. Welcher glucogene
Precursor mit Hilfe welcher Isoform von PEPCK zur Gluconeogenese genutzt
wird, ist somit nicht nur von dem Substratangebot und der jeweiligen
Enzymmenge bzw. Enzymaktivitdt, sondern auch von der NADH-Verfigbarkeit
im Cytosol abhangig (GARBER et al. 1972).

G6Pase katalysiert am rauhen endoplasmatischen Retikulum der Hepatozyten
den finalen Schritt der Reaktionsketten von Gluconeogenese und
Glykogenolyse, die Hydrolyse von Glucose-6-phosphat zu Glucose (BARTHEL
und SCHMOLL 2003).

Die Enzymmenge (Proteinmenge) in den Hepatozyten wird durch die
Transkriptions- und Degenerationsrate der spezifischen mRNA bzw. durch eine
Kombination beider Prozesse bestimmt (ZHANG et al. 1995; JITRAPAKDEE et
al. 2006). Mit steigender mMRNA-Menge erhéht sich bei Labornagern auch die
Enzymmenge und damit die Enzymaktivitat in der Leber (SALTO et al. 1999).
GREENFIELD et al. (2000) und AGCA et al. (2002) fanden auch bei Milchkihen
in der Transitperiode einen positiven, korrelativen Zusammenhang zwischen
der mMRNA-Menge und der Enzymaktivitdt von PC und PEPCK. Auch beim
neonatalen Kalb sind die exprimierte mMRNA-Menge fur PC und die Aktivitat des
Enzyms positiv korreliert (HAMMON et al. 2003; HAGA et al. 2008).

Acetyl-CoA gilt als allosterischer Aktivator der Pyruvatcarboxylase (ATTWOOD
und KEECH 1984; SASAKI et al. 1984; LEMAGIGRE und ROUSSEAU 1994;
JITRAPAKDEE et al. 2006). Die Aktivitdt der PC wird aber auch von der
Substratverfugbarkeit und dem ATP : ADP-Verhéltnis beeinflusst (TAILOR et al.
1969). Dartber hinaus wurden flr verschiedene Spezies Zusammenhénge
zwischen dem Erndhrungszustand und der PC-Aktivitdt beschrieben. Bei
Nagern, Schweinen, Schafen und Rindern erhéht sich bei restriktiver Fitterung
die PC-Aktivitat (FILSELL et al. 1969; SOLING et al. 1970; WIMHURST und
MANCHESTER 1970; TAILOR et al. 1971; LEMONS et al. 1986; VELEZ und
DONKIN 2000,2005). Dartber hinaus wird die Aktivitat der PC durch Hormone

11
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wie Glucagon, Glucocorticoide und Schilddriisenhormone stimuliert. Eine in der
Laktationsmitte verabreichte 3,5-stiindige Glucagoninfusion flihrte zu einem
Anstieg der PC mRNA-Menge um 50 % (SHE et al. 1999), wéhrend eine
kurzzeitige Glucagonbehandlung (4 Injektionen innerhalb 21 Stunden) wahrend
der FrUhlaktation keinen Einfluss auf die exprimierte PC mRNA-Menge hatte
(WILLIAMS et al. 2006). WEINBERG und UTTER (1979) konnten zeigen, dass
bei Ratten, bei denen das Schilddrisenhormon T4 auf den doppelten
Konzentrationswert erhéht wird, auch die PC-Aktivitdt zunimmt. Durch die
Behandlung mit Glucagon bzw. Glucocorticoiden erhéht sich bei Ratten die
Pyruvatkonzentration im Mitochondrium, was zu einer gesteigerten
Gluconeogenese fuhrt (OWEN und HALESTRAP 1993; KRAUS-FRIEDMANN
und FENG 1996).

Der Aktivitdtsgrad des PEPCK-Enzyms wird weder allosterisch noch durch
Phosphorylierungsreaktionen reguliert (AGCA et al. 2002). Vielmehr
entscheiden Transkription und Aktivitdt der mRNA und die nach der Translation
vorhandene Enzymmenge Uber dessen Aktivitat (HANSON und RESHEF
1997). Die Aktivitdt der PEPCK-C wird durch die hormonelle und
nahrstoffabhdngige Stimulation der Transkriptionsrate des PEPCK-C-Genes
und die ,Turnover-Rate“ seiner spezifischen mRNA festgelegt (HANSON und
RESHEF 1997; AGCA et al. 2002). Hingegen scheint die Aktivitat der
PEPCK-M unreguliert und statisch zu sein (HANSON und RESHEF 1997). Die
mitochondriale Form des Enzyms wird im Gegensatz zu dessen cytosolischer
Form nicht hormonabhangig reguliert (WELDON et al. 1990; SAVON et al.
1993). Die wichtigsten Hormone bei der Transkriptionsregulation der PEPCK-C
sind Insulin, Glucagon, Glucocorticoide und Thyroxin (AGCA et al. 2002).
Wahrend Glucagon, Glucocorticoide und Thyroxin die Transkription férdern,
wirken Insulin und Intermediate des Glucosemetabolismus inhibierend (PILKIS
und GRANNER 1992; O'BRIEN et al. 1995; HANSON und RESHEF 1997;
JIANG und ZHANG 2003). Eine Insulinbehandlung verminderte bei Schafen die
PEPCK-C-Aktivitat (NARKEWICZ et al. 1993). Bei praruminanten Kélbern
fuhrte eine Insulinbehandlung zur Verminderung der hepatischen

Gluconeogenese, wahrend dies bei ruminanten Kalbern nicht mehr
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festzustellen war (DONKIN und ARMENTANO 1995). Bei Milchkihen in der
Laktationsmitte senkte eine 3,5-stliindige Glucagoninfusion die hepatische
MRNA-Menge fur PEPCK um 41 % (SHE et al. 1999). Bei den Studien von
WILLIAMS et al. (2006) hatte eine kurzzeitige Glucagonbehandlung
bei laktierenden Milchkiihen keinen Einfluss auf die hepatische PEPCK mRNA-
Menge bzw. die Aktivitdt des Enzyms.

Die Aktivitdt der G6Pase wird weitgehend durch deren hormon- und
nahrstoffabhdngige Genexpression bestimmt (AZZOUT-MARNICHE et al. 2006;
CEDENO et al. 2008). Wahrend Glucagon, Glucose sowie Glucocorticoide die

Genexpression stimulieren, wirkt Insulin inhibierend (NORDLIE et al. 1999).
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2.2 Die Milchkuh im peripartalen Zeitraum

2.2.1 Veranderungen und Belastungen des Stoffwechsels

Als geburtsnaher Zeitraum wird die Zeitspanne vom Trockenstellen bis zum
Erreichen der Peakleistung wahrend der Fruhlaktation bezeichnet (ROSSOW
2002). SACHS (1987) beschrieb diesen Zeitabschnitt fur die Milchkuh als eine
,Gradwanderung im physiologischen Bereich®. In diesen Zeitraum féllt auch die
Transitperiode (transition period), die kritische Phase des Uberganges von der
Hochtréchtigkeit zur Fruhlaktation (DRACKLEY 2004). Diese wird von den
meisten Autoren als der Zeitraum von 3 Wochen ante partum (a.p.) bis
3 Wochen post partum (p.p.) definiert (GRUMMER 1995; DRACKLEY 1999;
ROSSOW 2002).

Wahrend der Transitperiode unterliegt der Stoffwechsel der Milchkuh
Belastungen, die durch die Spatphase der Graviditdt, den Partus sowie die
einsetzende Laktation hervorgerufen werden (GRUMMER 1995; DRACKLEY
1999, 2002; GERLOFF 2000; BLOCK et al. 2001).

Der Begriff ,Peripartale Stoffwechselbelastung® umfasst dabei sowohl die
metabolischen Konsequenzen des peripartalen Energiedefizits als auch die mit
den daraus resultierenden Adaptationsprozessen einhergehenden
Verdnderungen und Belastungen des Stoffwechsels.

Im geburtsnahen Zeitraum muss sich der Stoffwechsel der Milchkuh von eher
anabolen Prozessen wéhrend der Trockenstehperiode infolge der mit dem
Partus einsetzenden Milchsekretion auf vermehrt katabole Prozesse wahrend
der Laktation umstellen (LUCY et al. 1991; ROSSOW 2002). Die Adaptation an
die sich andernde Stoffwechselsituation ist mit erheblichen physiologischen,
endokrinen und metabolischen Verdnderungen verbunden (BELL 1995a;
GRUMMER 1995; DRACKLEY 1999; DRACKLEY et al. 2001; REYNOLDS et
al. 2003; JOUANY 2006) und stellt eine enorme Belastung fur den
Stoffwechsel einer Milchkuh dar.

Um in der spaten Phase der Graviditdt den Glucose- und Proteinbedarf des
wachsenden Foétus abdecken zu kbénnen, kommt es sowohl zu
Anpassungsreaktionen im maternalen Kohlenhydrat- und Proteinstoffwechsel

als auch zu Veradnderungen im Fettstoffwechsel (BELL 1995a). Diese
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Ausrichtung des maternalen Stoffwechsels an den sich verdndernden
Nahrstoffoedarf des Foétus gilt als essenzielle Voraussetzung fir die
metabolischen Verdnderungen zu Beginn der Laktation (BELL 1995a).

Nach McNAMARA (1991) beginnen der Wechsel der Stoffwechsellage und die
damit verbundenen metabolischen Adaptationsprozesse bereits 30 Tage a.p.
und steigern sich bis zum Partus. Wahrend der letzten Trachtigkeitswochen
erhdht sich der Energiebedarf zur Versorgung des Uterus und des wachsenden
Foétus exponential (BELL 1995b). Mit dem Partus steigt auch der Energiebedarf
der laktierenden Milchdriise sprunghaft an (STAUFENBIEL 1989; DRACKLEY
et al. 2005), da sich deren Glucoseaufnahme um ein Vielfaches (finf- bis
neunfach) erhéht (BELL 1995b).

Aus energetischer Sicht ist die Fruhlaktation jedoch nicht nur im Hinblick auf die
Milchleistung eine kritische Phase. Neben dem hohen mammaren
Glucosebedarf missen auch die Puerperalphase mit Rickbildung des Uterus
sowie die Wiederaufnahme der zyklischen Ovaraktivitdit energetisch
kompensiert werden (STAUFENBIEL et al. 1991).

Im Gegensatz zum Energiebedarf nimmt jedoch das Futteraufnahmevermdégen
mit Annaherung an den Partus ab (HAYIRLI et al. 2003; FRENCH 2006),
erreicht einen Minimalwert zum Partus (INGVARTSEN und ANDERSEN 2000)
und steigt auch nach dem Partus langsamer als die Milchleistung an
(STAUFENBIEL 1989; STAUFENBIEL und SCHRODER 2004b). Der
Milchleistungspeak wird zwischen der 4. und 7. Woche p.p., die maximale
Trockensubstanzaufnahme jedoch erst in der 8. - 22. Woche p.p. erreicht
(STAUFENBIEL 1989; LUCY et al. 1991; INGVARTSEN und ANDERSEN
2000; STAUFENBIEL und SCHRODER 2004b). Die Folge ist der Eintritt der
Milchkuh in eine Phase mit negativer Energiebilanz (DOMECQ et al. 1997b;
BLOCK et al. 2001; DRACKLEY et al. 2001; STAUFENBIEL und SCHRODER
2004b; GRUMMER et al. 2004; RIZOS et al. 2008), deren Stérke und Dauer
interindividuell stark variieren kann (BUTLER et al. 1981).

Aufgrund der nicht bedarfsgerechten Trockensubstanzaufnahme kann wahrend
dieser Phase der Glucosebedarf nicht durch die Glucoseproduktion aus

Propionat, dem Haupt-Precursor der Glucosesynthese des Wiederkauers
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(LEAN et al. 1992; SEAL und REYNOLDS 1993; DRACKLEY et al. 2001;
GEELEN und WENSING 2006), abgedeckt werden (DRACKLEY et al. 2005).
Nach DRACKLEY et al. (2001) werden in den ersten Wochen nach dem Partus
ca. 500 g/d weniger Glucose aus Propionat gebildet als tatsachlich benétigt
werden. Da die Milchkuh jedoch auf eine kontinuierliche Gluconeogenese und
eine gleichzeitig ablaufende Glucosemetabolisierung angewiesen st
(STANGASSINGER 1985; DRACKLEY 2002), muss das fehlende Propionat
durch die verstarkte Nutzung anderer Glucoseprecursoren ausgeglichen
werden. Dabei kommt es zu einer Veranderung der Anteile, mit denen die
einzelnen Precursoren zur Gluconeogenese beitragen. Wahrend in der ersten
Woche p.p. die Glucoseneusynthese aus Propionat stark vermindert ist, steigt
der Anteil, den Lactat sowie glucogene Aminosauren und dabei insbesondere
Alanin zur Gluconeogenese beitragen, an (REYNOLDS et al. 2003; DOEPEL et
al. 2009).

Der Energiemangel |6st, endokrin vermittelt, homdorhetische
Adaptationsprozesse (BAUMAN und CURRIE 1980; STAPLES et al. 1990) aus,
die zur Kompensation des energetischen Defizits eine Mobilisation
korpereigener Energiereserven ermoglichen. Die mobilisierbaren
Energiereserven sind Koérperfett und -protein sowie Glykogen (PETRY 2000).
Eine spezifische Konstellation stoffwechselmodulierender Hormone forciert die
Lipolyse in den Fettgeweben, die Proteolyse in den Muskelgeweben sowie die
Glykogenolyse in der Leber (LUCY et al. 1991). Gleichzeitig stimuliert die
peripartale Hormonkonstellation die Gluconeogenese (LUCY et al. 1991,
RICHARDS 2004) und inhibiert die Lipogenese (HERDT 2000). Die auffalligsten
homoorhetischen Verédnderungen der Hormonkonzentration im geburtsnahen
Zeitraum sind der Anstieg der Konzentrationen von Somatotropin (STH),
Prolactin, Glucocorticoiden und Katecholaminen sowie die Abnahme der
Konzentrationen von Insulin, IGF-1, Thyreoidhormonen und Leptin (ROSSOW
2003a). Zur Kompensation des Energiedefizits werden vor allem freie
Fettsduren, die bei der Mobilisation von Kérperfettdepots freigesetzt werden,
herangezogen (BLOCK et al. 2001; DRACKLEY et al. 2001; KOKKONEN et al.
2005).
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Fur die verstarkte Lipolyse in den Fettgeweben wird das zugunsten des
Wachstumshormons verschobene Verhéltnis von Wachstumshormon zu Insulin
(DRACKLEY 2002, 2004; INGVARTSEN 2006) sowie das zugunsten des
Glucagons verschobene Insulin/Glucagon-Verhéltnis (BLUM 2004, ULBRICH et
al. 2004) verantwortlich gemacht. Neben der Mobilisation von Kérperreserven
ermdglichen die hormonellen Umstellungen auch eine hohe Syntheseleistung in
der Milchdrise (ROSSOW 2003a). Das Insulin, Haupthormon der
Stoffwechselregulation in den Fettgeweben, steuert den Glucosetransport,
stimuliert die Lipogenese und inhibiert die Lipolyse (VERNON 2002). Es nimmt
bei der Verteilung und Verwertung von Nahrstoffen eine zentrale Position ein
(WEEKES 1991; McGUIRE et al. 1995a; LEMOSQUET et al. 1997). Die
Hauptfunktion, welche das Insulin bei der Regulation der Glucosehomdostase
einnimmt, ist in der Stimulation der peripheren Glucoseaufnahme, bei
gleichzeitiger Hemmung der Glucoseausschittung durch die Leber, zu sehen
(GRAF 1984; VOIGT 1996).

Der starke Abfall der Insulinkonzentration um den Partus (VERNON 2002;
HOLTENIUS et al. 2003) sowie die wahrend der Fruhlaktation auftretende,
verminderte Insulinantwort (Insulinresistenz) in den verschiedenen Zielgeweben
(BELL 1995a; BAUMAN 2000) ermdglichen eine prioritdre Umverteilung
(Partitioning) der Energie und Nahrstoffe im Organismus zugunsten der
Milchdriise (STAUFENBIEL et al. 1992d).

Die Tatsache, dass wahrend der Frihlaktation zwischen 50 kg und 60 kg
Korperfett mobilisiert werden kénnen (SMITH und McNAMARA 1990),
kennzeichnet das Fettgewebe als quantitativ wichtigstes
Energiespeichersystem der Milchkuh (PEDRON et al. 1993).

Die Nutzung von Koérperfett- und Kérperproteinreserven stellt in der Natur eine
physiologische Strategie dar, die zur Erhéhung der Stoffwechselleistung dient
(ROSSOW 2003a). Insbesondere bei Hochleistungskiihen wird héaufig die
Stoffwechselkapazitdt der Leber durch die infolge der massiven
Kdrperfettmobilisation anflutenden freien Fettsduren Uberfordert (GERLOFF et
al. 1986; JOHANNSEN et al. 1991,1992). Durch die exzessive Mobilisation von

Korperfett kénnen Imbalanzen im hepatischen Kohlenhydrat- und
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Lipidmetabolismus auftreten, die in einer vermehrten Ketonkérperbildung sowie
einem Anstieg des Leberfettgehaltes minden (GRUMMER 1993; GOFF und
HORST 1997; NIELSEN und INGVARTSEN 2004). Nach VERNON (2002)
kann es im peripartalen Zeitraum insbesondere zu ,Entgleisungen® im
Lipidstoffwechsel kommen. Infolge der verstarkten Lipolyse in den Fettgeweben
erhéht sich die Konzentration der mit dem Blutstrom zirkulierenden freien
Fettsduren (GOFF und HORST 1997; SALLMANN und FUHRMANN 2000).
Freie bzw. nichtveresterte Fettsduren (NEFA - non esterified fatty acids) dienen
in verschiedenen Kdérpergeweben und dabei insbesondere in den Hepatozyten
zur Energiegewinnung und werden im Eutergewebe zur Milchfettbildung
verwendet.

In der Leber, dem zentralen Stoffwechselorgan des Lipid- und
Energiestoffwechsels (RICHARDS 2004), erfolgt die Aufnahme nichtveresterter
Fettsduren konzentrationsabhéngig (HEITMANN et al. 1987; EMERY et al.
1992; ROSSOW 2003b). Anflutende Fettsduren kbénnen, je nach
Stoffwechsellage, vollstandig Uber den Citratzyklus zu CO, oxidiert, zur
Ketogenese genutzt, zu Triglyceriden reverestert und nach Einbau in VLDL
(very low density lipoprotein) aus der Leber wieder in die Blutbahn abgegeben
bzw. in den Hepatozyten akkumuliert werden (DRACKLEY 1999; ROSSOW
2003a; NAFIKOV et al. 2006). Die Abbildung 3 zeigt einen Uberblick des

Stoffwechsels der freien Fettsduren in der Leber zu Beginn der Laktation:

Oxidation zu CO,
(vollst. Oxidation)

Ausschleusung
nach Einbau in VLDL

Abb. 3: Stoffwechsel freier Fettsauren in den Hapatozyten
zu Laktationsbeginn; mod. nach ROSSOW (2003a)
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Die im Cytosol der Hepatozyten anflutenden Fettsduren werden durch eine
Thiokinase in ihre aktivierte Form, das Acyl-CoA, Uberfuhrt. Da Acyl-CoA die
mitochondriale Innenmembran nicht passieren kann, wird es, katalysiert durch
das Enzym  Carnitin-Palmityl-Transferase-1  (CPT-1), mittels eines
,Carnitin-Shuttle-Systems“ durch die Membran in das Lumen des
Mitochondriums transportiert. Im Mitochondrium wird Acyl-CoA mittels
B-Oxidation in Acetyl-CoA (C2-Bruchstiicke) gespalten. Acetyl-CoA wird durch
Kondensation mit Oxalacetat als Citrat in den Citratzyklus eingeschleust
(BAIRD 1982, LOMAX 1992). Uber den Citratzyklus und die Atmungskette
kénnen die C2-Bruchstiicke so zur Energiegewinnung vollstdndig zu CO;
oxidiert werden.

Bei maximaler Belastung des Energiestoffwechsels, insbesondere wahrend der
Friahlaktation, wird dem Intermediédrstoffwechsel vermehrt Glucose fir die
mammare Laktosesynthese entzogen. Die entstandene Hypoglykdmie wird
durch eine verstarkte Gluconeogenese und Glykogenolyse kompensiert. Das
Oxalacetat, zentrales Bindeglied zwischen Kohlenhydrat- und
Lipidmetabolismus, wird nun vermehrt zur Gluconeogenese genutzt, um den
hepatischen Glucoseoutput zu erhéhen (WEEKES 1991). Die Folge ist, dass
weniger Oxalacetat als Reaktionspartner zur Verfligung steht, wodurch das aus
der mitochondrialen B-Oxidation der Fettsduren stammende Acetyl-CoA in
immer geringerer Menge in den Citratzyklus eingeschleust werden kann
(RUKKWAMSUK et al. 1999a,b) und somit im alternativen Stoffwechselweg
der Ketogenese zu Ketonkdrpern (Aceton, Acetoacetat, Betahydroxybutyrat)
metabolisiert wird (DOBBELAAR et al. 1996). Damit stellt das Oxalacetat einen
wesentlichen Regulator in der Verbindung von Gluconeogenese und
Ketogenese dar (KREBS 1966; BAIRD 1982).

Durch den infolge der energetischen Unterversorgung auftretenden
Kohlenhydratmangel in der Leber kann die Ketonkdrperproduktion derart
ansteigen, dass sich eine subklinische bis klinisch manifeste Ketose entwickelt
(DUFFIELD 2000; HERDT 2000; DRACKLEY et al. 2001).
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Freie Fettsauren, welche die Mitochondrienmembran nicht passieren kénnen,
werden im Cytosol der Hepatozyten an den Membranen des glatten
endoplasmatischen Retikulums zu Triglyceriden reverestert (LOMAX 1992). Die
Kapazitdt des Lebergewebes, freie Fettsduren zu Triglyceriden zu verestern,
steigt im peripartalen Zeitraum deutlich an (GRUM et al. 1996; LITHERLAND et
al. 2003; ROSSOW 2003a). Die hepatische Fettsdureaufnahme sowie die
Veresterung und Akkumulation von Triglyceriden in der Leber verhalten sich
proportional zur NEFA-Konzentration im Blut (BERTICS et al. 1992,
GRUMMER 1993; GRUM et al. 1996; GRUMMER et al. 2000). GRUMMER
(1993) vermutet, dass neben der hohen peripartalen Serumkonzentration freier
Fettsduren insbesondere der Anstieg der Serumkonzentration an plazentalem
Ostradiol zum  Partus, in Verbindung mit der absinkenden
Progesteronkonzentration, fur die Forcierung der Triglyceridsynthese und
-akkumulation verantwortlich ist.

Reveresterte Triglyceride werden akkumuliert oder in den Vesikeln des
Golgiapparates an very low density lipoproteine (VLDL) gebunden und Uber
interzellulare Membransysteme an das Blut abgegeben (SPARKS und SPARKS
1985). Die akkumulierte Triglyceridmenge ist entscheidend vom Gleichgewicht
zwischen der Anflutung freier Fettsduren und der hepatischen
Lipoproteinsynthesekapazitat abhangig (ROSSOW und STAUFENBIEL 1983).
Der Leberfettgehalt nimmt zu, wenn die hepatische Triglyceridsyntheserate die
Triglyceridhydrolyserate  zuzlglich der Triglyceridexportrate als VLDL
Uberschreitet (GERLOFF et al. 1986; PULLEN et al. 1990). Da der
Ausschleusemechanismus in Form von VLDL beim Wiederkduer im Vergleich
zum Monogastrier stark limitiert ist (KLEPPE et al. 1988; PULLEN et al. 1990),
werden die reveresterten Triglyceride gréRtenteils akkumuliert, was einen
Anstieg des Leberfettgehaltes zur Folge hat (RUKKWAMSUK et al. 1999a,b).
Eine exzessive hepatische Lipidakkumulation wahrend der Frihlaktation stellt
bei Milchkilhen mit hoher Milchleistung eine der bedeutsamsten metabolischen
Stérungen im peripartalen Zeitraum dar (GOFF und HORST 1997; DRACKLEY
1999; JORRITSMA et al. 2001; GEELEN und WENSING 2006). Massive

Fetteinlagerungen in  den  Hepatozyten gehen mit hepatischen
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Funktionsstérungen einher (GRUMMER 1993; VAN DEN TOP et al. 1996;
DRACKLEY 1999) und kdénnen zu Beeintrachtigungen der Tiergesundheit sowie
des produktiven und reproduktiven Leistungsvermdgens fuhren (WENSING et
al. 1997).

Der eigentliche Anstieg des Fettgehaltes in der Leber ist ein Resultat der
exzessiven Uberschwemmung der Leber mit freien Fettsduren, welche infolge
der verstarkten Lipolyse in den Fettgeweben freigesetzt werden (HERDT
1988a; GRUMMER 1993; RUKKWAMSUK et al. 1998; RUKKWAMSUK et al.
2000; BOBE et al. 2004). RUKKWAMSUK (1999) fihrte aus, dass die
Entwicklung einer Fettleber bei Milchkiihen in der Frihlaktation auf die erhdhte
NEFA- Aufnahme durch die Leber sowie eine zunehmende Triglyceridsynthese
in den Hepatozyten verbunden mit der Unfahigkeit zur Steigerung der VLDL-
Synthese zurtickzufihren sei.

In der verstarkten postpartalen Lipidakummulation kommt die Insuffizienz der
Leberzellen zum Ausdruck, die enorme Menge freier Fettsduren in
ausreichendem Malle entweder vollstdndig Uber den Citratzyklus und die
Atmungskette oder unvollstandig Uber die Ketogenese zu oxidieren bzw. diese
gebunden an Transportlipoproteine aus der Leber auszuschleusen. Der
Leberfettgehalt steigt als Folge der Uberlastung der alternativen
Stoffwechselwege (BEEVER 2006) in der Leber, was den Leberfettgehalt als
einen Indikator der peripartalen metabolischen Belastung kennzeichnet. Das
energetische Defizit, die massive Mobilisation von Kdérperfett, die verstarkte
Ketogenese sowie die vermehrte Triglyceridakkumulation in den Leberzellen
sind eng mit metabolischen Stérungen und einer héheren Inzidenz postpartaler
Erkrankungen verbunden (HERDT 2000; JORRITSMA et al. 2003b; BOBE et al.
2004).

2.2.2 Zootechnische Parameter

2221 Trockensubstanzaufnahme

Die letzten 3 Trachtigkeitswochen sind durch einen kontinuierlichen Rickgang
der Trockensubstanzaufnahme gekennzeichnet (GRUMMER et al. 2004). Fur

diesen Riickgang werden die zum Partus ansteigende Ostradiolkonzentration
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bei gleichzeitig stark abfallender Progesteronkonzentration, die beginnende
Mobilisation von Koérperfett, aber auch das durch den wachsenden Fétus
eingeschrankte Pansenvolumen verantwortlich gemacht (INGVARTSEN et al.
1999; INGVARTSEN und ANDERSEN 2000). Der Rilckgang der
Trockensubstanzaufnahme wahrend der letzten 21 Tage vor dem Partus wird
von verschiedenen Autoren in einem Bereich von 10 - 35 % angegeben, wobei
die groRte Abnahme in der letzten Trachtigkeitswoche festzustellen ist
(BERTICS et al. 1992; HAYIRLI et al. 2003; DRACKLEY 2004; FRENCH 2006).
In der letzten Woche vor dem Partus kann der Ruckgang der
Trockensubstanzaufnahme zwischen 10 % und 50 % betragen (THILSTED
1985; GERLOFF 2000; DRACKLEY 2002). INGVARTSEN et al. (1997) zeigten,
dass der Rickgang der Trockensubstanzaufnahme schon vor der
Transitperiode einsetzen kann. Unmittelbar zur Kalbung erreicht die
Trockensubstanzaufnahme ihren geringsten Wert (INGVARTSEN und
ANDERSEN 2000). Nach dem Partus steigt die Futteraufnahme kontinuierlich
an und erreicht bei den meisten Tieren zwischen der 8. und 11. Woche p.p. ihr
Maximum (STAUFENBIEL 1989; LUCY et al. 1991; STAUFENBIEL und
SCHRODER 2004b), wobei Anstieg und Héhe individuell stark variieren
kénnen. Nach Angaben von INGVARTSEN und ANDERSEN (2000) kann sich
das Erreichen der maximalen Trockensubstanzaufnahme jedoch bei einigen
Tieren bis zur 22. Woche p.p. verzégern. Unmittelbar nach der Geburt treten die
gréfldten Unterschiede bei der interindividuellen Trockensubstanzaufnahme auf.
So liegt der Variationskoeffizient fur die tagliche Trockensubstanzaufnahme in
der ersten Woche p.p. bei 30 - 40 %, nach dem Laktationspeak nur noch bei
6 - 10 % (DRACKLEY 1999).

2222 Energiebedarf

Mit der Annéherung an den Partus ist bei Milchkiihen ein starker Anstieg des
Energiebedarfs zu beobachten, welcher sich nach BELL (1995b) damit
begrinden lasst, dass der Energieverbrauch fur die Versorgung des Uterus und
das Wachstum des Konzeptus zum Ende der Graviditat exponentiell zunimmt.
VANDEHAAR et al. (1999) gaben den Anstieg des energetischen Bedarfs im
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letzten Trachtigkeitsmonat mit insgesamt 23 % an. War der Energiestoffwechsel
einer ausgewachsenen Milchkuh vor dem Partus noch auf die Abdeckung ihres
Erhaltungsbedarfs zuziglich des Bedarfes fir das Wachstum des Konzeptus
ausgerichtet, muss unmittelbar p.p. neben dem Erhaltungsbedarf, infolge der
einsetzenden Laktation, auch ein sprunghafter Anstieg des Energiebedarfs der
Milchdrise (BUTLER und SMITH 1989; DOMECQ et al. 1997b; SCHRODER
und STAUFENBIEL 2006) energetisch kompensiert werden. DRACKLEY et al.
(2005) beobachteten bei einer multiparen Milchkuh mit einer Kérpermasse von
725 kg eine Verdoppelung des taglichen Gesamtenergiebedarfs zwischen dem
2. Tag a.p. und dem 2. Tag p.p..

Zusatzlich zum steigenden Energieaufwand fir die Milchsekretion wird der
Energiestoffwechsel in der Fruhlaktation durch den ansteigenden energetischen
Bedarf fir Fruchtbarkeitsfunktionen, wie die Uterusregeneration in der
Puerperalphase sowie die Wiederaufnahme der zyklischen Ovarfunktionen
beansprucht (BUTLER und SMITH 1989; VILLA-GODOY et al. 1988;
STAUFENBIEL et al. 1991).

2223 Milchleistung

Mit dem Partus setzt in der Milchdrise die Synthese und Sekretion der Milch
ein. Milch besteht zu 87 % aus Wasser, 4,8 - 5,0 % Laktose, 3,5 - 4,5 % Fett,
3,0 - 4,0 % Eiweil und ca. 1 % Mineralsalzen (EICHER et al. 2005).

Die Frahlaktation ist durch den sprunghaften Anstieg der taglichen
Milchmengenleistung gepragt. Sowohl der gréfite Leistungsanstieg als auch die
héchste Tagesmilchleistung fallen in diesen Zeitraum. HUTH (1995) definierte
die 1. - 2. Woche p.p. als ,Steilen Leistungsanstieg“ und die 3. - 11. Woche p.p.
als ,Oberen Leistungsbogen® der Laktationskurve. Zwischen der 6. und 8.
Woche p.p. wird die Peakleistung erreicht. In diesem Zeitraum kdnnen
Hochleistungskihe Tagesmilchleistungen oberhalb von 50 kg erbringen. Nach
Uberschreiten der Peakleistung féllt die tégliche Milchleistung wieder ab. Die
Hohe der Peakleistung sowie der Zeitraum bis zum Rickgang der Leistung auf
das Niveau der 2. Laktationswoche beeinflussen Leistungsniveau und
Persistenz der Laktation (HUTH 1995).
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Mit dem Ubergang der Kolostralmilch in eine reife, verkehrsfahige Milch
verandert sich neben dem Anstieg der absoluten Milchmenge auch der Anteil
der einzelnen Milchinhaltsstoffe. Wahrend Fett- und Eiweil3gehalt abnehmen,
steigt der Laktosegehalt an. Nach DE KRUIF et al. (1998) korrelieren
Milchmenge und -fettgehalt wahrend der Frihlaktation negativ. Mit dem Anstieg
der Milchmenge sinkt der Milchfettgehalt bis zum 60. - 80. Tag p.p. ab
(DE KRUIF et al. 1998). Auch der Eiweil3gehalt der Milch sinkt von einer hohen
Konzentration zu  Laktationsbeginn (ROSSOW  2004) bis zum
3. Laktationsmonat ab (DE KRUIF et al. 1998). Nach einem Anstieg der
Konzentration (von 3,0 % auf ca. 5,0 %) in der Frihlaktation bleibt die
Laktosekonzentration in der Laktation auf einem relativ konstanten Niveau
(LEYDOLPH und ULRICH 1952; KORNER et al. 1977; GEBHARDT 1993;
GRABOWSKI 2000). Die Milch leistungsgerecht versorgter Milchkihe weist im
Durchschnitt einen Fettgehalt von 3,5 - 4,5 % und einen Eiwei3gehalt oberhalb
3,2 % auf (ROSSOW et al. 1990). FURLL (2005) gibt den durchschnittlichen
Milchfettgehalt mit 3,5 - 4,5 %, den durchschnittlichen Milcheiweil3gehalt mit
3,2 - 3,8 % und den durchschnittlichen Laktosegehalt mit 4,6 - 5,0 % an.

Durch die Zuchtung auf hohe Milchleistung produzieren Milchkihe aktuell eine
zehnfach héhere Milchmenge als zur Versorgung eines Kalbes benétigt wirde
(GRUMMER et al. 2004).

2224 Energiebilanz

Unter der Energiebilanz versteht man die auf der Netto Energie Laktation (NEL)
basierende Differenz zwischen aufgenommener Energie und der Summe des
Energiebedarfs fur Wachstum, Erhaltung, Graviditdt und Milchleistung
(STAUFENBIEL et al. 1989a; LUCY et al. 1991).

Im peripartalen Zeitraum durchlaufen mindestens 80 % (VILLA-GODOY et al.
1988; DOMECQ et al. 1997b) und bis zu 92 % (COPPOCK et al. 1974) aller
Milchkiihe mit hoher Milchleistung eine Phase negativer Energiebilanz; eine
Situation, bei der der Energiebedarf der Tiere nicht durch die aufgenommene
Energiemenge abgedeckt wird. Im Vergleich der Faktoren beeinflusst die

Energieaufnahme und damit die Trockensubstanzaufnahme den Bilanzwert am
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starksten (McNAMARA 1991). Wahrend der Frihlaktation wird die tagliche
Energiebilanz starker durch die Trockensubstanzaufnahme als durch die
Milchleistung bestimmt (VILLA-GODOY et al. 1988; SPICER et al. 1990; LUCY
et al. 1991; NEBEL und McGILLARD 1993). Nach BUTLER et al. (1981) gerat
jede Hochleistungskuh in eine Phase mit negativer Energiebilanz, wobei deren
Dauer und Starke individuell stark variieren kann.

