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Zusammenfassung

ZUSAMMENFASSUNG

Ca-Fluxe und Vitamin D-Rezeptoren in verschiedenen Darmabschnitten von
Kiuhen unter Beriicksichtigung der Faktoren Alter und Rasse

Das Ziel dieser Arbeit war die Messung von Ca-Fluxen in verschiedenen
Darmabschnitten von Kihen unter Berlcksichtigung der Faktoren Alter und Rasse
sowie der Nachweis von Vitamin D-Rezeptoren (VDR) im Gastrointestinaltrakt (GIT).
36 Schlachtkihe ohne klinische Symptome von Ca-Mangel wurden in 4 Gruppen a 9
Tiere aufgeteilt: Brown Swiss und Holstein Friesian Kihe im Alter von < 4,5 (BS, &
HF,) und > 5,5 Jahren (BSa & HF,). Folgende Proben wurden entnommen: aus
Duodenum und Colon zur Bestimmung der Ca-Fluxe mittels Ussing-Kammer-
Technik, aus dem gesamten GIT zur immunhistochemischen VDR-Bestimmung
sowie Chymus und Serum zur Messung von Ca, Mg und P.

Alle Gruppen wiesen eine Ca-Nettosekretion im Duodenum und im Colon auf.
Zwischen den Gruppen bestand kein signifikanter Unterschied.

In den Vorméagen und im Labmagen konnten keine VDR nachgewiesen werden. Das
Duodenum wies signifikant mehr VDR auf als die nachfolgenden Darmabschnitte.
Die tiefsten VDR-Konzentrationen wurden im lleum und im C&cum gefunden. Im
Duodenum war der VDR-Gehalt 2,3 mal hoher als im Colon. Die VDR waren vor
allem in den basalen und mittleren Drusenschichten vorzufinden.

HF, wies gegenuber alle anderen Gruppen einen signifikant tieferen P-Gehalt im
Chymus auf. Tendenziell stiegen die Ca-, Mg- und P-Gehalte nach aboral an. Alle
Blutparameter lagen im Referenzbereich.

Samiliche Kiihe befanden sich in einer Phase der Laktation, wahrend der mit keinen

grésseren Ca-Stérungen gerechnet werden muss.

Vi



Summary

SUMMARY

Ca-flux and vitamin D-receptors in different intestine segments of cows in
consideration of the factors age and breed

The purpose of this study was to investigate the influence of the factors age and
breed on Ca-fluxes in different intestine segments of cows. Vitamin D-receptors
(VDR) were determined in the entire gastrointestinal tract (GIT).

36 cows without any clinical signs of Ca-deficiency were divided into 4 groups: Brown
Swiss and Holstein Friesian at the age of < 4,5 (BS,; & HF,) and > 5,5 years (BSa &
HFA). The following samples were collected: duodenum and colon segments in order
to messure Ca-flux by Ussing-Chamber technique, samples of the whole GIT for
determination of immuno-histochemical VDR as well as chyme and blood serum to
messure Ca, Mg and P.

All groups showed a Ca net-secretion in both the duodenum and colon segments, but
no significant differences between groups were seen.

No VDR were detected in forestomach and abomasus. The duodenum showed
significantly higher VDR amounts than the other intestinal segments. The least VDR
amount was found in ileum and caecum. 2,3 times higher VDR amounts were
determined in duodenum compared to colon. Strongest immunoreactions were
observed in the basal and intermediate glandular layer.

HF, showed significantly lower P concentrations in chyme compared to each other
group. A tendency to higher Ca-, Mg- and P-concentration was seen aborally. All
blood parameters were within reference range.

All cows were in a state of the lactation, where no disturbances in Ca homeostasis

are expected.

VI



Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1. Ziel der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Ca-Fluxe in verschiedenen
Darmabschnitten von Kihen unter Berlicksichtigung der Faktoren Rasse und
Alter zu messen. Zudem wurde der ganze Gastrointestinaltrakt (GIT) dieser Kiihe
auf das Vorhandensein von Vitamin D-Rezeptoren (VDR) untersucht.

1.2. Der Kalziumstoffwechsel bei der Kuh

Kalzium (Ca) ist ist einer der wichtigsten Mineralstoffe im Koérper. Der
Organismus einer Milchkuh enthalt durchschnittlich 7,03 kg Ca (Weiss, 1993),
wovon ca. 99 % im Knochen gespeichert sind (Weiss, 1993; Kaune, 2000). Ca
spielt eine wichtige Rolle bei der SignalUbertragung in der Zelle, z. B. bei der
Nervenleitung, bei Muskelkontraktion und als ,second messenger bei der
Hormonregulation im Endokrinum.

Die Ca-Konzentration im Blut wird durch verschiedene Regulationsmechanismen
in engen Grenzen (2,5 - 3 mmol/l) gehalten. Eine Stérung der Ca-Homdostase
fOhrt langfristig zu schwerwiegenden Erkrankungen verschiedener Organ-
systeme. Aber auch Kkurzfristige Veranderungen im Ca-Stoffwechsel, wie
beispielsweise die Gebarparese des Rindes, kdnnen fatale Folgen haben.

Um den normalen Ca-Spiegel aufrechterhalten zu kénnen, bedarf es mehrerer
Regulationsmechanismen. Sinkt der Ca-Spiegel des Blutes, kann dieser durch
eine erhdhte Mobilisation von Ca aus dem Knochen oder durch eine vermehrte
Absorption aus dem Darm ausgeglichen werden. In der Regel muss die Kuh nur
jenes Ca ersetzen, welches Uber Kot und Urin ausgeschieden und fir den Auf-
bzw. Umbau des Skeletts benétigt wird. Diese Situation andert sich jedoch
wahrend Tréachtigkeit und Laktation. Zusatzliche ,Verluste® an Ca fir das
Wachstum des Foétus bzw. fur die Milchbildung missen ersetzt werden.
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1.2.1. Regulation des Ca-Stoffwechsels

Die drei wichtigsten Hormone, welche den Ca-Stoffwechsel regulieren, sind das
Parathormon (PTH) aus den Hauptzellen der Nebenschilddrise, das Vitamin D3
(1,25(0OH).D3), welches vom Sauger teilweise selber synthetisiert wird oder als
Vorstufe Uber das Futter aufgenommen wird und das Kalzitonin (CT) aus den C-
Zellen der Schilddrise. In Abbildung 1 werden diese drei Hormone und deren
Regulation vereinfacht dargestellt. Daneben kénnen auch andere Hormone, wie
Geschlechtshormone, Kortikosteroide, Thyroxin und Somatotropin in den Ca-
Stoffwechsel eingreifen (Kraft, 1999).

Calcium Homeostasis

Bone Resorption 500 kg Cow
PTH ++ Diet
Calcitonin - +
1,26-(0H) , D + Intestine
Hypercalcemia - + 1,25-(0OH) , D +
Extracellular Calcium Pool
(8-10 g)
Plasma Calcium Pool
(2.5-3.0 g)
PTH -
Calcitonin +
1,25-(0H) ,D ¥
Milk Endogenous Urinary
(20-80 g/4d) Fecal Loss Calcium Loss
Fetal Bone 5-8 g/d (0.2-1.0 g/4d)
(2-7 g/d)
+ = Stimulates
— = Inhibits
Abb. 1: Regulation der Ca-Homeostase einer 500 kg schweren Kuh

(Reinhardt et al., 1988)

Das PTH ist ein Peptidhormon, welches in der Nebenschilddriise gebildet und
von dieser bei erniedrigter Ca-Konzentration ins Blut sezerniert wird (Goff et al.,
1991b). Nach Kraft (1999) mobilisiert PTH Ca und Phosphat (P) aus dem
Knochen und fuhrt in der Niere zu einer Steigerung der tubuldren Ca-
Rlckresorption sowie zu einer Steigerung der tubularen P-Ausscheidung. Die
renale Bildung der aktiven Form des Vitamin D3z (1,25(OH).D3) aus dessen

2
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Vorstufe (25-(OH)D3) wird zudem durch PTH stimuliert (Kaune, 2000; Horst et al.,
2003).

Das CT ist ein Peptidhormon, welches bei einem hohen Ca-Spiegel aus der
Schilddriise ausgeschittet wird und einen Antagonisten zum PTH darstellt
(Kaune, 2000). Die Freisetzung von Ca wird durch Hemmung der Osteoklasten
vermindert. Somit verstarkt das CT die Einlagerung von Ca in das Skelett durch
Forderung der Proliferation der Osteoblasten (Goff et al., 1991b; Kraft, 1999;
Kaune, 2000). Aligemein fiihrt es also zu einem Absinken des Blut-Ca-Spiegels.
Vitamin D (siehe Kapitel 1.4.), ein Prohormon, stimuliert die Resorption von Ca in
der Niere sowie die Absorption von Ca und P im GIT durch zunehmende Bildung
des Ca-bindenden Proteins (Calbindin). Zudem wird die Aktivitat der
Osteoblasten vermindert und die Bildung der Osteoklasten verstarkt (Kaune,
2000; Horst et al., 1994).