Die Dauer der Phase mit negativer Energiebilanz wird im Durchschnitt mit
8 Wochen (BOISCLAIR et al. 1986; BERGHORN et al. 1988; STAPLES et al.
1990; DOMECQ et al. 1997a) angegeben, kann jedoch zwischen 5 Wochen
(BUTLER und SMITH 1989) und 16 Wochen (BUTLER und ELROD 1992)
variieren. Sie beginnt bereits vor dem Partus und erreicht ihr Maximum in der
1. Woche p.p. (GRUMMER 1995). Im Regelfall ist die Energiebilanz bei
Hochleistungskiihen zwischen der 10. und 16. Woche p.p. wieder ausgeglichen
(BEAM und BUTLER 1999; ROSSOW und JAKEL 2004). Der Zeitpunkt der
Bilanzumkehr héngt von der Kondition zum Partus ab und verlagert sich mit
zunehmender Konditionsnote auf einen spéteren Zeitpunkt (PEDRON et al.
1993). Leistungsstarke Tiere benétigen dazu mehr Zeit als leistungsschwache.
Auch bei Tieren mit geringerer Trockensubstanzaufnahme dauert dies langer
(FERGUSON 1991; BUTLER 2000; ROSSOW und JAKEL 2004).

Nach GARNSWORTHY und TOPPS (1982) wird das Ausmal} der negativen
Energiebilanz von der Korperkondition zum Partus, der Schwere der
Futteraufnahmedepression sowie der Qualitdt der eingesetzten Futterration
bestimmt. Darlber hinaus erhéht sich das energetische Defizit mit der
Zunahme der genetisch determinierten Leistungsveranlagung (ROSSOW und
STAUFENBIEL 1983; WESTWOOQOD et al. 2000, 2002).

Wahrend der Trockenstehperiode angelegte exzessive Korperfettreserven
gehen mit einem verminderten Futteraufnahmevermdgen in der Frihlaktation
einher (GRUMMER 1995; HAYIRLI et al. 2002) und verstarken so das
energetische Defizit in der Frihlaktation (RUKKWAMSUK et al. 1999a). Nach
GEELEN und WENSING (2006) wird das Ausmalf} der negativen Energiebilanz

einer Hochleistungskuh entscheidend dadurch bestimmt, inwieweit das Tier
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individuell befahigt ist, auf die genetisch verankerte Milchleistungserhéhung mit
einer adaquaten Futteraufnahme zu reagieren.

Die Ho6he des energetischen Defizits kann bis zu 63 MJ NEL/Tag betragen
(LUCY et al. 1991). In einzelnen Fallen wurden jedoch auch Werte von bis zu
115 MJ NEL/Tag ermittelt (BERGMANN et al. 1999). Eine negative
Energiebilanz bedeutet jedoch nicht, dass auch eine klinische Erkrankung der
Milchkuh vorliegen muss. Auch klinisch gesunde Kihe geraten in eine Phase
mit negativer Energiebilanz. So ermittelte BELL (1995b) bei klinisch gesunden
Milchkihen wahrend der Frihlaktation einen Energiebedarf, der um 26 % Uber

der tatsachlichen Energieaufnahme der Tiere lag.

2225 Riickenfettdicke

Mit Hilfe der ultrasonographischen Messung der Rickenfettdicke, einer
Methode zur Konditionsbeurteilung beim Milchrind (STAUFENBIEL 1992,
1997), lasst sich die subkutane Fettauflage (Depotfett) einer Milchkuh
quantifizieren. Diese, an einem definierten Messpunkt (STAUFENBIEL 1992;
SCHRODER und STAUFENBIEL 2006) gemessene Fetteinlagerung in der
Unterhaut spiegelt die Fettreserve des gesamten Kérpers wider (GREGORY et
al. 1998; SCHRODER und STAUFENBIEL 2006). Zwischen der
Rickenfettdicke an diesem Messpunkt im Rickenbereich des Rindes und dem
Gesamtkorperfettgehalt besteht eine signifikante, positive Korrelation im
Bereich von r = 0,8 - 0,9 (WIEDEMANN 1989; STAUFENBIEL 1992;
KLAWUHN 1992; SCHRODER und STAUFENBIEL 2006).

Das Fettgewebe ist der quantitativ bedeutsamste Energiespeicher zum
Ausgleich des postpartalen Energiedefizits (PEDRON et al. 1993). Die
deponierte Menge Koérperfett ist ein Indikator des Energiestatus (WALTNER et
al. 1993) und liefert wertvolle Informationen Uber die Stoffwechsellage der
Milchkuh (STAUFENBIEL et al. 1991). In seiner Funktion als schnell
mobilisierbarer Energiespeicher bt das Fettgewebe einen positiven Einfluss
auf Leistung und Gesundheit aus (STAUFENBIEL et al. 1989b), ist aber auch
als ein pathogener Faktor an der Entstehung von Gesundheits- und
Fruchtbarkeitsstérungen beteiligt (STAUFENBIEL et al. 1991). So gelten gut
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ausgebildete Fettdepots einerseits als leistungsfordernd (STAUFENBIEL et al.
1992a; PEDRON et al. 1993; STAUFENBIEL et al. 1993b; WALTNER et al.
1993; MARKUSFELD et al. 1997; DOMECQ et al. 1997b), wahrend eine
Uberkonditionierung zu Leistungsdepressionen und erhéhter Pradisposition fir
Krankheiten fuhrt (STAUFENBIEL et al. 1987; GEARHART et al. 1990;
WALTNER et al. 1993).

Eine Milchkuh durchlduft von einem Laktationszyklus zum n&chsten einen
dynamischen Auf- und Abbau ihrer Fettreserven, wobei der Umfang dieses
Auf- bzw. Abbaus durch die Energiebilanz bestimmt wird. Eine Zunahme der
Rickenfettdicke bei wiederholter Messung spiegelt die Lipogeneserate, eine
Abnahme der Rickenfettdicke die Lipolyserate in einem
Untersuchungszeitraum wider (STAUFENBIEL 1992). Dieser sich von Laktation
zu Laktation wiederholende Wechsel zwischen Mobilisation und Deposition wird
als Lebendmasse-Energie-Zyklus der Milchkuh bezeichnet (STAUFENBIEL
1993). Die Anderung der Riickenfettdicke um 1 mm entspricht einer Zu- bzw.
Abnahme des Korperfettgehaltes um ca. 0,75 % und damit 5 kg des
Korperfettes bzw. 200 MJ Nettoenergie (STAUFENBIEL et al. 1993a).

Zum Zeitpunkt des Trockenstellens, ca. 8 Wochen vor dem Partus, sollten
Milchkihe Uber eine Ruckenfettdicke im Bereich zwischen 20 mm und 25 mm
(STAUFENBIEL 1993) bzw. zwischen 19 mm und 27 mm (SCHRODER 2000)
verfigen und diese bis zum Partus mdglichst beibehalten (WILDMAN et al.
1982; EDMONSON et al. 1989; GEARHART et al. 1990; STAUFENBIEL et al.
1991). Der Aufbau von Kérpermasse sollte zu diesem Zeitpunkt weitestgehend
abgeschlossen sein (GEARHART et al. 1990). Ein Abbau von Korperfett
wéhrend der  Trockenstehphase infolge nicht bedarfsgerechter
Energieversorgung hat nach STAUFENBIEL et al. (1991, 1993a) negative
Auswirkungen auf die Tiergesundheit und fihrt zu einem signifikanten Anstieg
des Leberfettgehaltes. Dies bestatigen auch die Ergebnisse von GRUMMER
(1993). Eine zu energierestriktive Fitterung in der Trockenstehphase induziert
nach Auffassung des Autors bereits vor dem Partus eine Mobilisation von
Kdérperfett, infolgedessen sich die Plasmakonzentration freier Fettsduren und

nachfolgend der Leberfettgehalt und die Ketonkdrperkonzentration im
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Blutplasma erhéhen. Umgekehrt beeintrachtigen wéhrend der
Trockenstehperiode angelegte Fettdepots das Futteraufnahmevermégen in der
Frahlaktation, verscharfen das energetische Defizit und prédisponieren die
Milchkuh fiir Krankheiten (FRONK et al. 1980; MARKUSFELD 1985; CORREA
et al. 1990; DOMECQ et al. 1997b; RUKKWAMSUK et al. 1999a). Milchkihe,
die zum Partus starker konditioniert sind, mobilisieren im gleichen Zeitabschnitt
der Fruhlaktation mehr Korperfett als Tiere mit geringerer Kondition
(GARNSWORTHY 2007). Sowohl eine Uberkonditionierung zum Zeitpunkt des
Trockenstellens als auch starkere Zu- bzw. Abnahmen der Kérperkondition
wahrend der Trockenperiode gehen mit Milchleistungsdepressionen einher
(DOMECQ et al. 1997b). Analog zur Trockenstehperiode haben sowohl zu
geringe als auch Ubermafig angelegte Fettdepots zum Partus einen negativen
Einfluss auf Milchleistung, Gesundheit und Fruchtbarkeit der Milchkuh
(STAUFENBIEL et al. 1993b; STAUFENBIEL 1999; STAUFENBIEL und
SCHRODER 2004b). Der Bereich der optimalen Riickenfettdicke zum Partus
stellt somit einen Kompromiss zwischen den positiven und negativen
Auswirkungen deponierten Fettgewebes auf den Stoffwechsel dar und liegt
zwischen 20 mm und 30 mm (STAUFENBIEL 1997; STAUFENBIEL und
SCHRODER 2004b). Nach Ansicht der Autoren nehmen bei einer
Kalbekondition unterhalb 20 mm die negativen Effekte des nur unzureichend
kompensierten Energiedefizits auf Milchleistung und Fruchtbarkeit deutlich zu,
wahrend bei Rickenfettdicken oberhalb 30 mm eine gesteigerte
Mobilisierungsrate von Kérperfett in der Frihlaktation eine erhéhte Inzidenz von
Stoffwechselerkrankungen zur Folge hat.

Wahrend der Fruhlaktation fihrt das energetische Defizit, welches aus dem
enorm ansteigenden Energiebedarf und dem gleichzeitig nur ungenigend
ansteigenden  Trockensubstanzaufnahmevermdgen resultiert, zu einer
homd&orhetisch induzierten, verstarkten Lipolyse in den Fettgeweben und damit
zu einer massiven Abnahme der Rickenfettdicke. Milchkiihe kénnen zu
Laktationsbeginn taglich bis zu 2 kg Korperfett mobilisieren, der
Gesamtkoérperfettabbau kann dabei bis zu 150 kg betragen. ROSSOW et al.
(1989) und STAUFENBIEL (1993) betrachten eine Ruckenfettdickenabnahme
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von bis zu 3 mm wahrend der ersten beiden Laktationswochen, was einer
Mobilisation von ca. 1 kg Koérperfett pro Tag entspricht, als physiologisch.
Abhéangig von ihrer Ausgangskondition zum Partus dirfen Milchkiihe wahrend
der ersten 8 Laktationswochen bis zu 15 mm Ruckenfettdicke abbauen, sollten
dabei aber nicht unter einen Ruckenfettdickenwert von 15 mm abfallen, da
sonst die Inzidenz fir Fruchtbarkeisprobleme zunimmt und insbesondere
schlechtere Konzeptionsergebnisse zu erwarten waren (STAUFENBIEL 1993).
Bei Milchkiihen der Rasse Holstein-Friesian wird in der Frihlaktation ein
Kdérpermasseverlust von 50 kg als physiologisch angesehen (STAUFENBIEL
und SCHRODER 2004b). Wichtiger als die absolute Menge ist die
Abbaugeschwindigkeit der Kérpermasse. Je langsamer der Abbau vonstatten
geht, desto geringer sind die Risiken fur Gesundheit und Fruchtbarkeit. Bis zu
welchem Zeitpunkt in der Frihlaktation Koérperfett zum Ausgleich des
energetischen Defizits mobilisiert werden muss, ist von der individuellen
Energiebilanz abhangig. Der konditionelle Tiefpunkt wird erreicht, wenn die
Energiebilanz wieder ausgeglichen ist bzw. sich umkehrt. Ab diesem Zeitpunkt
wird erneut Kodrpermasse aufgebaut und dabei insbesondere Koérperfett
deponiert, um die verbrauchten Energiereserven zu regenerieren, damit diese
zu Beginn der neuen Laktation wieder zur Verfligung stehen.

Der exakte Zeitpunkt des Konditionstiefpunktes ist vom Leistungsniveau
(SCHRODER und STAUFENBIEL 2002), der Kondition zum Partus (PEDRON
et al. 1993), der Laktationsnummer (SCHRODER 2000) sowie dem
Trockensubstanzaufnahmevermégen (FERGUSON 1991; BUTLER 2000;
ROSSOW und JAKEL 2004) der Tiere abhéngig. Mit héherem Leistungsniveau,
starkerer Kondition zum Partus, steigender Laktationsnummer sowie niedrigerer
Trockensubstanzaufnahme verschiebt sich der konditionelle Tiefpunkt auf einen

spateren Zeitpunkt in der Laktation.

2.2.3 Stoffwechselmetabolite
2231 Freie Fettsauren
Nichtveresterte bzw. freie Fettsduren (NEFA - non esterified fatty acids) sind ein

Spaltungsprodukt, das neben Glycerin bei der Lipolyse (hydrolytische Spaltung,
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v.a. von Triglyceriden) freigesetzt wird (INGVARTSEN 2006). Es handelt sich
dabei um unveresterte Monocarbonsauren mit 10 oder mehr Kohlenstoffatomen
(FURLL 1989). Die Konzentration der im Blut transportierten freien Fettsduren
ist negativ mit der Energiebilanz korreliert (PULLEN et al. 1989; REIST et al.
2000; REIST et al. 2002; BUSATO et al. 2002), steigt mit Zunahme der
Lipolyserate an (SALLMANN und FUHRMANN 2000) und gilt als Anzeiger der
Fettmobilisation (PULLEN et al. 1989; CHIESA et al. 1991; GOFF und HORST
1997). Die enge Korrelation zwischen der NEFA-Konzentration und dem Grad
der Fettmobilisation kennzeichnen die zirkulierenden freien Fettsduren als
Indikator des Energiestoffwechsels (BOWDEN 1971; BLUM und KUNZ 1980).
Das um den Partus und wahrend der Frihlaktation auftretende Energiedefizit
fuhrt zu einer kompensatorischen Reaktion, der Homdéorhese (STAPLES et al.
1990), bei der einerseits durch eine niedrige Plasma-Insulinkonzentration eine
Hemmung der Lipolyse vermieden wird und andererseits durch die verstarkte
Sezernierung lipolytisch wirkender Hormone (Katecholamine, Glucagon und
Wachstumshormone) die Lipolyse in den Fettgeweben forciert wird. Nach der
Abgabe der freien Fettsduren in das Blut werden diese an Serumalbumin
gebunden und mit dem Blutfluss transportiert. Sie dienen in verschiedenen
Koérpergeweben und dabei insbesondere in den Hepatozyten zur
Energiegewinnung und werden im Eutergewebe zur Milchfettbildung verwendet.
Nach DRACKLEY (2002) stellen die durch die verstarkte Lipolyse freigesetzten
Fettsduren die Hauptenergiequelle wahrend des Energiemangels im
peripartalen Zeitraum dar.

Die Mobilisation von Kérperfett und damit der Anstieg der Serumkonzentration
freier Fettsduren kann bereits vor dem Partus einsetzen, erreicht ihren Gipfel
wahrend der 1. Woche p.p. und féllt dann bis zur etwa 3. Woche p.p. auf ein
geringes Basalniveau zurlick. Die Abbildung 4 zeigt einen fur Milchkihe
typischen Verlauf der Konzentration freier Fettsduren im geburtsnahen
Zeitraum. Der Referenzbereich liegt unterhalb von 620 umol/l (FURLL 2005).
HART et al. 1978 fanden bei Hochleistungskiihen héhere Konzentrationen freier
Fettsduren als bei Tieren mit geringerem Leistungspotential. Durch das

potentiell  bereits  prapartal auftretende  Energiedefizit kann die

30



31 Literaturiibersicht

Serumkonzentration freier Fettsduren bereits 1 - 2 Wochen vor dem Partus
ansteigen (STANGASSINGER et al. 1983; GRUMMER 1995). GRUMMER
(1993) fand eine negative Korrelation zwischen der NEFA-Konzentration und
der Trockensubstanzaufnahme. Je starker die antepartale Futteraufnahme
reduziert ist, desto intensiver werden um den Partus aus den Kdérperfettdepots
Fettsduren freigesetzt (CADORNIGA-VALINO et al. 1997; ROSSOW 2003b).
INGVARTSEN und ANDERSEN (2000) vermuten, dass eine exzessive
Kdrperfettmobilisation die Futteraufnahme hemmt. Neben dem Zusammenhang
mit der Futteraufnahme scheint auch die Kondition der Tiere einen Einfluss auf
die NEFA-Konzentration zu haben. Nach RUKKWAMSUK et al. (2000) zeigen
Uberkonditionierte Kiihe in der Phase der negativen Energiebilanz eine hdhere
Lipolyserate und damit eine héhere Konzentration freier Fettséuren.

Ein Anstieg der Konzentration freier Fettsduren vor dem Partus stellt einen
pradisponierenden Faktor fiir postpartale Gesundheitsstérungen wie Ketosen,
Labmagenverlagerungen, Nachgeburtsverhaltungen, Geburtsstérungen und
Mastitis dar (DYK et al. 1995; ROSSOW 2003b). DUFFIELD (2004) zeigte,
dass bei einer NEFA-Konzentration oberhalb 700 umol/l wahrend der letzten
Graviditatswoche ein bis zu funffach hdéheres Risiko besteht, p.p. an einer
subklinischen Ketose zu erkranken. CONNER et al. (2004) beschrieben eine
erhdhte Inzidenz fir Ketose und Nachgeburtsverhaltungen, VAN WINDEN et al.
(2003) fur Labmagenverlagerungen bei Tieren, die a.p. hohe NEFA-
Konzentrationen aufwiesen.

Mit hdherer Konzentration freier Fettsauren nehmen auch
Fruchtbarkeitsstérungen zu. JORRITSMA et al. (2003c) beobachteten mit
Anstieg der NEFA-Konzentration eine geringere Masse des Corpus luteums
sowie die Abnahme der Progesteronkonzentration. Nach OBESE et al. (2004)
und SHRESTHA et al. (2004b) verstarken hohe postpartale Konzentrationen
freier Fettsduren das Risiko einer verzégerten ersten Ovulation nach dem
Partus. KRUIP et al. (1999) vermuten, dass freie Fettsduren eine toxische
Wirkung auf Follikel und Oozyten haben. ZEHRUN (2002) fand bei Tieren, die
im Zeitraum zwischen der 6. und 8. Woche p.p. Follikelzysten aufwiesen,

signifikant erhéhte Konzentrationen freier Fettsauren.
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2.2.3.2 Betahydroxybutyrat

Betahydroxybutyrat (BHB) gehoért wie Acetoacetat und Aceton zu den
Ketonkdrpern. Der Metabolit wird bei der Ketogenese, die hduptséchlich in den
Hepatozyten stattfindet, sowie bei der Resorption und Hydroxylierung von
Butyrat in der Pansenwand gebildet, wobei die Generierung durch Ketogenese
quantitativ bedeutsamer ist. Bei der Ketogenese wird das aus der p-Oxidation
der Fettsduren stammende Acetyl-CoA zu Acetoacetat aufgebaut, woraus
Aceton sowie, katalysiert durch das Enzym Betahydroxybutyratdehydrogenase,
Betahydroxybutyrat generiert werden kann. Betahydroxybutyrat macht mit ca.
81 % den weitaus grofiten Anteil an der Gesamtketonkdrperkonzentration beim
Wiederkauer aus (SCHLERKA und FILAR 1981).

Unter physiologischen Stoffwechselbedingungen ist die Bildung von
Ketonkdrpern kein pathologischer Vorgang. Es handelt sich um einen
Metaboliten in wasserléslicher, leicht transportierbarer und oxidierbarer Form,
der als vergleichsweise minderwertiger Energietrager in verschiedenen
Kdrpergeweben verstoffwechselt werden kann (RUKKWAMSUK et al. 1998;
SALLMANN und FUHRMANN 2000). Ketonkdrper werden insbesondere in der
Muskulatur aber auch in anderen Kérpergeweben als Energiequelle genutzt und
haben somit eine glucosesparende Wirkung (SCHLERKA und FILAR 1981,
ROSSOW 2003a). Nach der Auffassung von GASTEINER (2000) sind
Ketonkdrper als leicht oxidierbare Metabolite besonders wahrend der
Energiemangelsituation in den ersten 3 - 6 Woche p.p. bedeutsam fur die
Energieversorgung. Die Verstoffwechselung von Ketonkdrpern zahlt zu den
adaptiven Mechanismen, die es dem Wiederkduer ermdglichen, ein
Energiedefizit bis zu einem gewissen Grad zu tolerieren, bevor sich eine Ketose
entwickelt (CHILLIARD et al. 1998a). Im Gegensatz zu dem anderer Spezies ist
das Gehirn des Wiederkduers nicht in der Lage, Ketonkdrper zur
Energiegewinnung zu nutzen (VON ENGELHARDT und BREVES 2000). In der
Milchdrise des Wiederkduers kann neben Acetat auch Betahydroxybutyrat zur
Milchfettbildung (De-novo-Synthese freier Fettsduren) verwendet werden
(VERNON 2002).
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Wahrend der Phase mit negativer Energiebilanz fihrt der Kohlenhydratmangel
zur Forcierung der Ketogenese, was zu einer Ketose filhren kann (DRACKLEY
2002). Die Ketogenese findet hauptséachlich in der Leber statt, wobei die bei der
Lipolyse der Fettgewebe freigesetzten Fettsduren als Substrat fungieren
(SCHLERKA und FILAR 1981). Zur verstarkten Ketogenese kommt es bei einer
Uberlastung der Oxidationskapazitat (GRUMMER 1993), wenn infolge eines
Energiedefizits ein exzessiver Anstieg der Korperfettmobilisierung eintritt und
dabei die in den Hepatozytenmitochondrien vermehrt anflutenden freien
Fettsduren zu Acetyl-CoA verstoffwechselt, aber infolge des Mangels an
Oxalacetat nicht in den Citratzyklus eingeschleust und vollstédndig oxidiert
werden kénnen. Infolgedessen wird Acetyl-CoA zu Acetoacetat umgewandelt,
welches anschlieBend durch die Betahydroxybutyratdehydrogenase zu
Betahydroxybutyrat umgesetzt oder zu Aceton decarboxyliert wird (HERDT et
al. 1981; FREITAG 1995; HOLTENIUS und HOLTENIUS 1996; CHILLIARD et
al. 1998a).

Nach FURLL et al. (1992) ist die Ketogenese wéhrend der Phase des gréRten
energetischen Defizits, etwa in der 4. Woche p.p. und damit etwas zeitversetzt
nach der maximalen Lipolyse, am starksten ausgepragt. Entsprechend
beobachteten TEUFEL (1999) und BUSATO et al. (2002) eine maximale
Betahydroxybutyratkonzentration 1 Woche nach der maximalen Konzentration
freier Fettsduren. Auch SATO et al. (1999) beschrieben wahrend der
Frahlaktation einen proportionalen Anstieg beider Metabolite. Die Abbildung 4
zeigt einen charakteristischen Verlauf der peripartalen BHB-Konzentration bei
Milchkihen mit hoher Milchleistung. Die Ketonk&érperkonzentration kann
interindividuell stark variieren und wird von der Futteraufnahme wéhrend der
Trockensteh- und Transitperiode beeinflusst (ENJALBERT et al. 2001).
GRUMMER (1993) beschrieb eine negative Korrelation zwischen der
Konzentration von Betahydroxybutyrat und der prapartalen Futteraufnahme. Bei
Kihen, die wahrend der Trockenperiode energetisch Uberversorgt wurden,
kénnen die Ketonkorperkonzentrationen schon vor dem Partus erhdht sein
(FURLL 2000; HERDT 2000). Die Betahydroxybutyratkonzentration steigt bei
der Mobilisation von Kérperfett an (BUSATO et al. 2002) und ist ein Indikator flr
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Imbalanzen im Energiestoffwechsel (FURLL et al. 1998; JORRITSMA et al.
2003a). Die Konzentration von Betahydroxybutyrat korreliert negativ mit der
Energiebilanz (REIST et al. 2000, 2002). Erhéhte Konzentrationen in der
Frihlaktation weisen auf eine unzureichende Energieversorgung uUber das
Futter hin (FURLL 2004, 2005). Die BHB-Konzentration steht mit der
Milchleistung in einem signifikant positiven Zusammenhang (WEHREND und
BOSTEDT 2005). HART et al. (1978) fanden bei hochleistenden Kiihen héhere
Konzentrationen als bei niedriger leistenden.

Nach REIST et al. (2000) beeinflusst das Ausmal® der postpartalen
Ketonkérperkonzentration die Zeitdauer zwischen Partus und dem
Wiedereinsetzen der Ovarfunktion in der Frihlaktation. Je gréRer die maximale
Ketonkdrperkonzentration, desto grofler ist die Menge an unvollstdndig
oxidierten Fettsduren und desto gréRer ist auch die Zeitspanne zwischen dem
Partus und der ersten Ovulation (LING et al. 2004). In Verbindung mit hohen
Ketonk&rperkonzentrationen sind darlber hinaus haufig verminderte
Milchleistungen, Gesundheitsstérungen durch erhdhte Infektionsanfalligkeit und
Reproduktionsstérungen zu beobachten (DOHOO und MARTIN 1984;
MARKUSFELD 1985; CORREA et al. 1990, 1993; OPSOMER et al. 2000;
COOK et al. 2001).

Der Referenzbereich fiir die Betahydroxybutyratkonzentration liegt nach FURLL
(2004) zwischen 0,34 mmol/l und 0,62 mmol/l. LOTTHAMMER et al. (1988)

sehen einen Wert oberhalb 0,5 mmol/l als kritisch an.

FFS (umol/l) BHB (mmol/l)
A A
4-.___-__—_'_,
> >

-14 -7 Partus 7 14 21 28 -14 -7 Parlus 7 14 21 28

Abb. 4: Typischer Verlauf der peripartalen NEFA- und BHB-Konzentration
bei Milchkiihen; nach ROSSOW (2003b)
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2233 Glucose

Fur Milchkihe ist die Glucoseversorgung insbesondere fiir die Milchdrise, in
der grolle Mengen des Metaboliten zur Laktosesynthese verwendet werden,
sowie fur die Versorgung des Uterus und das Fdétenwachstum von groler
Bedeutung (CHAIYABUTR et al. 1998).

Nach Angaben von BELL (1995a) werden bei Milchkiihen in der spéaten
Trachtigkeitsphase 46 % der maternalen Blutglucose fur die Versorgung des
Fétus, bei Frischlaktierenden 85 % der Blutglucose zur Laktosesynthese in der
Milchdrise verwendet.

Nach dem Partus nimmt der Glucosebedarf von Milchkiihen mit dem Einsetzen
der Laktation stark zu (BICKERSTAFFE et al. 1974; BELL 1995a). OVERTON
(1998) schatzte, dass der Glucoseverbrauch von taglich 1000 - 1100 g wahrend
der letzten 3 Wochen a.p. bis zum 21. Tag p.p. auf 2500 g ansteigt. Nach
DRACKLEY et al. (2001) steigt der Bedarf an Glucose und metabolisierbaren
Energietragern im Zeitraum vom 21. Tag a.p. bis 21. Tag p.p. um das Zwei- bis
Dreifache.

Wahrend der Laktation gilt der Aufbau von Laktose aus Glucose als der die
Milchsynthese begrenzende Schritt und damit als ein Schliussel fir hohe
Milchleistungen (RIGOUT et al. 2002; ROSSOW 2003c; BLUM 2004;
BROCKMAN 2005; KOMATSU et al. 2005). In der Milchdriise wird Glucose
nicht nur zur Laktosesynthese, sondern auch zur Synthese von Glycerin und
Fettsduren genutzt.

Die  Blutglucosekonzentration  scheint bei  Milchklihen  von  der
Laktationsnummer sowie dem Leistungsniveau beeinflusst zu werden. VON
BENTEN (1972) beobachtete bei Kihen mit hoéherer Leistung niedrigere
Plasma-Glucosekonzentrationen. WESTWOOD et al. (2000) zeigten, dass der
Tiefpunkt der Glucosekonzentration in der Frihlaktation bei Tieren, die auf hohe
Leistungen selektiert waren, spéter erreicht wurde und das niedrige
Konzentrationsniveau langer anhielt als bei Tieren mit niedrigerem
Leistungsniveau. KAPPEL et al. (1984) und KUME et al. (2003) beobachteten

bei Kiihen geringere Glucosekonzentrationen als bei Farsen.
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STAUFENBIEL et al. (1992b) sehen in der Glucosekonzentration auch einen
Indikator fir Fertilitatsstérungen. LOTTHAMMER (1991) fand negative,
korrelative Zusammenhange zwischen der Glucosekonzentration im Serum und
der Inzidenz fur Fruchtbarkeitsstérungen wie Ovarialzysten und Brunstlosigkeit.
Der Autor stellte bei betroffenen Tieren in allen Laktationsphasen niedrigere
Glucosekonzentrationen fest, wobei diese in der 4. und 5. Woche p.p. am
deutlichsten ausgepragt waren. FORSHELL et al. (1991) und GIGER et al.
(1997) fanden heraus, dass die Trachtigkeitsrate aus Erstbesamung signifikant
von der Glucosekonzentration beeinflusst wird. Niedrige Konzentrationen in der
2. Woche p.p. (GIGER et al. 1997) bzw. in der 4. - 7. Woche p.p. (FORSHELL
et al. 1991) verminderten die Fertilitdt. Nach Auffassung von BUTLER und
SMITH (1989) kann die geringere Verfiigbarkeit von Glucose und Insulin auch
zu einem Abfall der LH-Pulsation fihren und die Reaktion des Ovars auf die
Gonadotropinstimulation hemmen. Im Gegensatz dazu beobachteten
MANSFELD et al. (1996) bei Kihen mit Fertilitdtsstérungen hbéhere
Glucosekonzentrationen.

Der basale Glucosespiegel im Serum ist beim Wiederkauer deutlich niedriger
als beim Monogastrier (VAN SOEST 1996). Die physiologische
Blutglucosekonzentration liegt bei gesunden Milchkihen im Bereich von
3,3 - 44 mmol/l (ROSENBERGER et al. 1990). MOORE (1997) gibt den
Referenzbereich  fur Farsen und trockenstehende Milchkihe — mit
2,77 - 449 mmol/l, den fir Ilaktierende, multipare Milchkihe mit
2,77 - 4,44 mmol/l an.

Die Serum-Glucosecosekonzentration bleibt nach KUNZ et al. (1985) und
VAZQUEZ-ANON et al. (1994) wéahrend der Trockenstehperiode relativ
konstant, steigt zum Partus stark an, um anschlieRend postpartal schnell auf ein
niedrigeres Niveau als vor dem Partus abzufallen. Die Abbildung 5 zeigt die
mittlere Glucosekonzentration bei hochleistenden Milchkihen im peripartalen

Zeitraum:
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Abb. 5: Peripartale Glucosekonzentration von Milchkiihen bei einem

Konzentratfutteranteil von 30 % in der Ration (REIST et al. 2003)

2.2.4 Hormone

2241 Insulin

Das Proteohormon Insulin wird in den B-Zellen der Langerhansschen Inseln des
Pankreas synthetisiert. Postprandiale hohe Glucosekonzentrationen sowie die
Sekretion gastrointestinaler Hormone stimulieren die Sekretion des Hormons
(BINES und HART 1982; KARG 1994). Die Insulinkonzentration kann nach der
Futterung bis auf das Zehnfache der Ausgangskonzentration ansteigen (BINES
und HART 1982). Beim Monogastrier ist die Glucosekonzentration der
wichtigste Trigger der Insulinsekretion (LOFFLER und PETRIDES 1997).

Eine Besonderheit beim Wiederkduer stellt die Tatsache dar, dass im
Gegensatz zum Monogastrier die Steuerung der Insulinsekretion nicht priméar
von der Glucosekonzentration ausgeht, sondern auch von der
Serumkonzentration kurzkettiger Fettsduren wie Propionat und Butyrat
beeinflusst wird. Ein Konzentrationsanstieg dieser kurzkettigen Fettséuren im
Blut triggert die Insulinsekretion (SANO et al. 1993; FUHRMANN et al. 1989;
VON ENGELHARDT und BREVES 2000).

Die Wirkungen des Insulins auf den Stoffwechsel sind sehr vielféltig. Insulin
nimmt bei der Verteilung und Verwertung von Nahrstoffen eine zentrale Position
ein (WEEKES 1991; McGUIRE et al. 1995a; LEMOSQUET et al. 1997) und gilt

bei allen Spezies als wichtigstes anaboles Hormon im Organismus.
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Um in einem Gewebe eine biologische Wirkung hervorzurufen, muss das
Hormon an einen spezifischen Rezeptor binden kénnen (KAHN 1978).
Derartige Rezeptoren sind in der Skelett- und Herzmuskulatur, in Fettgeweben,
in der Leber, in den Leukozyten, in der laktierenden Milchdruse, in den Linsen
des Auges, in der Hypophyse sowie in peripheren Nervengeweben lokalisiert
(LOFFLER und PETRIEDES 1997). In Abhé&ngigkeit vom Vorhandensein von
Insulinrezeptoren wird zwischen insulinabhdngigen und insulinunabhangigen
Kdrpergeweben unterschieden.

Insulin férdert die Glucoseverwertung (Lipogenese, Proteinbiosynthese,
Glykogenese) und wirkt inhibierend auf die Gluconeogenese und hat damit eine
den Blutglucosegehalt senkende Wirkung (GRAF 1984; VOIGT 1996). Die
hemmende Wirkung auf die Gluconeogenese beruht auf der insulininduzierten
Forcierung der Aufnahme glucogener Ausgangssubstrate durch die Muskulatur
und andere periphere Koérpergewebe, was in den Hepatozyten zu einem
Substratmangel fihrt (BROCKMAN 1986).

In der Leber hemmt Insulin die Aktivitat der Carnitin-Palmityl-Transferase-1
(CPT-1). Dadurch werden weniger freie Fettsdauren in die Mitochondrien der
Leberzellen transportiert und so die mitochondriale Ketogenese unterdriickt
(KELLER et al. 1988). Auch beim Wiederkduer ist Insulin das wichtigste
antilipolytische Hormon (VERNON 1981). Eine Insulinapplikation fuhrte beim
Schaf innerhalb von 5 Minuten zu einer Abnahme der freien Fettsduren im
Plasma (BERGMAN 1968).

Um den Geburtszeitpunkt fallt die Insulinkonzentration stark ab, erreicht
zwischen der 2. und 4. Woche p.p. ihr Minimum und steigt mit fortschreitender
Laktation wieder an, wobei sich die héchste Konzentration zum Laktationsende
sowie wahrend der Trockenstehperiode einstellt (LOMAX et al. 1979; HOVE
1978; FLACH et al. 1984; HERBEIN et al. 1985; INGVARTSEN und
ANDERSEN 2000). Die Abbildung 6 gibt den charakteristischen Verlauf der
Insulinkonzentration bei Milchkihen im peripartalen Zeitraum wieder.

Dieser physiologische Abfall der Insulinkonzentration hemmt die
Nahrstoffaufnahme in peripheren Kérpergeweben und unterstitzt somit die

Nahrstoffleitung in Richtung Milchdriise. Der Abfall des anabol wirkenden
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Insulins beginstigt die Mobilisation von Korperfett in der Frihlaktation
(GIESECKE et al. 1987a,b; BLUM et al. 1999). Der postpartale Insulinabfall ist
ein Teil der endokrin vermittelten, homdorhetischen Anpassungsreaktion des
Stoffwechsels im peripartalen Zeitraum. HOLTENIUS et al. (2003) registrierten
einen Konzentrationsabfall von ca. 20 yU/ml wéhrend der letzten Woche a.p.
auf einen Wert von etwa 5 pU/ml. Bis zur 12. Woche p.p. stieg die
Insulinkonzentration in dieser Studie wieder auf 7 pU/ml an.

Bei Tieren mit hoher Leistung fallt die Insulinkonzentration p.p. starker ab und
bleibt Ianger auf niedrigem Niveau als bei leistungsschwécheren Tieren (WILM
1990). Darlber hinaus ist wahrend der Frihlaktation eine verminderte
Insulinantwort der Zielgewebe, eine Insulinresistenz, zu beobachten
(GIESECKE et al. 1987c,d; BAUMAN 2000). Die Insulinresistenz kennzeichnet
eine Stoffwechselsituation, bei der eine physiologische Insulinkonzentration
lediglich eine subnormale biologische Antwort induziert (RIZZA et al. 1981,
METCALF und WEEKES 1988; KAHN 1980). Dadurch erhéht sich die
hepatische Glucoseproduktion, zeitgleich sinkt der Glucoseverbrauch in
extramammaren Geweben (BAUMAN 2000).

2.24.2 Glucagon

Glucagon, ein Pepdidhormon aus 29 Aminosaduren, wird in den a-Zellen des
Pankreas synthetisiert und gilt neben dem Insulin als Schlisselhormon der
Glucosehomoostase (WILLIAMS et al. 2006).

Glucagon wirkt in der Leber, im Gehirn, im Pankreas, in den Nieren, im
Intestinaltrakt, in den Fettgeweben sowie in der Muskulatur (CHRISTOPHE
1995; BURCELIN und KATZ 1996), wobei das Hauptzielorgan fur Glucagon die
Leber ist (SHE et al. 1999).

Die Glucagonsekretion wird bei einer hypoglykdmischen Stoffwechsellage
stimuliert und durch Hyperglykdmie bzw. den Antagonisten Insulin inhibiert
(CRYER et al. 2003). Bei monogastrischen Spezies férdert auch eine
proteinreiche Diat die Freisetzung von Glucagon. Beim Wiederkauer steigern
die kurzkettigen Fettsauren Propionat und Butyrat die Glucagonausschittung
im Pankreas (BROCKMAN 1978).
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Glucagon wirkt als modulierender Antagonist des Insulins hyperglykdmisch. Es
stimuliert die hepatische Gluconeogenese und die Glycogenolyse und erhéht
damit die Glucoseproduktion in den Hepatozyten (CHERRINGTON und
LILUENQUIST 1981; CHERRINGTON et al. 1987; WILLIAMS et al. 2006).
Gleichzeitig werden die Glycogensynthese und die Glycolyse gehemmt
(BROCKMAN und BERGMAN 1975). Bei Hypoglykdmie fihrt neben Adrenalin
und Glucocorticoiden auch die Wirkung des Glucagons zu einer vermehrten
Glucoseausschleusung aus der Leber. Insulin wiederum hemmt diesen
Vorgang.

Glucagon und Insulin gelten als primére Regulatoren der Glucosekonzentration
im Blut, wobei dem Insulin dabei offenbar die grélierere Bedeutung zukommt
(HERBEIN et al. 1985). Zu diesem Ergebnis kam auch STANGASSINGER
(1997). Der Autor zeigte, dass das fur eine ausreichende Glucosebereitstellung
notwendige, niedrige Insulin/Glucagon-Verhéltnis starker durch die Abnahme

der Insulin- als durch den Anstieg der Glucagonkonzentration bestimmt wird.

2243 Insulin-like growth factor-1

Insulin-like growth factor-1 ist ein basisches Polypeptid und gehért zu den
Wachstumsfaktoren, die eine starke mitogene Funktion besitzen und die DNA-
Synthese (VEGA et al. 1991) sowie die Zelldifferenzierung stimulieren. Das
Peptid ahnelt in Struktur und Wirkungsmechanismus stark dem Insulin. Die
Synthese des IGF-1 findet in der Leber, in den Ovarien, in der Plazenta, im
Trophoblast sowie in vielen anderen Kérperzellen statt und wird unter anderem
durch Somatotropin stimuliert (LUCY 2000). Der Hauptsyntheseort des IGF-1 ist
die Leber. Die Synthese wird neben Somatotropin auch durch Prolaktin und
Zytokine reguliert (SARA und HALL 1990).

Somatotropin und IGF-1 beeinflussen das Wachstum, die Laktation und die
Reproduktion. Insulin-like groth factor-1 kommt im Blut fast ausschlieBlich in
gebundener Form vor. Die verschiedenen Bindungsproteine nehmen Einfluss
auf die biologische Wirkung des IGF-1. Durch die Bindung an IGF Typ 1, aber
auch an den Insulin-Rezeptor werden die biologischen Wirkungen des Insulin-
like groth factor-1 vermittelt (McCUSKER 1998). Insulin-like growth factor-1
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beeinflusst die Proliferation, Differenzierung und Hypertrophie verschiedener
Zellarten.

In der Milchdrise hat IGF-1 durch die Stimulation des Wachstums der
Epithelzellen einen positiven Effekt auf die Mammogenese und Laktogenese
(VEGA et al. 1991). Am Ovar stimulieren IGF-I und Insulin die Synthese von
Ostradiol-17p in den Granulosazellen (GUTIERREZ et al. 1997; GLISTER et al.
2001; ARMSTRONG et al. 2003; BUTLER et al. 2004) sowie die Proliferation
der Follikelzellen (SPICER et al. 1993; SPICER und STEWART 1996).

Im Zeitraum um den Partus ist, wie beim Insulin, auch beim IGF-1 ein
charakteristischer Abfall der Serumkonzentration zu beobachten (VEGA et al.
1991; MALLARD et al. 1997; TAYLOR et al. 2004). Auf einen
Konzentrationsabfall zwischen der 2. Woche a.p. und der 1. - 4. Woche p.p.
(JANOSI et al. 2003) folgt ein Anstieg der Konzentration (MALLARD et al.
1997). PRANGE (2001) gibt fur die IGF-1-Konzentration einen Referenzbereich
um 250 ng/ml wahrend der letzten zwei Wochen a.p., oberhalb 100 ng/ml zum
Partus, sowie bis zu 50 ng/ml nach der erneuten Konzeption an. Die
Abbildung 6 zeigt einen charakteristischen Verlauf der Konzentration an Insulin-
like growth factor-1 bei Milchkiihen im geburtsnahen Zeitraum.

Nach CHIESA et al. (1991) ist die IGF-1-Konzentration im Blut hauptsachlich
vom metabolischen Status der Milchkuh abhangig. Je stérker die negative
Energiebilanz ausgepragt ist, desto niedriger ist die Konzentration von IGF-1 im
Serum (SPICER et al. 1990). Das Wachstum ovulatorischer Follikel wird sowohl
von Insulin als auch von Insulin-like growth factor-1 gesteuert und ist somit vom
Energiestatus der Milchkuh abh&ngig (SPICER et al. 1990; LUCY et al. 1992).
Dartber hinaus gilt IGF-1 als Regulator der praovulatorischen Endreifung
wahrend der ersten Follikelreifungswelle p.p. (BEAM und BUTLER 1998).
Milchkihe, die wahrend der ersten Follikelreifungswelle p.p. ovulierten, hatten
héhere IGF-1-Konzentrationen als anovulatorische (BEAM und BUTLER 1998;
KAWASHIMA et al. 2007a).
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Abb. 6: Typischer Verlauf der peripartalen Insulin- und
IGF-1-Konzentration bei Milchkiihen; nach BLUM (1992)

2244 Leptin

Das Proteohormon Leptin ist erstmals von ZHANG et al. (1994) beschrieben
worden. Das Hormon wird primar in den Adipozyten des weilden Fettgewebes
synthetisiert (MAFFEI et al. 1995; MASUZAKI et al. 1995) und kann frei oder an
Leptin-bindende Proteine gebunden im Blut zirkulieren (SINHA et al. 1996;
HOUSEKNECHT und PORTOCARRERO 1998). Beim Menschen und bei
Nagern ist auch eine Synthese in der Plazenta (HOGGARD et al. 1998) und im
Magen (BADO et al. 1998) beschrieben worden.

Reguliert wird die Leptinsekretion sowie die Expression der Leptinrezeptoren
durch das zentrale Nervensystem (TRAYHURN et al. 1989) und Hormone wie
Insulin, Glucocorticoide, Schilddriisenhormone und Ostradiol (FRIEDMAN und
HALAAS 1998; HOUSEKNECHT und PORTOCARRERO 1998).

Zunachst wurde die Bedeutung des Leptins in einer ,Sensorfunktion® des
Fettgewebes erkannt (ZHANG et al. 1994). Spéater stellte sich heraus, dass
Leptin als Verbindungsglied zwischen den Fettgeweben und den fur die
Regulation der Futteraufnahme und des Energiestoffwechsels verantwortlichen
Hirnfunktionen anzusehen ist (VERNON und HOUSEKNECHT 2000).

Bei vielen Spezies ist Leptin an der homdostatischen Regulation wichtiger
Stoffwechselprozesse beteiligt. Als gesichert gilt, dass Leptin bei der
homoostatischen Regulation physiologischer Mechanismen des Fett- und
Energiestoffwechsels, der Futteraufnahme, bei Entziindungsreaktionen, bei der

Thermoregulation durch das braune Fettgewebe sowie bei
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Reproduktionsfunktionen und der zellvermittelten Immunabwehr beteiligt ist
(HOUSEKNECHT und PORTOCARRERO 1998; FRIEDMAN und HALAAS
1998; KEISLER et al. 1999; CUNNINGHAM et al. 1999; AHIMA 2000; VERNON
et al. 2001; CHILLIARD et al. 2001).

Beim Menschen, beim Schwein und bei Nagern wurde ein positiver
Zusammenhang zwischen der Leptinkonzentration im Serum und dem Grad der
Kérperverfettung festgestellt (FRIEDMAN und HALAAS 1998; HOUSEKNECHT
und PORTOCARRERO 1998). Ahnliche Zusammenhénge fanden JI et al.
(1998), CHILLIARD et al. (1998b) und DELAVAUD et al. (2002) beim Rind
sowie KUMAR et al. (1998) und DELAVAUD et al. (2000) beim Schaf.

Im Zeitraum vor dem Partus korreliert die Leptinkonzentration mit der Note des
body condition scores (EHRHARDT et al. 2000; WATHES et al. 2007).
VERNON und HOUSEKNECHT (2000) gehen davon aus, dass der Organismus
Uber die Leptinkonzentration in der Lage ist, seine Fettreserven zu sondieren
und die Futteraufnahme bzw. den gesamten Fettstoffwechsel entsprechend
auszurichten. Bei Wiederkduern, die sich im geburtsnahen Zeitraum in einer
Phase energetischer Unterversorgung befinden, fallt die Leptinkonzentration im
Serum stark ab (INGVARTSEN und BOISCLAIR 2001). Dies beobachteten
BLACHE et al. (2000) und DELAVAUD et al. (2000) bei Schafen und BLOCK et
al. (2001), HOLTENIUS et al. (2003) sowie REIST et al. 2003 bei Milchkihen.
Die Abbildung 7 zeigt einen charakteristischen Verlauf der Leptinkonzentration

im Plasma bei Milchkiihen im peripartalen Zeitraum:
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Abb. 7: Peripartale Leptinkonzentration bei multiparen Milchkiihen

(BLOCK et al. 2001)
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HOLTENIUS et al. (2003) untersuchten die peripartale Leptinkonzentration bei
Milchkiihen in Abhangigkeit von der energetischen Versorgung wahrend der
Transitperiode. Sie stellten fest, dass die Leptinkonzentration im Zeitraum
zwischen dem Trockenstellen und der 3. Woche a.p. ansteigt. Sowohl die
Ausgangskonzentration zum Zeitpunkt des Trockenstellens als auch der
Anstieg bis zur 3. Woche a.p. korrelierten signifikant mit der energetischen
Versorgung. Im Zeitraum zwischen der 3. Woche a.p. und der 1. Woche p.p. fiel
die Konzentration in der Studie unabh&ngig von der energetischen Versorgung
auf eine Basalkonzentration zurtick und verénderte sich bis zur 12. Woche p.p.

nicht signifikant.

2.2.5 Leberparameter

2.2.51 Fettgehalt

Der Fettgehalt der Leber wird in erster Linie von der Menge der in den
Hepatozyten akkumulierten Triglyceride bestimmt und unterliegt bei Milchkihen
in  Abhangigkeit vom  Laktationsstadium  erheblichen  dynamischen
Veranderungen (REID 1980). In der Studie von REID (1980) zeigten auch alle
klinisch gesunden Milchkiihe wéhrend der ersten Woche p.p. eine histologisch
nachweisbare Fetteinlagerung in der Leber. Bei 63 % dieser Tiere wurde die
Fettinfiltration als moderat bis schwer eingestuft.

Der vor allem bei Hochleistungstieren im Zeitraum um den Partus feststellbare
Anstieg des Leberfettgehaltes ist das Resultat der exzessiven
Uberschwemmung der Leber mit den bei der verstdrkten Lipolyse in den
Fettgeweben freigesetzten und im Blut transportierten freien Fettsduren
(HERDT 1988a; GRUMMER 1993; RUKKWAMSUK et al. 1998;
RUKKWAMSUK et al. 2000; BOBE et al. 2004). Die hepatische
Fettsdureaufnahme sowie die Veresterung und Speicherung von Triglyceriden
in der Leber verhalt sich proportional zur NEFA-Konzentration im Blut
(BERTICS et al. 1992; GRUMMER 1993; GRUM et al. 1996; GRUMMER et al.
2000). Den Anstieg des Fettgehaltes fuhrt RUKKWAMSUK (1999) neben der
erhdhten NEFA-Aufnahme durch die Leber und die zunehmende

Triglyceridsynthese in den Hepatozyten auch auf eine gleichzeitige Unfahigkeit
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zur Steigerung der VLDL-Synthese und damit eine verminderte Kapazitat zur
Ausschleusung freier Fettsauren zuriick.

Faktoren, die sich pradisponierend auf eine massive Lipidakkumulation
auswirken, sind Uberméalige Fettdepots wahrend der Trockenstehperiode
(FURLL 1997; HERDT 1988a; RUKKWAMSUK et al. 1998), eine energetische
Unterversorgung wahrend der Frihlaktation (REID et al. 1980) sowie eine hohe
Milchleistung und die Neigung zum Uberstirzten postpartalen Koérperfettabbau
(FILAR et al. 1994; RUKKWAMSUK et al. 1999b). STAUFENBIEL et al. (1991)
beschrieben einen engen Zusammenhang zwischen der postpartalen
Rickenfettdickenabnahme und dem Anstieg des Leberfettgehaltes in der
Fruhlaktation. Die Autoren konnten damit die gleichzeitige Zunahme der
Lipolyserate und des Leberfettgehaltes zeigen. DRACKLEY (2003) fand,
basierend auf dem Datenmaterial von DOUGLAS (2002), einen positiven
Zusammenhang zwischen der Depression des
Trockensubstanzaufnahmevermdgens wahrend der letzten 3 Wochen a.p. und
dem Triglyceridgehalt am 1. Tag p.p..

Die Einlagerung von Triglyceriden in den Hepatozyten beginnt etwas verzdgert
nach Einsetzen einer verstarkten Lipolyse in den Fettgeweben am Ende der
Trockenstehperiode. Im Zeitraum zwischen dem Partus und der 3. Woche p.p.
findet die maximale Fetteinlagerung statt, danach nimmt der Leberfettgehalt bis
zur Laktationsmitte wieder ab (FURLL et al. 1992; VAZQUEZ-ANON et al.
1994). Gewohnlich ist der héchste Leberfettgehalt in der Zeit zwischen dem 7.
und 14. Tag p.p. (STAUFENBIEL et al. 1992c; VAN DEN TOP et al. 1995,
1996; RUKKWAMSUK et al. 1999a), mit einem Maximalwert um den 10. Tag
p.p. (UNDERWOOD 2003), zu beobachten.

GERLOFF und HERDT (1984) sowie STAUFENBIEL et al. (1987) halten
wahrend der 2. Woche p.p. einen Leberfettgehalt (gesamte Lipide) um 15 % in
der Leberfrischmasse fur physiologisch. Der Leberfettgehalt kann in diesem
Zeitraum bis auf Werte um 20 % ansteigen (STOBER und DIRKSEN 1981;
STAUFENBIEL et al. 1991). Eine hepatische Fetteinlagerung in einer solchen
Hohe ist nach STAUFENBIEL et al. (1989a) noch nicht pathologisch, erhéht
jedoch das Erkrankungsrisiko. AHMED (2004) bezeichnet einen Leberfettgehalt
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(gesamte Lipide bezogen auf die Originalsubstanz) kleiner 15,5 % als normal,
im Bereich grofRer 15,5 % - 26,0 % als gering erhdht, im Bereich gréRer
26,0 % - 33,0 % als moderat erhéht und gréler 33,0 % als stark erhoht.
Moderate Fetteinlagerungen wahrend der Frihlaktation sind als physiologisch
einzustufen, da sie reversibel sind und die Leberfunktion kaum beeintrachtigen
(ROSSOW 2003b). Massive Fetteinlagerungen in den Hepatozyten gehen
jedoch mit Stérungen metabolischer Funktionen der Leber einher (GRUMMER
1993; VAN DEN TOP et al. 1996; DRACKLEY 1999) und konnen zu
Beeintrachtigungen der Tiergesundheit sowie des produktiven und
reproduktiven Leistungsvermégens flihren (WENSING et al. 1997; GEELEN
und WENSING 2006). Die exzessive Leberverfettung wahrend der
Frahlaktation ist bei Milchkihen mit hoher Milchleistung eine der
bedeutsamsten metabolischen Stérungen im peripartalen Zeitraum (GOFF und
HORST 1997; DRACKLEY 1999; JORRITSMA et al. 2001; GEELEN und
WENSING 2006). Die Zusammenhange zwischen der Leberverfettung und der
Gluconeogeneserate sind noch nicht vollstéandig geklart. CADORNIGA-VALINO
et al. (1997) beobachteten im In-vitro-Modell bei isolierten Kalberhepatozyten
bei einer Erhéhung der Triglyceridakkumulation eine Abnahme der
gluconeogenetischen Kapazitat. Diese Ergebnisse lie3en sich jedoch in einem
weiteren Experiment derselben Forschungsgruppe nicht reproduzieren
(STRANG et al. 1989). Im Vergleich zu gesunden Kontrollkihen wurde im
Lebergewebe von Milchkihen mit Fettleber bzw. Ketose eine geringere
Kapazitat zur Glucoseproduktion aus Propionat festgestellt (MILLS et al. 1986;
VEENHUIZEN et al. 1991).

2252 Glykogengehalt

Glykogen, ein Polymer aus 1,4- und 1,6-glykosidisch verbundenen
D-Glucosemolekilen, dient im tierischen Organismus zur Kkurz- bis
mittelfristigen Speicherung und Bereitstellung von Glucose. Das auch als
tierische Starke bezeichnete Polysaccharid wird hauptsachlich in der Leber,
aber auch im Muskelgewebe, im Nierengewebe, im Gehirn sowie in weiteren

Koérpergeweben synthetisiert und gespeichert. Jedoch sind nur die Leberzellen
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aufgrund des Vorkommens des Enzyms Glucose-6-phosphatase beféhigt,
Glycogen wieder in Glucose umzubauen und die akkumulierten Kohlenhydrate
so dem Organismus erneut zur Verfiigung zu stellen. Der Glykogenspeicher der
Leber spielt eine wichtige Rolle bei der Glucosehomobostase. Aufgrund der
raschen Mobilisierbarkeit dient der Metabolit insbesondere zum Kkurzfristigen
Abpuffern niedriger Glucosekonzentrationen im Blut. Der physiologische
Bereich des Glykogengehaltes im Lebergewebe wird bei Milchkihen mit
1,0 - 4,0 %, bezogen auf die Originalsubstanz, angegeben (KOLB 2005). Im
peripartalen Zeitraum zeigt der Glykogengehalt im Lebergewebe eine
charakteristische Dynamik. Um den Partus sinkt die Konzentration von einem
zuvor relativ konstanten, antepartalen Level deutlich ab, um dann bis etwa zur
4. Woche p.p. wieder das prapartale Ausgangsniveau zu erreichen
(RUKKWAMSUK et al. 1999a; GREENFIELD et al. 2000; UNDERWOOD 2003;
DRACKLEY et al. 2005). HARTMANN et al. (1980) sehen einen
Zusammenhang zwischen dem sinkenden postpartalen Glykogengehalt und
dem parallelen Abfall der Insulinkonzentration und erkldren diesen mit der

stimulierenden Wirkung des Insulins bei der Glykogenese.

2253 Schliisselenzyme der Gluconeogenese

Die Enzyme Pyruvatcarboxylase (PC), Phosphoenolpyruvatcarboxykinase
(PEPCK) und Glucose-6-phosphatase (G6Pase) gelten als Schlisselenzyme
der hepatischen Gluconeogenese (TILGHMAN et al. 1974; LOFFLER und
PETRIDES 1997; WALLACE et al. 1998; SHE et al. 1999; VELEZ und
DONKIN 2004,2005). Von der Aktivitdit dieser Enzyme wird die
Gluconeogeneserate bestimmt (ROGNSTAD 1979; PILKIS und GRANNER
1992; GIRARD et al. 1992; NORDLIE et al. 1999; DONKIN 1999). Darlber
hinaus wird durch die Aktivitdt der einzelnen Enzyme festgelegt, welcher
Precursor in welchem Umfang zur Gluconeogenese genutzt wird.

Mit steigender mRNA-Menge erhdht sich bei Labornagern auch die
Enzymmenge und damit die Enzymaktivitat in der Leber (SALTO et al. 1999).
GREENFIELD et al. (2000) und AGCA et al. (2002) fanden auch bei Milchkihen

in der Transitperiode einen positiven, korrelativen Zusammenhang zwischen
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der mRNA-Menge und der Enzymaktivitdt von PC und PEPCK. Auch beim
neonatalen Kalb sind die exprimierte mMRNA-Menge fur PC und die Aktivitat des
Enzyms positiv korreliert (HAMMON et al. 2003).

Fur den peripartalen Zeitraum wurden bei Milchkiihen sowohl Veranderungen
der exprimierten mRNA-Menge (GREENFIELD et al. 2000; HARTWELL et al.
2001; HONG-MEI et al. 2005; LOOR et al. 2006; KARCHER et al. 2007) als
auch der Aktivitdt (RUKKWAMSUK et al. 1999a,c; MURONDOTI et al. 2004)
der Schlisselenzyme beschrieben.

Die Untersuchungen von GREENFIELD et al. (2000), HARTWELL et al. (2001)
sowie HONG-MEI et al. (2005) zeigen, dass die exprimierte PC mRNA-Menge
im geburtsnahen Zeitraum signifikant zunimmt. So fanden GREENFIELD et al.
(2000) am 1. Tag p.p. eine 7,5-fach grollere mRNA-Menge fur PC als am
28. Tag a.p.. HARTWELL et al. (2001) und HONG-MEI et al. (2005) ermittelten
bei ihren Untersuchungen die grofiten PC mRNA-Mengen im Zeitraum
zwischen dem 14. Tag a.p. und dem 28. Tag p.p.. KARCHER et al. (2007)
fanden am 1. Tag p.p. eine signifikant gré3ere mMRNA-Menge fir PC als am 28.
bzw. 14. Tag a.p.. Ahnliche Ergebnisse erbrachte auch die Untersuchung von
MURONDOTI et al. (2004). Die Autoren induzierten durch eine energetische
Uberversorgung wahrend der Trockenstehphase eine Erhéhung des
Leberfettgehaltes und stellten im Zeitraum zwischen der 1. Woche a.p. und der
1. Woche p.p. einen signifikanten Anstieg der PC-Enzymaktivitat fest. VELEZ
und DONKIN (2005) konnten zeigen, dass sich auch wéhrend der Laktation,
infolge  einer  Futterrestriktion die  exprimierte  mRNA-Menge  fir
Pyruvatcarboxylase signifikant erhéht. BRADFORD und ALLEN (2005)
induzierten wahrend der Laktation durch die Verabreichung von Phlorizin einen
starken Anstieg der Glucoseausschuittung Uber den Harn (YOUNG et al. 1974)
und beobachteten daraufhin bei den Versuchstieren eine signifikant gréRere PC
MmRNA-Menge als in der unbehandelten Kontrollgruppe.

Wahrend der Frihlaktation nimmt auch die exprimierte mRNA-Menge fir
PEPCK zu (GREENFIELD et al. 2000; HARTWELL et al. 2001; AGCA et al.
2002; HONG-MEI et al. 2005; KARCHER et al. 2007). Im Gegensatz zur PC

erfolgt der Anstieg der Genexpression fur die PEPCK nicht unmittelbar zum
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Partus, sondern erst allmahlich mit der Zunahme der
Trockensubstanzaufnahme in der Fruhlaktation. Sowohl GREENFIELD et al.
(2000) und HARTWELL et al. (2001) als auch HONG-MEI et al. (2005) fanden
bei ihren Studien am 28. Tag p.p. eine signifikant gréfiere mMRNA-Menge fur
PEPCK als am 1. Tag p.p.. AGCA et al. (2002) beobachteten im Zeitraum
zwischen dem 28. Tag a.p. und dem 28. Tag p.p. eine kontinuierliche Zunahme
der exprimierten mRNA-Menge fiur die cytosolische PEPCK. Diese Ergebnisse
werden auch durch die Untersuchung von KARCHER et al. (2007) unterstutzt.
Die Autoren fanden am 28. Tag p.p. eine gréf3ere exprimierte mMRNA-Menge der
cytosolischen Form der PEPCK als am 28. Tag a.p.. Darliber hinaus wurde in
dieser Studie bei Tieren, denen zur Erhéhung der ruminalen
Propionatproduktion (PRANGE 1978; DUFFIELD et al. 2002) prapartal
Monensin verabreicht wurde, am 14. Tag a.p. sowie am 1. Tag p.p. eine
grolere PEPCK-C mRNA-Menge als in der unbehandelten Kontrollgruppe
festgestellt. RUKKWAMSUK et al. (1999c) fanden bei Milchkiihen, die infolge
einer energetischen Uberversorgung wahrend der Trockenstehperiode
postpartal einen gegenidber der Kontrollgruppe signifikant hdéheren
Triglyceridgehalt des Lebergewebes aufwiesen, eine geringere PEPCK-Aktivitat
im geburtsnahen Zeitraum. In der Studie war die Enzymaktivitat in der Gruppe
mit hohem Leberfettgehalt zu den Zeitpunkten 1 Woche a.p., 0,5 Wochen p.p.
sowie 2 Wochen p.p. signifikant geringer als in der Kontrollgruppe. Zu dhnlichen
Ergebnissen gelangten MURONDOTI et al. (2004). Bei ihren Untersuchungen
wiesen Milchkiihe mit erhéhten Leberfettgehalten wahrend der 1. und 2. Woche
p.p. eine signifikant geringere PEPCK-Aktivitdt auf als die Kontrolltiere mit
geringeren Leberfettgehalten.

Mit dem Partus erhdht sich auch die Aktivitat der G6Pase (RUKKWAMSUK et
al. 1999c; MURONDOTI et al. 2004). RUKKWAMSUK et al. (1999c) stellten
wahrend der Frihlaktation sowohl in der Gruppe mit héherem Leberfettgehalt
als auch in der Kontrollgruppe mit geringerem Leberfettgehalt eine groRRere
Enzymaktivitat als vor dem Partus fest. Darlber hinaus wurden in der Gruppe
mit héherem Leberfettgehalt zum Zeitpunkt 0,5 Wochen p.p. eine tendenziell

hdhere Aktivitat als in der Kontrollgruppe beobachtet. Zu ahnlichen Ergebnissen
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gelangten MURONDOTI et al. (2004). In ihrer Studie fanden die Autoren
wahrend der Frihlaktation sowohl in der Versuchsgruppe mit hohem
Leberfettgehalt als auch in der Kontrollgruppe eine gréRere Aktivitat der
Glucose-6-phosphatase als vor dem Partus. In der Gruppe mit héherem
Leberfettgehalt unterschied sich die Aktivitdt des Enzyms zu den Zeitpunkten
1. Woche p.p. und 4. Woche p.p. signifikant von der Enzymaktivitat in der
1. Woche a.p..

2.2.6 Wiedereinsetzen der Ovarfunktion in der Friihlaktation

Die Graviditat kann als eine physiologische Unterbrechung des Sexualzyklus
aufgefasst werden, da gravide Tiere kein Brunstverhalten zeigen und somit de
facto anostrisch sind (MEINECKE 2000). Unmittelbar nach dem Partus kommt
es in der Fruhlaktation neben den puerperalen Ruckbildungs- und
Reinigungsprozessen zum Wiedereinsetzen der Ovarfunktion. Die vollstéandige
Wiederaufnahme der regelmafigen, zyklischen Verdnderungen der ovariellen
Funktionskérper (Follikel, Corpus Iluteum) stellt eine physiologische
Voraussetzung fur eine erneute Konzeption dar.

Die erste Follikelreifungswelle nach dem Partus kann im Zeitraum zwischen
dem 4. (GINTHER et al. 1996a,b) und 12. (SAVIO et al. 1990; HAUGHIAN et al.
2002) Tag p.p. beobachtet werden. Etwa um den 15. Tag p.p. befinden sich
erneut ovulationsreife Follikel auf den Ovarien. Der aus der ersten postpartalen
Follikelreifungswelle hervorgehende, dominante Follikel kann entweder
ovulieren, atresieren oder zystisch degenerieren (LUCY 2004). Hat eine
Ovulation stattgefunden, bildet sich an der Stelle des ovulierten Follikels ein
Corpus luteum (C.l.) heran (DOCKE 1994). Mit zunehmendem Wachstum
nehmen im C.I. sowohl die Synthese als auch die Sekretion des Ovarsteroids
Progesteron (P4) zu.

Die in der Milch gemessene Progesteronkonzentration steht in unmittelbarer
Beziehung zur Funktion des Corpus luteum (HOFFMANN und HAMBURGER
1973; RUIZ et al. 1989). Die gemessene Progesteronkonzentration gibt
Aufschluss Uber die Anwesenheit bzw. Abwesenheit eines aktiven C.I. (VAN
DER WELJEDEN und TAVERNE 1999). Mit der Bestimmung der
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Milchprogesteronkonzentration steht damit eine objektive Methode zur
Uberwachung der postpartalen Reproduktionsaktivitét zur Verfiigung. So lasst
sich der Zeitpunkt der ersten Ovulation nach dem Partus anhand des auf die
Ovulation folgenden Anstieges der Milchprogesteronkonzentration (luteale
Aktivitat) feststellen (PUSHPAKUMARA et al. 2003; PETERSSON et al. 2006;
WINDIG et al. 2008).

Bei einigen Tieren kann bereits um den 15. Tag p.p. die erste Ovulation
beobachtet werden (BOSTEDT et al. 1985, GRUNERT 1999), bei der
Uberwiegenden Mehrzahl ist dies erst zu einem spateren Zeitpunkt der Fall.
Nach BOSTEDT et al. (1985) setzt die Ovarfunktion bei 20,4 % der Tiere frih
(15. - 25. Tag p.p.), bei 34,7 % verzdgert (um den 30. Tag p.p.), bei 40,8 % der
Tiere nach dem klinischen Puerperium (40. - 72. Tag p.p.) ein, wahrend bei
4,1 % der Tiere bis zum 72. Tag p.p. kein messbarer Progesteronanstieg zu
beobachten war. FERGUSON (1996) ermittelte bei der Auswertung von 10
Studien mit Holsteinkiihen in den USA ein mittleres Intervall zwischen dem
Partus und der ersten Ovulation von 33,3 Tagen. PATTON et al. (2007) stellten
die erste luteale Aktivitat nach dem Partus bei Hochleistungskihen im Mittel am
31. Tag p.p. fest. BUTLER et al. (1981) und SCHOPPER et al. (1989)
detektierten die erste Ovulation p.p. im Mittel am 36. Tag p.p. bzw. zeigten,
dass 28,5 % der untersuchten Milchkihe eine postpartale Azyklie von mehr als
28 Tagen aufwiesen. Nach SHRESTHA et al. (2004a) gelangt bei tber 80 %
der Hochleistungskihe erst nach dem 50. Tag p.p. ein Follikel zur Ovulation.
Der Zeitpunkt des Wiedereinsetzens der Ovarfunktion nach dem Partus
beeinflusst maligeblich die spatere Fruchtbarkeitsleistung (DARWASH et al.
1997; LUCY et al. 1992). Es konnte gezeigt werden, dass bei
Hochleistungskiihen der Zeitpunkt des Auftretens der ersten Ovulation nach
dem Partus eng mit einer frihen Wiederaufnahme der regelmafig zyklischen
Ovarfunktionen sowie kurzen Rast- und Gustzeiten verbunden ist (DARWASH
et al. 1997; SENATOR et al. 1996). Eine Verldngerung der anovulatorischen
Phase ist mit einer verminderten Konzeptionsrate assoziiert (DARWASH et al.
1997, WESTWOOD et al. 2002; BUTLER 2003). Nach der Auffassung von
BUTLER et al. (2006) sollten Milchkiihe daher mdglichst schnell nach dem
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Partus zu einer regelmafigen Zyklizitat zurickkehren. KAWASHIMA et al.
(2006) beobachteten, dass Kiihe, die bereits wahrend der ersten drei Wochen
p.p. ovulierten, schneller zu einem regelméfigen Ovarzyklus zurlickkehrten als
Tiere, bei denen erst nach der 3. Woche p.p. eine Ovulation stattfand. In
mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass die Konzeptionsrate
laktierender Milchkihe positiv durch die Anzahl der vor der Insemination
abgelaufenen ovulatorischen Zyklen beeinflusst wird (FERNANDES et al. 1978;
BUTLER und SMITH 1989; SCHILLO 1992; SENATOR et al. 1996).

Milchkihe mit einem hdéheren Leistungsniveau haben ein langeres Intervall
zwischen dem Partus und der ersten Ovulation (BUTLER und SMITH 1989;
LUCY 2001), was sich zum Teil mit der stérkeren negativen Energiebilanz
erklaren lasst (LUCY 2001; BEAM und BUTLER 1999).

Das Auftreten einer Ovulation nach dem Partus setzt voraus, dass sémtliche an
der Reproduktion beteiligten Organe nach der Graviditat und dem Partus ihre
volle Funktion wiedererlangt haben (BUTLER 2005). Am Ovar muss ein Follikel,
nach Rekrutierung und Selektion, Dominanz erlangen und dabei ovulatorische
Kompetenz erreichen. Dazu missen die Gonadotropine Luteinisierendes
Hormon (LH) und Follikelstimulierendes Hormon (FSH) durch die Hypophyse
erneut in einem Sekretionsmuster abgegeben werden, welches Wachstum und
Ovulation des Follikels unterstitzt. In der Leber muss neben der
Gluconeogenese und der Fettsdureoxidation auch die Produktion und Sekretion
von IGF-1 forciert werden. Die Wiederaufnahme dieser Funktionen in den
entsprechenden Ko&rpergeweben wird durch das peripartale Energiedefizit
beeintrachtigt (BUTLER 2003; OVERTON 2001). Die negative Energiebilanz
beeinflusst den Zeitpunkt des Auftretens der ersten Ovulation nach dem Partus
(BEAM und BUTLER 1999; LUCY 2001). Dabei beeintrachtigen sowohl das
Ausmal} als auch die Dauer der negativen Energiebilanz das Wiedereinsetzen
des ovariellen Zyklus sowie die spatere Fruchtbarkeitsleistung (BUTLER und
SMITH 1989; BEAM und BUTLER 1997).