Durch einen Rickkopplungsmechanismus beim Absinken des P-Spiegels kommt
es zu einer Aktivierung des 25(0OH)Dg3 (inaktive Vorstufe) zu 1,25(0OH).D3 (aktive
Form); dieses System wird allerdings erst bei relativ niedrigen P-Werten
stimuliert. Die Bedeutung des P-Mangels bei festliegenden Kihen ist noch
umstritten. Vermutlich kommt es zu einem Unvermégen, ATP als Energietrager
zu bilden (Goff, 2000).

Das bei Ca-Mangel ausgeschittete PTH erhdht in der Niere zusatzlich die
tubuldare RUckresorption von Magnesium (Mg), so dass daraus eine
Hypermagnesamie resultiert (Allen und Sansom, 1985).

Eine Hypomagnesamie wirkt hemmend auf die Knochenmobilisierung und somit
auch auf die Ca-Mobilisation (Reinhardt et al., 1988; van Mosel et al., 1991). Da
Mg ein Bestandteil des second messengers der Rezeptoren im Zielgewebe ist
(Goff, 2000), nimmt bei niedrigem Mg-Spiegel die Reaktivitat der Zielgewebe auf
1,25(0OH).D3 und PTH ab (Reinhardt et al., 1988; Goff, 2000). Nach Van Mosel et
al. (1991) ist je nach Dauer der Hypomagnesamie sogar die PTH-Ausschittung
gestort. Die Effizienz der Ca-Mobilisation ist bereits bei einer leichten
Hypomangesamie reduziert, was mdglicherweise wegen einer inadaquaten
Reaktion der Nebenschilddriise ausgeldst wird (Contreras et al., 1982).
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1.2.2. Ca-Absorption im Darm

In einer Studie von Breves und Schrbéder (2005), welche die vergleichenden
Aspekte der gastrointestinalen Ca-Umsetzungen bei Schwein und Wiederkauer
untersuchten, wurde gezeigt, dass der zellulare Mechanismus der Ca-Absorption,
welcher im Allgemeinen far monogastrische Tierarten gilt, beim Wiederkauer
noch genauer untersucht werden muss.

Die Ca-Absorption findet beim Sauger Uber die ganze Lange des Darmtraktes
statt (Bronner, 1987; Van Os, 1987), primar jedoch im Dinndarm; beim
Wiederkauer wird Ca zusatzlich noch Gber die Pansenschleimhaut aufgenommen
(Schroder et al.,, 1997, 1999; Breves und Schrdder, 2005). Der Ca-Transport
durch das Darmepithel erfolgt in beide Richtungen — er ist bidirektional.
Oberleitner (1996) weist darauf hin, dass Ca im oberen Dinndarm sowohl
resorbiert als auch mit den Verdauungssaften sezerniert wird.

Das aktuelle Wissen (ber die Mechanismen des gastrointestinalen Ca-
Transportes basiert Oberwiegend auf Untersuchungen am Didnndarm von
Nichtwiederkaduern. Dabei wird zwischen aktiven und passiven Transport-
mechanismen im Darm unterschieden. Fir den passiven Transport, welcher
hauptsachlich parazellular erfolgt, braucht es einen elektrochemischen
Gradienten zwischen der luminalen und der basolateralen Seite des Epithels.
Dieser Resorptionsweg wird von Goff et al. (1995b) auf der gesamten Lange des
Darmtraktes der Kuh beschrieben. Bei verschiedenen Studien (Nellans, 1988;
1990; Goff und Horst 1994; Horst et al., 1994) konnte nachgewiesen werden,
dass Tiere, welche hohe Ca-Gaben erhielten, mehr als 50 % des Ca passiv via
parazelluldaren Transportweg aufnehmen. Zu einem &hnlichen Resultat kamen
auch Wasserman und Fullmer (1983), welche zeigten, dass die Bedeutung des
parazelluldren Transportes fur die Ca-Absorption mit steigender Konzentration an
freiem Ca im Chymus zunimmt. Ist hingegen wenig Ca im Darmtrakt der Tiere
vorhanden, wird Ca v.a. aktiv absorbiert (Bronner, 1987). Untersuchungen am
Dinndarm von Ratten zeigten auf, dass diese parazellulare Ca-Absorption durch
das Einwirken von 1,25(OH).D3 gesteigert werden kann (Karbach, 1992).

Der aktive Transport (Abb. 2) erfolgt transzellular. Dieser Prozess ist im
Gegensatz zum passiven Transport séattigbar und beim Monogastrier mehr oder
weniger auf das Duodenum und das proximale Jejunum beschrankt (Kaune,
2000; Hoenderop et al., 2005). Der aktive Transport lasst sich funktionell in drei

Teilschritte unterteilen:
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1. Ca-Eintritt durch die Blirstensaummembran in die Enterozyten

Die aus einer Lipiddoppelschicht bestehende Birstensaummembran ist primar
fir Ca-lonen undurchldssig. Allerdings kann Ca Uber spezifische Ca-
Membrankanale (Typ TRPV5 bzw. TRPV6: Clapham et al., 2003; Hoenderop et
al., 2005) in das Zytoplasma der Enterozyten passiv aufgenommen werden.
Diese Aufnahme wird durch einen starken elektrochemischen Gradienten
getrieben, da die Konzentration an freiem Ca im Zytoplasma sehr gering ist (< 1
umol/l). Die Offnung dieser Ca-Kanéle wird durch Bindung von 1,25(OH),Ds an
die spezifischen, intrazellular gelegenen Vitamin D-Rezeptoren (VDR) vermittelt
(Oberleitner, 1996).

2. Ca-Transport durch das Zytosol

Der Ca-Transport durch die Zelle kann nicht in Form des freien Ca stattfinden.
Dies wuirde eine unvertragliche Erhdéhung der intrazellularen freien Ca-
Konzentration mit sich bringen. Das Ca wird intrazellular reversibel an Calbindin-
Dok bei Saugetieren und an Calbindin-Dogk bei Végeln gebunden. Calbindin ist ein
Ca-bindendes Protein, dessen Expression von 1,25(0OH).D3 abhangig ist und aus
Enterozyten von Saugetieren (Ratten, Schafen etc.) isoliert werden konnte
(Wasserman und Taylor, 1966; Kallfelz et al., 1967; Schréder et al., 1997, 2001;
Wasserman, 2004).

Bei der von Nemere et al. (1984) und Nemere und Norman (1990) eingefluhrten
Bezeichnung ,Transcaltachia® handelt es sich um einen binnen Minuten
einsetzenden, stimulierenden Effekt (,fast response®) von 1,25(0OH),D3; auf die
Ca-Absorption (Nemere et al.,, 1984, Nemere und Norman, 1990). Auch durch
andere Substanzen, wie Forskulin oder PTHrP liess sich dieses Phanomen
auslésen (Zhou et al., 1992). Nach bisherigen Erkenntnissen wird Ca dabei
apikal in endozytotische Vesikel aufgenommen und nach Verschmelzen mit
Lysosomen zur basolateralen Membran transportiert, wo es durch Exozytose
freigesetzt wird (Hoenderop et al., 2005). Der Transport durch die Zelle soll dabei
entlang der Mikrotubuli stattfinden. Hervorzuheben ist, dass in den oben
genannten Untersuchungen der Transcaltachia-Effekt an Tieren mit
physiologischem 1,25(0OH).D3-Status gefunden wurde. Bei Vitamin-D-defizienten
Tieren war dieser Effekt nicht auslésbar (Nemere et al., 1984).



Einleitung

3. Ca-Abgabe an der basolateralen Membran und Ausschleusung aus der Zelle
Den letzten Schritt schliesslich stellt die Ca-Extrusion an der basolateralen
Membran dar. Im Gegensatz zur apikalen Aufnahme liegt dieser ein
energieabhangiger Prozess zugrunde, da die Ca-Ausschleusung gegen einen
elektrochemischen Gradienten erfolgt. An der basolateralen Membran der
Enterozyten ist eine ATP-abhdngige Ca-Pumpe vorhanden, die Ca-ATPase
(Bronner, 1990; Wasserman et al., 1992a), die gegen einen 1000-fachen
Konzentrationsgradienten arbeitet. Die Aktivitdt dieser Pumpe ist im proximalen
Dinndarm hdéher als im distalen Dinndarm und in den Villuszellen héher als in
den Zellen der Krypten (Wasserman et al.,, 1992a). Zudem befindet sich ein
Na/Ca-Austauscher an der basolateralen Membran, dessen Kapazitat aber nur
ca. '/s der Ca-ATPase ausmacht (Ghijsen et al., 1983). Die beiden
Transportsysteme scheinen sich bei Gefligel und Ratten durch 1,25(0OH)2Ds
stimulieren zu lassen (Wasserman et al., 1992a, 1992b; Horst et al., 1997a; van
Abel et al., 2003), obwohl dazu teilweise widerspriichliche Resultate vorliegen
(Ghijsen et al., 1983; van Corven et al., 1987; Kaune et al., 1990; van Cromphaut
et al., 2001).
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Abb. 2: Darstellung des aktiven Ca-Transportes im Dinndarm
1,25(0OH),D5 (Calcitriol) férdert die aktive Ca-Resorption durch Stimulierung der
Synthese des Ca-bindenden Proteins Calbindin (Kaune, 2000).
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1.3. Hypokalzamische Gebarparese (,,Milchfieber®)

1.3.1. Bedeutung

Verschiedene Stoffwechselstérungen im peripartalen Zeitraum nehmen in der
Milchviehhaltung einen hohen Stellenwert ein. Einige Primarerkrankungen
bewirken das Auftreten von Begleit- oder Folgekrankheiten, die wiederum
sekundare Erkrankungen und Stoffwechselstérungen auslésen kdnnen.
Beispielsweise kann die Gebarparese Risikofaktor flr Nachgeburtsverhalten,
Labmagenverlagerung, Ketose, Mastitis und Uterusprolaps bei der Kuh sein
(Bethard et al., 1998). Firr den Landwirt bedeutet dieser ,Circulus viciosus” nicht
nur erhebliche finanzielle Einbussen fur Therapie und Prophylaxe, sondern auch
Folgekosten durch Milchleistungseinbussen, die um ein Vielfaches héher sein

kénnen und Verluste durch Abgange.