Ausmal® und Dauer der negativen Energiebilanz korrelieren positiv mit dem
Intervall zwischen dem Partus und der ersten Ovulation nach dem Partus
(BOSTEDT 1997; BUTLER und SMITH 1989; BUTLER 2000, BUTLER et al.
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2006). CANFIELD und BUTLER (1990) fanden in ihrer Studie eine enge
Korrelation zwischen der Dauer bis zum Erreichen des Tiefpunktes der
Energiebilanz in der Frihlaktation und dem Intervall zwischen dem Partus und
der ersten Ovulation und schlussfolgerten daraus, dass die erste Ovulation
nach dem Partus erst nach Durchschreiten des Tiefpunktes der Energiebilanz
auftritt. BUTLER und SMITH (1989) hatten zuvor ein durchschnittliches Intervall
von 10 Tagen zwischen dem Tiefpunkt der Energiebilanz und der darauf
folgenden ersten Ovulation festgestellt. CANFIELD et al. (1990) beobachteten
den Tiefpunkt der Energiebilanz im Mittel am 28., die erste Ovulation am 29.
Tag p.p.. Die Autoren gehen davon aus, dass die Hypophysen-Ovar-Achse ihre
volle Aktivitdt erst dann wiedererlangt, wenn der energetische Tiefpunkt
durchschritten wurde. EVANS (2003) konnte zeigen, dass Tiere, die ein
ldngeres Intervall zwischen dem Partus und dem Ausgleich der Energiebilanz
aufweisen, auch ein langeres Intervall zwischen dem Partus und der ersten
Ovulation nach dem Partus haben.

Nach BUTLER et al. (2006) geht die negative Energiebilanz in der Fruhlaktation
mit einer Absenkung der pulsatilen LH-Sekretion durch die Hypophyse einher,
was sich negativ auf die Produktion und Sekretion von Ovarsteroiden sowie
inhibierend auf das Auftreten einer Ovulation auswirkt. So ist eine Zunahme des
energetischen Defizits mit einer Abnahme der LH-Pulsfrequenz assoziiert
(BEAM und BUTLER 1999; BUTLER 2000). Zur Ovulation eines dominanten
Follikels ist jedoch ein Anstieg der LH-Konzentration (préovulatorischer
LH-Peak) von essentieller Bedeutung (KANITZ et al. 2003).

Dartiber hinaus beeintrachtigen die sich in der Phase mit negativer
Energiebilanz verdandernden Konzentrationen an zirkulierenden Hormonen und
Metaboliten die follikuldre Reaktion auf die gonadotropine Stimulation (BUTLER
et al. 2006). So ist die Fruhlaktation durch abgesenkte Blutkonzentrationen an
Insulin, IGF-1, Leptin und Glucose sowie erhéhte Konzentrationen an freien
Fettsduren, Betahydroxybutyrat und Glucocorticoiden gekennzeichnet (EVANS
2003; BUTLER et al. 2006). Nach OBESE et al. (2004) und SHRESTHA et al.
(2004b) verstarken hohe postpartale Konzentrationen an freien Fettsduren das

Risiko einer verzégerten ersten Ovulation nach dem Partus. Insulin und IGF-1
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haben einen direkten, positiven Einfluss auf das Follikelwachstum (KANITZ et
al. 2003) und stimulieren die Ostradiolsynthese (GLISTER et al. 2001;
ARMSTRONG et al. 2003; BUTLER et al. 2004). GONG et al. (2002)
beobachteten bei Milchkiihen, bei denen durch ein spezielles Fltterungsregime
wéhrend der Fruhlaktation eine héhere Insulinkonzentration induziert wurde, ein
friheres Wiedereinsetzen der Ovarfunktion sowie eine héhere Konzeptionsrate
aus Erstbesamung. Milchkiihe, bei denen bereits der dominante Follikel der
ersten postpartalen Reifungswelle ovulierte, hatten héhere Blutkonzentrationen
von IGF-1 als anovulatorische Kontrolltiere (BEAM und BUTLER 1998;
KAWASHIMA et al. 2007a). MARR et al. (2002) beobachteten bei Milchkihen,
bei denen der erste, postpartal dominante Follikel nicht zur Ovulation gelangte,
wéhrend der Transitperiode héhere Konzentrationen an freien Fettsduren und
Betahydroxybutyrat sowie eine hdhere hepatische Triglyceridakkumulation im
Vergleich zu Tieren, bei denen bereits der erste dominante Follikel ovulierte.
Nach STAUFENBIEL et al. (1992c) ist der Zeitpunkt des Wiedereinsetzens der
Ovarfunktion in hohem Male von der Glucoseverfugbarkeit nach dem Partus
abhangig.

Bisher ist noch nicht vollstdndig geklart, in welchem Zusammenhang das
Ausmald der peripartalen Fettakkumulation in der Leber zum Wiedereinsetzen
der Ovarfunktion nach dem Partus steht. RUKKWAMSUK et al. (1999d) stellten
bei Milchkiihen mit einem hohen hepatischen Triglyceridgehalt gegentber der
Kontrollgruppe mit niedrigerer Triglyceridakkumulation rein numerisch eine
Verlangerung des Intervalls zwischen dem Partus und der ersten Ovulation fest;
die Differenz konnte jedoch statistisch nicht gesichert werden. Zu einem
ahnlichen Ergebnis gelangten OHGI et al. (2005). Die Autoren generierten flr
ihre Studie bei Hochleistungskihen retrospektiv drei Versuchsgruppen anhand
des hepatischen Gesamtlipidgehaltes (normal, mild, moderat) und stellten in der
Gruppe mit moderatem Leberfettgehalt eine im Mittel spatere erste Ovulation
als in den Gruppen mit mildem und normalem Leberfettgehalt fest. Diese

numerischen Unterschiede waren nicht signifikant.
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3 Material und Methoden

3.1 Experimenteller Ansatz

Fur die Untersuchung sollen in einer Hochleistungsherde Tiere identifiziert
werden, die sich trotz gleicher Haltungs- und Futterungsbedingungen im
peripartalen Zeitraum hinsichtlich ihrer individuellen metabolischen Belastung
unterscheiden. Dazu muss zuné&chst ein objektiv messbarer Parameter zur
Quantifizierung der peripartalen metabolischen Belastung von
Hochleistungskihen definiert werden.

Fur die Arbeit wird der mittlere postpartale Leberfettgehalt (gesamte Lipide) als
Parameter zur quantitativen Beschreibung der peripartalen
Stoffwechselbelastung definiert. Dabei wird davon ausgegangen, dass die
peripartale metabolische Belastung und der postpartale Leberfettgehalt bei
Hochleistungskihen in einem direkten, kausalen Zusammenhang stehen. Eine
starkere, peripartale metabolische Belastung ist demzufolge mit einem héheren
postpartalen Leberfettgehalt, eine geringere Stoffwechselbelastung mit einem
geringeren postpartalen Leberfettgehalt assoziiert.

Die so identifizierten Probanden mit hoher peripartaler Stoffwechselbelastung
(hoher Leberfettgehalt) bzw. niedriger peripartaler Stoffwechselbelastung
(niedriger Leberfettgehalt) sollen gruppiert und anschlieBend hinsichtlich
ausgewabhlter zootechnischer Parameter, stoffwechselrelevanter Hormone und
Metabolite, regulatorischer Aspekte des Glucosestoffwechsels sowie der

postpartalen Ovarfunktion untersucht bzw. verglichen werden.

3.2 Experimentelles Design

Fur die Untersuchung wurde in der Versuchsherde (Herdenleistung:
>11000kg/Kuh/Laktation) des Zentrums fir Tierhaltung und Technik (ZTT) in
Iden, einer Einrichtung der sachsenanhaltinischen Landesanstalt fur
Landwirtschaft, Forsten und Gartenbau (LLFG), ein Tierexperiment
durchgefiihrt, bei dem zunachst 48 Milchkiihe der Rasse Deutsche-Holsteins
(DH) im tierindividuellen Untersuchungszeitraum zwischen dem 60. Tag a.p.
und dem 56. Tag p.p. bei einheitlichen Haltungs- und Futterungsbedingungen

unter Produktionsbedingungen gehalten und untersucht wurden. Im Rahmen
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der Untersuchung wurden im Untersuchungszeitraum bei den Probanden zu
definierten Zeitpunkten (Tabelle 1) Leberbiopsien durchgefiihrt, Blut- und
Milchproben enthommen sowie ausgewahlte zootechnische Parameter erfasst.
Bei den 48 Probanden wurde zunachst der Fettgehalt (gesamte Lipide) in den
gewonnenen Leberbioptaten bestimmt. Anschliel3end erfolgte eine retrospektive
Gruppierung der Probanden anhand des durchschnittlichen postpartalen
Leberfettgehaltes, bei der zwei Untersuchungsgruppen generiert wurden,
welche durch die 10 Tiere mit dem hdchsten Leberfettgehalt (Gruppe: hoher
LFG) sowie die 10 Tiere mit dem geringsten Leberfettgehalt (Gruppe: niedriger
LFG) gebildet wurden.

Die Leberbioptate der identifizierten Untersuchungstiere dienten dariiber hinaus
zur Bestimmung des Glykogengehaltes sowie zur quantitativen
mRNA-Analyse ausgewahlter Schlisselenzyme der hepatischen
Gluconeogenese. Die Blutproben der Probanden der Untersuchungsgruppen
wurden zur Bestimmung stoffwechselrelevanter Metabolite und Hormone, die
Milchproben zur Bestimmung des Milchprogesterongehaltes genutzt.

Die Tabelle 1 gibt einen Uberblick tber die bei der Untersuchung erfassten

Parameter:

Tab. 1: Untersuchungsparameter und Untersuchungszeitpunkte
Parameter Untersuchungszeitpunkte
zootechnische Parameter:

Ruckenfettdicke [mm] 60., 20. d a.p.?, Partus, 14., 28., 56. d p.p.
Lebendmasse® [kal Partus, 14., 28., 56. d p.p.
Trockensubstanzaufnahme [kq] 7.da.p., 14, 21, 28.,35.,42.,49.,56. d p.p.
Energiebilanz [MJ NEL/d] 14., 28., 56. d p.p.

Fettkorrigierte Milchleistung [ka] 14.,21., 28., 35.,42.,49., 56. d p.p.
Milchfettgehalt [%] 14., 21, 28., 35.,42.,49., 56. d p.p.
Milcheiweil3gehalt [%] 14., 21, 28., 35.,42., 49, 56. d p.p.
Milchlaktosegehalt [%] 14.,21.,28., 35.,42.,49., 56. d p.p.
Stoffwechselmetabolite im Blut:

Freie Fettsduren [mmol/l] 20.,7.d a.p.?, Partus, 7., 28., 56. d p.p.
Betahydroxybutyrat [mmol/l] 20.,7.d a.p.?, Partus, 7., 28., 56. d p.p.
Glucose [mmol/l] 20.,7.d a.p.?, Partus, 7., 28., 56. d p.p.
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Hormone im Blut:

Insulin [ug/n 20.,7.d a.p.?, Partus, 7., 28., 56. d p.p.
Glucagon [ng/ 20.,7.d a.p.?, Partus, 7., 28., 56. d p.p.
Insulin-like growth-factor-1 [ma/l] 20.,7.d a.p.?, Partus, 7., 28., 56. d p.p.
Leptin [ng/l] 20.,7.d a.p.?, Partus, 7., 28., 56. d p.p.

Hormone in der Milch:

Progesteron [ng/ml] ab 3. Woche p.p. im 7- tdgigen Rhythmus
Leberparameter:

Leberfettgehalt (gesamte Lipide) [%]° 1.,10.,21.d p.p.
Leberglykogengehalt [%]b 1.,10,,21.d p.p.
Pyruvatcarboxylase 1.,10.,21.d p.p.
mitoch. Phosphoenolpyruvatcarboxykinase | 1., 10., 21. d p.p.
cytos. Phosphoenolpyruvatcarboxykinase 1.,10.,21.d p.p.
Glucose-6-phosphatase 1.,10.,21.d p.p.

®Tag der Erfassung bezogen auf den errechneten Abkalbetermin

®bezogen auf die Originalsubstanz

“Parameter zur Berechnung der metabolischen Kérpermasse

Wenn in den weiteren Ausfihrungen im Zusammenhang mit einem
Untersuchungsparameter auf den Untersuchungszeitraum Bezug genommen
wird, bezieht sich diese Angabe auf den parameterindividuellen Zeitraum
(Tabelle1) innerhalb der Untersuchung, in welchem der entsprechende

Parameter erfasst wurde.

3.3 Probanden

3.3.1 Gruppeneinteilung

Die Auswahl und Zuordnung der Probanden in die entsprechende
Untersuchungsgruppe erfolgte retrospektiv anhand des durchschnittlichen
postpartalen Leberfettgehaltes. Der durchschnittliche individuelle
Leberfettgehalt wurde dazu als arithmetischer Mittelwert aus den Messwerten

vom 1., 10. und 21. Tag p.p. berechnet (Anhang, Tabelle A1).

3.3.2 Stoffwechselgesundheit
Keines der 20 Versuchstiere war wahrend des Untersuchungszeitraums klinisch
auffallig. Bei keinem der Probanden wurde eine Stoffwechselstérung

diagnostiziert.
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3.3.3 Haltung

Der individuelle Untersuchungszeitraum umfasste 3 Haltungsabschnitte, welche
als frihe Trockenstehphase (Trockenstellen - 4. Woche a.p.),
Vorbereitungsphase (3. Woche a.p. - Partus) sowie Laktation (Partus -
8. Woche p.p.) definiert wurden. Bei der Definition der Zeitabschnitte vor dem
Partus diente jeweils der errechnete Abkalbetermin als Bezugspunkt.

Nach dem Trockenstellen wurden die Versuchtiere bis zur 4. Woche a.p. in
Gruppenhaltung in einem Tiefstreu-Laufstall mit Stroheinstreu gehalten. Die
Futterversorgung erfolgte Uber ein ,Fress-Fanggitter* an einem befahrbaren
Futtertisch.

Vom 21. - 8. Tag a.p. wurden die Probanden in zwei getrennten Gruppen in
einem Tiefstreu-Laufstall mit Stroheinstreu im Liegebereich gehalten. Die
Futteraufnahme erfolgte auch wahrend dieser Zeit tUber ein ,Fress-Fanggitter”
an einem befahrbaren Futtertisch. Die Standflache der Fressplatze war als
Spaltenboden mit Faltschieberentmistung ausgefihrt.

Am 7. Tag a.p. wurden die Probanden in eine Gruppenbox mit Stroheinstreu
umgestallt. Die Futterration wurde an Einzeltierfressplatzen angeboten. Als
Standflache der Fressplatze diente eine erhdhte, planbefestigte Betonflache.
Nach dem Partus wurden die Tiere fir ca. 1 Woche in Gruppenboxen mit
Stroheinstreu im Liegebereich sowie Spaltenboden im Fressbereich gehalten.
Uber ein ,Fress-Fanggitter* hatten sie Zugang zum Futtertisch. Im Fressbereich
wurde ein Faltschieber zur Entmistung eingesetzt. Anschlieend erfolgte eine
Umstallung in einen Boxenlaufstall mit Spaltenboden und
Faltschieberentmistung. Dort blieben die Probanden bis zum Ende der
Untersuchung. Die erhéhten Liegeboxen waren durch Rohrbigel abgetrennt
und mit Gummimatten ausgestattet. Die Futterration nahmen die Tiere an
Einzeltierfressplatzen auf.

Die Probanden wurden taglich dreimal in einem 2 x 16 side-by-side-Melkstand
der Firma DeLaval® (DeLaval®, Tumba, Schweden) gemolken. Die Melkungen
erfolgten jeweils von 4.00 - 5.00Uhr, von 12.00 - 13.00Uhr sowie von 20.00 -
21.00Uhr.
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3.3.4 Fiitterung
Wéhrend der

Haltungsabschitt entsprechend, mit einer bedarfsgerechten Diat (GERMAN
SOCIETY OF NUTRITION PHYSIOLOGY 2001) ad libitum versorgt. Sie hatten

uneingeschrankten Zugang zu frischem Wasser. Im Untersuchungszeitraum

Untersuchung wurden die Probanden, dem jeweiligen

wurden 3 Rationen mit unterschiedlichem Energiegehalt (Tabelle 2) eingesetzt.

Im Zeitraum zwischen dem Trockenstellen und dem 22. Tag a.p. wurden die
Probanden mit der Ration TROCKEN versorgt. Vom 21. - 8. Tag a.p. erhielten
die Probanden die Ration VORBEREITUNG, vom 7. Tag a.p. - 56. Tag p.p. die
Ration LAKTATION. Die Zeitabschnitte vor dem Partus wurden anhand des
erwarteten, individuellen Abkalbetermins definiert. Bei den Diaten handelte es
sich jeweils um eine Totale Mischration (TMR, total mixed ration). Die
Zusammensetzung der eingesetzten Futterrationen ist nachfolgend in der
Tabelle 2 aufgefiihrt:

Tab. 2: Eingesetzte Futterrationen
kg® (%)°
Komponenten TROCKEN |VORBEREITUNG| LAKTATION
Maissilage 6 (22) 9 (21) 21 (24)
AWS 18 (64) 14 (43) 18 (31)
Stroh 1,5 (13) 1(5) 0,5(3)
Heu - - 0,5 (2)
Maiskolbenschrot - 1,2 (13) 3 (14)
Getreide - 0,4 (6) 1,2 (5)
UDP Raps/Soja beh. - 0,4 (5) 2 (8)
Rapsextraktionsschrot - 0,4 (5) 2,5(10)
Futterfett - - 0,3 (1)
Mineralien 0,1 (1) 0,1 (1) 0,25 (1)
Propylenglykol/Glycerin - 0,15/0,19 (1) 0,25/0,31 (1)
Gehalte/kg®
Rfa [a] 240 183 157
Zucker+Starke [0] 74 190 215
nXP [a] 120 152 175
NEL [MJ] 5,7 6,7 7,0

“bezogen auf die Originalsubstanz

®hezogen auf die Trockensubstanz
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3.4 Tierexperimenteller Teil

3.4.1 Rickenfettdicke

Die  Ruckenfettdicke  wurde  mittels ultrasonographischer  Messung
(STAUFENBIEL 1992; STAUFENBIEL und SCHRODER 2004a; SCHRODER
und STAUFENBIEL 2006) erfasst. Eingesetzt wurde dazu ein Ultraschallgerat,
HS 120 HONDA ELECTRONICS® (HONDA ELECTRONICS Co., Oiwacho,
Japan), welches mit einem 5 MHz-Linearschallkopf ausgestattet war. Als
Koppelmedium diente Ethanol (STAUFENBIEL 1992). Die Messung erfolgte an
dem in der Abbildung 8 dargestellten, sakralen Messpunkt (STAUFENBIEL
1992; SCHRODER und STAUFENBIEL 2006).

2 3451

1

B

=

6

1 Sitzbeinhocker (Tuber ischiadicum)
2 Hufthocker (Tuber coxae)
3 Kreuzbeinkamm (Crista sacralis)
4 Kreuzbein (Os sacrum)
5 erster Schwanzwirbel (Os coccygeum)
6 Schwanzansatz
X) sakraler Riickenfettdickenmesspunkt

Abb. 8: Topographie des sakralen Riickenfettdickenmesspunktes
(STAUFENBIEL 1992)

Bei der Messung wurde die Strecke von der Cutis bis zur Fascia profunda
ermittelt und als RFD in mm ausgewiesen. Dabei ist zu beachten, dass die
Messung am sakralen Messpunkt die Dicke der Cutis von etwa 3,0 - 5,0 mm mit
einschlie®t (STAUFENBIEL 1992), der absolute Betrag der subkutanen

Fettschicht also um diesen Betrag geringer ist.

60



61 Material und Methoden

3.4.2 Lebendmasse
Die Lebendmasse der Probanden wurde mittels eines stationdren
Wiegesystems FX1 (TEXAS TRADING GmbH, Windach, Deutschland),

welches die Tiere im Ausgangsbereich des Melkstandes durchliefen, erfasst.

3.4.3 Futteraufnahme

Die individuelle Futteraufnahme wurde taglich an Einzeltierfressplatzen mittels
Wiegetrégen, die mit einer elektronischen Tiererkennung ausgestattet waren,
ermittelt. Jeder Einzeltierfressplatz mit Wiegetrog verfugte Uber ein
programmierbares Zugangstor. Bei den Einzeltierfressplatzen handelt es sich
um eine Entwicklung des Institutes flr Landtechnik und Tierhaltung der
Bayerischen Landesanstalt fur Landwirtschaft. Die elektronische Tiererkennung
erfolgte mit Hilfe eines Ohr-Responders, mit dem jeder Proband wahrend des
Versuches ausgestattet war. Bei der Verarbeitung der Wagedaten sowie der
Berechnung der Trockensubstanz- und Energieaufnahme wurden mit einer
Software, welche ebenfalls im Institut fir Landtechnik und Tierhaltung der
Bayerischen Landesanstalt fur Landwirtschaft entwickelt wurde, gearbeitet.

Die Messung der individuellen Futteraufnahme an den Einzeltierfressplatzen
erfolgte auf Basis der Originalsubstanz der Diat. Automatisch wurde durch die
Auswertungssoftware anhand der bekannten, relativen Anteile der
Rationskomponenten an der Gesamtration und deren individuellen
Trockensubstanzgehalten, die tierindividuelle Trockensubstanzaufnahme
ermittelt. Bei den Werten der Trockensubstanzaufnahme zu den einzelnen
Untersuchungszeitpunkten (Tabelle 1) handelt es sich jeweils um
Wochenmittelwerte, welche als arithmetisches Mittel aus den Werten sieben
aufeinander folgender Tage berechnet wurden. Um bei den Berechnungen
mogliche Veranderungen des Trockensubstanz-, Rohnéhrstoff- und damit des
Energiegehaltes einzelner Rationskomponenten wahrend des
Untersuchungsverlaufs bertcksichtigen zu kénnen, wurden in vorgegebenen
Zeitintervallen Trockensubstanz-, Rohnéahrstoff- und Energiegehalt der
Einzelkomponenten bestimmt. Der Trockensubstanzgehalt der Silagen wurde

taglich, der der (dbrigen Rationskomponenten wéchentlich  mittels
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Differenzwagung vor und nach vollstandiger Trocknung bei 105 °C in einem
Trockenschrank MEMMERT UL 80 (MEMMERT, Schwabach, Deutschland)
bestimmt. Der zur Ermittlung des Energiegehaltes der Silagen erforderliche
Rohnéhrstoffgehalt wurde ebenfalls wdchentlich, der der anderen
Rationskomponenten monatlich mittels vollstandiger Weender-
Futtermittelanalyse (NAUMANN und BASLER 2000) analysiert. Zur taglichen
Bestimmung der Trockensubstanz- und Energieaufnahme wurde stets mit den

aktuellen Gehaltswerten gerechnet.

3.4.4 Milchleistung

Die Milchleistung der Probanden wurde als fettkorrigierte Milchmenge (FCM),
erganzt durch den woéchentlich bestimmten Milchfett-, Milcheiweil3-, sowie
Laktosegehalt, angegeben. Bei der FCM handelt es sich jeweils um
Wochenmittelwerte, welche als arithmetische Mittelwerte aus den Werten von
sieben aufeinander folgenden Tagen berechnet wurden. Die tagliche, auf 4 %
Milchfettgehalt korrigierte Milchmenge (FCM) wurde dafir mit Hilfe folgender
Berechnungsformel ermittelt:

FCM [kg/d] = (M [kg/d] x 0,4) + (M [kg/d] x F [%] x 0,15)

Dabei steht M fur die Milchmenge (absolut) und F fur den Milchfettgehalt. Die
Milchmenge wurde téaglich als kumulatives Ergebnis der drei Melkungen

ermittelt.

3.4.5 Energiebilanz
Die im Untersuchungszeitraum (Tabelle 1) ermittelte Energiebilanz entspricht
der auf der Netto Energie fur die Laktation (NEL) basierenden Differenz
zwischen der taglich aufgenommenen Energiemenge und dem energetischen
Bedarf fur Erhaltung und Milchsekretion. Der Erhaltungsbedarf (EB) wurde mit
Hilfe folgender Berechnungsformel ermittelt:

EB [MJ NEL/d] = 0,29293 x KG*"’[kg],
wobei KG%"> dem metabolischen Kérpergewicht entspricht (KIRCHGESSNER
1992). Der Energiebedarf je Kilogramm fettkorrigierte Milch wurde mit 3,17 MJ
NEL veranschlagt.
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3.4.6 Leberbiopsie

Zur Gewinnung der Leberbioptate wurden die Tiere im ,Fress-Fanggitter” fixiert.
Die Biopsie erfolgte mittels einer Biopsienadel ,Berliner Model” der Firma
EICKEMEYER® (EICKEMEYER® Medizintechnik fur Tierérzte, Tuttlingen,
Deutschland) nach der bei GROHN et al. (1982) beschriebenen Methode von
GROHN und LINDBERG. Die Entnahme des Bioptates erfolgte auf der rechten
Seite des Probanden, eine Hand breit unterhalb einer gedachten, waagerechten
Linie durch den Tuber coxae im 11. Intercostalraum.

Die Abbildung 9 =zeigt die Topographie der Punktionsstelle sowie die

verwendete Biopsienadel ,Berliner Modell“:
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Abb. 9: Leberbiopsienadel ,,Berliner Modell“ und Topographie der

Punktionsstelle

An der Punktionsstelle wurde ein ca. 3 x 5 cm grolRer Bereich rasiert, mit
Ethanol entfettet und anschlieBend mit Jodlésung desinfiziert. Zur
oberflachlichen ~ Schmerzausschaltung wurde die Haut mit dem
HISTOFREEZER® (BRAUN, Melsungen, Deutschland) vereist. AnschlielRend
wurde die Kutis mit einem Skalpellstich auf ca. 1 cm durchtrennt. Trokar und
Hohlnadel wurden zunéachst ruckartig senkrecht zur Kérperoberflache etwa bis

zur Haélfte in das Abdomen eingefihrt und anschlielend in Richtung des
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gegeniberliegenden Ellenbogengelenks vorgeschoben. Sobald sich Trokar und
Hohlnadel in der Leber befanden, wurde der Trokar entnommen und die
Hohlnadel mehrmals (sechs- bis achtmal) vorgeschoben und zurtickgezogen.
Beim Zuriickziehen wird die Offnung der Nadel mit dem handschuh-
geschitzten Finger verschlossen, um das Lebergewebe in der Nadel zu halten.
100 - 250 mg Lebergewebe konnten so jeweils gewonnen werden. Zur lokalen
Wundversorgung wurde ALU-SPRAY® (SELECTAVET, Weyarn-Holzolling,
Deutschland) verwendet. Etwa die halbe Menge des Bioptates wurde
unmittelbar nach Beendigung der Biopsie in einem 1,5 ml SARSTEDT 370-465
Reaktionsgefal® (SARSTEDT, Numbrecht, Deutschland) bei -18°C eingelagert.
Die restliche Menge wurde in ein 1,2 ml fassendes Kryoréhrchen CRYOVIAL®
E290.1 (CARL ROTH GmbH + Co, Karlsruhe, Deutschland) gegeben und in
flussigem Stickstoff bei -196°C archiviert.

3.4.7 Blutentnahme

Die Blutentnahme erfolgte jeweils in der Zeit zwischen 6.00 - 8.00 Uhr. Den
Probanden wurde aus der Vena coccygea mit einer 9 ml MONOVETTE Z 371-
385 (SARSTEDT, Numbrecht, Deutschland) Blut fur die Serumgewinnung bzw.
mit einer 9 ml MONOVETTE LH 371-394 (SARSTEDT, Numbrecht,
Deutschland) Blut fiir die Plasmagewinnung entnommen. Bei der Blutenthahme
wurde streng auf die Vermeidung von Hamolyse geachtet (sanftes Ablaufen des

Blutes an der GefalRwand).

3.4.8 Milchproben

Zur Bestimmung des Milchprogesterongehaltes wurden von den Probanden
Proben aus dem Endgemelk gewonnen. Die Beprobung erfolgte tierindividuell
im exakten 7-Tage-Rhythmus. Wéahrend der ersten Probenentnahme befanden
sich die Tiere zwischen dem 15. und 21. Laktationstag, bei der letzten
Probenentnahme zwischen dem 50. und 56. Laktationstag. Als Probe wurden
aus einem beliebigen Euterviertel 5 ml des Endgemelks in ein 5§ ml
Probenréhrchen RATILABO® 5866.1 (CARL ROTH GmbH + Co, Karlsruhe,
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Deutschland) gemolken. Innerhalb einer Stunde nach der Probengewinnung

wurden die Probengefalde bei -18°C archiviert.

3.5 Laboranalytischer Teil

3.5.1 Milchinhaltsstoffe

Die Milchinhaltsstoffe wurden im Labor des Zentrums fir Tierhaltung und
Technik (ZTT) in Iden bestimmt. Zur Analyse des Fett-, Eiweil}- bzw.
Laktosegehaltes wurde ein Infrarot-Milchanalysegerat MILKO-SCAN 133B
(N.FOSS ELECTRIC, Hillergd, Danemark) verwendet. Das Gerat war fir die
Fettbestimmung in Anlehnung an das Ergebnis der Milchfettbestimmung nach
GERBER (ISO 2446, DIN 10310) geeicht. Der Eichung des Gerétes zur
Bestimmung des Eiweildgehaltes lag die Milcheiweillbestimmung Uber die
Ermittlung des Gesamtstickstoffgehaltes nach KJELDAHL (DIN EN ISO 8968)
zugrunde. Die analytische Genauigkeit wurde in dreiwéchigem Abstand anhand
einer ,Testmilch® mit bekannten Inhaltsstoffen aus dem Labor des

Landeskontrollverbandes (LKV) Sachsen-Anhalt e.V. Uberpruft.

3.5.2 Aufbereitung und Archivierung der Blutproben

Die Aufbereitung und Archivierung der Blutproben erfolgte im Labor des
Zentrums fur Tierhaltung und Technik (ZTT) in Iden. Im Anschluss an die
Blutentnahme wurden die Plasmaréhrchen unmittelbar, die Serumréhrchen
nach einer zweistindigen Ruhelagerung bei Zimmertemperatur in einer
Zentrifuge UNIVERSAL 16A (HETTICH ZENTRIFUGEN, Tuttlingen,
Deutschland) fiir 10 min bei 4000 min™ zentrifugiert. AnschlieRend wurde der
Uberstand (Serum bzw. Plasma) in 1,5 ml ReaktionsgefaRen SARSTEDT 370-
465 (SARSTEDT, Numbrecht, Deutschland) Gberfihrt und bei einer Temperatur

von -18°C eingelagert.

3.5.3 Stoffwechselmetabolite
3.5.3.1 Freie Fettsauren
Die Serumkonzentration freier Fettsduren wurden im Labor der Klinik fur

Klauentiere des Fachbereiches Veterindrmedizin an der Freien Universitat
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Berlin mittels eines optimierten, enzymatischen Farbtests (Testkit FA 115,
RANDOX LABORATORIES, Crumlin, UK) im AUTOMATIC ANALYZER
HITACHI 704 (HITACHI, Tokyo, Japan) ermittelt.

3.5.3.2 Betahydroxybutyrat

Die Bestimmung der Serumkonzentration von Betahydroxybutyrat erfolgte
ebenfalls im Labor der Klinik fir Klauentiere des Fachbereiches
Veterindrmedizin an der Freien Universitédt Berlin. Die Konzentration wurde mit
Hilfe der bei DARGEL (1987) beschriebenen, enzymatischen Methode unter
Verwendung des Testkits RB 1007 (RANDOX LABORATORIES, Crumlin, UK)
im AUTOMATIC ANALYZER HITACHI 704 (HITACHI, Tokyo, Japan)

gemessen.

3.5.3.3 Glucose

Die Bestimmung der Glucosekonzentration erfolgte im Labor des Zentrums fir
Tierhaltung und Technik (ZTT) in Iden. Die Glucosekonzentration wurde im
Serum reflexionsphotometrisch mit einem REFLOVET® Plus (ROCHE
DIAGNOSTICS GmbH, Mannheim, Deutschland) unter Verwendung des
Testkits REFLOTRON® Glucose REF 10744948 (ROCHE DIAGNOSTICS

GmbH, Mannheim, Deutschland) bestimmt.

3.5.4 Hormone

Die quantitativen Hormonanalysen wurden im Labor des Forschungsbereiches
Fortpflanzungsbiologie des Forschungsinstitutes fiir die Biologie landwirt-
schaftlicher Nutztiere (FBN) in Dummerstorf durchgefuhrt. Die bei der
Bestimmung der verschiedenen Hormone verwendeten Assays, Testkits sowie
die Intra- und Interassay-Variationskoeffizienten sind in der Tabelle 3

aufgefihrt.
3.5.41 Insulin, Glucagon und Leptin

Die quantitativen Analysen der Plasmakonzentrationen von Insulin, Glucagon

und Leptin wurden jeweils mittels kompetitiver Radioimmunoassays (RIA) nach
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den Vorschriften des Herstellers LINCO durchgefiihrt (Tabelle 3). Bei diesen
Methoden wird die hohe Spezifitdt und Bindungsstarke bei der Bindung von
Antigen (Hormon) und, im Kaninchen erzeugten, Antikérper ausgenutzt. Beim
kompetitiven RIA verdrangt ein mit '*°lod markiertes Hormon das nichtmarkierte
teilweise aus seiner Bindung, so dass beispielsweise bei einer niedrigen
Hormonkonzentration in der Probe nur wenig "kaltes" Hormon, jedoch viel
markiertes Hormon antikdrper-gebunden vorliegt. Die '*°lod-Messung erfolgte
mittels Gamma-Counter mit integrierter RIA-Auswertungssoftware (Multi-crystal
LB 2104, BERTHOLD, Bad Wildbad, Deutschland).

3.54.2 Insulin-like growth-factor-1

Die quantitative Analyse von Insulin-like growth factor-1 (IGF1) im Blutplasma
erfolgte mittels immuno-radiometrischem Assay (IRMA) nach vorheriger
Abspaltung der IGF-1-Bindungsproteine durch Fallung mit salzsaurem Ethanol
(IGF1) entsprechend der Vorschrift des Herstellers DSL (Tabelle 3). Beim IRMA
werden zwei verschiedene Antikdrper verwendet, von denen einer als feste
Phase an einer Kugel gebunden vorliegt und der andere mit '*lod markiert ist.
Die beiden Antikérper bilden zusammen mit dem Antigen (IGF-1) einen
»~Sandwich"-Komplex, so dass beispielsweise hohe IGF-1-Konzentrationen viel
Radioaktivitat binden. Die Aktivitdt wird ebenfalls mittels Gamma-Counter und

integrierter RIA-Auswertungssoftware im Multi-crystal ermittelt.

3.54.3 Progesteron

Die quantitative Bestimmung des Progesterongehaltes in den Nachgemelks-
proben wurde nach vorheriger Extraktion mit Ethanol (Riedel de Haen, Seelze,
Deutschland) mit einem kompetitiven RIA durchgefihrt (Tabelle 3). Bei dieser
Methode wird als Radionuklid Tritium (3H) zur Markierung des Antigens
verwendet. Die Betastrahlung wird in einem FlUssigkeitsszintillationszéhler
(2900TR, PERKIN ELMER, Uberlingen, Deutschland) mit integrierter Software

fur die RIA-Berechnung gemessen.
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Tab. 3: Assays, Testkits sowie Assay-Variationskoeffizienten
der Hormonanalysen in Blut und Milch

Parameter Assay, Testkit Vintra %° | Vinter %
Insulin '2|_RIA, PI-12K, LINCO RESEARCH, USA 8,2 4,3
Glucagon 2|_RIA, GL-32M, LINCO RESEARCH, USA 9,6 5,8
Leptin 2_RIA, XL-85K, LINCO RESEARCH, USA 9,1 5.4
IGF-1 IRMA, DSL-5600 Aktive IGF-I, Diagnostic 77 3.9
Systems Laboratories, Webster, USA
Dummerstorf (s. Kapitel 3.5.4.3)

®Intraassay-Variationskoeffizient, ermittelt in Vielfachbestimmungen in einem Test
blnterassay-Variationskoeﬁizient, ermittelt in wiederholten Bestimmungen in mehreren Tests

3.5.5 Leberparameter

3.5.5.1 Fettgehalt

Die Bestimmung des Gesamtlipidgehaltes im Lebergewebe wurde im Labor der
Klinik fur Klauentiere der Freien Universitat Berlin mittels des bei AHMED
(2004) beschriebenen, gravimetrischen Verfahrens durchgefihrt.

Dabei werden 100 mg Lebergewebe (Originalmasse) zusammen mit 1 ml tissue
lysin buffer (QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland) homogenisiert und tber
Nacht in einem auf 55°C temperierten Wasserbad inkubiert.

Am nachsten Tag wird mit Hilfe eines bei VEENHUIZEN et al. (1991)
beschriebenen Chloroform-Methanol-Wasser-Systems das gesamte Fett aus
dem Homogenisat extrahiert. Das Chloroform-Methanol Gemisch besteht dabei
aus zwei Teilen Chloroform (MERCK® KgaA, Darmstadt, Deutschland) und
einem Teil Methanol (MERCK® KgaA, Darmstadt, Deutschland) [2 vol : 1 vol].
Dazu werden 3 ml des Gemisches dem Homogenisat zugegeben und
anschlieBend fir 30 min in einem Kuhlschrank inkubiert. Die anschliel3ende
zehnminltige Zentrifugation bei 5000 min™ fuhrt zur Ausbildung von zwei
Schichten im Reagenzglas.

Die obere Schicht besteht aus dem Methanol, wahrend sich in der unteren
Schicht das Chloroform mit dem gesamten Fett befindet. Die Chloroformschicht
wird abgesaugt und in ein Verdampfungsglasschalchen mit bekannter Masse
verbracht. Unter einem Abzug wird das Chloroform anschlieRend auf einer

Heizplatte bei 50 °C verdunstet. Der verbleibende Rest wird noch zweimal mit je
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1 ml reinem Chloroform gewaschen, erneut zentrifugiert und das Procedere bis
zur Verdunstung des Chloroforms wiederholt. Das in der Schale verbleibende
Fett wird gewogen und anschlieRend sein Anteil am Lebergewebe rechnerisch

bestimmt.

3.5.5.2 Glykogengehalt

Der Glykogengehalt im Lebergewebe wurde im Labor des Forschungsbereiches
Erndhrungsphysiologie = des  Forschungsinstitutes  fir  die  Biologie
landwirtschaftlicher Nutztiere (FBN) in Dummerstorf nach Aufbereitung mittels
eines Testkits (Nr. 207748, ROCHE DIAGNOSTICS GmbH, Mannheim,
Deutschland) mit einem Spektralphotometer SPECTRONIC GENESYS 20
(THERMO ELECTRON, Dreieich, Deutschland) bestimmt.

Dabei wird das im Bioptat enthaltene Glykogen mit Hilfe des Enzyms
Amyloglucosidase hydrolytisch zu D-Glucose gespalten. Die D-Glucose wird mit
Adenosin-5’-triphosphat (ATP) in Gegenwart des Enzyms Hexokinase zu
D-Glucose-6-phosphat  phosphoryliert, wobei gleichzeitig Adenosin-5'-
diphosphat (ADP) entsteht.

D-Glucose-6-phosphat wird anschlielfend von Nicotinamid-adenin-dinucleotid-
phosphat (NADP) in Gegenwart des Enzyms Glucose-6-phosphat-
dehydrogenase zu D-Gluconat-6-phosphat und reduziertem Nicotinamid-
adenin-dinucleotid-phosphat (NADPH) oxidiert. Die bei der Reaktion gebildete
NADPH-Menge ist zu der bei der Hydrolyse des Glycogens entstehenden
D-Glucose-Menge proportional und konnte bei einer Wellenldange von 340 nm

mittels Spektralphotometer quantifiziert werden.

3.6 Quantitative mRNA-Analysen

Die Analysen wurden im Labor des Forschungsbereiches
Erndhrungsphysiologie = des  Forschungsinstitutes  fir die  Biologie
landwirtschaftlicher Nutztiere (FBN) in Dummerstorf durchgefiihrt.

Dabei wurden die im Lebergewebe fir die Enzyme Pyruvatcarboxylase (PC; EC
6.4.1.1), cytosolische Phosphoenolpyruvatcarboxykinase (PEPCK-C; EC
4.1.1.32), mitochondriale Phosphoenolpyruvatcarboxykinase (PEPCK-M; EC

69



70 Material und Methoden

4.1.1.32) sowie Glucose-6-phosphatase (G6Pase; EC 3.1.3.9) exprimierten
mRNA-Mengen mittels Real time Reverse Transkriptase-Polymerase-
Kettenreaktion (Real time (RT)-PCR) quantifiziert.

Zunachst wurde die RNA mit Hilfe von TRIzol (INVITROGEN, Karlsruhe,
Deutschland) und ,RNase-freiem Wasser”, welches mit Diethylpyrocarbonat
(DEPC, Sigma-Aldrich, Deisendorf, Deutschland) versetzt war, extrahiert.
Vollstéandigkeit und Reinheit des RNA-Extraktes wurden durch die Messung der
optischen Dichte (gréRer 1,9 bei 260 nm und 280 nm) sowie mittels Gel-
Elektrophorese mit Ethidiumbromid-Farbung kontrolliert. Anschlielend wurde
die RNA, wie bei HAMMON et al. (2003) beschrieben, mit Hilfe des random
primers (Random Primer, INVITROGEN, Karlsruhe, Deutschland) in eine
komplementadre cDNA umgeschrieben. Die anschlieBende Real time (RT)-PCR
wurde im Light Cycler (ROCHE DIAGNOSTICS GmbH, Mannheim,
Deutschland) unter Verwendung des Fluoreszenzfarbstoffes SYBR Green |
(HAMMON et al. 2003) durchgefiihrt. Bei den PCRs wurden fiir PC, PEPCK-M,
PEPCK-C, G6Pase sowie Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH) die in der Tabelle 4 aufgefihrten Primer verwendet.

Tab. 4: Verwendete Primer
Primer Sequenz Code NCBI®
Primer 53 Sequenz Linge Nummer
PC-for®9 ACA CCA ACT ACC CCC ACAATG 2020 - 2040
N 353 AY 185595

PC-rev CAG CGG GAG GTC AGG GAA G 2354 - 2372
PEPCK-M-for® TAT GAG GCC TTC AAC TGG CGC 1490 - 1510

365 XM_583200
PEPCK-M-rev AGATCC AAG GCG CCTTCCTTA 1834 - 1854
PEPCK-C-for® CTC AGC TGG CAG CAC GGT GTG 1480 - 1500

578 AY 145503
PEPCK-C-rev TGC TCC TGG TGC GTT GTATGG 2037 - 2057
G6Pase-for® ATGTTGTGG TTG GGATTC TGG 527 - 547

275 BC114011
G6Pase-rev CACCTTCGCTTGGCTTTCTC 782 - 801
GAPDH-for' TAC ATG GTC TACATG TTC CAG TAT G 190 - 214 439 NM
GAPDH-rev CAG TCT TCT GGG TGG CAG TGA TG 606 - 628 001034034

#NCBI: National Center for Biotechnology Information

®PC: Pyruvatcarboxylase

‘PEPCK-M: mitochondriale Phosphoenolpyruvatcarboxykinase
YPEPCK-C: cytosolische Phosphoenolpyruvatcarboxykinase
°G6Pase: Glucose-6-Phosphatase

'GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

9for: vorwérts

"rev: riickwarts
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Zur Quantifizierung der mRNA fir PC, PEPCK-M, PEPCK-C sowie G6Pase
wurde jeweils die relative Expression gegeniber der GAPDH, die als
.houskeeping gene“ (Referenzgentranskript) verwendet wurde, ermittelt
(PFAFFL 2001; Hammon et al. 2003; SCHEUER et al. 2006).

Es handelt sich dabei um ein Verfahren zur relativen Quantifizierung, bei dem
die in einer Probe enthaltene mRNA- bzw. cDNA-Menge fiir ein Zielgen als
Expressionsunterschied (Ratio) gegentber einem nicht-regulierten Referenzgen
normalisiert wird. Dazu wird zunachst, wie bei HAMMON et al. (2003)
beschrieben, fur jedes Zielgen (PC, PEPCK-M, PEPCK-C sowie G6Pase) und
die GAPDH der ,crossing point® (CP) ermittelt und unter Verwendung eines
internen Standards flr verschiedene ,runs® (jeweils 3 runs pro Probe) korrigiert
(ACP = CPgzeigen - CPkontrolle). Im Anschluss an die ,Normalisierung“ werden die
ACP-Werte der GAPDH vom ACP-Wert jedes Zielgens subtrahiert (AACP =
ACPzieigen - ACPgappH). Der relative Expressionsunterschied (Ratio) zwischen
dem jeweiligen Zielgen und dem Referenzgen wird anhand der arithmetischen

Formel: Ratio = 2724¢P

ermittelt. Die Verwendung des Logarithmus basiert auf
einer optimalen Effizienz der PCR von E = 2 und damit einer Verdopplung der

DNA in jedem PCR-Zyklus.

3.7 Wiedereinsetzen der Ovarfunktion in der Friihlaktation

Das Wiedereinsetzen der ovariellen Funktion wurde anhand der lutealen
Aktivitat berwacht, wobei davon ausgegangen wurde, dass der ersten lutealen
Aktivitat eine erste Ovulation vorausgegangen ist und die Ovarien damit ihre
Funktionsfahigkeit wiedererlangt haben (PUSHPAKUMARA et al. 2003;
PETERSSON et al. 2006; WINDIG et al. 2008). Die Uberwachung der lutealen
Aktivitat erfolgte anhand tierindividueller Verlaufsprofile der im Endgemelk
ermittelten Milchprogesteronkonzentration. Dazu wurde ab der 3. Woche p.p. im
7-tagigen Intervall mit Hilfe der Milchprogesteronkonzentration der funktionale
Zustand des Luteingewebes beurteilt (Anhang, Tabelle A2).

Bei einer Progesteronkonzentration geringer 5,0 ng/ml wurde der Zustand des
C.l. als ,inaktiv" beurteilt. Lag die Konzentration bei 5,0 ng/ml bzw. oberhalb

dieses Wertes, wurde der Zustand des Corpus luteum als ,aktiv‘ bewertet
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(NEBEL et al. 1987; SPRECHER et al. 1988; LING et al. 2004; SAMARUTEL et
al. 2004,2008; MANN et al. 2005; WINDIG et al. 2008). Der Zeitpunkt, an dem
erstmalig nach dem Partus ein aktives Corpus luteum auftrat, markierte die
Wiederaufnahme der Ovarfunktion des Probanden.

Um in den Untersuchungsgruppen einen moéglichen Unterschied hinsichtlich
des Zeitpunktes des Wiedereinsetzens der Ovarfunktion identifizieren zu
kénnen, wurden die Probanden entsprechend des Auftretens der ersten
lutealen Aktivitat in zwei Klassen eingeteilt. Wurde die erste luteale Aktivitat bis
zum 28. Tag p.p. festgestellt, erfolgte die Einordnung in die Klasse FRUH.
Entsprechend erfolgte eine Einordnung in die Klasse SPATER, wenn die erste
luteale Aktivitat zu einem Zeitpunkt ab dem 35. Tag p.p. festgestellt wurde. Die

Klassenbesetzung in den Gruppen wurde mittels Haufigkeitsanalyse untersucht.

3.8 Statistische Auswertung

Alle statistischen Analysen wurden mit dem SAS (Statistical-Analysis-System)
des Statistikpaketes fur Windows, Version 9.1.3 (SAS INSTITUTE INC. 2004)
durchgeflihrt.

Samtliche Daten der zootechnischen Parameter, der Serum- bzw.
Plasmakonzentrationen der Metabolite und Hormone sowie der Leberparameter
wurden, da eine Normalverteilung vorausgesetzt werden konnte,
varianzanalytisch (ANOVA) mit den RANDOM und REPEATED Methoden der
MIXED-Prozedur des SAS untersucht.

In das verwendete, statistische Model wurden [GRUPPE], [TAG],
[GRUPPE x TAG] sowie [LAKTATION] als fixe Effekte und [KUH] als zufalliger
Effekt einbezogen, wobei [GRUPPE] fur die Gruppierung (hoher bzw. niedriger
LFG), [TAG] far die einzelnen Probennahmezeitpunkte im
Untersuchungszeitraum, [LAKTATION] fur die Laktationsnummer und [KUH] fur
das individuelle Tier stehen. Die Mittelwertdifferenzen wurden als LS MEANS
mit einem multiplen Mittelwertvergleich nach Tukey-Kramer auf Signifikanz
getestet.

Die Untersuchung der Klassenbesetzung der Ilutealen Aktivitdt in den

Untersuchungsgruppen erfolgte, da keine Normalverteilung vorlag, mittels
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Haufigkeitsanalyse. Die Haufigkeiten wurden mittels y* (Chi-Quadrat-Test)
sowie Fisher’s Exact Test untersucht.

Fur die statistischen Analysen wurde ein Signifikanzniveau von p<0,05
festgelegt. Bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit p>0,05 aber <0,1 wurde von

einem Trend bzw. einer Tendenz gesprochen. Die Darstellung der Ergebnisse

in den Grafiken erfolgte jeweils als arithmetischer Mittelwert (;) unter Angabe
des jeweiligen Standardfehlers SEM (standard error of the mean). Darlber
hinaus wurden jeweils die p-Werte fur die in das statistische Analysemodel

einbezogenen Effekte angegeben.
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4 Ergebnisse
4.1 Riickenfettdicke

Zur Einschatzung der Korperkondition der Probanden wurde im Zeitraum
zwischen dem Trockenstellen und dem 56. Tag p.p. die Rilckenfettdicke
gemessen.

Im Untersuchungszeitraum war die mittlere Rickenfettdicke in der Gruppe mit
hohem Leberfettgehalt signifikant gréRer (p<0,05) als in der Gruppe mit
niedrigem Leberfettgehalt (Abbildung 10). In der Gruppe mit hohem
Leberfettgehalt wurde insbesondere am 60. Tag a.p. eine signifikant gré3ere
(p<0,05), am 20. Tag a.p. sowie zum Partus eine tendenziell gréRere (p<0,1)

mittlere Rickenfettdicke festgestellt.
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Abb. 10: Mittlere Riickenfettdicke (;i SEM) in Abhéngigkeit

vom Leberfettgehalt im Zeitraum 60. Tag a.p. - 56. Tag p.p.

Effekte: (Gruppe: p=0,01; Tag: p<0,01; GruppexTag: p<0,01; Laktation: p=0,56)
*Zeitpunkt mit signifikanter Mittelwertdifferenz (p<0,05)

*Zeitpunkt mit tendenzieller Mittelwertdifferenz (p<0,1)
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Zu Beginn der Trockenstehphase, am 60. Tag a.p., betrug die Rickenfettdicke
in der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt 23,9 + 0,8 mm, in der Gruppe mit
niedrigem Leberfettgehalt 14,9 + 2,2 mm. In der Gruppe mit hohem
Leberfettgehalt sank die Ruckenfettdicke im Zeitraum zwischen dem
Trockenstellen und dem 20. Tag a.p. auf 23,3 + 0,8 mm ab, bevor sie bis zum
Partus auf 24,6 + 0,9 mm anstieg. In der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt
stieg die Rickenfettdicke wéahrend der gesamten Trockenstehphase
kontinuierlich an und erreichte zum Partus 16,7 + 1,9 mm. In beiden Gruppen
wurde zum Partus die gréfite Riickenfettdicke gemessen. Im Zeitraum zwischen
dem Partus und dem 56. Tag p.p. verringerte sich die Riickenfettdicke in beiden
Gruppen, wobei der Ruckgang in der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt starker
ausgepragt war. Die postpartale Rickenfettdickenabnahme betrug in der
Gruppe mit hohem Leberfettgehalt im Mittel 10,4 mm, in der Gruppe mit
niedrigem Leberfettgehalt im Mittel 3,9 mm. Am 56. Tag p.p. wurde mit
14,2 + 1,7 mm in der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt bzw. 12,8 + 1,7 mm in
der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt in den Gruppen jeweils die geringste

Ruckenfettdicke gemessen.

4.2 Trockensubstanzaufnahme

Die aufgenommene Futtermenge wurde am 7. Tag a.p. sowie im Zeitraum
zwischen dem 14. und 56. Tag p.p., dann jeweils im 7-Tage-Intervall, auf Basis
der Trockensubstanz erfasst.

Im Untersuchungszeitraum war die mittlere Trockensubstanzaufnahme in der
Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt signifikant groRer (p<0,01) als in der
Gruppe mit hohem Leberfettgehalt (Abbildung 11). In der Gruppe mit niedrigem
Leberfettgehalt wurde insbesondere am 14., 21. und 28. Tag p.p. eine
signifikant héhere (p<0,05), am 7. Tag a.p. sowie am 35. Tag p.p. eine

tendenziell héhere (p<0,1) mittlere Trockensubstanzaufnahme festgestellt.
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Abb. 11: Mittlere Trockensubstanzaufnahme ( x + SEM) in Abhangigkeit

vom Leberfettgehalt im Zeitraum 7. Tag a.p. - 56. Tag p.p.

Effekte: (Gruppe: p<0,01; Tag: p<0,01; GruppexTag: p<0,01; Laktation: p=0,25)
*Zeitpunkt mit signifikanter Mittelwertdifferenz (p<0,05)

*Zeitpunkt mit tendenzieller Mittelwertdifferenz (p<0,1)

Am 7. Tag a.p. wurde mit 10,93 + 0,67 kg in der Gruppe mit hohem
Leberfettgehalt bzw. 13,48 + 0,43 kg in der Gruppe mit niedrigem
Leberfettgehalt in den Gruppen jeweils die geringste TS-Aufnahme gemessen.
In der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt stieg die TS-Aufnahme bis zum 56.
Tag p.p. auf 23,84 + 0,59 kg an. In der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt
nahm die TS-Aufnahme bis zum 35. Tag p.p. kontinuierlich bis auf
23,64 + 0,60 kg zu und blieb anschlie®end bis zum 56. Tag p.p. auf einem
anndhernd konstanten Niveau (24,11 + 0,65 kg).

4.3 Milchleistung
Zur Quantifizierung der Milchleistung der Probanden wurden im Zeitraum

zwischen dem 14. und 56. Tag p.p. jeweils im 7-Tage-Intervall die
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Milchmengenleistungen anhand der fettkorrigierten Milchmenge (FCM), sowie

die Konzentrationen der Milchinhaltsstoffe (Fett, Eiweil und Laktose) bestimmt.

4.3.1 Milchmengenleistung
4311 Fettkorrigierte Milchmenge
Im Untersuchungszeitraum unterschied sich die mittlere fettkorrigierte

Milchmenge nicht signifikant (p=0,4) zwischen den Gruppen (Abbildung 12).
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Abb. 12: Mittlere fettkorrigierte Milchmenge (}i SEM) in Abhéngigkeit
vom Leberfettgehalt im Zeitraum 14. - 56. Tag p.p-

Effekte: (Gruppe: p=0,40; Tag: p<0,01; GruppexTag: p=0,76; Laktation: p=0,90)

Am 14. Tag p.p. wurde mit 43,8 £ 1,7 kg in der Gruppe mit hohem
Leberfettgehalt bzw. 40,3 + 1,3 kg in der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt
in den Gruppen jeweils die geringste fettkorrigierte Milchmenge gemessen. Bis
zum 28. Tag p.p. stieg die fettkorrigierte Milchmenge in der Gruppe mit hohem
Leberfettgehalt auf 47,3 + 2,6 kg, in der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt
auf 43,8 + 1,0 kg an. Im Zeitraum zwischen dem 28. und 56. Tag p.p. nahm die

fettkorrigierte Milchmengenleistung, mit Ausnahme eines geringen Anstieges
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am 49. Tag p.p. in der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt, in beiden Gruppen
ab. Am 56. Tag p.p. lag die fettkorrigierte Milchmenge in der Gruppe mit hohem
Leberfettgehalt bei 45,5 + 2,0 kg, in der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt
bei 43,0 + 1,4 kg.

4.3.2 Milchinhaltsstoffe

4.3.2.1 Fett

Im Untersuchungszeitraum war der mittlere Milchfettgehalt in der Gruppe mit
hohem Leberfettgehalt signifikant héher (p<0,01) als in der Gruppe mit
niedrigem Leberfettgehalt (Abbildung 13). In der Gruppe mit hohem
Leberfettgehalt wurde insbesondere am 14. Tag p.p. ein signifikant h&éherer
(p<0,01), am 28. Tag p.p. ein tendenziell héherer (p=0,06) mittlerer Fettgehalt

festgestellt.
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Abb. 13: Mittlerer Milchfettgehalt ( x + SEM) in Abhédngigkeit
vom Leberfettgehalt im Zeitraum 14. - 56. Tag p.p.
Effekte: (Gruppe: p<0,01; Tag: p<0,01; GruppexTag: p<0,01; Laktation: p=0,18)
*Zeitpunkt mit signifikanter Mittelwertdifferenz (p<0,05)
*Zeitpunkt mit tendenzieller Mittelwertdifferenz (p<0,1)
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Am 14. Tag p.p. hatte die Milch mit 5,41 + 0,16 % in der Gruppe mit hohem
Leberfettgehalt bzw. 4,11 + 0,18 % in der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt
in den Gruppen jeweils den hochsten Fettgehalt. In beiden Gruppen fiel der
Milchfettgehalt im Zeitraum zwischen dem 14. und 42. Tag p.p. ab, wobei der
Abfall in der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt starker als in der Gruppe mit
niedrigem Leberfettgehalt ausgepragt war. In der Gruppe mit hohem
Leberfettgehalt sank der Milchfettgehalt in diesem Zeitraum auf 3,83 + 0,13 %,
in der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt auf 3,65 + 0,21 % ab. Im Zeitraum
zwischen dem 42. und 56. Tag p.p. fiel der Milchfettgehalt in der Gruppe mit
hohem Leberfettgehalt, nach einer geringen Zunahme am 49. Tag p.p., auf
3,73 £ 0,18 % ab, wahrend er in der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt auf
3,95 + 0,15 % anstieg.

4.3.2.2 Eiweil

Der mittlere Milcheiweildgehalt unterschied sich im Untersuchungszeitraum
nicht signifikant (p=0,12) zwischen den Gruppen (Abbildung 14).

In beiden Gruppen wurde am 14. Tag p.p. der héchste Milcheiwei3gehalt
gemessen. Dieser lag in der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt bei
3,51 £ 0,10 %, in der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt bei 3,44 + 0,07 %.
Bis zum 28. Tag p.p. fiel der EiweiRgehalt in beiden Gruppen kontinuierlich bis
auf 2,97 + 0,07 % in der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt bzw. 3,22 + 0,06 %
in der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt ab. Im Zeitraum zwischen dem
35. und 56. Tag p.p. blieb der Eiwei3gehalt in beiden Gruppen anndhernd auf
dem jeweiligen Niveau vom 28. Tag p.p. (3,01 + 0,07 % bzw. 3,26 + 0,07 %).
Am 56. Tag p.p. lag der Milcheiweildgehalt in der Gruppe mit hohem
Leberfettgehalt bei 3,01 + 0,07 %, in der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt
bei 3,26 + 0,74 %.
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Abb. 14: Mittlerer MilcheiweiRgehalt (;i SEM) in Abhangigkeit
vom Leberfettgehalt im Zeitraum 14. - 56. Tag p.p-
Effekte: (Gruppe: p=0,12; Tag: p<0,01; GruppexTag: p=0,20; Laktation: p=0,33)
4.3.2.3 Laktose

Im Untersuchungszeitraum war der mittlere Laktosegehalt in der Gruppe mit
niedrigem Leberfettgehalt signifikant héher (p<0,05) als in der Gruppe mit
hohem Leberfettgehalt (Abbildung 15).

Am 14. Tag p.p. wurde mit 4,65 + 0,03 % in der Gruppe mit hohem
Leberfettgehalt bzw. 4,79 + 0,07 % in der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt
in den Gruppen jeweils der niedrigste Laktosegehalt gemessen. Ab dem
14. Tag p.p. stieg der Laktosegehalt in beiden Gruppen an. Der hdéchste
Laktosegehalt wurde in der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt mit
4,93 + 0,04 % am 49. Tag p.p., in der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt mit
4,99 + 0,04 % am 42. Tag p.p. festgestellt. Nach Erreichen des jeweiligen
Maximalwertes fiel der Laktosegehalt bis zum 56. Laktationstag auf
4,83 + 0,07 % in der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt bzw. 4,88 + 0,03 % in
der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt ab.
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Abb. 15: Mittlerer Laktosegehalt ( x + SEM) in Abhdngigkeit vom

Leberfettgehalt im Zeitraum 14. - 56. Tag p.p.
Effekte: (Gruppe: p=0,03; Tag: p<0,01; GruppexTag: p=0,15; Laktation: p=0,20)

44 Energiebilanz

Die Energiebilanz der Probanden wurde am 14., 28. und 56. Laktationstag
ermittelt und als Nettoenergie fiir die Laktation je Tag angegeben.

Im Untersuchungszeitraum war die mittlere negative Energiebilanz in der
Gruppe mit hohem Leberfettgehalt signifikant gréRer (p<0,05) als in der Gruppe
mit niedrigem Leberfettgehalt (Abbildung 16). In der Gruppe mit hohem
Leberfettgehalt wurde insbesondere am 14. und 28. Tag p.p. ein signifikant

grolieres (p<0,05) mittleres Energiedefizit festgestellt.
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Abb. 16: Mittlere Energiebilanz ( x + SEM) in Abhangigkeit vom

Leberfettgehalt am 14., 21. und 56. Tag p.p.
Effekte: (Gruppe: p=0,01; Tag: p<0,01; GruppexTag: p=0,18; Laktation: p=0,92)
*Zeitpunkt mit signifikanter Mittelwertdifferenz (p<0,05)

Mit -64,86 + 11,45 MJ NEL in der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt bzw.
-27,49 + 6,91 MJ NEL in der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt war die
negative Energiebilanz am 14. Tag p.p. in den Gruppen jeweils am gréften. Im
Zeitraum zwischen dem 14. und 56. Tag p.p. verringerte sich das Energiedefizit
in beiden Gruppen kontinuierlich. Bis zum 28. Tag p.p. verringerte sich das
Defizit in der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt um 20 % auf
51,64 + 6,89 MJ NEL, in der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt um 34 % auf
18,20 + 6,28 MJ NEL. Am 56. Tag p.p. betrug das energetische Defizit in der
Gruppe mit hohem Leberfettgehalt 16,30 + 4,97 MJ NEL, in der Gruppe mit
niedrigem Leberfettgehalt 5,33 + 3,62 MJ NEL, und damit 25 % bzw. 19 % des

Ausgangsniveaus vom 14. Tag p.p..
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4.5 Metabolite und Hormone

Zur Einschatzung der Stoffwechsellage der Probanden wurden in Blutproben,
die im Zeitraum zwischen dem 20. Tag a.p. und dem 56. Tag p.p. entnommen
wurden, die Konzentrationen von  Stoffwechselmetaboliten  sowie

stoffwechselrelevanten Hormonen bestimmt.

4.5.1 Metabolite
Im Blutserum wurden die Konzentrationen von freien Fettsduren (NEFA),

Betahydroxybutyrat (BHB) sowie Glucose bestimmt.

4.51.1 Freie Fettsauren

Im Untersuchungszeitraum war die mittlere Konzentration freier Fettsduren in
der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt signifikant héher (p<0,01) als in der
Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt (Abbildung 17). In der Gruppe mit hohem
Leberfettgehalt wurde insbesondere zum Partus sowie am 7. und 14. Tag p.p.
eine signifikant hdhere (p<0,05) mittlere Konzentration des Metaboliten
festgestellt.

Zu Untersuchungsbeginn, am 20. Tag a.p., wurde mit 0,20 + 0,03 mmol/l in der
Gruppe mit hohem Leberfettgehalt bzw. 0,12 + 0,02 mmol/l in der Gruppe mit
niedrigem Leberfettgehalt in den Gruppen jeweils die geringste
Konzentration freier Fettsduren gemessen. In beiden Gruppen nahm die
Konzentration im Zeitraum zwischen dem 20. Tag a.p. und dem
7. Tag p.p. zu, wobei der Anstieg in der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt
starker ausgeprégt war. Die hoéchste NEFA-Konzentration wurde in den
Gruppen jeweils am 7. Tag p.p. gemessen. Mit 1,28 + 0,22 mmol/l war die
Konzentration in der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt zu diesem Zeitpunkt
mehr als dreimal so hoch wie in der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt
(0,40 £ 0,07 mmol/l). In der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt blieb die
Konzentration freier Fettsduren im Zeitraum zwischen dem 7. und 28. Tag p.p.
auf einem anndhernd konstanten Niveau (0,37 + 0,07 mmol/l), bevor sie bis
zum 56. Tag p.p. auf 0,13 + 0,02 mmol/l abfiel. Im Zeitraum zwischen dem

7. und 28. Tag p.p. sank die NEFA-Konzentration in der Gruppe mit hohem
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Leberfettgehalt auf das Konzentrationsniveau der Gruppe mit niedrigem

Leberfettgehalt ab, bevor sie bis zum 56. Tag p.p. auf 0,25 + 0,05 mmol/l

zurickging.
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Abb. 17: Mittlere Serum-NEFA-Konzentration ()_(i SEM) in Abhangigkeit

vom Leberfettgehalt im Zeitraum 20. Tag a.p. - 56. Tag p.p.
Effekte: (Gruppe: p<0,01; Tag: p<0,01; GruppexTag: p<0,01; Laktation: p=0,56)
*Zeitpunkt mit signifikanter Mittelwertdifferenz (p<0,05)

4.5.1.2 Betahydroxybutyrat

Im  Untersuchungszeitraum war die  mittlere = Konzentration von
Betahydroxybutyrat in der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt signifikant héher
(p<0,01) als in der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt (Abbildung 18). In der
Gruppe mit hohem Leberfettgehalt wurde insbesondere am 7., 14. sowie 28.
Tag p.p. eine signifikant hoéhere (p<0,05) mittlere BHB-Konzentration
festgestellt.

Die geringste BHB-Konzentration wurde in der Gruppe mit hohem

Leberfettgehalt am 20. Tag a.p. (0,52 + 0,04 mmol/l), in der Gruppe mit
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niedrigem Leberfettgehalt am 7. Tag a.p. (0,57 + 0,05 mmol/l) gemessen.
Nachdem die BHB-Konzentration beider Gruppen am 7. Tag a.p. nahezu
identisch war, nahm die Konzentration des Metaboliten ab dem 7. Tag a.p. in
beiden Gruppen zu, wobei der Anstieg in der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt
starker ausgepréagt war. In der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt stieg die
BHB-Konzentration bis zum 7. Tag p.p. auf einen maximalen Wert von

0,87 + 0,13 mmol/l, in der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt bis zum

14. Tag p.p. auf einen Maximalwert von 2,03 + 0,36 mmol/l an.
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Abb. 18: Mittlere Serum-BHB-Konzentration (;J_r SEM) in Abhangigkeit
vom Leberfettgehalt im Zeitraum 20. Tag a.p. - 56. Tag p.p.

Effekte: (Gruppe: p<0,01; Tag: p<0,01; GruppexTag: p<0,01; Laktation: p=0,44)
*Zeitpunkt mit signifikanter Mittelwertdifferenz (p<0,05)

Damit lag die maximale Konzentration in der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt
beim 3,9-fachen, in der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt beim 1,3-fachen
Wert der jeweiligen Ausgangskonzentration vom 20. Tag a.p.. Nach Erreichen
der jeweiligen Maximalkonzentration fiel die  Konzentration von

Betahydroxybutyrat bis zum 56. Tag p.p. in der Gruppe mit hohem
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Leberfettgehalt auf 0,64 + 0,05 mmol/l, in der Gruppe mit niedrigem
Leberfettgehalt auf 0,51 + 0,05 mmol/l ab.

4513 Glucose

Im Untersuchungszeitraum war die mittlere Glucosekonzentration in der Gruppe
mit niedrigem Leberfettgehalt tendenziell héher (p=0,1) als in der Gruppe mit
hohem Leberfettgehalt (Abbildung 19).
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Abb. 19: Mittlere Serum-Glucosekonzentration ( x + SEM) in Abhédngigkeit

vom Leberfettgehalt im Zeitraum 20. Tag a.p. - 56. Tag p.p.
Effekte: (Gruppe: p=0,10; Tag: p<0,01; GruppexTag: p=0,48; Laktation: p=0,24)

Zu Beginn der Untersuchung, am 20. Tag a.p., war die Glucosekonzentration
mit 4,25 + 0,21 mmol/l in der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt bzw.
4,16 + 0,11 mmol/l in der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt anndhernd
gleich. Wahrend die Glucosekonzentration in der Gruppe mit hohem
Leberfettgehalt bis zum Partus auf einem ann&hernd konstanten Niveau blieb
(4,26 + 0,44 mmol/l), fiel die Konzentration in der Gruppe mit niedrigem

Leberfettgehalt in diesem Zeitraum auf 3,94 + 0,43 mmol/l ab. Nach dem Partus
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fiel die Glucosekonzentration in beiden Gruppen stark ab, wobei der
Konzentrationsabfall in der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt starker
ausgepragt war. Die mittlere Konzentration des Metaboliten sank in der Gruppe
mit hohem Leberfettgehalt bis zum 14. Tag p.p. auf den Minimalwert von
2,56 + 0,20 mmol/l, in der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt bis zum 7. Tag
p.p. auf den Minimalwert von 3,13 + 0,30 mmol/l ab. Nach Erreichen der
jeweiligen Minimalkonzentration stieg die Konzentration bis zum 56. Tag p.p. in
beiden Gruppen an. Am 56. Tag p.p. lag die Glucosekonzentration in der
Gruppe mit hohem Leberfettgehalt bei 3,93 + 0,23 mmol/l, in der Gruppe mit
niedrigem Leberfettgehalt bei 4,27 + 0,15 mmol/I.

4.5.2 Hormone
Im Blutplasma wurden die Konzentrationen von Insulin, Glucagon,
Insulin-like growth factor-1 sowie Leptin bestimmt. Dariber hinaus wurde das

Glucagon/Insulin-Verhaltnis (molare Konzentrationen) ermittelt.

4521 Insulin

Im Untersuchungszeitraum unterschied sich die mittlere Insulinkonzentration
nicht signifikant (p=0,96) zwischen den Gruppen (Abbildung 20).

Die Insulinkonzentration war zu Untersuchungsbeginn, am 20. Tag a.p., mit
0,67 + 0,05 pg/l in der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt bzw.
0,67 + 0,08 ug/l in der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt in den Gruppen
nahezu identisch. In der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt blieb die
Konzentration im Zeitraum zwischen dem 20. und 7. Tag a.p. auf anndhernd
konstantem Niveau (0,68 + 0,09 ug/l), bevor sie bis zum Partus auf einen Wert
von 0,56 + 0,09 g/l abfiel. In der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt sank die
Insulinkonzentration im Zeitraum zwischen dem 20. Tag a.p. und dem Partus
auf 0,45 + 0,09 ug/l ab. Im Zeitraum zwischen dem Partus und dem 14. Tag p.p.
fiel die Konzentration in beiden Gruppen stark ab, wobei der starkste
Konzentrationsabfall jeweils zwischen dem Partus und dem 7. Tag p.p. auftrat.