1.3.2. Erkrankung

Die hypokalzamische Gebarparese tritt meistens 24 - 48 Stunden post partum
auf (Allen und Sansom, 1985; Horst et al.,, 1994), seltener vor dem Abkalben
oder gerade wahrend der Geburt. Haufig sind Milchkiihe mit hoher Leistung
betroffen, selten Mastrassen (Staufenbiel und Engelhard, 1999).

Beim Rind betragt der rasch verfligbare Anteil des im Kdrper vorhandenen Ca
ungefahr 0,3 %, d.h. 15 - 20 g. Dieser Pool wird durch Ca, welches aus dem
Darm aufgenommen und/oder aus dem Knochen resorbiert wird, ergénzt. Das im
Darm absorbierte Ca wird wahrend der Trachtigkeit unter anderem fir die
Skelettentwicklung des Fétus verwendet. Wahrend der Trockenstehphase ist der
Ca-Bedarf mit 10 — 12 g pro Tag minimal. Zusatzlich zu den fékalen und urindren
Verlusten kommen 4 - 5 g/Tag flr die Skelettentwicklung des Féten dazu (Horst
et al., 2003). Kurz vor der Geburt beginnt die Milchdriise mit der Synthese und
Sekretion des Kolostrums. Grosse Mengen Ca gelangen, gebunden an Kasein
und Zitrat, ins Kolostrum (1,8 - 2,5 g/l) (Horst et al., 1997a) und in die Milch (1,25
o/l) (Weiss, 1993). Eine Kuh, welche beispielsweise 10 | Kolostrum produziert,
verliert 18 — 25 g Ca bei einer einzigen Melkung. Diese Menge (bersteigt den
Plasma-Ca-Pool um das 6- bis 8-fache (Abb. 1).

Kurz ante partum werden dem Blut also grosse Mengen an Ca entzogen, so dass
die Anforderungen an den Stoffwechsel, wahrend einer kurzen Anpassungszeit

schnell Ca zu moblisisieren, sehr gross sind. Unter dem Einfluss von PTH und
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1,25(0OH).D3, welche eine Steigerung der Ca-Absorption aus dem Darm, eine
renale Ca-Rickresorption und eine Ca-Mobilisation aus den Knochen bewirken,
muss dieser massive Ca-Verlust in kiirzerster Zeit korrigiert werden. Trotz einer
sofortigen Freisetzung der Hormone braucht der Organismus eine
Adaptationszeit von ungefédhr 48 h (Goff et al., 1987), bis die angestrebten
Effekte eintreffen. Dies fuhrt unweigerlich zu einem Ca-Abfall im Blut der Kihe.
Diese physiologisch negative Ca-Bilanz kurz post partum (Horst et al., 1994; Goff
und Horst, 1997) mit einer Ca-Konzentration von etwa 1,9 mmol/l im Serum, liegt
nicht wesentlich unter dem Normalwert von 2,3 - 2,8 mmol/l (Kraft, 1999) fir
Kihe. Bei Kihen aber, die an der Gebarparese erkranken, sinkt die Ca-
Konzentration im Serum meist unter 1,5 mmol/l.

Es kommt zu den typischen klinischen Symptomen, die von Staufenbiel et al.
(2002) in drei Stadien unterteilt werden. Im Stadium 1 sind mit Uber 20 % viele
Kihe vetreten, die durch einen ataktischen Gang, Muskeltremor und eine
Kyphosestellung auffallen, aber noch stehen. Bei diesen Tieren ist die
Blutserumkonzentration an Ca und P nur geringgradig erniedrigt. Mit Gber 60 %
dominieren die Kihe, die in Brustlage festliegen, aber keine Stérungen des
Sensoriums zeigen (Stadium 2). Die Ca- und P-Konzentrationen im Blut sind
mittelgradig abgefallen. Bei einem weiteren Abfall der Blut-Ca-Konzentration
kommt es zu einem fliessenden Ubergang mit allméhlicher Zunahme der
Stérungen des Sensoriums, verbunden mit Schlafrigkeit, Kopfseitenhaltung,
Umfallen in Seitenlage. Am Ende tritt das Stadium des Gebarkomas ein (Stadium
3). Mit 12 % ist der Anteil an Kihen mit gestdértem Sensorium relativ klein.
Zusatzlich zur Hypokalzémie finden sich als typische Laborbefunde eine
Hypophosphatamie sowie eine Hypermagnesiamie. Prognostisch gesehen haben
Kihe in den Stadien 1 und 2 bei unkomplizierten Fallen und friihzeitiger Therapie
eine gunstige Prognose, jedoch eine hohe Rezidivrate. Langdauerndes
Festliegen und Kihe im Stadium 3 der Erkrankung sind als prognostisch
ungunstig zu bewerten.

Differentialdiagnostisch sollte vor allem an folgende Ursachen gedacht werden:
Festliegen traumatischer Genese, Festliegen infolge Schock, Peritonitis infolge
Geburtsverletzungen im Abdomen, Fettmobilisationssyndrom, andere Stérungen
im Mineralstoffwechsel, Botulismus.
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1.3.3. Atiologie — eine multifaktorielle Erkrankung

Eine geringgradige postpartale Hypokalzamie wird bei vielen Wiederkauern
gesehen und ist eine physiologische Erscheinung. Die Inzidenz liegt nach
verschiedenen Autoren zwischen 5 und 10 % (Oetzel, 1988; Houe et al., 2001).
Die Ursache der pathologischen Hypokalzéamie liegt in der extremen Steigerung
des Ca-Bedarfs durch die beginnende Laktation. Viele Faktoren spielen dabei
eine mehr oder weniger grosse Rolle.

Alter

Das Risiko, an Gebarparese zu erkranken nimmt mit zunehmendem Alter
(Gurtler et al., 1977; Shappell et al., 1987; Risch und Rusch, 1996; Kamphues,
1996; Horst et al., 1997b; Staufenbiel und Engelhard, 1999) und Anzahl der
Abkalbungen (Tran, 1997) deutlich zu.

Die Anzahl der Vitamin D-Rezeptoren (VDR) an den Zielorganen (Darm-, Nieren-
und Knochenzellen) ist vom Alter abhangig (Reinhardt et al., 1988; Goff et al.,
1995b; Horst et al., 1989, 1994). Altkiihe haben eine weitaus niedrigere Anzahl
von VDR als Jungrinder. Goff et al. (1995b) fanden jedoch heraus, dass es
zwischen Kihen, die Milchfieber entwickelten, und denen, die nicht erkrankten,
keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf die Anzahl der VDR im Colon zum
Zeitpunkt vor, wahrend und nach der Geburt gab. Die Zahl der VDR steigt bei
allen Kihen wahrend der Trachtigkeit, sinkt unerklarlicherweise bei der Geburt
um 20 — 30 % ab und erreicht in der frihen Laktation wieder hdhere Werte.

Alte Kihe weisen zudem eine verminderte Anzahl an Osteoblasten auf, welche
Uber Rezeptoren fir 1,25(0OH).D3 und PTH verfliigen (Reinhardt et al., 1988;
Horst et al., 1994; Goff, 2000). In einer Studie von Johnson et al. (1995) wurde
gezeigt, dass die Aktivitat der C24-Hydroxylase, ein Enzym welches 1,25(0OH).D3
inaktiviert, bei alteren Tieren stark erhéht ist.

Zusatzlich kénnte auch der geringere Futterverzehr alterer Kiahe fur eine
verminderte Ca-Aufnahme durch Absorption aus dem Darm verantwortlich sein.
Im Vergleich zu primiparen Kihen steigt mit zunehmendem Alter die
Milchproduktion, was einen erhdhten Ca-Bedarf mit sich zieht (Horst et al.,
1997b).
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Fatterung

Wéhrend der Trockenstehphase zeigen die Tiere wegen der Hochtrachtigkeit
einen Verzehrsrickgang (Studer, 1998) und reduzierte Pansen- und Darm-
tatigkeit, was zu einer verschlechterten Ca-Absorption im Darm fihrt. Studer
(1998) zeigte auf, dass Uberkonditionierte Tiere mit einem ,Body Condition
Score” (BCS) von Uber 4 ein erhdhtes Risiko besitzen, an Gebarparese zu
erkranken.