Am 14. Tag p.p. wurde mit 0,18 + 0,03 ug/l in der Gruppe mit hohem
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Leberfettgehalt bzw. 0,20 + 0,04 ug/l in der Gruppe mit niedrigem

Leberfettgehalt in den Gruppen jeweils die geringste Konzentration gemessen.
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Abb. 20: Mittlere Plasma-Insulinkonzentration ( x = SEM) in Abhdngigkeit

vom Leberfettgehalt im Zeitraum 20. Tag a.p. - 56. Tag p.p.
Effekte: (Gruppe: p=0,96; Tag: p<0,01; GruppexTag: p=0,63; Laktation: p=0,62)

Im Zeitraum zwischen dem 14. und 28. Tag p.p. nahm die Insulinkonzentration
in beiden Gruppen zu. In der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt stieg sie auf
den Wert von 0,29 + 0,05 ug/l, in der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt auf
0,42 + 0,08 pg/l an. Bis zum 56. Tag p.p. blieb die Insulinkonzentration in
beiden Gruppen auf jeweils nahezu konstantem Niveau (0,26 + 0,03 pg/l bzw.
0,41 £ 0,06 pg/l).

4.5.2.2 Glucagon

Die mittlere Glucagonkonzentration unterschied sich im Untersuchungszeitraum

nicht signifikant (p=0,18) zwischen den Gruppen (Abbildung 21).
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Abb. 21: Mittlere Plasma-Glucagonkonzentration (;i SEM) in Abhangigkeit

vom Leberfettgehalt im Zeitraum 20. Tag a.p. - 56. Tag p.p.

Effekte: (Gruppe: p=0,18; Tag: p<0,01; GruppexTag: p=0,63; Laktation: p=0,50)
Zu Beginn der Untersuchung, am 20. Tag a.p., war die Glucagonkonzentration
mit 89,43 + 6,35 ng/l in der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt bzw.
87,18 + 5,83 ng/l in der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt nahezu identisch.
Bis zum Partus fiel die Konzentration in der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt
auf 87,85 + 7,77 ng/l, in der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt auf
82,08 + 5,43 ng/l ab. Im Zeitraum zwischen dem Partus und dem 14. Tag p.p.
stieg die Glucagonkonzentration in beiden Gruppen an, wobei der gréfte
Anstieg jeweils zwischen dem Partus und dem 7. Tag p.p. auftrat. Am 14. Tag
p.p. wurde mit 120,93 + 7,97 ng/l in der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt bzw.
105,09 + 5,63 ng/l in der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt in den Gruppen
jeweils die maximale Konzentration gemessen. In der Gruppe mit hohem
Leberfettgehalt sank die Konzentration im Zeitraum zwischen dem 14. und 56.
Tag p.p. auf 107,63 + 7,17 ng/l ab. Im selben Zeitraum stieg die Konzentration
in der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt auf den Wert von
106,34 + 7,86 ng/l an.
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45.2.3 Glucagon/Insulin-Verhiltnis
Im Untersuchungszeitraum war der mittlere Relationswert fir das
Glucagon/Insulin-Verhaltnis in der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt signifikant

gréRer (p<0,05) als in der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt (Abbildung 22).
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Abb. 22: Mittleres Glucagon/insulin-Verhiltnis ( x + SEM) in Abhangigkeit

vom Leberfettgehalt im Zeitraum 20.Tag a.p. - 56. Tag p.p.
Effekte: (Gruppe: p=0,02; Tag: p<0,01; GruppexTag: p=0,50; Laktation: p=0,45)

Zu Untersuchungsbeginn, am 20. Tag a.p., wurde mit 0,23 + 0,03 in der Gruppe
mit hohem Leberfettgehalt bzw. 0,22 + 0,03 in der Gruppe mit niedrigem
Leberfettgehalt jeweils der geringste Relationswert ermittelt. Bis zum 14. Tag
p.p. stieg der Relationswert in den Gruppen auf den jeweiligen Maximalwert an.
In der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt lag dieser bei 1,46 + 0,23, in der
Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt bei 1,03 + 0,14. In der Gruppe mit hohem
Leberfettgehalt fiel der Relationswert bis zum 28. Tag p.p. auf 1,08 + 0,38, bis
zum 56. Tag p.p. auf 0,78 + 0,11 ab. In der Gruppe mit niedrigem

Leberfettgehalt verminderte sich der Relationswert bis zum 28. Tag p.p. auf
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0,48 + 0,08 und blieb bis zum 56. Tag p.p. anndhernd auf diesem Niveau
(0,52 £ 0,10).

4524 Insulin-like growth factor-1
Die mittlere IGF-1-Konzentration unterschied sich im Untersuchungszeitraum

nicht signifikant (p=0,66) zwischen den Gruppen (Abbildung 23).
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Abb. 23: Mittlere Plasma-IGF-1-Konzentration ( x + SEM) in Abhangigkeit

vom Leberfettgehalt im Zeitraum 20. Tag a.p. - 56. Tag p.p.
Effekte: (Gruppe: p=0,66; Tag: p<0,01; GruppexTag: p=0,23; Laktation: p=0,75)

Zu Beginn der Untersuchung, am 20. Tag a.p., wurde mit 175,62 + 12,42 ug/l in
der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt bzw. 153,86 + 19,10 pg/l in der Gruppe
mit niedrigem Leberfettgehalt in den Gruppen jeweils die gréte Konzentration
gemessen. Im Zeitraum zwischen dem 20. Tag a.p. und dem 7. Tag p.p. fiel die
Konzentration in beiden Gruppen stark ab. Am 7. Tag p.p. wurde mit
864 + 1,62 pg/l in der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt bzw.
15,44 + 3,19 ug/l in der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt in den Gruppen

jeweils die geringste IGF-1-Konzentration gemessen. Im Zeitraum zwischen
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dem 7. und 56. Tag p.p. nahm die Konzentration in beiden Gruppen zu. In der
Gruppe mit hohem Leberfettgehalt stieg sie bis zum 56. Tag p.p. auf
50,54 + 12,44 ug/l, in der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt auf
57,27 £ 15,10 pg/l an.

4.5.2.5 Leptin
Die mittlere Leptinkonzentration unterschied sich im Untersuchungszeitraum

nicht signifikant (p=0,68) zwischen den Gruppen (Abbildung 24).
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Abb. 24: Mittlere Plasma-Leptinkonzentration ( x + SEM) in Abhangigkeit

vom Leberfettgehalt im Zeitraum 20. Tag a.p. - 56. Tag p.p.
Effekte: (Gruppe: p=0,68; Tag: p<0,01; GruppexTag: p=0,87; Laktation: p=0,98)

Zu Untersuchungsbeginn, am 20. Tag a.p., wurde mit 5,58 + 0,47 ug/l in der
Gruppe mit hohem Leberfettgehalt bzw. 5,25 + 0,74 pg/l in der Gruppe mit
niedrigem  Leberfettgehalt in den Gruppen jeweils die groéRte
Leptinkonzentration gemessen. Im Zeitraum zwischen dem 20. Tag a.p. und
dem Partus fiel die Konzentration in beiden Gruppen stark ab, wobei der

starkste Konzentrationsabfall jeweils zwischen dem 7. Tag a.p. und dem Partus
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auftrat. Bis zum Partus verringerte sich die Leptinkonzentration in der Gruppe
mit hohem Leberfettgehalt auf 3,59 + 0,27 ug/l, in der Gruppe mit niedrigem
Leberfettgehalt auf 3,74 + 0,38 pg/l. In der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt
blieb die Konzentration im Zeitraum zwischen dem Partus und dem 14. Tag p.p.
auf annahernd konstantem Niveau (3,53 + 0,26 pg/l), bevor sie bis zum 28. Tag
p.p. auf einen Wert von 3,92 + 0,36 pg/l anstieg. In der Gruppe mit niedrigem
Leberfettgehalt verringerte sich die Leptinkonzentration im Zeitraum zwischen
dem Partus und dem 7. Tag p.p. auf 3,28 + 0,29 ug/l, blieb bis zum 14. Tag p.p.
auf anndhernd konstantem Niveau (3,24 + 0,28 ug/l) und stieg bis zum 28. Tag
p.p. auf 3,54 + 0,19 ug/l an. Im Zeitraum zwischen dem 28. und 56. Tag p.p. fiel
die Konzentration in der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt auf 3,37 + 0,19 pg/I,
in der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt auf 3,32 + 0,30 g/l ab.

4.6 Leberparameter

In den am 1., 10., sowie 21. Tag p.p. mittels Biopsie gewonnenen Leberproben
wurden der Fettgehalt (gesamte Lipide), der Glykogengehalt sowie die
exprimierten mRNA-Mengen fir die gluconeogenetischen Enzyme
Pyruvatcarboxylase (PC), cytosolische Phosphoenolpyruvatcarboxykinase
(PEPCK-C), mitochondriale Phosphoenolpyruvatcarboxykinase (PEPCK-M)

sowie Glucose-6-phosphatase (G6Pase) bestimmt.

4.6.1 Fett (gesamte Lipide)

Entsprechend dem gewéhlten experimentellen Design unterschieden sich die
Untersuchungsgruppen signifikant hinsichtlich des Leberfettgehaltes. Im
Untersuchungszeitraum war der mittlere Leberfettgehalt in der Gruppe mit
hohem Leberfettgehalt signifikant héher (p<0,01) als in der Gruppe mit
niedrigem Leberfettgehalt (Abbildung 25). In der Gruppe mit hohem
Leberfettgehalt wurde zu jedem Untersuchungszeitpunkt ein signifikant

grolerer (p<0,01) mittlerer Gesamtlipidgehalt festgestellt.
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Abb. 25: Mittlerer Leberfettgehalt (}i SEM) am 1., 10. und 21. Tag p.p.

Effekte: (Gruppe: p<0,01; Tag: p<0,01; GruppexTag: p<0,01; Laktation: p=0,07)
*Zeitpunkt mit signifikanter Mittelwertdifferenz (p<0,05)
®bezogen auf die Originalsubstanz

In beiden Gruppen wurde am 1. Tag p.p. mit 11,3 = 0,9 % in der Gruppe mit
hohem Leberfettgehalt bzw. 7,0 + 0,4 % in der Gruppe mit niedrigem
Leberfettgehalt der jeweils geringste Fettgehalt gemessen. Bis zum 10. Tag p.p.
stieg der Leberfettgehalt in beiden Gruppen auf den jeweils héchsten Wert an.
In der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt lag dieser bei 21,3 + 0,1 %, in der
Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt bei 8,2 + 0,5 %. Bis zum 21. Tag p.p. fiel
der Fettgehalt in der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt auf 19,7 + 0,9 %, in der
Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt auf 7,9 £ 0,7 % ab.

4.6.2 Glykogen

Im Untersuchungszeitraum war der mittlere Glykogengehalt in der Gruppe mit
niedrigem Leberfettgehalt signifikant héher (p<0,01) als in der Gruppe mit
hohem Leberfettgehalt (Abbildung 26). In der Gruppe mit niedrigem
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Leberfettgehalt wurde zu jedem Untersuchungszeitpunkt ein signifikant

gréRerer (p<0,01) mittlerer Glykogengehalt in der Leber festgestellt.
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Abb. 26: Mittlerer Glykogengehalt ()_(i SEM) in Abhédngigkeit vom

Leberfettgehalt am 1., 10. und 21. Tag p.p.

Effekte: (Gruppe: p<0,01; Tag: p=0,13; GruppexTag: p=0,32; Laktation: p=0,37)
*Zeitpunkt mit signifikanter Mittelwertdifferenz (p<0,05)

®bezogen auf die Originalsubstanz

Am 1. Tag p.p. lag der Glykogengehalt in der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt
bei 0,69 + 0,12 %, verringerte sich bis zum 10. Tag p.p. auf 0,56 + 0,13 % und
stieg bis zum 21. Tag p.p. auf den Wert von 0,96 + 0,21 % an. In der Gruppe
mit niedrigem Leberfettgehalt betrug der Glykogengehalt am 1. Tag p.p.

2,09 + 0,26 %, verminderte sich bis zum 10. Tag p.p. auf 1,48 + 0,23 % und
erhéhte sich bis zum 21. Tag p.p. auf 1,81 £ 0,20 %.
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4.6.3 Pyruvatcarboxylase

Im Untersuchungszeitraum war die mittlere, exprimierte PC mRNA-Menge in
der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt signifikant groRer (p<0,05) als in der
Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt (Abbildung 27).
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Abb. 27: Mittlere Pyruvatcarboxylase mRNA-Menge (;i SEM)

in Abhéangigkeit vom Leberfettgehalt am 1., 10. und 21. Tag p.p.

Effekte: (Gruppe: p<0,01; Tag: p=0,75; GruppexTag: p=0,91; Laktation: p=0,77)

Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
Am 1. Tag p.p. war die exprimiete PC mRNA-Menge mit der
5,87 + 0,77-fachen Expression in der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt bzw.
der 2,56 + 0,76-fachen Expression in der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt
in den Gruppen jeweils am gréften. In der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt
blieb die exprimierte mMRNA-Menge fir Pyruvatcarboxylase bis zum 10. Tag p.p.
auf annahernd konstantem Niveau (8,81 + 1,42-fache Expression), bevor sie bis
zum 21. Tag auf den 5,11 + 1,76-fachen Wert zurlickging. In der Gruppe mit
niedrigem Leberfettgehalt verminderte sich die Expression bis zum
10. Tag p.p. auf den 1,97 + 0,34-fachen Wert und blieb bis zum 21. Tag p.p. auf

diesem Level (2,02 + 0,49-fache Expression).
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4.6.4 Cytosolische Phosphoenolpyruvatcarboxykinase

Die mittlere, exprimierte PEPCK-C mRNA-Menge unterschied sich im
Untersuchungszeitraum nicht signifikant (p=0,67) zwischen den Gruppen
(Abbildung 28). In beiden Gruppen nahm die mittlere, exprimierte PEPCK-C

MRNA-Menge im Verlauf der Untersuchung kontinuierlich zu (p<0,01).
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Abb. 28: Mittlere cytosolische Phosphoenolpyruvatcarboxykinase

mRNA-Menge ( x £ SEM) in Abhédngigkeit vom Leberfettgehalt

am 1., 10. und 21. Tag p.p.

Effekte: (Gruppe: p=0,76; Tag: p=0,01; GruppexTag: p=0,71; Laktation: p=0,99)
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

Am 1. Tag p.p. war mit dem 7,19 + 2,14-fachen Expressionswert in der Gruppe
mit hohem Leberfettgehalt bzw. dem 8,50 + 3,14-fachen Expressionswert in der
Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt die exprimierte mRNA-Menge fur
PEPCK-C in den Gruppen jeweils am geringsten. In der Gruppe mit hohem
Leberfettgehalt erhéhte sich die Expression bis zum 10. Tag p.p. auf den
13,93 + 6,12-fachen Wert, bis zum 21. Tag p.p. auf den 16,33 + 5,32-fachen
Wert. In der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt stieg die exprimierte mRNA-
Menge fur PEPCK-C bis zum 10. Tag p.p. auf den13,77 + 4,98-fachen Wert, bis
zum 21. Tag p.p. auf den 19,04 + 6,49-fachen Wert an.
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4.6.5 Mitochondriale Phosphoenolpyruvatcarboxykinase

Die mittlere, exprimierte PEPCK-M mRNA-Menge unterschied sich im
Untersuchungszeitraum nicht signifikant (p=0,40) zwischen den Gruppen
(Abbildung 29).
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Abb. 29: Mittlere mitochondriale Phosphoenolpyruvatcarboxykinase

mRNA-Menge ()_(J_r SEM) in Abhédngigkeit vom Leberfettgehalt

am 1., 10. und 21. Tag p.p.

Effekte: (Gruppe: p=0,40; Tag: p=0,61; GruppexTag: p=0,55; Laktation: p=0,93)

4Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
In der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt wurde am 1. Tag p.p. die
6,94 + 2,09-fache Expression, am 10. Tag p.p. die 6,15 + 2,26-fache
Expression und am 21. Tag p.p. die 6,29 + 2,35-fache Expression gemessen. In
der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt betrug der Expressionswert am
1. Tag p.p. 4,47 + 1,94, am 10. Tag p.p. 3,17 £ 1,19 und am 21. Tag p.p.

4,54 + 2,08.
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4.6.6 Glucose-6-phosphatase

Im Untersuchungszeitraum war die mittlere, exprimierte G6Pase mRNA-Menge
in der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt tendenziell gréRer (p=0,09) als in der
Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt (Abbildung 30).
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Abb. 30: Mittlere Glucose-6-phosphatase mRNA-Menge (;i SEM) in

Abhéangigkeit vom Leberfettgehalt am 1., 10. und 21. Tag p.p.

Effekte: (Gruppe: p=0,09; Tag: p=0,96; GruppexTag: p=0,49; Laktation p=0,27)

Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
Am 1. Tag p.p. wurde in der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt mit der
65,33 + 14,41-fachen Expression der héchste, in der Gruppe mit niedrigem
Leberfettgehalt mit der 36,00 + 6,35-fachen Expression der kleinste
Expressionswert des Untersuchungszeitraumes ermittelt. In der Gruppe mit
hohem Leberfettgehalt verminderte sich die Expression bis zum 10. Tag p.p.
auf den 58,89 + 10,86-fachen Wert und blieb bis zum 21. Tag p.p. auf
anndhernd konstantem Niveau (58,74 + 10,56-fache Expression). In der Gruppe
mit niedrigem Leberfettgehalt erhéhte sich die Expression bis zum 10. Tag p.p.
auf den 43,19 + 7,07-fachen Wert, bis zum 21. Tag p.p. auf den
58,30 £ 10,57-fachen Wert.
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4.7 Wiedereinsetzen der Ovarfunktion in der Friihlaktation

In den, ab der 3. Woche p.p. jeweils im 7-Tage-Intervall entnommenen,
Milchproben wurde die Milchprogesteronkonzentration bestimmt und anhand
deren individuellen Verlaufsprofils (Anhang, Tabelle A2) der Zeitpunkt der

ersten lutealen Aktivitat p.p. ermittelt.

4.7.1 Erste luteale Aktivitat in der Friihlaktation

Die Untersuchungsgruppen unterschieden sich signifikant hinsichtlich des
Zeitpunktes, an dem in der Frihlaktation die erste luteale Aktivitat festgestellt
wurde (Tabelle 5). Die Abbildung 31 gibt den Anteil Probanden der
Untersuchungsgruppen wieder, bei dem, bis zu den einzelnen

Untersuchungszeitpunkten eine erste luteale Aktivitat festgestellt wurde.
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Abb. 31: Anteil Tiere mit erster lutealer Aktivitat in Abhangigkeit

vom Leberfettgehalt im Zeitraum 21. - 56. Tag p.p-

Von den 20 Versuchstieren wurde bei 8 Probanden bzw. 40 % ein ,frihes®, bei
12 Probanden bzw. 60 % ein ,spateres” Wiedereinsetzen der lutealen Aktivitat
festgestellt. Von den 8 Probanden, bei denen eine ,frihe“ luteale Aktivitat

festgestellt wurde, gehérten 7 Probanden bzw. 87,5 % der Gruppe mit
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niedrigem Leberfettgehalt an, wahrend 1 Proband bzw. 12,5 % der Gruppe mit
hohem Leberfettgehalt angehérte. Von den 12 Probanden mit ,spater”
einsetzender, lutealer Aktivitat gehdrten 9 Probanden bzw. 75 % zur Gruppe mit
hohem Leberfettgehalt, wahrend 3 Probanden bzw. 25 % zur Gruppe mit
niedrigem Leberfettgehalt gehorten.

Tab. 5: Anzahl und Anteil Tiere mit ,friiher” bzw. ,,spaterer* erster
lutealer Aktivitit p.p. in Abhdngigkeit vom Leberfettgehalt

FRUH® SPATER®
hoher Leberfettgehalt, n=10 1(12,5%) 9 (75,0%)
niedriger Leberfettgehalt, n=10 7 (87,5%) 3 (25,0%)
Total 8 12
Chi-Square 0,0062
Fisher’s Exact Test, Two-sided Pr<p 0,0198

“erste luteale Aktivitat bis zum 28. Tag p.p.
Perste luteale Aktivitat ab dem 35. Tag p.p.
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5 Diskussion
5.1 Material und Methoden

5.1.1 Untersuchungsansatz

Fur die Untersuchungen wurde ein Tierexperiment durchgefihrt, in das 48
multipare Kihe der Rasse Deutsche-Holsteins, die unter
Produktionsbedingungen gehalten wurden, einbezogen waren. Von den
Probanden wurden im tierindividuellen Untersuchungszeitraum (60. Tag a.p. -
56. Tag p.p.) zu definierten Untersuchungszeitpunkten Substrate fir die
Laboranalysen gewonnen sowie ausgewahlte zootechnische Parameter erfasst.
Fur die Bearbeitung der durch die Zielstellung vorgegebenen Aufgaben wurden
unter den 48 Probanden retrospektiv die jeweils 10 Tiere mit der gréfdten bzw.
geringsten peripartalen metabolischen Belastung identifiziert und so zwei
Untersuchungsgruppen (je 10 Tiere) generiert. Die individuelle metabolische
Belastung wurde dazu anhand des Ausmalles der hepatischen
Lipidakkumulation (gesamte Lipide), welche als Mittelwert aus den Werten des
1., 10. und 21. Tages p.p. bestimmt wurde, quantifiziert. Der gewahlite
Untersuchungsansatz erméglichte es, in einer Probandengruppe retrospektiv
Tiere zu identifizieren und zu gruppieren, die sich trotz gleicher Bedingungen
hinsichtlich Management, Haltung und Futterung deutlich in ihrer individuellen
peripartalen Stoffwechselbelastung unterschieden. Die beiden so definierten
Untersuchungsgruppen (hoher bzw. niedriger Leberfettgehalt) lieRen sich nun
hinsichtlich des gesamten Spektrums der Untersuchungsparameter
vergleichen.

Ein Vorteil des gewéahlten Untersuchungsansatzes wird darin gesehen, dass die
Untersuchung unter Bedingungen durchgeflihrt werden konnte, bei denen alle
Probanden gleiche Umweltbedingungen (Management, Haltung und Futterung)
vorfanden. DarUber hinaus ermdglichte die retrospektive Gruppierung die
Definition ~ von  Untersuchungsgruppen, die sich hinsichtlich  des

Gruppierungsmerkmals (Leberfettgehalt) hoch signifikant unterschieden.
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5.1.2 Leberfettgehalt als Indikator der peripartalen Stoffwechselbelastung
Mit dem postpartalen Leberfettgehalt wurde in der vorliegenden Arbeit ein
Parameter als Mall zur quantitativen Beschreibung der peripartalen
Stoffwechselbelastung gewéahlt, der sowohl das Ausmal® der mit der
zunehmenden Stoffwechselbelastung assoziierten Koérperfettmobilisation als
auch die damit einhergehende Belastung der Leber, dem zentralen
Stoffwechselorgan des Energiestoffwechsels (RICHARDS 2004), widerspiegelt.
Das Ausmald der Lipidakkumulation in den Hepatozyten ist von der Menge
anflutender freier Fettsduren (RUKKWAMSUK et al. 1998; RUKKWAMSUK et
al. 2000; BOBE et al. 2004), der Oxidationskapazitat (ANDERSEN et al. 2002),
der Veresterungsrate (RUKKWAMSUK 1999) sowie der Kapazitdt der
Hepatozyten, veresterte Triglyceride wieder auszuschleusen, abhangig
(ROSSOW und STAUFENBIEL 1983; RUKKWAMSUK 1999). Zur vermehrten
Lipidakkumulation kommt es, wenn die Menge anflutender freier Fettsduren die
Kapazitat der Hepatozyten, die Fettsduren 2zu oxidieren oder wieder
auszuschleusen, Uberschreitet (VAZQUEZ-ANON et al. 1994; GRUMMER
1993; BOBE et al. 2003,2004; HAYIRLI und GRUMMER 2004; NAFIKOV et al.
2006). Dies bestatigen auch die eigenen Ergebnisse. In der Gruppe mit hohem
Leberfettgehalt wurde gegentiber der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt,
infolge des gréleren Energiedefizits, postpartal eine groliere Menge Koérperfett
mobilisiert. Dies zeigt sowohl die starkere Rulckenfettdickenabnahme
(STAUFENBIEL 1992) als auch die héhere Konzentration freier Fettsduren
(PULLEN et al. 1989; CHIESA et al. 1991; GOFF und HORST 1997) in der
Gruppe. Darlber hinaus ist die héhere Konzentration von Betahydroxybutyrat in
dieser Gruppe ein Hinweis auf eine verstarkte Ketogenese (RUSSEL und
WRIGHT 1983; OHGI et al. 2005), was darauf hindeutet, dass die Leber sich in
einer Belastungssituation befindet, bei der sich in den Hepatozyten mehr freie
Fettsduren befinden als Uber den Citratzyklus vollstdndig oxidiert werden
kénnen (GRUMMER 1993; DRACKLEY et al. 2001; GRUM et al. 2002).

Dem entsprechend weist ein hoher postpartaler Leberfettgehalt auf eine starke
Kérperfettmobilisation in Verbindung mit einer Uberlastung der hepatischen

Stoffwechselkapazitat, also auf eine hohe Stoffwechselbelastung hin.
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Die Bedeutung des Leberfettgehaltes blieb bei der Untersuchung ausschlief3lich
auf dessen Indikatorfunktion beschrénkt, da keine Hinweise auf eine
pathologische Relevanz des Ausmalles der hepatischen Lipidakkumulation
festgestellt wurden. Wa&hrend der Untersuchung musste keines der

Versuchstiere wegen einer Stoffwechselerkrankung behandelt werden.

5.2 Ergebnisse

5.2.1 Zootechnische Parameter

Die Probanden der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt wiesen im
Untersuchungszeitraum (60. Tag a.p. - 56. Tag p.p.) eine signifikant héhere
Ruckenfettdicke (p<0,05) sowie eine signifikant gréRere (p<0,01) postpartale

Ruckenfettdickenabnahme als die Probanden der Gruppe mit niedrigem
Leberfettgehalt auf.

Zum Zeitpunkt des Trockenstellens sollten Milchkiihe Uber eine Rickenfettdicke
im Bereich zwischen 19 mm und 27 mm verfigen (STAUFENBIEL 1993;
SCHRODER 2000) und diese bis zum Partus mdglichst beibehalten, da sowohl
zu geringe als auch UbermaRig angelegte Fettdepots zum Partus mit
Beeintrachtigungen der Milchleistung, Gesundheit und Fruchtbarkeit assoziiert
sind (STAUFENBIEL et al. 1993b; STAUFENBIEL 1999; STAUFENBIEL und
SCHRODER 2004b). Als eine optimale Kondition zum Partus geben
STAUFENBIEL (1997) sowie STAUFENBIEL und SCHRODER (2004b,c) eine
Ruckenfettdicke zwischen 20 mm und 30 mm an. Nach dieser Definition lage
die mittlere Ruckenfettdicke mit 23,9 mm zum Trockenstellen bzw. 24,6 mm
zum Partus in der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt im optimalen
Konditionsbereich, wahrend die Tiere in der Gruppe mit niedrigem
Leberfettgehalt mit 14,9 mm bzw. 16,7 mm zu diesen Zeitpunkten entsprechend
unterkonditioniert wéaren.

Nach ROSSOW (2001) ist insbesondere im Hinblick auf die Gesundheit und
Fruchtbarkeit von Milchkihen weniger die wahrend der Frihlaktation
abgebaute, absolute Menge an Korperfett, sondern vielmehr deren
Abbaugeschwindigkeit von Bedeutung. Angestrebt wird eine langsam

einsetzende Lipolyse zu Beginn der Laktation, die sich dann protrahiert
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fortsetzt, um freie Fettsduren zur Unterstitzung und Stabilisierung des
Energiestoffwechsels und der Milchfettsynthese freizusetzen (STAUFENBIEL et
al. 1991, 1993a). Nach Angaben verschiedener Autoren (EMERY 1988; SMITH
und McNAMARA 1990; STAUFENBIEL et al. 1992a) variiert die zur
Kompensation des energetischen Defizits mobilisierte Kérperfettmenge
zwischen 20 kg und 60 kg, was bei der Annahme, dass 5 kg Koérperfett einer
Ruckenfettdicke von 1 mm gleichkommen (STAUFENBIEL et al. 1993a), einer
Ruckenfettdickenédnderung von 4 mm bzw. 12 mm entspricht. In der Gruppe mit
hohem Leberfettgehalt wurde im Zeitraum zwischen dem Partus und dem 56.
Tag p.p. eine Verminderung der Rickenfettdicke um 10,4 mm auf 14,2 mm
festgestellt. Dieser Riickgang deckt sich mit den Ergebnissen von SCHRODER
(2000), welcher in seiner Untersuchung wahrend der Frihlaktation eine
Ruckenfettdickenabnahme um 10,3 mm beobachtete. Nach STAUFENBIEL
(1993) ist eine Ruckenfettdickenabnahme bis zu 15 mm wéhrend der ersten 8
Wochen p.p. als physiologisch zu beurteilen. KUPSCH (2005) ist der
Auffassung, dass die minimale Ruckenfettdicke wéhrend der Frihlaktation im
Herdenmittel 14 mm nicht unterschreiten sollte, da sonst mit Leistungseinbuf3en
zu rechnen ware. Mit 14,2 mm am 56. Tag p.p. lasst sich die Gruppe mit hohem
Leberfettgehalt genau in diesen Bereich einordnen, wahrend die Gruppe mit
niedrigem Leberfettgehalt mit 12,8 mm Rickenfettdicke demnach
unterkonditioniert wére. In der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt wurden im
Zeitraum zwischen dem Partus und dem 56. Tag p.p. nur 3,9 mm Ruickenfett
abgebaut. Dies lasst sich auf die geringere Rickenfettdicke der Probanden,
deren hdhere Trockensubstanzaufnahme bei vergleichbarer
Milchmengenleistung sowie das geringere Energiedefizit in dieser Gruppe
zuruckfuhren. Die Tatsache, dass in der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt
wahrend der Frihlaktation eine vergleichsweise gréliere
Rickenfettdickenabnahme festgestellt wurde, bestatigt Literaturangaben
(FERGUSON et al. 1991; INGVARTSEN et al. 1996; INGVARTSEN 2006;
GARNSWORTHY 2007), nach denen der Umfang der Koérperfettreserven zum
Partus mit dem Ausmal} der Mobilisation peripheren Fettgewebes wahrend der

Frihlaktation in einem positiven Zusammenhang steht. Bei Gberkonditionierten
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Tieren ist zu Laktationsbeginn ein verminderter Appetit und damit eine
entsprechend unzureichende freiwillige Trockensubstanzaufnahme
festzustellen (SUDEKUM 1999), was héaufig zu einer UiberschieRenden Lipolyse
mit hohen Konzentrationen an freien Fettsduren fuhrt (ROSSOW 1990;
ROSSOW 2003b).

Die Empfehlungen, die von STAUFENBIEL (1997) sowie STAUFENBIEL und
SCHRODER (2004b,c) hinsichtlich der optimalen Kondition von Milchkiihen
zum Partus sowie von STAUFENBIEL (1993) sowie KUPSCH (2005)
hinsichtlich der optimalen Ruckenfettdickenentwicklung in der Frihlaktation
gegeben wurden, konnten durch die eigenen Ergebnisse nicht bestatigt werden.
So wurde in der eigenen Untersuchung bei den Probanden, die entsprechend
dieser Empfehlungen sowohl zum Partus als auch wéhrend der Frihlaktation
unterkonditioniert waren, bei vergleichbarer Milchmengenleistung eine
geringere metabolische Belastung sowie ein friiheres Wiedereinsetzen der
Ovarfunktion p.p. als bei den Probanden, die wahrend der Untersuchung die
empfohlene Kondition aufwiesen, festgestellt. Die von STAUFENBIEL (1993),
STAUFENBIEL (1997), STAUFENBIEL und SCHRODER (2004b,c) sowie
KUPSCH (2005) gegebenen Empfehlungen beziehen sich auf Untersuchungen,
die an Kreuzungstieren der Rassen Schwarzbuntes Milchrind und Holstein-
Friesian mit entsprechend geringerem Milchleistungsniveau durchgefihrt
wurden. Die Probanden der eigenen Studie haben eine vergleichsweise héhere
Milchleistung, was mit einer entsprechend hdheren Stoffwechselleistung der
Tiere assoziiert ist. Daher werden die eigenen Ergebnisse als ein Hinweis
interpretiert, dass Uberprift werden sollte, ob der Anstieg des genetisch
determinierten Milchleistungsniveaus moéglicherweise Anpassungen bei den
Empfehlungen hinsichtlich der optimalen Konditionierung der Tiere notwendig
macht.

Im Untersuchungszeitraum (7. Tag a.p. - 56. Tag p.p.) wurde in der Gruppe mit
niedrigem Leberfettgehalt eine signifikant grollere (p<0,01)

Trockensubstanzaufnahme als in der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt

festgestellt.
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Die geringste antepartale Trockensubstanzaufnahme wurde in den Gruppen
jeweils am 7. Tag a.p., die geringste postpartale Trockensubstanzaufnahme
jeweils am 14. Tag p.p. ermittelt. Die Tatsache, dass die geringsten TS-
Aufnahmen in den Gruppen jeweils um den Partus festgestellt wurden, lasst
sich auf den fur Milchkihe typischen Abfall der TS-Aufnahme in Anndherung an
den Partus (BERTICS et al. 1992; INGVARTSEN et al. 1992; GRUMMER 1995;
DOEPEL et al. 2002; HAYIRLI et al. 2003; NOCEK et al. 2003; FRENCH 2006)
zurtckfuhren. Auch die in beiden Gruppen festgestellte Zunahme der
Trockensubstanzaufnahme bis zum 56. Tag entspricht der fur Milchkihe
typischen Entwicklung der TS-Aufnahme p.p. (STAUFENBIEL 1989; LUCY et
al. 1991; INGVARTSEN und ANDERSEN 2000; BLOCK et al. 2001; DOEPEL
et al. 2002; GRUMMER et al. 2004; STAUFENBIEL und SCHRODER 2004b).
Eine hohe prépartale Trockensubstanzaufnahme war mit einer hohen
postpartalen Trockensubstanzaufnahme assoziiert. Dieses Ergebnis wird auch
durch die Studie von ORDWAY et al. (2002), die eine positive Korrelation
(r = 0,69; p<0,001) zwischen der Trockensubstanzaufnahme eine Woche a.p.
und der Trockensubstanzaufnahme wahrend der ersten 56 Laktationstage
ausweist, bestatigt. GRUMMER et al. (2004) vermuten, dass die positive
Korrelation zwischen antepartaler und postpartaler Trockensubstanzaufnahme
bei ad libutum Fiutterung (GRUMMER 1995) unabhangig vom Gestations- und
Laktationszyklus genetisch determiniert ist.