Eine Ca-reiche Futterung drei Wochen ante partum (Transitphase) hat einen
negativen Einfluss auf die Ca-Mobilisierungsfahigkeit der Kuh (Van de Braak et
al., 1986; Olson, 1991; Furll et al., 1996). Je mehr Ca die Kuh mit der Futterration
aufnimmt, desto hdher ist die passive Ca-Absorption im Pansen (nach Breves
und Schrdder, 2005). Diese hohe Ca-Versorgung fiihrt zu einer erniedrigten PTH-
Produktion, was wiederum eine Hemmung der Ca-Resorption aus dem Knochen
und eine Verminderung der renalen 1,25(OH).Ds-Produktion bewirkt. Um den
Geburtszeitraum ist dann der Stoffwechsel der Kuh nicht féhig, das vor allem
Uber den Fo6tus und das Kolostrum verloren gehende Ca rasch genug zu
ersetzen.

Vereinfacht gesagt, handelt es sich bei der hypokalzdmischen Gebarparese um
eine Adaptationskrankheit (Hallgren, 1965; Gaynor et al., 1989) und nicht um
eine Ca-Mangel-Erkrankung.

In den Abbildungen 3 und 4 wird jeweils die Situation des Ca-Metabolismus einer
.gesunden Kuh“ bzw. einer Kuh, welche an Gebarparese erkrankt, dargestellt.
Der extrazellulare Ca-Pool wird durch Ca-Resorption aus dem Knochen sowie
Ca-Absorption aus dem Darm aufgefillt (Inputs). Auf der anderen Seite verliert
der Organismus Ca in Milch, Faeces und Urin. Bei der Gebéarparese-Kuh, mit
einem stark erhéhten Ca-Verlust Gber die Milch, sind die Ca-Inputs ungenlgend.
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Calcium metabolism
input = Qutput

Inputs
Bone resorption Diet
Parathyroid hormone + +
1,25-(OH), D + Intestine

1,25-(OH),D +

Extracellular calcium pool

Outputs
Parathyroid
hormone —
1,25-(0OH), D-
Milk Endogenous Urinary calcium loss
fecal loss
+ = Promotes
- = Inhibits
Abb. 3: Ca-Metabolismus einer ,gesunden Kuh®“ wahrend der Laktation (Goff
et al., 1987)
Milk fever cow
Input # Output
Bone resorption Diet
Intestine
‘ Extracellular calcium pool
Milk Endogenous Urinary calcium loss
fecal loss
Abb. 4: Ca-Metabolismus einer Kuh mit Gebarparese (Goff et al., 1987)

Ein weiterer fltterungstechnischer Grund, welcher zu gehaufter Gebéarparese-
Erkrankung fuhren konnte, ist die Futterung der Kihe mit kationenreichen
Rationen, die eine hohe Alkalinitat aufweisen. Dies gilt besonders bei hohem
Gehalt an K* (selten Na*) relativ zu CI', S” (und P’) im Futter. In vitro Studien
(Bushinsky, 1996; Goff, 2000) zeigten namlich, dass bei einer metabolischen
Alkalose die Ca-Resorption aus dem Knochen gehemmt ist. Diese pH-
Veranderung im Blut fihrt dazu, dass sich die Konformation des PTH-Rezeptors
an den Osteoklasten derart verandert, dass dieser nicht mehr effektiv seinen
Liganden PTH binden kann (Abb. 5).
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Abb. 5: Effekt des Blut-pHs auf die PTH-Rezeptor-Konformation (Goff, 2000)

Zusatzlich muss darauf geachtet werden, dass Kihe in der Trockenstehperiode
keine zu hohen Mengen an P aufnehmen. Kichura et al. (1982) zeigten, dass
Jersey-Kihe, welche ante partum mit 82 g P pro Tag (im Vergleich zu den
Kontrolltieren, welche mit 10 g P pro Tag) geflttert wurden, einen tieferen
Plasma-1,25(0OH).D3-Spiegel ante partum aufwiesen als die Kontrolltiere und
somit das Risiko an Gebarparese zu erkranken hoher lag. Hohe P-
Konzentrationen im Blut hemmen zudem die Aktivitdt der renalen o-1-

Hydoxylase.

Rasse

Die Inzidenz fir eine hypokalzdmische Gebérparese ist bei den Jersey-Kihen
héher als bei den Holstein-Kiihen (Bethard et al., 1998). Griinde dafirr sind, dass
die Zahl der VDR im Colon von Jersey-Kiihen signifikant um ca. 15 % tiefer ist
als jene der Holstein-Kihe (Goff et al., 1995b).

Die Heritabilitat fur Gebarparese ist je nach Studie unterschiedlich. In Schweden
(Dyrendahl et al., 1972) wurde fur die Erkrankung eine Heritabilitdt von 0,13
errechnet. Im Nachbarland Finnland steigt dieser Wert auf 0,204 an. In der
Schweiz wurde gezeigt, dass die Frequenz der Gebarparese bei Red Holstein-
Kreuzungen im Vergleich zu reinen Simmentalern erhéht war (Danuser et al.,
1988; Danuser und Gaillard, 1990). Am seltensten betroffen sind Kiihe der
Brauvieh-Rasse (Danuser et al., 1988). Die Erkrankungsh&aufigkeit liegt nach
verschiedenen Studien bei 5 — 10 % der adulten Milchkihe (Oetzel, 1988; Houe
et al., 2001), wobei in einzelnen Bestéanden bis zu 30 % der Kiihe betroffen sind
(Houe et al., 2001). Dabei waren vor allem die Rassen Jersey und Guernsey

betroffen (Houe et al., 2001), gefolgt von Holstein Frisian und Brown Swiss. Die
12
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Ayrshires und Shorthorns zeigten eine niedrigere Inzidenz (Oetzel, 1988). Andere
Rinderrassen, beispielsweise die Channel Island, schwedische Rotbunte und
weisse Rassen zeigen ebenfalls ein erhdhtes Risiko an Gebérparese zu
erkranken (Kusumanti et al. 1993).

Leistung und Laktationsnummer

Das vermehrte Auftreten der Krankheit bei Hochleistungskihen ist mit der hohen
Milchleistung verbunden (Allen und Sansom, 1985; Horst et al., 1997b).
Festliegen tritt nach Beede et al. (1992) und Horst et al. (1994) vermehrt nach
der 3. und darauf folgenden Laktation auf. Allerdings wurde vermehrtes
Festliegen auch erst ab der 4. Laktation beobachtet (Risch und Rusch, 1996;
Zepperitz, 1990; Danuser et al., 1988).

Magnesium-Stoffwechsel

Auch die Bedeutung von Magnesium (Mg) fir den Ca-Metabolismus darf nicht
vernachlassigt werden. Mg steigert die PTH-Sekretion, férdert Ca-Mobilisierung
aus dem Skelett und erhéht die Bildung von 1,25(OH).D3 in den Nieren. Mg ist
zudem Bestandteil des second messengers der Rezeptoren im Zielgewebe (Goff,
2000). Ein Mangel an Mg (Hypomagnesiamie) ist daher stets mit einer
verminderten Reaktivitdt der Zielgewebe auf das 1,25-(OH).D; und das PTH
verbunden, was die Gefahr einer Hypokalzdmie erhdht (Reinhardt et al., 1988;
Goff, 2000).

Ostrogene

Ostrogene blockieren die Ca-Resorption aus dem Knochen (Hollis et al., 1981;
Allen und Sansom, 1985; Reinhardt et al., 1988; Goff, 2000). Der Plasma-
Ostrogenspiegel steigt beim Rind in den letzten Tagen vor der Geburt dramatisch
an (Rings et al.,, 1997). Aus diesem Grund wurde in verschiedenen Studien
(Hollis et al., 1981; Pyérala et al., 1992) die Meinung vertreten, dass Kihe mit
einem hoheren Ostrogenspiegel ein grosseres Gebarparese-Risiko haben. Die
Untersuchungen von Pyo6rala et al. (1992) ergaben eine negative Korrelation des
Serum-Ostradiolspiegels zur Serum-Ca-Konzentration. Zusatzlich beeinflusst ein
hoher Ostrogenspiegel die Futteraufnahme negativ und somit wird auch weniger
Ca Uber den Darm aufgenommen.

13
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Gebdrparese-Vorgeschichte

In den Studien von Danuser et al. (1988) und Danuser und Gaillard (1990)
konnten aufgezeigt werden, dass das Risiko fur eine erneute Erkrankung in der
nachsten Laktation relativ hoch ist. Auch Oetzel (1988) stellte fest, dass
Gebarparese haufiger bei Tieren mit einer bestehenden Gebarparese-

Vorgeschichte vorkommt.

Erkrankungen
Eine Kuh kann auch sekundar an Hypocalzamie erkranken, wenn sie aufgrund

einer Anorexie zuwenig Ca aufnimmt (Rings et al., 1997)

1.3.4. Prophylaxemassnahmen
Nach Horst et al. (1997b) und Rossow (2002) basieren die Méglichkeiten der
Geparpareseprophylaxe auf der Unterstitzung von drei Regulations-
mechanismen (Abb. 6):
1. Erhéhung der Ansprechbarkeit der Zielorgane (DUnndarm, Niere,
Knochen) auf PTH
2. Ca-Mobilisierung aus dem Skelett und verstérkte aktive intestinale Ca-
Absorption
3. Steigerung der passiven intestinalen Ca-Absorption

Strategies for Milk Fever Prevention

l '

CAD <+250 meq/kg of diet CAD >+250 meq/kg of diet

| AN

TPTH Receptor TCalcitropic TPassive
~ Sensitivity Hormones Absorption
Anions Low Ca Diets Ca Gels
(<20 g/d), PTH,

Vitamin D Analogues

Abb. 6: Strategien zur Pravention der Gebéarparese bei der Milchkuh
Die Abhéangikeit der Kation-Anion Differenz (CAD) im Futter auf die
Praventionsmassnahmen. (Horst et al., 1997b)
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Ca-arme Fitterung wéahrend der Transitohasephase

Die Restriktion von Ca in der Futterration wahrend der prapartalen Phase kann
die Inzidenz von Milchfieber signifikant reduzieren (Kichura et al., 1982).

Das Verfittern einer Ca-armen Diat Gber mindestens 10 bis 14 Tage vor der
Geburt fihrt nach einer anfanglichen Reduktion des Plasma-Ca-Spiegels zu
dessen Anstieg durch eine gesteigerte intestinale Ca-Resorption und durch die
vermehrte Mobilisation aus dem Knochen. Dies basiert auf einer durch die
voribergehende, fatterungsbedingte Hypokalzamie induzierten Aktivitats-
steigerung des PTH (Goff, 2000).

Gegen Ende der Trachtigkeit benétigt eine Kuh pro Tag 30 g Ca und 25 g P. Zu
hohe Ca-Gehalte im Futter wirken sich negativ auf die intestinale Ca-Resorption
aus, gleichzeitig hemmen hohe P-Gehalte die Bildung von 1,25(0OH).D3 in den
Nieren (Goff, 2000).

K-arme Fltterung sowie Fitterung mit weiteren Mineralstoffen wéhrend der
Trockenstehphase

Goff und Horst (1998) beschrieben die Mdoglichkeit, K in der Fitterung zu
reduzieren, um eine Alkalisierung des Blutes zu verhindern.

Eine Prophylaxe der Gebérparese kann zusatzlich durch eine niedrige P-
Versorgung vor dem Abkalben erreicht werden. Wichtig dabei ist, dass das P-
Angebot weder das Ca-Angebot unterschreiten noch mehr als 80 g pro Kuh und
Tag betragen darf (Rossow, 2002).

Bei der Mg-Versorgung ist darauf zu achten, dass die Tiere wahrend der

Trockenstehphase in keine negative Bilanz geraten.

Verabreichung hoher Dosen von 1,25(0OH).D3; oder von dessen Metaboliten

Gartler et al. (1977) konnten durch die intramuskulare Applikation von 10 Mio. IE
1,25(0OH),D3 zwei bis acht Tage vor der Geburt die Haufigkeit der
Gebarpareseinzidenz um 91 % senken, wobei die Injektion nach sieben Tagen
zu wiederholen ist, wenn die Kihe nicht innerhalb einer Woche nach
Erstbehandlung abgekalbt haben. Durch eine hyperdosierte Vitamin-Ds-
Behandlung genau eine Woche vor dem errechneten Abkalbetermin konnten
Horst und Reinhardt (1983) eine starke Aktivierung des Ca/P-Stoffwechsels

provozieren.
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Da das Vitamin D aber nicht zielgerichtet, sondern auf den Gesamtorganismus
wirkt, kann es allerdings nach wiederholter Applikation zu einer Verkalkung von
Weichteilgeweben, insbesondere Gefasswandungen, kommen (Goff, 2000).

Prophylaxe mit Hilfe von sauren Salzen

DCAB steht fir ,Dietary Cation Anion Balance“ gleichbedeutend mit CAD
(Cation-Anion Difference) und meint die Differenz der Summe der Kationen (Na
und K) minus der Summe der Anionen (Cl und S). DCAB induziert durch
Zufatterung von Anionen (,saure Salze®) eine leichte metabolische Azidose
(Oetzel et al., 1988; Horst et al., 1997b; Goff und Horst, 1998; Bethard et al.,
1998). Diese Verbindungen bestehen v.a. aus Cl und S (,starke Anionen®) und
erhéhen den Anteil saurer lonen in der Futterration. Dadurch soll die DCAB der
Ration in einen negativen Bereich um -100 bis -150 meqg/kg Trockensubstanz
(TS) abgesenkt werden (Oetzel et al.,, 1988). Diese Ration mit sauren Salzen
wird 3 Wochen ante partum bis zur Geburt der Kuh verfattert. Die DCAB einer

Ration wird nach folgender Formel errechnet werden:

DCAB (meg/kg TS) = (K* + Na*) - (CI' + S%)

Eine erniedrigte DCAB lasst die Konzentration des Ca-Spiegels im Blut
ansteigen, die Ca-Absorption im Darm nimmt zu und die Ca-Resorption im
Knochen steigt an. Das Zufligen von sauren Salzen in die Futterration von Kihen
in der Trockenstehphase reduziert den Blut- sowie den Urin-pH, was mit einer
Reduktion der Gebarpareserate gekoppelt ist (Gaynor et al., 1989; Goff et al.,
1991a). Werden hingegen der Ration Na und K beigefligt, so steigen Blut- und
Urin-pH und somit auch die Erkrankungsrate (Goff und Horst, 1997).

Die vorher aufgeflihrte Formel ist allerdings nur eine Annaherung, denn auch Ca,
Mg und P haben Einfluss auf den pH-Wert des Blutes (Goff, 2000).

Verabreichung von Ca-Gel kurz vor und nach dem Kalben

Die Gabe von Ca-Gelen unmittelbar vor und nach dem Kalben dient dem Ziel, die
passive Ca-Resorption im Darm zu steigern und dadurch die Hypokalzéamie zu
vermeiden (Rossow, 2002).
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1.4. Vitamin D

1.4.1. Nomenklatur

Vitamin D bzw. Calciferole sind ein Sammelbegriff flr verschiedene Stoffe
(Steroide), die im eigentlichen Sinn den Hormonen zuzuschreiben sind. Nahere
Erkenntnisse Uber die Metabolisierung von Vitamin D sowie die Fahigkeit des
Organismus zur Eigensynthese lassen mittlerweile den Begriff ,Vitamin“ als nicht
mehr ganz korrekt erscheinen. De Luca (1981) schlagt deshalb den Begriff
.Prohormon“ vor, da die D-Vitamine Uber zytosolische Rezeptorproteine
unmittelbar am Zellkern angreifen und ihre Synthese endokrin kontrolliert wird
(Kaune, 2000).

Calciferole kédnnen vom S&uger-Organismus aus Cholesterol in der Haut bei
Sonneneinstrahlung (UV-Licht) gebildet werden. Das in der Haut durch
Sonneneinstrahlung gebildete Vitamin aus Cholesterol ist das Vitamin D3 oder
auch Cholecalciferol genannt. Das aus Pflanzen stammende Provitamin D,
Ergosterin, wird ebenfalls durch Photolyse in der Haut umgewandelt. Es tragt die
Bezeichnung Ergocalciferol bzw. Vitamin D,. Gemass Horst et al. (1994) besitzen
Cholecalciferol und Ergocalciferol bei den meisten Saugetieren dieselbe
biologische Aktivitét.

1.4.2. Biotransformation

Wie in Abbildung 7 veranschaulicht wird, wird Vitamin D3 (Cholecalciferol), selbst
biologisch nicht aktiv, unter Einfluss von UV-Strahlen der Wellenlange 290-315
nm (Holick, 1995) und Thermoisomerisierung aus 7-Dehydrocholesterol in der
Haut gebildet. Das in der Haut gebildete oder mit der Nahrung aufgenommene
Vitamin D3 wird mittels Chylomikronen zur Leber transportiert und dort am C25
hydroxyliert. Das so gebildete 25(OH)D; (Calcidiol) bindet wie andere
Steroidhormone an spezifische Proteine (Vitamin D-Binding Protein = DBP) und
wird anschlieBend in die Niere transportiert und am C1-Atom zur aktiven Form
1,25(0OH)2D3 (Calcitriol, Vitamin D-Hormon) hydroxyliert. Im Gegensatz zur 25-
Hydroxylase in der Leber ist die Aktivitdt der 1-a-Hydroxylase der Niere streng
reguliert. PTH sowie sinkende Ca- und P-Konzentrationen im Blut stimulieren
deren Aktivitat, wahrend sie durch 1,25(OH).D3; selbst gehemmt wird (Kaune,
2000).
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Abb. 7: Biosynthese von 1,25(0OH).D3 (Trachsel, 1999)