Bei der Modulation der peripartalen Trockensubstanzaufnahme von Milchkiihen
sind sowohl der Umfang der Korperfettreserven als auch deren Abbau im
geburtsnahen Zeitraum von zentraler Bedeutung (GARNSWORTHY und
TOPPS 1982; GRUMMER 1993; McNAMARA 2000). So stehen die prapartale
Kondition und die Trockensubstanzaufnahme in der Frihlaktation bei
Hochleistungskiihen in einem umgekehrt proportionalen Zusammenhang
(GRUMMER 1995; HOLTER et al. 1990; INGVARTSEN und ANDERSEN 2000;
HAYIRLI et al. 2002, STAUFENBIEL und SCHRODER 2004b). Dies bestétigen
auch die eigenen Ergebnisse. Die Probanden in der Gruppe mit hohem

Leberfettgehalt verfugten antepartal Uber groRRere Koérperfettreserven und
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realisierten eine geringere Trockensubstanzaufnahme als die Probanden mit
niedrigem Leberfettgehalt, welche antepartal geringer konditioniert waren.
Dariiber hinaus vermuten einige Autoren (INGVARTSEN und ANDERSEN
2000; ALLEN et al. 2005; VERNON 2005), dass die Konzentration von freien
Fettsduren sowie Betahydroxybutyrat bei Hochleistungskilhen Mechanismen
direkt oder indirekt beeinflusst, die wichtig bei der Regulation der TS-Aufnahme
im geburtsnahen Zeitraum sind. So gehen INGVARTSEN und ANDERSEN
2000, HAYIRLI et al. 2002 sowie OHGI et al. 2005 davon aus, dass
ansteigende Konzentrationen von freien Fettsduren und Betahydroxybutyrat
einen negativen Einfluss auf die peripartale TS-Aufnahme haben. Dies wird
insofern auch durch die eigenen Ergebnisse unterstitzt, als dass in der Gruppe
mit hohem Leberfettgehalt neben einer geringeren Trockensubstanzaufnahme
héhere Konzentrationen von freien Fettsduren sowie Betahydroxybutyrat
festgestellt wurden.

Die anhand des Leberfettgehaltes gruppierten Probanden unterschieden sich
im Untersuchungszeitraum (14. - 56. Tag p.p.) nicht signifikant (p=0,4)

hinsichtlich der fettkorrigierten Milchmenge.

Ein vergleichbares Ergebnis zeigte auch die Studie von OHGI et al. (2005). Die
Autoren fanden bei Milchkihen, welche anhand ihres Leberfettgehaltes
(Gesamtlipidgehalt in der 2. Laktationswoche) als normal (LFG < 10 %), mild
(LFG < 20 %) bzw. moderat (LFG > 20 %) gruppiert wurden, zwischen der
1. und 8. Laktationswoche zu keinem Zeitpunkt eine unterschiedliche,
fettkorrigierte Milchmengenleistung. Auch die Gruppe mit moderatem
Leberfettgehalt unterschied sich, mit Ausnahme einer héheren fettkorrigierten
Milchmenge in der 1. Woche p.p., im Untersuchungszeitraum nicht von der
Gruppe mit normalem Leberfettgehalt.

Mit dem Einsetzen der Laktation werden insbesondere bei den auf hohe
Milchleistung selektierten Milchkilhen Energie und N&hrstoffe, selbst dann,
wenn sich deren Verfugbarkeit vermindert, prioritdr in Richtung Milchdrise
geleitet (BAUMAN und CURRIE 1980; BLUM 1992; BLUM 2004;
STANGASSINGER 2006). Die Tatsache, dass Milchkiihe trotz differenter

Stoffwechselbelastung eine vergleichbare Milchmengenleistung realisieren
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kénnen, weist darauf hin, dass die Stoffwechselprioritat der Milchdriise auch
dann aufrechterhalten bleibt, wenn die Stoffwechselsituation innerhalb eines
gewissen Toleranzbereiches variiert. Die eigenen Ergebnisse lassen vermuten,
dass sich die metabolische Belastung der Probanden innerhalb eines solchen
physiologisch tolerierbaren Bereiches befand und die Milchproduktion
gegenlber anderen extramammaren energie- und nahrstoffintensiven
Prozessen prioritar war.

In Ubereinstimmung mit den Angaben anderer Autoren (STAUFENBIEL 1989;
LUCY et al. 1991; INGVARTSEN und ANDERSEN 2000; STAUFENBIEL und
SCHRODER 2004b) wurde auch in der eigenen Untersuchung die hdchste
Milchmengenleistung zwischen der 4. - 7. Laktationswoche und damit friiher als
die maximale Trockensubstanzaufnahme festgestellt.

Im Untersuchungszeitraum (14. - 56. Tag p.p.) wurde in der Gruppe mit hohem

Leberfettgehalt ein signifikant héherer (p<0,01) Milchfettgehalt festgestellt,

wahrend sich der MilcheiweilRgehalt zwischen den Gruppen nicht signifikant
(p=0,12) unterschied. Damit werden die Ergebnisse von OHGI et al. (2005)

bestatigt. Die Autoren stellten bei Milchkihen mit moderatem Leberfettgehalt

einen hdheren Milchfettgehalt (1. - 4. Woche p.p.) sowie eine hbhere
Milchfettleistung (1. - 2. Woche p.p.) als bei Tieren mit normalem
Leberfettgehalt fest, wahrend sich der Milcheiweilgehalt zwischen den
Gruppen nicht unterschied. Der héhere Milchfettgehalt in der Gruppe mit hohem
Leberfettgehalt ist auf die generell gréReren Kérperfettreserven, den stérkeren
Konditionsabbau in der Frihphase der Laktation sowie die damit assoziierte
héhere Konzentration freier Fettsduren zurlickzufihren. So treten insbesondere
bei Milchkihen mit gréReren Fettreserven in der Fruhlaktation grélRere
Konzentrationen freier Fettsduren auf, wodurch die Milchfettsynthese forciert
wird (PEDRON et al. 1993, HEUER et al. 1999; BLUM 2004; OHGI et al. 2005;
VERNON 2005). Ein starker Konditionsverlust wahrend der Frihlaktation geht
mit héheren Milchfett- und geringeren Milcheiweildgehalten einher (BOISCLAIR
et al. 1986; KESSEL et al. 2008). Nach STAUFENBIEL et al. (1989b) erhéht
sich mit verstarktem Kérperfettabbau sowohl die Milchfettmengenleistung als
auch der Milchfettgehalt.
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In der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt wurde im Untersuchungszeitraum
ein signifikant gréRerer (p<0,05) Laktosegehalt festgestellt. Darlber hinaus
wurde in beiden Gruppen, wie der signifikante Zeiteffekt belegt, ein typischer
Anstieg der Laktosekonzentration zu Laktationsbeginn (GRABOWSKI 2000;
REIST et al. 2003; BEERDA et al. 2007) beobachtet. Der héhere Laktosegehalt
in der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt wird auf die tendenziell héhere
Glucosekonzentration in dieser Gruppe zurtckgefuhrt. So stellten PATTON et
al. (2004) bei Milchkihen mit einer hdheren Glucosekonzentration einen
tendenziell héheren Laktosegehalt fest. Dies bestatigen indirekt auch die
Ergebnisse von REIST et al. (2003), nach denen ein héherer Konzentratanteil in
der Ration neben einer héheren Glucosekonzentration auch mit einem héheren
Laktosegehalt assoziiert ist.

Im Untersuchungszeitraum (14. - 56. Tag p.p.) war die negative Energiebilanz

in der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt signifikant gréf3er (p<0,05) als in der
Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt.

Damit bestéatigen die eigenen Ergebnisse die Angabe von GRUMMER (1993)
sowie INGVARTSEN und ANDERSEN (2000), nach denen bei Milchkihen eine
starke Koérperkondition zum Partus sowie der damit einhergehende, starke
Konditionsabbau in der Frihphase der Laktation mit einem hohen postpartalen
Energiedefizit assoziiert ist. Am 14. Tag p.p. war das energetische Defizit mit
64,86 MJ NEL in der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt bzw. 27,49 MJ NEL in
der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt in den Gruppen jeweils am gréften.
Dies unterstitzt die Angaben von GRUMMER (1995), nach denen das
Maximum des Energiedefizits in der ersten Woche p.p. zu erwarten ist. Die
Hoéhe des Energiedefizits in der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt deckt sich
mit den Angaben von LUCY et al. (1991) und JORRITSMA et al. (2005), nach
deren Ergebnissen die tagliche Energiebilanz bei Hochleistungskiihen bis zu
-63 MJ NEL betragen kann. Die Tatsache, dass die Probanden der Gruppe mit
hohem Leberfettgehalt ein vergleichsweise grélieres Energiedefizit aufwiesen,
l&sst sich dadurch erkldren, dass die Tiere bei vergleichbarer, fettkorrigierter
Milchmengenleistung eine geringere Trockensubstanzaufnahme realisierten.

Das Ergebnis unterstitzt die Beobachtungen anderer Autoren, nach denen das
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Ausmaly der negativen Energiebilanz in der Fruhlaktation starker von der
Depression des Trockensubstanzaufnahmevermégens als von der
Milchleistung beeinflusst wird (VILLA-GODOQY et al. 1988; SPICER et al. 1990;
LUCY et al. 1991; NEBEL und McGILLARD 1993).

Die Probanden beider Gruppen befanden sich am 56. Tag p.p. noch in der
Phase mit negativer Energiebilanz. Dies entspricht den Angaben in der
Literatur, nach denen die Dauer der negativen Energiebilanz im Durchschnitt
mit 8 Wochen (BOISCLAIR et al. 1986; BERGHORN et al. 1988; STAPLES et
al. 1990; DOMECAQ et al. 1997a) angegeben wird, jedoch zwischen 5 Wochen
(BUTLER und SMITH 1989) und 16 Wochen (BUTLER und ELROD 1992)
variieren kann. Dass der Ausgleich der Energiebilanz in beiden Gruppen erst
nach der 8. Woche p.p. erreicht wurde, ist auf die hohe Milchleistung der
Probanden zurlickzufihren. So verschiebt sich nach Angaben von GALLO et al.
(1996) der Wiedereintritt in den Bereich der positiven Energiebilanz bei
Hochleistungstieren vom 3. auf den 4. Laktationsmonat. Bei multiparen
Hochleistungskihen stellten REIST et al. (2003), HORSTMANN (2004) sowie
OCYLOK (2007) eine ausgeglichene bzw. positive Energiebilanz ab der 10., 9.
bzw. 8. Laktationswoche fest.

Die Auspragung der zootechnischen Parameter in den Untersuchungsgruppen
zeigt, dass die Probanden mit der héheren metabolischen Belastung bzw. dem
héheren Leberfettgehalt im Untersuchungszeitraum stéarker konditioniert waren
und bei einer vergleichbaren Milchmengenleistung ein geringeres
Trockensubstanzaufnahmevermégen aufwiesen, woraus ein starkeres
Energiedefizit resultierte, das wahrend der Frihlaktation durch eine stérkere
Mobilisation von Kérperfett kompensiert wurde. Die Ergebnisse lassen darauf
schlie3en, dass bei Milchkiihen mit sehr hohen Leistungen das Ausmal} der
Stoffwechselbelastung entscheidend durch die Kondition im geburtsnahen
Zeitraum und das damit assoziierte Trockensubstanzaufnahmevermégen

beeinflusst wird.
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5.2.2 Stoffwechselmetabolite

Im Untersuchungszeitraum (20. Tag a.p. - 56. Tag p.p.) wurde in der Gruppe
mit hohem Leberfettgehalt eine signifikant héhere (p<0,01) Konzentration freier
Fettsduren als in der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt festgestellt.

Die héhere Konzentration des Metaboliten weist auf eine vergleichsweise
starkere Korperfettmobilisation (PULLEN et al. 1989; CHIESA et al. 1991;
GOFF und HORST 1997) in der Gruppe hin, was dartber hinaus sowohl durch
die stérkere Rulckenfettdickenabnahme als auch durch die hdhere
Konzentration von Betahydroxybutyrat bestatigt wird (KESSEL et al 2008).
Damit unterstitzen die eigenen Untersuchungsergebnisse die Beobachtungen
anderer Autoren (KOKKONEN et al. 2005; OHGI et al. 2005), nach denen
insbesondere Milchkiihe mit gréReren Kdrperfettreserven eine gréflere Menge
Korperfett mobilisieren und entsprechend héhere Konzentrationen freier
Fettsduren aufweisen.

Die héchsten Konzentrationen freier Fettsduren wurden wahrend der 1. und 2.
Woche p.p., dem Zeitraum, in dem die geringste Trockensubstanzaufnahme,
das groéRte Energiedefizit sowie der starkste Konditionsabbau festgestellt
wurde, ermittelt. Ahnliche Zusammenhdnge werden in der Literatur
beschrieben. Je starker die prapartale Futteraufnahme reduziert wird, desto
intensiver ist die Freisetzung von Fettsduren aus den Korperfettdepots
(CADORNIGA-VALINO et al. 1997; ROSSOW 2003b). Die Konzentration freier
Fettsduren korreliert negativ mit der Trockensubstanzaufnahme (GRUMMER
1993; INGVARTSEN und ANDERSEN 2000; DOEPEL et al. 2002) sowie der
Energiebilanz (PULLEN et al. 1989; REIST et al. 2000,2002; BUSATO et al.
2002; DOEPEL et al. 2002).

In beiden Gruppen wurde bereits antepartal ein Anstieg der Konzentration freier
Fettsduren beobachtet, was auf eine bereits vor dem Partus einsetzende
Mobilisation von Korperfett hinweist, wie sie auch von anderen Autoren
(STANGASSINGER et al. 1983; GRUMMER 1993; GRUMMER 1995;
ROSSOW 2003b) beschrieben wurde.
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Im Untersuchungszeitraum (20. Tag a.p. - 56. Tag p.p.) wurde in der Gruppe

mit hohem Leberfettgehalt eine signifikant héhere (p<0,01) Konzentration von

Betahydroxybutyrat als in der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt festgestellt.
Ein hoéherer Leberfettgehalt bzw. eine hdhere Stoffwechselbelastung der
Probanden war somit, neben einer héheren Konzentration freier Fettsauren,
auch mit einer héheren Konzentration von Betahydroxybutyrat assoziiert, was
im Zusammenhang mit dem stérkeren Rickenfettdickenabbau die starkere
Korperfettmobilisation in dieser Gruppe widerspiegelt. Dies bestétigt die
Ergebnisse anderer Autoren insofern, als dass REIST et al. (2002) eine
negative Korrelation zwischen der Energiebilanz und der Konzentration freier
Fettsduren (r = -0,685) sowie der Konzentration von Betahydroxybutyrat
(r = -0,451) ermittelten und auch SATO et al. (1999), BUSATO et al. (2002),
WATHES et al. (2007) sowie KESSEL et al. (2008) in der Fruhlaktation einen
proportionalen Anstieg der Konzentrationen beider Metabolite feststellten.

Nach FURLL et al. (1998) und JORRITSMA et al. (2003a) ist der Ketonkdrper
Betahydroxybutyrat ein Indikator fur Imbalanzen im Energiestoffwechsel, wobei
héhere Konzentrationen eine Energiemangelsituation anzeigen (FURLL 2004,
2005). Dies bestatigen auch die eigenen Ergebnisse. So war eine héhere BHB-
Konzentration auch mit einem grélReren Energiedefizit, einer hdheren
Konzentration freier Fettsduren sowie einem héheren Leberfettgehalt assoziiert.
Die hochste Konzentration des Ketonkérpers wurde in der Gruppe mit hohem
Leberfettgehalt am 14. Tag p.p. und damit 1 Woche nach dem Erreichen der
maximalen Konzentration freier Fettsduren gemessen. Zu den gleichen
Ergebnissen kamen TEUFEL (1999) und BUSATO et al. (2002), die in ihren
Studien ebenfalls eine maximale BHB-Konzentration 1 Woche nach der
maximalen Konzentration freier Fettsduren feststellten. KAUPPINEN (1983) gibt
den Zeitraum fir die maximale Konzentration freien Fettsduren mit der 1. - 2.
Woche p.p., fir die maximale Konzentration von Betahydroxybutyrat mit der
2. - 6. Woche p.p. an.

Im Untersuchungszeitraum (20. Tag a.p. - 56. Tag p.p) wurde in der Gruppe mit
niedrigem Leberfettgehalt eine tendenziell héhere (p=0,1) Glucosekonzentration

als in der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt festgestellt. Der
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Konzentrationsunterschied wird durch die héheren Konzentrationen des
Metaboliten in der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt im Zeitraum zwischen
dem 7. und 56. Tag p.p. bedingt.

Ein &hnliches Ergebnis zeigte auch die Studie von OHGI et al. (2005). Die
Autoren stellten in der Gruppe mit normalem Leberfettgehalt im Zeitraum
zwischen der 1. und 3. Woche p.p. eine héhere Glucosekonzentration als in der
Gruppe mit erh6htem Leberfettgehalt fest. Die niedrige Glucosekonzentration
bei Milchkiihen mit hoher Stoffwechselbelastung bzw. hohem Leberfettgehalt
wird auf den stérkeren Energiemangel bzw. den damit assoziierten, geringeren
hepatischen  Glucoseoutput zurickgefihrt. Aufgrund des niedrigeren
Trockensubstanzaufnahmevermdgens ist die Verfligbarkeit von Propionat, dem
Haupt-Precursor der hepatischen Gluconeogenese (LEAN et al. 1992; SEAL
und REYNOLDS 1993; DRACKLEY et al. 2001; GEELEN und WENSING
2006), bei den Probanden mit hohem Leberfettgehalt starker als bei den
Probanden mit niedrigem Leberfettgehalt limitiert. Da der hepatische
Glucoseoutput sich direkt proportional zur Propionatverfiigbarkeit verhalt
(LOMAX et al. 1979; BAIRD et al. 1980), weisen die Probanden mit hohem
Leberfettgehalt bei vergleichbarer Milchmengenleistung eine geringere
Glucosekonzentration auf.

Die Glucosekonzentration folgte in beiden Gruppen einem &hnlichen
Verlaufsmuster, was sich in einem signifikanten Zeiteffekt widerspiegelt. Auf
hohe, prépartale Ausgangskonzentrationen folgte ein starker Abfall der
Glucosekonzentration wahrend der 1. - 2. Laktationswoche, bevor diese
anschlieRend bis zum 56. Tag p.p. wieder anndhernd das jeweilige
Ausgangsniveau annahm. Der Konzentrationsverlauf beider Gruppen deckt sich
mit den bei KUNZ et al. (1985), VAZQUEZ-ANON et al. (1994), REIST et al.
(2003), HOLTENIUS et al. (2003), KOLLER et al. (2003), INGVARTSEN et al.
(2003), JUCHEM et al. (2004), JORRITSMA et al. (2005), BUTLER et al. (2006)
sowie BOSSAERT et al. (2008) ermittelten Verlaufsmustern.

Der starke Konzentrationsabfall unmittelbar nach dem Partus ist mit dem
sprunghaft ansteigenden, mammaren Glucosebedarf (BICKERSTAFFE et al.
1974; BELL 1995a; OVERTON 1998; DRACKLEY et al. 2001; NAFIKQV et al.
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2006) bei einer gleichzeitig noch unzureichenden Trockensubstanzaufnahme
(STAUFENBIEL 1989; STAUFENBIEL und SCHRODER 2004b; DE FRAIN et
al. 2004; TAMMINGA 2006) bzw. der damit einhergehenden verminderten
Verfugbarkeit von Propionat (REYNOLDS et al. 2003; BROCKMAN 2005) zu

erklaren.

5.2.3 Hormone
Die Gruppen unterschieden sich im Untersuchungszeitraum (20. Tag a.p. - 56.

Tag p.p.) nicht signifikant (p=0,96) hinsichtlich der Insulinkonzentration.

Dass ausschlieBlich der Tag einen signifikanten Einfluss auf die Gesamtvarianz
des statistischen Models hatte, zeigt, dass die Insulinkonzentration, unabhangig
von der peripartalen Stoffwechselbelastung bzw. vom Leberfettgehalt, einem
typischen Verlaufsmuster folgte. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen
anderer Autoren (BLUM 1992; INGVARTSEN und ANDERSEN 2000; VERNON
2002; DOEPEL et al. 2002; HOLTENIUS et al. 2003; REIST et al. 2003;
REYNOLDS et al. 2003; BOSSAERT et al. 2008) wurde auch in der eigenen
Untersuchung bereits vor dem Partus ein starker Abfall der Konzentration
festgestellt, dem geringe Konzentrationen wahrend der 1. und 2. Woche p.p.
und ein sich daran anschliel3ender, allmahlicher Konzentrationsanstieg folgten.
Obwohl sich die Gruppen hinsichtlich des Energiedefizits sowie des Umfangs
der Korperfettmobilisation unterschieden, war die Insulinkonzentration in den
Gruppen nicht unterschiedlich. Damit stehen die eigenen Ergebnisse im
Kontrast zu den Studien von DISKIN et al. (2003) sowie REIST et al. (2003), die
wahrend der Frihlaktation einen positiven Zusammenhang zwischen der
Insulinkonzentration und der Energiebilanz ausweisen. Die vergleichbare
Insulinkonzentration in den Gruppen ist vermutlich auf eine vergleichsweise
grolRere Insulinresistenz im Fettgewebe in der Gruppe mit hohem
Leberfettgehalt zurtckzufihren. So erhéht sich bei Milchkihen in der
Frihlaktation bzw. nach induzierter Leberverfettung oder Hyperlipiddmie mit
dem Anstieg der Insulinresistenz die Lipolyse in den Fettgeweben und fihrt zur
verstarkten Freisetzung von nichtveresterten Fettsduren (BELL 1995a;
OIKAWA und OETZEL 2006; PIRES et al. 2007).
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Die Glucagonkonzentration unterschied sich im Untersuchungszeitraum
(20. Tag a.p. - 56. Tag p.p.) zwischen den Gruppen nicht signifikant (p=0,18)
voneinander. Ausschliel3lich der Tag beeinflusste die Gesamtvarianz des
statistischen Models signifikant.

Dies zeigt, dass sich die Glucagonkonzentration wahrend der Untersuchung,
unabhangig von der Belastung des Stoffwechsels bzw. vom Leberfettgehalt, in
einem typischen Verlaufsmuster entwickelte. Mit dem Partus wurde bei den
Probanden, in Ubereinstimmung mit den Angaben anderer Autoren (DE BOER
et al. 1985; HERBEIN et al. 1985; INGVARTSEN und ANDERSEN 2000), ein
typischer Anstieg der Glucagonkonzentration beobachtet. Ausgeldst durch den
mit der einsetzenden Laktation sprunghaft ansteigenden Glucosebedarf (BELL
1995a; HERDT 2000; DRACKLEY et al. 2001), erméglicht die ansteigende
Konzentration an Glucagon durch dessen stimulierende Wirkung auf die
Gluconeogenese und die Glykogenolyse eine Erhdéhung des hepatischen
Glucoseoutputs (WILLIAMS et al. 2006). Der in der Gruppe mit hohem
Leberfettgehalt  signifikant  gréRere (p<0,05) Relationswert des
Glucagon/Insulin-Verhéltnisses, eine Hormonkonstellation, die stimulierend auf
die  Gluconeogenese wirkt (UNGER 1972; BROCKMAN  1978;
STANGASSINGER 1997), weist im Zusammenhang mit der geringeren

Glykogenkonzentration und der tendenziell geringeren Glucosekonzentration

darauf hin, dass trotz forcierter Glykogenolyse und einer die hepatische
Glucosesynthese und den hepatischen  Glucoseoutput férdernden
Hormonkonstellation ein relativer Glucosemangel vorlag.

Im Untersuchungszeitraum (20. Tag a.p. - 56. Tag p.p.) unterschied sich die
IGF-1-Konzentration nicht signifikant (p=0,66) zwischen den Gruppen. Lediglich
der Tag hatte einen signifikanten Einfluss auf die Gesamtvarianz des
statistischen Models.

Unabhangig von der Gruppe zeigte die IGF-1-Konzentration im geburtsnahen
Zeitraum einen charakteristischen Verlauf. Ahnlich den Ergebnissen anderer
Autoren (REIST et al. 2003; BUTLER et al. 2006; LLEWELLYN et al. 2007)
wurde im Zeitraum zwischen der 3. Woche a.p. und der 1. Woche p.p. ein

Konzentrationsabfall sowie nachfolgend eine Konzentrationszunahme

116



117 Diskussion

festgestellt. In Ubereinstimmung mit den Angaben in der Literatur (BUTLER et
al. 2003; REIST et al. 2003) bestatigt auch die eigene Untersuchung einen
engen Zusammenhang zwischen der Insulin- und IGF-1-Konzentration.

Die IGF-1-Konzentration spiegelt den metabolischen Status wider (CHIESA et
al. 1991; BEAM und BUTLER 1999). Die Konzentration des Hormons wird
durch die Energiebilanz beeinflusst (FORMIGONI und TREVISI 2003; BUTLER
2003). Ein groReres, postpartales Energiedefizit ist mit einer niedrigen IGF-1-
Konzentration assoziiert (SPICER et al. 1990; McGUIRE et al. 1995b).

Davon abweichend lassen die Ergebnisse der eigenen Untersuchung nicht auf
einen direkten Zusammenhang zwischen dem Ausmal} des Energiedefizits und
der IGF-1-Konzentration schliellen. Zwar wurde bei den eigenen Probanden im
Zeitraum zwischen dem Partus und dem 14. Tag p.p. jeweils sowohl das gréf3te
energetische Defizit als auch die geringste IGF-1-Konzentration festgestellt,
jedoch unterschied sich die IGF-1-Konzentration zwischen den Gruppen nicht
voneinander, obgleich das energetische Defizit in den Gruppen deutlich
unterschiedlich war. Es wird daher festgestellt, dass, abweichend von den
Ergebnissen anderer Autoren (SPICER et al. 1990; McGUIRE et al. 1995b;
CHIESA et al. 1991; BEAM und BUTLER 1999; FORMIGONI und TREVISI
2003; BUTLER 2003), die IGF-1-Konzentration in der eigenen Studie kein
Indikator des metabolischen Status bzw. der metabolischen Belastung der
Probanden war, was vermutlich mit dem engen Zusammenhang zum Insulin-
Status (BUTLER et al. 2003; REIST et al. 2003) zu begriinden ist.

Die Gruppen unterschieden sich im Untersuchungszeitraum (20. Tag a.p. - 56.

Tag p.p.) nicht signifikant (p=0,68) hinsichtlich der Leptinkonzentration. Die

Gesamtvarianz des statistischen Models wurde ausschlieBlich durch den Tag
signifikant beeinflusst.

Die Leptinkonzentration der Probanden zeigte im Untersuchungszeitraum,
unabhangig von der Versuchsgruppe, eine fir multipare Milchkihe
charakteristische Entwicklung (BLOCK et al. 2001, REIST et al. 2003; LIEFERS
et al. 2003; HOLTENIUS et al. 2003; KOKKONEN et al. 2005; CHILLIARD et al.
2005; KESSEL et al. 2008). Auf eine hohe Konzentration am 21. Tag a.p. folgte

ein starker Konzentrationsabfall, bevor im Zeitraum zwischen dem Partus und
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dem 14. Tag p.p. die geringste Konzentration festgestellt wurde. Bis zum 28.
Tag p.p. erhéhte sich die Konzentration des Hormons leicht, um bis zum 56.
Tag p.p. wieder auf das Niveau um den Partus zuriickzufallen. Im geburtsnahen
Zeitraum korreliert die Leptinkonzentration mit dem BCS (EHRHARDT et al.
2000; WATHES et al. 2007). MEIKLE et al. (2004) stellten bei multiparen
Milchkihen, die zum Partus einen BCS > 3,0 aufwiesen, eine hohere
Leptinkonzentration als bei den Kontrolltieren mit einem BCS < 3,0 fest. Nach
CHILLIARD et al. (2001) lasst sich bei Wiederkduern die Variation der
Leptinkonzentration im geburtsnahen Zeitraum zu grof3en Teilen mit dem
Korperfettabbau erklaren.

Im Gegensatz dazu lasst sich aus den eigenen Ergebnissen kein direkter
Zusammenhang zwischen der Rickenfettdicke und der Leptinkonzentration
ableiten. Bei den Probanden wurde zwar parallel zur Abnahme der
Ruckenfettdicke auch eine Verminderung der Leptinkonzentration festgestellt,
jedoch unterschied sich die Hormonkonzentration zwischen den Gruppen nicht
voneinander, obgleich sowohl die absolute Rickenfettdicke als auch die
Ruckenfettdickenabnahme zwischen den Gruppen differierten. Eine mdgliche
Ursache fir die vergleichbare Leptinkonzentration in den Gruppen ist in der
differenten Trockensubstanzaufnahme zu sehen. So stellten LIEFERS et al.
(2003) bei Milchkihen im geburtsnahen Zeitraum einen positiven
Zusammenhang zwischen der Trockensubstanzaufnahme und der
Leptinkonzentration fest. Auch CHELIKANI et al. (2004) beobachteten bei
Milchkiihen infolge einer  Futterrestriktion eine Verminderung der
Leptinkonzentration. Dartber hinaus gibt es in der Literatur Hinweise darauf,
dass nicht die Erndhrungssituation allein, sondern die Konstellation zwischen
dem Nahrstoffangebot und den Koérperfettreserven die Leptinkonzentration
beeinflussen. So konnten HENRY et al. (2004) bei Schafen und DELAVAUD et
al. (2002) bei Milchkiihen zeigen, dass sich infolge einer Futterrestriktion die
Leptinkonzentration nur bei fetten Tieren, jedoch nicht bei Tieren mit geringen
Korperfettreserven vermindert. Entsprechend wird vermutet, dass die héhere
Trockensubstanzaufnahme im Zusammenhang mit den geringeren

Korperfettreserven in der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt gegentber der
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Gruppe mit hohem Leberfettgehalt einen kompensatorischen Effekt hinsichtlich
der Leptinkonzentration hatte, aus dem in den Gruppen, trotz differenter

Ruckenfettdicke, vergleichbare Lepinkonzentrationen resultierten.

5.2.4 Leberparameter
Wahrend der ersten 3 Wochen p.p. wurde in der Gruppe mit hohem

Leberfettgehalt ein signifikant hoéherer (p<0,01) Leberfettgehalt als in der

Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt festgestellt, was auf die retrospektive
Gruppenbildung, die anhand des mittleren Leberfettgehaltes aller
Untersuchungszeitpunkte vorgenommen wurde, zurtickzufihren ist.

In beiden Gruppen wurde zwischen dem 1. und 10. Tag p.p. ein Anstieg und
nachfolgend bis zum 21. Tag p.p. ein Abfall des Leberfettgehaltes beobachtet.
Damit spiegeln auch die eigenen Ergebnisse den fur Milchkihe typischen
Verlauf (VAN DEN TOP et al. 1995, 1996; UNDERWOOD 2003; GEELEN und
WENSING 2006; NAFIKOV et al. 2006; DUSKE et al. 2009) des postpartalen
Leberfettgehaltes wider.

Wird die Definition von OHGI et al. (2005) zugrunde gelegt, ist der
Leberfettgehalt in der Gruppe mit niedriger Stoffwechselbelastung als mild, in
der Gruppe mit hoher Stoffwechselbelastung als moderat zu beurteilen.

Die Auspragung der zootechnischen Parameter sowie die Konzentrationen der
Stoffwechselmetabolite  und -hormone in den Gruppen Dbestatigen
Literaturangaben, nach denen die Auspragung eines grof3en Kdrperfettdepots
in Geburtsndhe (FURLL 1997; HERDT 1988a; RUKKWAMSUK et al. 1998;
1999¢), eine geringe Trockensubstanzaufnahme im geburtsnahen Zeitraum
(BERTICS und GRUMMER 1999), ein starkes postpartales Energiedefizit
(REID et al. 1980; GEELEN und WENSING 2006) sowie eine hohe NEFA- und
geringe Glucosekonzentration (VEENHUIZEN et al. 1991) eine Milchkuh flr
einen hohen Leberfettgehalt pradisponiert.

Wahrend der ersten 3 Wochen p.p. war der Glykogengehalt in der Gruppe mit
hohem Leberfettgehalt signifikant geringerer (p<0,01) als in der Gruppe mit
niedrigem Leberfettgehalt.
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Dass ein hoher Leberfettgehalt bzw. eine hohe Stoffwechselbelastung mit
einem niedrigen Glykogengehalt der Leber assoziiert ist, |&sst sich auch aus
den Ergebnissen anderer Autoren ableiten. So wurde festgestellt, dass ein
geringer hepatischer Glykogengehalt sowie eine geringe Insulinkonzentration
auf eine verminderte Glucoseverfigbarkeit wahrend eines starken
Energiedefizits hindeuten und mit dem Anstieg des Leberfettgehaltes
einhergehen (AMARAL-PHILLIPS et al. 1993; HOLTENIUS 1993; REID et al.
1983; REID und ROBERTS 1983; RUKKWAMSUK et al. 1999c; STUDER et al.
1993; VAN DEN TORP et al. 1995; DRACKLEY und ANDERSEN 2006). Es wird
daher vermutet, dass der geringere Glykogengehalt in der Gruppe mit hohem
Leberfettgehalt damit zu begriinden ist, dass das Glykogendepot der Leber
aufgrund des relativen Glucosemangels mobilisiert wurde, um den hepatischen
Glucoseoutput zu erhéhen. Auf eine verstarkte Glykogenolyse weist dartber
hinaus sowohl der gréRere Relationswert des Glucagon/Insulin-Verhaltnisses
als auch die héhere Genexpression fir G6Pase in der Gruppe hin.

Wahrend der ersten 3 Wochen p.p. war in der Gruppe mit hohem

Leberfettgehalt eine signifikant gréf3ere (p<0,05) Menge Pyruvatcarboxylase-

MRNA als in der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt exprimiert.

Die hoéhere Genexpression fir PC weist darauf hin, dass die Probanden mit
hohem Leberfettgehalt wahrend der Frihphase der Laktation zur
Gluconeogenese verstérkt Pyruvat, Lactat sowie glucogene Aminosduren
nutzten (BAIRD et al. 1980; JITRAPAKDEE und WALLACE 1999;
GREENFIELD et al. 2000; HARTWELL et al. 2001; VELEZ und DONKIN 2004).
Dies ist, wie die Untersuchungen von VELEZ und DONKIN (2000, 2005)
zeigten, auf die geringere Trockensubstanzaufnahme in der Gruppe
zurtckzufihren und l&sst sich mit der damit assoziierten Verminderung der
Propionatverfligbarkeit (MARTIN et al. 2001; AGCA et al. 2002; REYNOLDS et
al. 2003; BROCKMAN 2005; HONG-MEI et al. 2005; KARCHER et al. 2007)
erkléren. Die eigenen Ergebnisse lassen vermuten, dass der Umfang, in dem in
der Frihphase der Laktation bei der Gluconeogenese Propionat durch
verstarkte Nutzung alternativer Glucoseprecursoren (Pyruvat, Lactat, glucogene

Aminosauren) substituiert wird, von der Propionatverfligbarkeit abhangt.
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Die grolkere PC mRNA-Menge bestatigt im Zusammenhang mit der tendenziell
geringeren Glucosekonzentration sowie dem gréReren Relationswert fur das
Glucagon/Insulin-Verhaltnis in der Gruppe die Vermutungen anderer Autoren,
wonach der Anstieg der Transkriptionsrate eine Folge des ansteigenden
Glucosebedarfes ist (GREENFIELD et al. 2000; HARTWELL et al. 2001;
DRACKLEY et al. 2005; BRADFORD und ALLEN 2005) und durch den Abfall
der Glucosekonzentration sowie die damit einhergehende Verminderung des
Insulin/Glucogon-Verhéltnisses verursacht wird (DONKIN 1999; BRADFORD
und ALLEN 2005). Dartber hinaus lasst sich die gréfiere PC mRNA-Menge
indirekt auch mit der héheren Konzentration von freien Fettsduren sowie
Betahydroxybutyrat in der Gruppe begriinden. So gilt Acetyl-CoA, das bei der
B-Oxidation freier Fettsduren entsteht und entweder Uber den Citratzyklus
vollstdndig oxidiert wird oder Ausgangssubstrat der Ketogenese ist, als
allosterischer Aktivator der Pyruvatcarboxylase (ATTWOOD und KEECH 1984;
SASAKI et al. 1984; LEMAGIGRE und ROUSSEAU 1994, STANGASSINGER
und SALLMANN 2004; JITRAPAKDEE et al. 2006).