1.4.3. Wirkungsmechanismus

1,25(0OH)2D3s kommt im Blut gebunden an ein Vitamin D-bindendes Protein (DPB)
vor (Bikle et al., 1985). Nur gerade 5 % des Hormones zirkulieren in freier Form
(Bikle et al., 1984). Das freie 1,25(0OH).D3 interagiert mit Rezeptorproteinen in
Darmepithelzellen und Osteoblasten. Rezeptoren fir Vitamin D3 sind im Zellkern
der Zielzelle lokalisiert und werden, wie Steroidhormon-Rezeptoren, zu aktiven
Transkriptionsfaktoren, wenn das Hormon bindet. Die Reaktionen der Zielzelle
auf das Hormon sind in erster Linie die veranderte Transkription von Genen. In
Darmepithelzellen wird die Synthese eines Ca-bindenden Proteins, Calbindin-Dgg
beim Sauger und Calbindin-Dogx beim Vogel (Wasserman und Taylor, 1966;
Kallfelz et al., 1967, Schréder, 1996; Wasserman, 2004) induziert und damit die
Aufnahme von Ca (und P) aus dem Darm ermdglicht. Osteoblasten werden zur
Differenzierung und zur Synthese von Kollagen und alkalischer Phosphatase
angeregt. Dies fuhrt zur Synthese von neuem Knochengewebe und dem Einbau
von Ca in die Knochen.
Neben den klassischen Zielorganen Darm, Niere, Knochen und
Nebenschilddrise sind weitere Vitamin D-Effekte in einer Vielzahl von Organen
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beschrieben worden. Hierzu gehdren unter anderem die antiproliferative,
prodifferenzierende Wirkung in der Haut, dem Muskel, dem Knorpel und den
Zellen des blutbildenden Gewebes. Ferner férdert 1,25(0OH).D; das
Nervenwachstum sowie die neuronale Regeneration im Gehirn und hat dartber
hinaus Einfluss auf verschiedene Vorgdnge im Zusammenhang mit

Immunabwehr und Fertilitat (Brown, 1991).

1.5. Vitamin D-Rezeptor (VDR)

1.5.1. Lokalisation, Molekulargewicht und Vorkommen

1,25(0OH)2Ds ist, wie andere Steroidhormone auch, ein lipophiler Ligand, der in
den Zellkern gelangen kann und dort an einen DNA-assoziierten Rezeptor bindet
(Haussler er al., 1988).

Seit 1994 ist bekannt, dass fir 1,25(0OH).D3; auch Rezeptoren in der Zellmembran
von Zielzellen (siehe Kapitel 1.4.3.) existieren. 1,25(0OH).D3 ist im Gegensatz zu
anderen Steroidhormonen ein flexibles Molekll (Abb. 8), das verschiedene
Konformationen annehmen kann (Norman et al., 2001). Der transmembrane
Rezeptor und der intrazellulare Rezeptor bevorzugen unterschiedliche
Konformationen des von 1,25(0OH).Ds.

Continuum of w&%ﬁs‘;gﬁg bend rotamers of 1,25,

Abb. 8: Darstellung der Konformationsflexibilitat des 1,25(0OH).D3
360° Rotation an der 6,7 Carbon-Carbon Bindung. Gezeigt sind vier Schritte mit
jeweils 90° Rotation. (Norman et al., 2001)
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Abbildung 9 veranschaulicht die beiden Aktivierungskaskaden, welche aufgrund
der verschiedenen Konformationen des 1,25(0OH).D3; zustande kommen. Nimmt
das 1,25(0OH).D3 die 6-s-trans-Form an, so wird der intrazellulare VDR aktiviert,
was am Ende zur Synthese neuer Proteine wie Calbindin fUhrt. Bei der 6-s-cis
Form kommt der transmembrane VDR zum Zuge, welcher fir die Aktivierung von
Enzymen verantwortlich ist. Im Gegensatz zum intrazelluldren VDR handelt es
sich bei der Aktivierung des transmebranen VDR um einen schnellen Prozess
(Norman et al., 2001).

Vitamin D

G-s-frans-Fom 4J—> G-5-cis-Fom

Intrazellulérer Rezeptor Transmembran-Reze ptor
Regulaton der Synthese von second
Transkription im Zelkem MEessengers
Synthese neuer Proteine Aktivierung von Enzymen
Z.B. Caldum-binciencde Z.B. Caldum-Einstrom in
Proteine Dame pithel-Zellen
langsamer Prozess schneller Prozess
(Sfunden) (Minuten)
Abb. 9: Darstellung der Aktivierungskaskade der beiden VDR (intrazellular

und transmembran) sowie deren Folgen (Trachsel, 2002)

Der intrazellulare VDR befindet sich zusammen mit dem Thyroid-Hormon-
Rezeptor (TR) und den Retinoid-Acid-Rezeptoren (RAR) im unbesetzten Zustand
direkt im Zellkern und wird innerhalb der Steroidrezeptor-Superfamilie der
Subfamilie (Klasse Il) der Schilddrisenhormonrezeptoren zugeordnet.

Tabelle 1 zeigt, dass je nach Spezies der VDR ein Molekulargewicht zwischen 48
kDa und 60 kDa besitzt (Bronner, 1987; Haussler et al., 1988).
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Tab. 1: VDR-Molekulargewichte bei verschiedenen Spezies
Spezies Molekulargewicht
Rind 48 kDa
Affe 52 kDa
Mensch 52 kDa
Ratte 54 kDa
Schwein 54 kDa
Maus 54,5 kDa
Vogel 60/58 kDa

VDR bindet mit einer sehr hohen Affinitat (K = 10"'M) und sehr hoher
Selektivitat an 1,25(0OH).D3 (Horst et al., 2003).

Haussler et al. (1988) zeigten auf, dass beim Vergleich der MolekUllgrésse des
VDR von Végeln und verschiedenen Saugern ein umgekehrt proportionales
Verhaltnis zwischen der molekularen Masse des Rezeptors und der
phylogenetischen Entwicklungsstufe der einzelnen Spezies deutlich wird.
Mittlerweile ist bekannt, dass das 1,25(OH).Ds-Endokrine System nicht nur die
traditionellen Zielorgane Darm, Knochen und Niere umfasst, sondern dass auch
in den B-Zellen des Pankreas, in der Hypophyse, in der Plazenta, im Ovar, in
den Sertolizellen der Tubuli seminiferi des Hodens, im Geséuge, in der Haut,
sowie in aktivierten B- und T-Lymphozyten, Monozyten, Keratinozyten und vielen
Tumorzellen VDR vorkommen (Bouillion et al., 1995).

1.5.2. Struktur und Funktion des VDR

Der VDR ist ein Phosphoprotein, welches nach der Bindung mit 1,25(OH),D3 eine
weitere Phosphorylierung erféhrt (Haussler et al., 1988). Der Rezeptor besitzt
zwei funktionelle Domanen: am N-terminalen Ende ist die stark konservierte
DNA-Bindungsdomane, welche aus zwei ,Zinkfingern® besteht (Abb. 10). Jeweils
vier Cysteinmolekule, die durch ein Zinkatom fixiert sind, bilden den Grundstock
fir diese fingerdhnliche Aminoséureschleife (Kaune, 2000). Diese Zinkfinger
werden durch ein Protein verdeckt. Der C-terminale Bereich des Molekiils
umfasst die Hormonbindungsdoméane (Haussler et al., 1988). Da der Rezeptor
nicht sehr stabil ist, zerfallen beide Bindungsstellen zeit- und temperaturabhangig
(Horst et al., 2003).
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fingerahnliche Verbindungs- fingerdhnliche
Einheit stilick Einheit

DNA-Domane

@ = Cystein

@ = Zink

@ =Aminosauren, die mit DNA-Basen in
Wechselwirkung treten

(O = Aminosduren

Abb. 10: DNA-Doméne des Vitamin D-Rezeptors (VDR) mit ihren Zinkfingern
(Kaune, 2000)

Eine typische Eigenschaft der Schilddrisenhormon-Rezeptorgruppe ist die
Fahigkeit mit verwandien Rezeptoren Heterodimere zu bilden. Die
Ligandenbindung von 1,25(OH),D3 mit dem VDR férdert den Zusammenschluss
mit dem Retinoid-X-Rezeptor (RXR). Gemeinsam bilden beide das VDR/RXR
Heterodimer. Dieses Heterodimer besitzt eine hohe Affinitat zu einer spezifischen
regulatorischen Sequenz der DNA, dem Vitamin-D-Response-Element (VDRE),
welches in der Promotorregion von 1,25(0OH).Ds-kontrollierten Zielgenen liegt
(MacDonald et al.,, 1993). Das Andocken des VDR/RXR-Heterodimers an das
VDRE bewirkt wiederum das Binden der RNA-Polymerase an diesen Komplex
und in der Folge die Transkription der 1,25(0OH),Ds-abhédngigen Gene (Nelson
und Cox, 2001). Somit bewirkt 1,25(0OH),D3 eine erhéhte Syntheserate unter
anderem von 24-Hydroxylase, alkalischer Phosphatase, Calbindin-Dgx und
Calbindin-D2gk, Osteocalcin, Ca-ATPase und VDR (Haussler et al., 1995) (Abb.
11). Diese Proteine regeln vorwiegend den Ca-Stoffwechsel in den klassischen
Zielgeweben Darm, Niere und Knochen (Haussler, 1986).
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1,25(0H),D3 < 1,25(0H);D-DBP Blood

A

1,25(0H),D
inactivation

Cytoplasm

9-cis-Retinoic |
Acid Precursor
/E,mm/ mRNA

Nucleus — Splicing
" —
Protein Synlhesis\ﬁ——%—&: mRNA

Biological Response

T CaBPyy & 25k T 1,25(0H),D-Receptor 3—
T 24-Hydroxylase { Interleukin-2
T Alkaline Phosphatase | Interferon Gamma
T Osteocalcin T Cell Differentiation
T Ca2*ATPase  Cell Proliferation
! Collagen Synthesis

Abb. 11: Zellularer Mechanismus von 1,25(0OH) ,D3
RXR = Retinoid-X-Rezeptor, VDR = Vitamin D-Rezeptor, VDRE = Vitamin-D-
Response-Element, CaBP = Ca bindendes Protein (= Calbindin Dg, & Dag)
(Horst et al., 1997a)

1.5.3. VDR beim Rind

Es gibt mehrere Untersuchungen zum Vorkommen und zur Verteilung von VDR
bei verschiedenen Tierarten und beim Menschen. Unter anderem wurden VDR
beim Huhn, Schwein, Ratte und Rind untersucht.

Neibergs et al. (1996) zeigten, dass der VDR des Rindes aus 3 Aminosauren
weniger als beim Menschen, also aus 424 Aminosauren besteht. Folgende
Erkenntnisse beziglich des VDR wurden nach Durchfihrung eines ,basic local
alignement search tool“ (BLAST) gewonnen: die bovine VDR-cDNA ist zu 99 %
homolog mit jener des menschlichen VDR, zu 85 % homolog mit der der Ratte,
86 % homolog mit der der Maus und zu 81 % homolog mit jener des Vogels
(Neibergs et al., 1996). Nach Riner (2006) belauft sich die VDR-Grosse auf 48
kD. Die grésste Ahnlichkeit zwischen dem VDR des Rindes und jenem des
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Menschen besteht im Bereich der ersten 1064 bp, welche die DNA-
Bindungsdoméane und die Liganden-Bindungsdomane beinhalten. Diese
Domanen sind bei Ratte und Vogel bis auf 3 Aminoséuren zu 100 % konserviert
(Neibergs et al., 1996).

1.5.4. VDR-Nachweismethoden

Immunhistochemie ist ein Sammelbegriff fir verschiedene Methoden, die zur
Sichtbarmachung von =zell- und gewebespezifischen Antigenen verwendet
werden, indem diese mit Hilfe von Antikdrpern in situ markiert und visualisiert
werden. Man unterscheidet direkte und indirekte immunhistochemische
Methoden (Abb. 12). In dieser Arbeit wurde nur mit der indirekten Methode
gearbeitet, bei welcher mehrere biotinylierte (= mit Biotin markierte) sekundare
Antikdrper an verschiedenen Epitopen des primaren Antikdrpers binden, was zu

einer Signalverstarkung und damit zu einer deutlich h6heren Sensitivitat flhrt.

\_L

Sekundarantlkorper

Primérantikdrper Peroxidase-konjugiert
Peroxidase-konjugiert
/ )k Priméraniikdrper
Antigen
Antigen
Direkte Methode Indirekte Methode
Abb. 12: Immunhistochemische Methoden (Herbst und Hiibner, 2003)

Die in unseren Untersuchungen gewahlte ABC-Methode (Avidin-Biotin-Complex)
(Abb. 13) macht sich die enorme Affinitdt von Avidin zu Biotin zu nutze, welche
bis eine Million mal starker als bei einer gewodhnlichen Antigen-Antikérper-
Bindung sein kann und somit fast irreversibel ist. Das Glykoprotein Avidin hat vier
Bindungsstellen fir Biotin, welches sich einerseits mit diversen Proteinen (z.B.
sekundéarer Antikérper) inklusive Enzymen (z.B. Meerrettichperoxidase)
konjugieren lasst. Diese Eigenschaften kénnen zur Bildung makromolekularer
Komplexe bestehend aus durch Avidin quervernetzter biotinylierter Peroxidase
genutzt werden. Obwohl die dreidimensionale Struktur des Avidin noch nicht
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ganz verstanden ist, ist klar, dass mindestens eine Biotinbindungsstelle pro
Komplex frei bleibt. Diese Bindungsstelle ist es, die an die biotinylierten
sekundaren Antikérper bindet und somit die fur die Farbreaktion wichtigen

Enzyme in unmittelbare Nahe zu den Antigenen bringt.

{(Strept-) Avidin-

Biotin-
\ x Enzymkomplex
Briicken-
antik&rper,
biatinyliert
)k Primarantikdrper
Antigen

Abb. 13: ABC-Methode (Herbst und Hiibner, 2003)

Mittels dem Chromogen 3-3"-Diaminobenzidin (DAB) kann die Lokalisation der
Antigene sichtbar gemacht werden. Das auf dem zu farbenden Schnitt als
Elektronendonor wirkende Chromogen aktiviert die reversibel blockierte
Meerrettichperoxidase. Diese setzt das DAB in ein braunes, in Alkohol und

anderen organischen Lésungsmitteln unlésliches Farbprodukt um.

Der Western Blot dient der Identifikation und Quantifizierung spezifischer
Proteine in komplexen Proteingemischen. Dabei kénnen einzelne Proteine aus
Virus-Praparationen, Gesamt-Zell-Protein oder Gewebe-Lysaten nachgewiesen
werden. Nach Auftrennung der Proteine, abhéangig von ihrer GréBe, im
elektrischen Feld werden sie auf eine Membran transferiert und dadurch
immobilisiert. Auf der Membran erfolgt der Nachweis des Proteins mittels eines
spezifischen Antikérpers. Der gebundene erste Antikdérper wird durch einen
zweiten AntikOrper, der entweder radioaktiv markiert oder an ein Enzym
(Peroxidase, Phosphatase etc.) gekoppelt ist, detektiert. Mit der SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese  kénnen  Nukleinsduren oder  Proteine
aufgetrennt werden. Dabei wandern die zu untersuchenden Molekile in einem

elektrischen Feld durch eine Gelmatrix.
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2. TIERE, MATERIAL UND METHODEN

2.1. Versuchstiere

Die Untersuchung wurde mit 36 Kihen durchgefihrt, die von
Schlachtviehmérkten im Grossraum Zirich, aus der Ostschweiz sowie aus
Graublinden stammten. Die Tiere gehérten den Rassen Brown Swiss und
Holstein Friesian an. Die eine Halfte der Tiere war jlinger als 4,5 Jahre, die
andere alter als 5,5 Jahre. Die Tiere wurden in vier Gruppen a 9 Tiere eingeteilt
(Tab. 2).

Tab. 2: Gruppendefinition
Gruppe Rasse Alter Laktation-Nr.
BS, Brown Swiss < 4,5 Jahre 1
BSa Brown Swiss > 5,5 Jahre 2 bis 6
HF, Holstein Friesian < 4,5 Jahre 1
HF A Holstein Friesian > 5,5 Jahre 2 bis 7

Die Tiere wurden jeweils am Schlachttag oder einen Tag friiher angeliefert und

einer kurzen klinischen Untersuchung unterzogen.

2.2. Probeentnahmen

2.2.1. Fur die Blutanalyse

Die Blutentnahme erfolgte jeweils nach Anlieferung der Tiere am Tierspital in
Zirich. Die Blutproben wurden mittels Vacutainer-System (Venojet®, Terumo,
Leuven, Belgium) an der Vena jugularis (linke Halsseite) entnommen und
anschliessend zentrifugiert (10 min mit 1580 g). Das Serum wurde abpipetiert
und bis zur Weiterverarbeitung bei -20 °C aufbewahrt.
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2.2.2. Fur die Messung der Ca-Fluxe

Die Kihe wurden mit einem handelsiblichen Bolzenschussapparat betdubt und
anschliessend durch Ausbluten aus der Carotis getotet.

FUr die Versuche in den Ussing-Kammern wurde ungefahr 10 min nach dem Tod
der Kuh je ein Segment aus dem Duodenum (ca. 1 m aboral des Pylorus) sowie
aus dem Colon (ca. 1 m oral des Anus) entnommen. Die herausgeschnittenen
Darmstlicke wurden sofort in eisgekihlte und mit Oxycarbon begaste Parson-
Puffer-Lésung (Tab. 4) gelegt und ins Labor gebracht.

2.2.3. Fuir den Nachweis des Vitamin D-Rezeptors (VDR) mittels
Immunhistologie

Nach der Entnahme der Proben fir die Ussing-Kammer-Versuche wurden an

insgesamt 12 Stellen des Gastrointestinaltraktes (GIT) Proben fir die

Immunhistologie herausprapariert (Tab. 3).