Da bei Milchkihen die exprimierte mRNA-Menge fir PC und die Aktivitat des
Enzyms in einem positiven Zusammenhang (GREENFIELD et al. 2000; AGCA
et al. 2002; DRACKLEY et al. 2006) stehen, sind die eigenen Beobachtungen
auch eine indirekte Bestatigung der Ergebnisse von MURONDOTI et al. (2004).
Die Autoren stellten fest, dass die PC-Aktivitat bei Milchkihen, bei denen durch
ein entsprechendes Fltterungsregime im peripartalen Zeitraum ein Anstieg des
Leberfettgehaltes induziert wurde, im Zeitraum zwischen der 1. Woche a.p. und
der 1. Woche p.p. um 308 %, in der Kontrollgruppe mit niedrigerem
Leberfettgehalt jedoch nur um 77 % zunahm.

Wahrend der ersten 3 Wochen p.p. unterschieden sich die exprimierten mRNA-

Mengen sowohl fir cytosolische PEPCK als auch fur mitochondriale PEPCK

nicht signifikant (p=0,67 bzw. p=0,40) zwischen den Gruppen.

In beiden Gruppen nahm die exprimierte PEPCK-C mRNA-Menge im
Untersuchungszeitraum zu. Die Tatsache, dass ausschlieRlich der Tag einen
signifikanten Einfluss auf die Gesamtvarianz des statistischen Models hatte,

zeigt, dass die Zunahme der PEPCK-C mRNA-Menge unabhangig von der
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Gruppe und damit unabhangig von der peripartalen Belastung des
Stoffwechsels erfolgte. Einen Expressionsanstieg des PEPCK-Gens wahrend
der Fruhlaktation bestatigen auch die Ergebnisse von GREENFIELD et al.
(2000) und KARCHER et al. (2007) fur die cytosolischen Isoform des Enzyms
und HARTWELL et al. (2001) sowie HONG-MEI et al. (2005) fir die gesamte
PEPCK, die sowohl die PEPCK-C als auch die PEPCK-M umfasst. Die
Transkriptionsregulation der PEPCK-C erfolgt néhrstoff- und hormonabhé&ngig
(AGCA et al. 2002). Bei isolierten Rattenhepatozyten stimulieren Propinat und
weitere flichtige Fettsduren die Genexpression der PEPCK-C (MASSILLON et
al. 2003). Auch bei Milchkihen wird ein Zusammenhang zwischen der
Propionatverfugbarkeit und der Genexpression fur die cytosolische PEPCK
vermutet (KARCHER et al. 2007). Die Ergebnisse der eigenen Untersuchung
konnten diese Annahme nicht bestatigen. Die exprimierte PEPCK-C mRNA-
Menge differierte zwischen den Gruppen nicht, obwohl sich die
Trockensubstanzaufnahme und damit vermutlich auch die ruminale
Propinatproduktion bzw. die Propionatverfugbarkeit in den Gruppen
unterschied.

In der eigenen Untersuchung wurden, in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen
von AGCA et al. (2002), im geburtsnahen Zeitraum neben der Zunahme der
MRNA-Menge fiir die PEPCK-C keine Unterschiede bei der mRNA-Menge fir
die PEPCK-M festgestellt. Mit dem Ergebnis, dass die exprimierten mRNA-
Mengen fir PEPCK-M weder von der Gruppe noch vom Tag bzw. der
Kombination beider Variablen signifikant beeinflusst wurde, bestétigt die eigene
Untersuchung Literaturangaben, nach denen die Expressionsregulation fiir die
mitochondriale PEPCK beim Wiederkduer weder von der hormonellen
Konstellation noch vom physiologischen Status abhangig ist (WELDON et al.
1990; SAVON et al. 1993). Entsprechend kann davon ausgegangen werden,
dass eine Variation der totalen PEPCK mRNA gréRtenteils die Modulation der
cytosolischen lIsoform des Enzyms widerspiegelt. Diese Auffassung wird
dadurch unterstutzt, dass bei Milchkiihen im geburtsnahen Zeitraum die
PEPCK-Aktivitdt eng positiv mit der exprimierten PEPCK-C mRNA-Menge,
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jedoch nicht mit der PEPCK-M mRNA-Menge korreliert (GREENFIELD et al.
2000; AGCA et al. 2002; DRACKLEY et al. 2006).

Vorausgesetzt, die Genexpression und die Enzymaktivitdt stehen in einem
positiven Zusammenhang (GREENFIELD et al. 2000; AGCA et al. 2002;
DRACKLEY et al. 2006), bestdtigen die eigenen Ergebnisse nicht die
Beobachtungen von RUKKWAMSUK et al. (1999¢c) sowie MURONDOTI et al.
(2004), nach denen Milchkiihe mit hdherem Leberfettgehalt eine geringere
PEPCK-Aktivitat aufweisen als Kontrolltiere mit niedrigerem Leberfettgehalt.

Die Annahme von GREENFIELD et al. (2000), dass die Zunahme der
exprimierten mRNA-Menge fir PEPCK-C in der Frihlaktation den Anstieg des
mammaren Glucosebedarfs widerspiegelt, wird durch die eigenen Ergebnisse
insofern bestatigt, als dass in den Gruppen parallel zum Anstieg der
exprimierten PEPCK-C mRNA-Menge die geringsten Glucosekonzentrationen
festgestellt wurden. Nach KOLB (1989) sowie REYNOLDS et al. (2003) fuhrt
die Zunahme des mammaéren Glucosebedarfs in der Frihlaktation zu einem
Anstieg der Gluconeogeneserate bzw. des hepatischen Glucoseoutputs.
Wahrend der ersten 3 Wochen p.p. wurde in der Gruppe mit hohem
Leberfettgehalt eine tendenziell héhere (p=0,09) Genexpression fir G6Pase
festgestellt.

Die gréRere G6Pase mRNA-Menge wird im Zusammenhang mit der tendenziell
geringeren Glucosekonzentration sowie dem geringeren Glykogengehalt als
Hinweis darauf interpretiert, dass die geringe Glucosekonzentration in der
Gruppe mit hohem Leberfettgehalt mit einer verstarkten Glykogenolyse
assoziiert war. So stellten BRADFORD und ALLEN (2005) bei Milchkihen, bei
denen ein hdherer, peripherer Glucosebedarf induziert wurde, eine hdéhere
Genexpression fir G6Pase als bei unbehandelten Kontrolltieren fest, wahrend
RUKKWAMSUK et al. (1999c) zeigen konnten, dass Milchkiihe mit induzierter
Leberverfettung in der Frihphase der Laktation neben einem geringeren
Glykogengehalt eine tendenziell gréliere G6Pase-Aktivitat als Kontrolltiere mit
niedrigerem Leberfettgehalt aufweisen.

Obwohl in der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt eine héhere Genexpression

fur die Schlisselenzyme PC und G6Pase festgestellt wurde, ldsst die
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gegeniber der Gruppe mit niedrigem Leberfettgehalt unverédnderte
Genexpression fir PEPCK insbesondere im Zusammenhang mit der
vergleichsweise  geringeren  Glucosekonzentration bei  vergleichbarer
Milchmengenleistung vermuten, dass der hepatische Glucoseoutput in dieser
Gruppe vergleichsweise geringer war.

Durch eine grélkere PC mRNA-Menge bzw. -aktivitdt wird die Bildung von
Oxalacetat aus Pyruvat und damit die Nutzung der gluconeogenen
Precursoren, Lactat und glucogene Aminoséauren, forciert, wobei gleichzeitig die
Kapazitat zur Ketogenese aus Nicht-Lipid-Precursoren vermindert wird
(GREENFIELD et al. 2000). In welchem Umfang die generierte
Oxalacetatmenge zur Gluconeogenese herangezogen wird, ist von der PEPCK-
Aktivitdt abh&ngig. Wird, wie in der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt
festgestellt, die Zunahme der PC mRNA-Menge nicht von einem
entsprechenden Anstieg der mRNA-Menge fir PEPCK begleitet, steht mehr
Oxalacetat als Reaktionpartner des wahrend der p-Oxidation der Fettsduren
entstehenden Acetyl-CoA zur Verfigung, wodurch die Kapazitdt zur
vollstdndigen Fettsdureoxidation zunimmt (GREENFIELD et al. 2000).
Dementsprechend ist die héhere Genexpression fir PC in der Gruppe mit
hohem Leberfettgehalt auch als Hinweis auf eine verstarkte, hepatische
Fettsaureoxidation zu interpretieren.

Im Vergleich der Gruppen zeigt die Ausprdgung der spezifischen
Genexpressionen der Schlisselenzyme im Zusammenhang mit den Hormon-
und Metabolitenkonzentrationen, dass ein héherer Leberfettgehalt bzw. eine
héhere Stoffwechselbelastung mit Modulationen im hepatischen Lipid- und
Glucosestoffwechsel assoziiert war. Es wird vermutet, dass die vergleichsweise
niedrigere  Trockensubstanzaufnahme bei vergleichbarem, mammaren
Glucosebedarf in der Gruppe mit hohem Leberfettgehalt zu einem relativen
Propionat- bzw. Glucosemangel geflihrt hat, infolgedessen die Nutzung
alternativer, gluconeogenetischer Precursoren zunahm und die Glykogenolyse
forciert wurde. Dartber hinaus lassen die Ergebnisse vermuten, dass in der
Gruppe mit hohem Leberfettgehalt die Kapazitdt zur hepatischen

Fettsdureoxidation vergleichsweise hdéher war.
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5.2.5 Wiedereinsetzen der Ovarfunktion in der Friihlaktation

Von den 20 Probanden wurde bei 8 Tieren bzw. 40 % der Probanden bis zum
28. Tag p.p., bei 12 Tieren bzw. 60 % der Probanden ab dem 35. Tag p.p. ein
erster messbarer Anstieg der Milchprogesteronkonzentration bzw. eine erste
luteale Aktivitdt festgestellt. Darliber hinaus zeigt die signifikant differente
Verteilung (p<0,05) der Haufigkeiten, mit der die Probanden der
Untersuchungsgruppen in den Klassen ,frih“ bzw. ,spater® auftraten, dass die
Probanden mit niedrigem Leberfettgehalt bzw. niedriger Stoffwechselbelastung
vergleichsweise friher nach dem Partus eine erste luteale Aktivitat aufwiesen.
Damit konnte, in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen anderer Autoren
(BUTLER et al. 1981; BOSTEDT et al. 1985; SCHOPPER et al. 1989;
FERGUSON 1996; SHRESTHA et al. 2004a; PETERSSON et al. 2006;
PATTON et al. 2007), auch in der eigenen Untersuchung gezeigt werden, dass
bei der Uberwiegenden Anzahl der Milchklihe die erste Ovulation nach dem 30.
Tag p.p. auftritt. Darlber hinaus lassen sich auch anhand der eigenen
Ergebnisse Zusammenhéange zwischen der Stoffwechsellage im geburtsnahen
Zeitraum und dem Wiedereinsetzen der ovariellen Funktion in der Frihlaktation
(BUTLER et al. 2003) ableiten. Ein positiver Zusammenhang zwischen dem
Ausmald der negativen Energiebilanz und dem Intervall zwischen dem Partus
und der ersten Ovulation nach dem Partus, wie er bereits von mehreren
Autoren (BOSTEDT 1997; BUTLER und SMITH 1989; DE VRIES und
VEERKAMP 2000; BUTLER 2000; BUTLER et al. 2006; PATTON et al. 2007)
beschrieben wurde, wird indirekt auch durch die eigenen Ergebnisse bestéatigt.
Ein gréReres Energiedefizit war mit einem spateren Wiedereinsetzen der
Ovarfunktion, ein geringeres Energiedefizit mit einem vergleichsweise kirzeren
Intervall zwischen dem Partus und dem Wiedereinsetzen der ovariellen
Funktion assoziiert. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von PATTON et
al. (2007) ging auch in der eigenen Studie eine gréliere
Trockensubstanzaufnahme wahrend der Frihlaktation mit einem friheren
Wiedereinsetzen der Ovarfunktion einher. Aufgrund der Tatsache, dass das
differente Energiedefizit in den Gruppen starker  von der

Trockensubstanzaufnahme als von der Milchmengenleistung bestimmt wurde,
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unterstitzen die eigenen Ergebnisse die Schlussfolgerung von PATTON et al.
(2007), nach der die Trockensubstanzaufnahme diejenige Komponente der
Energiebilanz darstellt, welche die Reproduktionsfunktionen in der Fruhlaktation
am stérksten beeinflusst. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von
PATTON et al. (2006) sowie KAWASHIMA et al. (2007a) war auch in der
eigenen Studie das vergleichsweise spatere Wiedereinsetzen der Ovarfunktion
p.p. mit einem gréReren postpartalen Energiedefizit, gréReren Konzentrationen
von freien Fettsduren und Betahydroxybutyrat sowie einer niedrigeren
Glucosekonzentration assoziiert. MARR et al. (2002) stellten fest, dass
Milchkiihe, bei denen der erste, postpartal dominante Follikel nicht zur
Ovulation gelangte, wahrend der Transitperiode héhere Konzentrationen von
freien Fettsduren und Betahydroxybutyrat sowie eine hdhere, hepatische
Triglyceridakkumulation aufwiesen als Tiere, bei denen bereits der erste
dominante Follikel ovulierte. Die eigenen Ergebnisse unterstitzen die
Schlussfolgerungen von OBESE et al. (2004) und SHRESTHA et al. (2004b),
nach denen héhere postpartale Konzentrationen freier Fettsduren das Risiko
einer verzdgerten ersten Ovulation nach dem Partus erhéhen.

Die Auffassung von STAUFENBIEL et al. (1992c), wonach der Zeitpunkt des
Wiedereinsetzens der Ovarfunktion p.p. in hohem MalRe von der
Glucoseverflgbarkeit abhangig ist, wird durch die eigenen Ergebnisse insofern
unterstitzt, als dass die Probanden mit hohem Leberfettgehalt neben einem
vergleichsweise langeren Intervall zwischen dem Partus und dem Auftreten des
ersten aktiven Corpus luteum insbesondere in der Frihlaktation eine geringere
Glucosekonzentration aufwiesen.

Anhand der zwischen den Gruppen differierenden Glucosekonzentrationen wird
im Zusammenhang mit der vergleichbaren Milchmengenleistung vermutet, dass
sich die Glucosekonzentration der Probanden innerhalb eines physiologischen
Toleranzbereiches befand, in dem die Abdeckung des mammaren
Glucosebedarfs gegenliber dem extramammaren Glucoseverbrauch prioritar ist
und eine abgesenkte Glucosekonzentration entsprechend nicht die
Milchmengenleistung, sehr wohl aber postpartale Fruchtbarkeitsfunktionen

beeinflusste. Ahnliche Zusammenhénge zeigen auch die Studien von STAPLES
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et al. (1990) und KAWASHIMA et al. (2007b). In Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen der eigenen Untersuchung stellten STAPLES et al. (1990) fest,
dass Milchkihe mit einem l&ngeren Intervall zwischen dem Partus und dem
Wiedereinsetzen der Ovarfunktion ein gréReres Energiedefizit aufwiesen, sich
jedoch in der Milchleistung nicht von den Kontrolltieren mit kiirzerem Intervall
zwischen dem Partus und dem Wiedereinsetzen der Ovarfunktion
unterschieden. Auch KAWASHIMA et al. (2007b) beobachteten, dass
Milchklihe, die innerhalb der ersten 3 Wochen p.p. ovulierten, sich in ihrer
Milchleistung nicht von Tieren mit einem spéateren Ovulationszeitpunkt

unterschieden.

5.3 Schlussfolgerungen

1. Die starke Divergenz stoffwechselassoziierter Parameter bei scheinbar
gleichen Phé&notypen lasst auf eine erhebliche interindividuelle Variabilitat
der peripartalen Stoffwechselbelastung schlie3en.

2. Eine starkere Kérperkondition, eine geringe Trockensubstanzaufnahme, ein
hohes Energiedefizit und die damit einhergehende, verstéarkte
Korperfettmobilisation, jedoch nicht die hohe Milchmengenleistung waren
pradisponierend fir eine vermehrte postpartale Fettakkumulation in der
Leber.

3. In dem durch die Probanden repréasentierten Bereich der peripartalen
Stoffwechselbelastung war eine héhere metabolische Belastung mit einer
erschwerten Glucosehomdostase sowie einem spateren Wiedereinsetzen
der Ovarfunktion p.p., jedoch nicht mit einer Veradnderung der
Milchmengenleistung assoziiert.

4. Die Probanden befanden sich unabhangig von ihrer individuellen
Stoffwechselbelastung in einer Stoffwechselsituation, in der Energie und
Nahrstoffe, selbst bei erschwerter Glucosehomdbostase, aufgrund der
metabolischen  Préferenz  der Milchsynthese bevorzugt fur die
Stoffwechselprozesse in der Milchdriise verwendet werden.

5. Die Bestimmung des Zeitpunktes der ersten lutealen Aktivitat p.p. anhand

eines Progesteronprofils ermdglicht es, Beziehungen zwischen einem
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objektiv.  messbaren  Parameter zur  Einschatzung  postpartaler
Reproduktionsfunktionen und dem Ausmal} peripartaler metabolischer
Belastungen aufzuzeigen.

. Die auf hohe Milchleistungen selektierten Tiere sind dazu beféhigt, innerhalb
gewisser physiologischer Grenzen durch adaptive Stoffwechselmodulation
erheblich variierende Stoffwechselbelastungen ohne eine klinische
Auffalligkeit zu kompensieren, wobei die Milchbildung gegeniber

extramammaren Prozessen wie Fortpflanzungsfunktionen Prioritat genief3t.
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6 Zusammenfassung

Eine nachhaltig erfolgreiche Milchproduktion setzt voraus, dass Milchkihe
neben einer hohen produktiven Leistung gleichzeitig auch eine hohe
Reproduktionsleistung realisieren. Insbesondere bei Hochleistungstieren
werden jedoch héufig innerhalb einer Herde groRRe interindividuelle
Unterschiede in der Fahigkeit zur gleichzeitigen Umsetzung von hoher Milch-
und stabiler Fruchtbarkeitsleistung festgestellt, wobei die Ursache dafiir in der
interindividuell differenten, metabolischen Belastung und/oder der variierenden
Adaptationsfahigkeit solcher Tiere vermutet wird.

Ausgehend davon, bestand das Ziel der eigenen Untersuchung darin, in einer
Hochleistungsherde unter Produktionsbedingungen Tiere mit unterschiedlicher
metabolischer Belastung zu identifizieren und diese hinsichtlich ausgewahlter
zootechnischer Parameter, Metabolite und Hormone des Stoffwechsels, der
Genexpression wichtiger Schlisselenzyme der hepatischen Gluconeogenese
sowie des Wiedereinsetzens der Ovarfunktion in der Frihlaktation zu
untersuchen bzw. zu vergleichen. Als Mal} zur quantitativen Beurteilung der
peripartalen metabolischen Belastung wurde der postpartale Leberfettgehalt,
der als arithmetisches Mittel der Werte vom 1., 10. und 21. Tag p.p. ermittelt
wurde, definiert.

In die Untersuchung waren 48 multipare (2.-7. Laktation) Deutsche-Holstein
Kihe mit hoher Milchleistung (Herdenleistung > 11000kg) im individuellen
Versuchzeitraum (60. Tag a.p. - 56. Tag p.p.) einbezogen. Nach Analyse des
durchschnittlichen postpartalen Leberfettgehaltes (LFG) jedes Probanden
wurden retrospektiv zwei Untersuchungsgruppen (10 Tiere mit dem héchsten
LFG bzw. 10 Tiere mit dem geringsten LFG) generiert. Alle Probanden
erhielten, dem  jeweiligen Haltungsabschnitt  entsprechend, eine
bedarfsgerechte Diat (60. - 22. Tag a.p. 5,9 MJ NEL, 120 g nXP; 21. - 8. Tag
a.p. 6,7 MJ NEL, 152 g nXP; 7. Tag a.p. - 56. Tag p.p. 7,0 MJ NEL, 175 g nXP),
welche jeweils ad libitum als TMR (total mixed ration) angeboten wurde. Ihnen
wurden am 1., 10. und 21. Tag p.p. Leberproben, am 20. und 7. Tag a.p., zum
Partus und am 7., 14., 28. und 56. Tag p.p. Blutproben sowie ab der 3. Woche

p.p. wdchentlich Milchproben (Endgemelk) entnommen.
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Bei den Probanden wurden am 60. und 20. Tag a.p., zum Partus sowie am 7.,
14., 28. und 56. Tag p.p. die Riuckenfettdicke, am 7. Tag a.p. sowie zwischen
dem 14. wund 56. Tag p.p., jeweils im 7-Tage-Intervall, die
Trockensubstanzaufnahme, zwischen dem 14. und 56. Tag p.p., jeweils im 7-
Tage-Intervall die fettkorrigierte Milchleistung (FCM) und die Milchinhaltsstoffe
(Fett, Eiweil3, Laktose) erfasst sowie am 14., 28. und 56. Tag p.p. die
Energiebilanz ermittelt. Im Blut wurden die Metabolite, freie Fettsduren (NEFA),
Betahydroxybutyrat (BHB) und Glucose sowie die Hormone Insulin, Glucagon,
Insulin-like growth factor-1 (IGF-1) und Leptin bestimmt. Dartber hinaus wurde
das Glucagon/Insulin-Verhaltnis ermittelt. In den Endgemelksproben wurde die
Progesteronkonzentration bestimmt. Im Lebergewebe wurde der Fettgehalt
(gesamte Lipide) und die Glykogenkonzentration sowie die Genexpression fur
die Enzyme Pyruvatcarboxylase (PC; EC 6.4.1.1), cytosolische
Phosphoenolpyruvatcarboxykinase (PEPCK-C; EC 4.1.1.32), mitochondriale
Phosphoenolpyruvatcarboxykinase (PEPCK-M; EC 4.1.1.32) sowie Glucose-6-
phosphatase (G6Pase; EC 3.1.3.9) ermittelt.

Die Probanden in der Gruppe mit hohem LFG wiesen im
Untersuchungszeitraum eine groRere Rickenfettdicke, eine geringere
Trockensubstanzaufnahme sowie ein starkeres Energiedefizit auf (p<0,01). Die
fettkorrigierte Milchmenge unterschied sich zwischen den Gruppen nicht. In der
Gruppe mit hohem Leberfettgehalt wurde ein hdherer Milchfettgehalt (p<0,01)
sowie ein geringerer Laktosegehalt (p<0,05) ermittelt. Der Milcheiweil3gehalt
unterschied sich zwischen den Gruppen nicht. In der Gruppe mit hohem LFG
wurden héhere NEFA- und BHB-Konzentrationen (p<0,01) sowie eine
tendenziell geringere Glucosekonzentration (p=0,1) festgestellt. Die
Konzentrationen von Insulin, Glucagon, IGF-1 sowie Leptin unterschieden sich
zwischen den Gruppen nicht voneinander, obgleich in der Gruppe mit hohem
LFG ein héherer Wert (p<0,05) fir das Glucagon/Insulin-Verhaltnis ermittelt
wurde. In der Gruppe mit hohem LFG wurde ein geringerer Glykogengehalt
(p<0,01), eine héhere Genexpression fur PC (p<0,01) sowie eine tendenziell
héhere Genexpression fir G6Pase (p=0,09) festgestellt. Die Expression fur die

PEPCK-C nahm wahrend der Frihlaktation bei allen Probanden, unabhangig
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vom LFG, zu (p<0,01), wahrend sich die Expressionswerte fir die PEPCK-M
zwischen den Gruppen nicht unterschieden. Bei 8 Tieren wurde eine ,frihe”
(vor dem 28. Tag p.p.), bei 12 Tieren eine vergleichsweise ,spate“ (ab dem 35.
Tag p.p.) erste luteale Aktivitat p.p. festgestellt. Die Tiere mit ,friher” lutealer
Aktivitat waren mehrheitlich (p<0,05) Probanden mit niedrigem Leberfettgehalt,
wohingegen die Tiere mit ,spaterer” lutealer Aktivitat mehrheitlich (p<0,05) der
Gruppe mit hohem Leberfettgehalt angehdrten.

Schlussfolgernd ist festzustellen, dass die starke  Divergenz
stoffwechselassoziierter Parameter bei scheinbar gleichen Phénotypen auf eine
erhebliche interindividuelle Variabilitdt der peripartalen Stoffwechselbelastung
der Probanden schlielen lasst. Eine starkere Koérperkondition, eine geringe
Trockensubstanzaufnahme, ein hohes Energiedefizit und die damit
einhergehende, verstarkte Korperfettmobilisation, jedoch nicht die hohe
Milchmengenleistung waren pradisponierend flir eine vermehrte, postpartale
Fettakkumulation in der Leber. In dem durch die Probanden représentierten
Bereich der peripartalen Stoffwechselbelastung war eine héhere metabolische
Belastung mit einer erschwerten Glucosehomdostase sowie einem verzdgerten
Wiedereinsetzen der Ovarfunktion nach dem Partus, jedoch nicht mit einer
Veréanderung der Milchmengenleistung assoziiert. Die Probanden befanden sich
unabhdngig von ihrer individuellen Stoffwechselbelastung in einer
Stoffwechselsituation, in der Energie und Nahrstoffe, selbst bei erschwerter
Glucosehomdostase, aufgrund der metabolischen Praferenz der Milchsynthese
bevorzugt fur die Stoffwechselprozesse in der Milchdriise verwendet werden.
Die Bestimmung des Zeitpunktes der ersten lutealen Aktivitdt p.p. anhand von
Progesteronprofilen ermdglicht es, Beziehungen zwischen einem objektiv
messbaren Parameter zur Einschatzung postpartaler Reproduktionsfunktionen
und dem Ausmal} peripartaler metabolischer Belastungen aufzuzeigen. Die auf
hohe Milchleistungen selektierten Hochleistungskiihe sind dazu beféahigt,
innerhalb gewisser Grenzen durch adaptive Stoffwechselmodulation erheblich
variierende  Stoffwechselbelastungen  ohne  klinische  Aufféalligkeit zu
kompensieren, wobei die Milchbildung gegenlber extramammaren Prozessen,

wie Fortpflanzungsfunktionen metabolisch, praferiert wird.
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7 Summary

To enable a long-lasting milk production it is essential that dairy cows achieve
high milk and reproductive performance at the same time. Especially in high
yielding herds the individual ability to establish high milk yield and successful
reproduction shows great variations. Obviously, cows undertake different
strategies to cope with metabolic stress during the transition from pregnancy to
lactation a time period where physiological changes extremely interfere with
performance and health of the cows.

Therefore the aim of our study was to identify cows within a herd of high-
performing dairy cows that differ in their metabolic stress. We have used the
individual liver fat content (mean of d 1, 10, and 21 after calving) as an indicator
for metabolic stress and have investigated zootechnical traits, metabolites and
metabolic hormones, gene expression for key enzymes of the hepatic
gluconeogenesis and the resumption of the ovarian function during the early
postpartal period in cows that markedly differ in their liver fat content.
Experimental cows were kept under identical housing and feeding conditions. In
total, 48 multiparious (from second to seventh lactation) high-yielding German
Holstein cows (>11,000 kg of milk/305 d x cow) were studied from 60 d before
expected calving to 56 d in milk. Based on mean fat content in liver on d 1, 10,
and 21, two groups were formed retrospectively, including the 10 cows with the
highest (HFL) and the 10 cows with the lowest (LFL) liver fat content after
calving, retrospectively. Throughout the study, all cows received the same diet
(dry-off diet from d 60 to 22 before expected calving: containing 5.9 MJ NE, /kg
DM, 120 g/kg DM utilizable protein; close-up diet from d 21 to 8 before expected
calving: containing 6.7 MJ NE /kg DM, 152 g/kg DM utilizable protein; lactation-
diet from d 7 before expected calving to d 56 after calving: containing 7.0 MJ
NE,/kg DM, 175 g/kg DM utilizable protein) as TMR for ad libitum intake. Liver
biopsy samples were obtained on d 1, 10, and 21 after calving. Blood samples
were taken 20 and 7d before expected calving, at calving, and on d 7, 14, 28,
and 56 after calving. Milk samples were taken weekly from week 3 of lactation
on. Back-fat thickness was determined on d 60 and 20 before expected calving,

at calving, and on d 7, 14, 28 and 56 after calving. On d 7 before calving and
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from d 14 to 56 after calving dry matter intake was calculated weekly. From d 14
to 56 after calving fat-corrected milk, milk fat, milk protein and lactose were
determined weekly. Energy balance was calculated on d 14, 28, and 56 after
calving. Blood serum concentrations of nonesterified fatty acids (NEFA),
B-hydroxybutyrate (BHB) and glucose, as well as plasma concentrations of
insulin, glucagon, insulin-like growth factor-1 (IGF-1), and leptin were
measured. Furthermore the glucagon to insulin ratio was calculated. The milk
samples were utilized to measure the concentration of milk progesterone. The
liver biopsy samples were used for analysis of fat and glycogen content as well
as mRNA levels of pyruvate carboxylase (PC; EC 6.4.1.1), cytosolic
phosphoenolepyruvate carboxykinase (PEPCK-C; EC 4.1.1.32), mitochondrial
phosphoenolepyruvate carboxykinase (PEPCK-M; EC 4.1.1.32), and glucose-6-
phosphatase (G6pase; EC 3.1.3.9).

In HFL cows back fat thickness was higher, dry matter intake was lower, and
energy balance was more negative than in LFL cows (p<0.05). Fat-corrected
milk yield and milk protein content did not differ between groups, but milk fat
content was higher (p<0.01) and lactose content was lower (p<0.05) in HFL
cows than in LFL cows at the beginning of lactation. Plasma NEFA and BHB
concentrations were higher (p<0.01) and glucose concentration tended to be
lower (p=0.1) in HFL cows than in LFL cows. Concentrations of insulin,
glucagon, IGF-1, and leptin did not differ between groups, but glucagon to
insulin ration was higher (p<0.05) in HFL cows than in LFL cows. Hepatic
glycogen content was lower (p<0.01), whereas mRNA level of PC was higher
(p<0.01) and mRNA level of G6pase tended to be higher (p<0.09) in HFL cows
than in LFL cows. PEPCK-C mRNA level increased similarly after parturition in
both groups (p<0.01) but did, as well as mRNA level of PEPCK-M, not differ
between groups in a significant manner. Among the 20 cows investigated in the
study, 8 cows had an early (before d 28 after calving), and 12 cows had a later
(after d 35 after calving) first luteal activity after parturition. Among the 8 cows
with early first luteal activity after parturition, the number of LFL cows was

higher (p<0.05) than of HFL cows, whereas among the 12 cows with a later first
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luteal activity after parturition the number of HFL cows was higher (p<0.05) than
of LFL cows.

In conclusion, the great difference of metabolic parameters in apparently similar
phenotypes, as seen in this study, suggests a high individual variability in the
abundance of metabolic stress in the experimental cows. A higher body
condition, a lower dry matter intake, a more negative energy balance, and a
therefore greater body fat mobilisation, but not the high milk yield, were
identified as factors that lead to an elevated fat accumulation in the liver after
parturition. A higher metabolic stress was associated with an aggravated
glucose homoeostasis as well as a delayed resumption of ovarian function in
the early postpartum period, but not with changes in milk yield. Not depending
on the individual metabolic stress, the experimental cows preferably provided
energy and nutrients for metabolic processes in the mammary gland, even
during aggravated glucose homeostasis. Due to measurement of first luteal
activity by using progesterone profiles, it is possible to verify the relationships
between an objective measurable parameter of postpartal reproductive
functions and the abundance of peripartal metabolic stress. High yielding dairy
cows are able to adapt to physiological changes around parturition and cows
vary in their strategies for adaptation, leading to different levels of metabolic
stress, but no clinical symptoms of metabolic disturbance, that allows milk
synthesis with highest metabolic priority, but may impair other energy

demanding processes like reproductive functions.
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Anhang

9 Anhang
Tab 1: Leberfettgehalt (gesamte Lipide) am 1., 10., 21. Tag p.p.,
Mittelwert und resultierende Gruppenzuordnung der Probanden
Leberfettgehalt [%]°
Gruppenzuordnung Tage p.p.

Nr.| Tier-Nr.| Hoher LFG® Niedriger LFG | 1 10 | 21 Mittelwert®
1 53050 X 17,8 1 24,4 | 21,2 21,1
2| 46110 X 11,7 | 26,3 | 20,6 19,5
3| 31828 X 10,51 22,3 | 24,7 19,2
4 | 31774 X 13,71 19,5 21,0 18,1
5| 31744 X 10,4 | 22,4 | 16,8 16,5
6 | 53010 X 8,8 | 20,3 | 20,0 16,4
7| 31661 X 10,7 1 19,3 | 18,8 16,3
8| 31751 X 9,9 | 23,7 | 14,7 16,1
9 3614 X 85 16,8 22,3 15,9
10| 24430 X 10,7 1 17,9 | 17,1 15,2
11| 53067 X 82 | 86 | 9,1 8,6
12| 53053 X 5192|113 8,5
13| 53058 X 6,1 | 95| 97 8,4
14| 3662 X 8387|738 8,3
15| 46089 X 80| 97| 6,8 8,2
16| 53021 X 88 | 86 | 6,6 8,0
17| 53083 X 58 | 71 |10,6 7,8
18| 46061 X 75| 80| 6,0 7,2
19| 53065 X 69 | 47| 78 6,5
20| 46132 X 52| 76 | 3,6 5,5

®bezogen auf die Originalsubstanz

®eberfettgehalt
“arithmetisches Mittel aus den Werten der Zeitpunkte 1., 10., 21. Tag p.p.

171



172

Anhang

Tab. 2: Progesteronkonzentrationen im Endgemelk
Progesteronkonzentration [ng/ml]
Untersuchungszeitpunkt [Tag p.p.]

Nr.| Tier-Nr.| LFG" 21 28 35 42 49 56
1 24430 hoch 1,50 0,78 4,72 11,07° 24,80 21,07
2 3614 hoch 0,69 2,09 2,33 11,01° 15,95 0,87
3 | 31751 hoch 1,31 8,80° 9,76 6,60 1,75 20,17
4 | 31661 hoch 0,63 2,12 4,65 9,88° 26,10 29,09
5 | 53010 hoch 0,96 0,82 1,09 1,86 9,64° 11,27
6 | 31744 hoch 0,84 0,95 7,94° 8,32 17,42 2,91
7 | 31774 hoch 0,50 2,17 5,53° 5,97 1,73 1,00
8 | 31828 hoch 1,83 2,25 2,29 2,11 2,35 9,36°
9 | 46110 hoch 1,08 0,72 <0,5 <0,5 12,83° 1,77
10 | 53050 hoch 0,50 1,59 18,68° 24,99 26,08 25,57
11| 46132 niedrig 6,70° 12,96 1,71 12,63 30,42 3,35
12 | 53083 | niedrig 4,48 19,66° 1,82 8,19 30,32 5,20
13| 53021 niedrig 1,70 13,62° 11,36 0,77 2,91 19,03
14 | 53065 niedrig 5,85° 19,23 16,85 26,00 15,88 0,75
15| 46089 | niedrig 17,51° 23,22 20,21 15,36 3,19 19,36
16| 3662 niedrig 0,50 0,57 1,62 1,96 9,85° 11,22
17 | 53058 niedrig 5,89° 14,64 25,30 25,70 14,94 15,20
18 | 53053 niedrig 12,87° 15,44 10,18 17,97 27,03 2,79
19| 46061 niedrig 0,61 0,64 0,63 1,51 4,21 11,83°
20 | 53067 niedrig 2,29 2,11 2,50 2,24 9,47° 1,37

®Progesteronkonzentration erstmals >5,0 ng/ml
®eberfettgehalt
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