Tab. 3: Entnahmestellen der Immunhistologie- sowie Western Blot-Proben
Pansen Pa |ventraler Pansensack; vom Grund

Haube Ha |vom Grund

Blattermagen Bm |Grund der Blatter

Labmagen, Fundusteil LF |grosse Kurvatur, Mitte, inkl. Faltenbasis
Labmagen, Pylorusteil LP |kurz vor Pylorus

Duodenum, vor DvP |ca. 10 cm aboral des Pylorus, antimesenterial
Pankreas — vor der Pankreaseinmindung

Duodenum, nach DnP |ca. 100 cm aboral des Pylorus, antimesenterial
Pankreas — nach der Pankreaseinmiindung

Jejunum Je |ca. in der Mitte, antimesenterial

lleum Il |ca. in der Mitte, antimesenterial

Cacum Ca |ca. in der Mitte, antimesenterial

Colon descendens Co |ca. 100 cm oral des Anus, antimesenterial
Rektum Re |ca. 20 cm oral des Anus, antimesenterial

Die Proben wurden stets von den gleichen Personen gewonnen, um zu
gewabhrleisten, dass die Proben immer von denselben anatomischen Stellen

entnommen wurden. Die Proben wurden mit physiologischer NaCl-Lésung vom
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Chymus befreit und gespult. Das Fettgewebe wurde wegpréapariert. Unmittelbar
danach wurden die Gewebestlicke (ca. 1 cm x 2 cm) flr 24 Stunden in 4 %iges
neutral gepuffertes Formalin verbracht.

2.2.4. Fir die Chymus-Analysen

Aus dem GIT jeder Kuh wurde an insgesamt neun Stellen Chymus entnommen:
Pansen, Haube, Blattermagen, Labmagen, Duodenum, Jejunum, lleum, Cacum
und Colon. Bei einigen Kiihen war der lleum-Abschnitt leer.

Die Proben wurden in Dbeschrifteten Plastikbechern gesammelt und

anschliessend bis zur Weiterverarbeitung bei -20 °C eingefroren.

2.3. Ussing-Kammer Versuche

2.3.1. Elektrolytldsungen

Fir die Praparation des Duodenums und des Colons sowie fir die Versuche
wurde ein Standardpuffer (Parsons und Paterson, 1965; Tab. 4) verwendet. Der
Puffer wurde vor Versuchsbeginn frisch aus der Stockl6sung hergestellt und mit
Oxycarbon (95% O, und 5% CO,) begast und der pH auf 7,4 eingestellt.

Tab. 4: Bestandteile des Parson-Puffers

Substrat mmol/l

NaCl 107,00
NaH,PO,4 0,20
Na,HPO,4 1,80
KCI 4,50

NaHCO; 25,00
CaCly 1,25
MgSO,4 1,00
Glukose 122,0
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2.3.2. Gewebepraparation

Die in eisgekuhlte und mit Oxycarbon begaste Parson-Puffer-Lésung eingelegten
Darmstlicke wurden aufgeschnitten, der Kot entfernt und ausgiebig mit Puffer
gespult. Anschliessend wurde das Gewebe mit Hilfe einer Schere von der
Muskularisschicht befreit und in Stiicke von ca. 1 cm x 2 cm geschnitten. Mit Hilfe
zweier Pinzetten wurden die Darmsticke auf einer Ussing-Kammerhalfte fixiert,
indem die ausseren Geweberander Uber die 10 Nadelspitzen gespannt wurden.
Die Kammerhélften wurden anschliessend verschraubt und jede Halfte mit 3,5 ml
Parson-Puffer gefillt. Diese Lésung umspllte somit wahrend der gesamten
Versuchsdauer das Gewebe auf den mukosalen und serosalen Seiten.

Es wurden jeweils je vier Kammern mit Duodenum- bzw. mit Colonschleimhaut
geflllt (Tab. 5). Die Ca-Fluxe der beiden Darmabschnitte (Duodenum und Colon)
wurden jeweils zweimal von serosal nach mukosal (sm) und zweimal von

mukosal nach serosal (ms) gemessen.

Tab. 5: Einteilung der acht Kammern

Kammer | K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8
Gewebe | Duod. | Duod. Duod. | Duod. | Colon | Colon | Colon | Colon
Richtung | sm sm ms ms sm sm ms ms

2.3.3. Aufbau der Ussing-Kammer

Die Experimente wurden in modifizierten Ussing-Kammern (Ussing und Zehran,
1951; Abb. 14 und 15) mit isoliertem Dinn- und Dickdarmgewebe durchgefihrt.
Diese Versuchskammern bestanden aus zwei miteinander verschraubbaren
Plexiglashélften. Sie wurden mit einer zirkulierenden Wasserummantelung mit
Hilfe eines Wasserbades auf 37 °C temperiert. Die zu untersuchenden
Darmstiicke wurden zwischen den Acrylhalften Gber einer 1 cm? grossen, ovalen
Offnung eingespannt, wobei das Gewebe zunéchst mit Hilfe von 10, um die
Offnung angeordneten Nadelspitzen fixiert wurde. Auf der Oberseite jeder
Kammerhalfte befand sich eine mit einem ca. 2 cm hohen Kamin versehene
Offnung. Diese diente zum Einfiillen der Pufferldsung, zur Applikation der
Testsubstanzen und zur Probeentnahme. Die Pufferldésung konnte von der
Unterseite her kontinuierlich mit Oxycarbon (95 % O, und 5 % CO,) begast
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werden. Ein Flowmeter diente der Regulation der Begasung, welche fir die
Aufrechterhaltung des pH-Wertes der Pufferlésung und der Sauerstoffversorgung
des Gewebes sorgte. In unmittelbarer Nahe des Gewebes war bei jeder
Kammerhalfte eine Bohrung far die Agarbricken zur Messung der
transepithelialen Potentialdifferenz (PD) vorhanden. An den Stirnseiten der
Kammerhalften befand sich mittig gegentber dem Gewebe eine weitere Bohrung
flr Elektroden zur Einspeisung und Messung des Kurzschlussstroms (lgc).

Zum Abdichten der mit zwei rostfreien Metallschrauben verschlossenen
Kammerhalften diente eine Silikonpaste. Jede Kammer wurde mit 3,5 ml einer
auf 37 °C temperierten Pufferlésung geflllt. Die exponierte Gewebeflache von 1
cm? wurde somit beidseitig von der begasten Lésung umspult.

Abb. 14: Anordnung der Ussing-Kammern
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Frontalansicht geoffnete Kammer

vorne hinten

(j)e
(j)e
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Abb.15: Graphische Darstellung der Ussing-Kammern
Das Darmstiick (a) wird zwischen den Plexiglashalften (b) eingespannt und beidseitig von der begasten (c) Pufferlosung (d) umspdilt. Mittels
einer Wasserummantelung (e: Wasseranschliisse) werden die Kammern auf 37 °C temperiert. Uber die Agarbricken (f) werden die

Kammern mit den Elektroden zur Messung der PD und des I, verbunden. Der Kamin (g) dient zum Einflllen der Pufferlésung und zur
Applikation der Testsubstanzen.
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2.3.4. Elektrische Messungen

Die elektrischen Messungen wurden mit einer Computer-kontrollierten,
automatischen voltage-clamp-Anlage (AC Microclamp, Ingenieurbiro Mussler,
Aachen, Deutschland) durchgefihrt. Mit Hilfe von zwei in gesattigter KCI-Lésung
getauchten Kalomelelektroden (Ingold 303, Steinbach/Ts, Deutschland), die tber
Agarbricken mit der Kammerlésung verbunden waren, wurde die transepitheliale
PD bestimmt. Uber an der Stirnseite der Kammer befindliche Ag*/AgCl-
Elektroden in 3 molarer KCI-Lésung, die ebenfalls Uber Agarbriicken mit der
Kammer in Verbindung standen, wurde durch die voltage-clamp-Anlage Strom in
das System eingespeist, so dass die PD zwischen Mukosa und Serosa auf Null
eingestellt wurde. Der dazu notwendige Strom wird als Kurzschlussstrom (short-
circuit current = lg;) bezeichnet. Durch diesen Kurzschluss des Gewebes lag kein
elektrischer Gradient zwischen mukosaler und serosaler Seite vor. Da sowohl auf
der serosalen wie auf der mukosalen Seite das Gewebe vom selben Volumen
der gleichen Lésung umspllt wurde, existierte auch kein lonen- oder
Druckgradient. Daher war der applizierte lsc ein Mass fir die Netto-
lonenbewegung durch das Gewebe, welche auf aktiven Transportprozessen
beruhen musste, da flr passive Netto-lonenverschiebungen keine treibenden
Krafte vorlagen.

Zusatzlich  zum  Kurzschlussstrom  bestimmte die Messanlage die
Gewebeleitfahigkeit Gi. Hierzu wurde nach jeweils 5 sec lsc-Messung flr eine
Sekunde ein Stromimpuls (lkiemm) Von abwechselnd lsc + 100 pA und lsc - 100 pA
angelegt und aus der daraus resultierenden Spannung (Ukiemm) nach dem
Ohmschen Gesetz die Leitfahigkeit des Gewebes berechnet:

Gt = IKlemm / U Klemm

In einer Leermessung, bei der die Kammern mit Standardpuffer geflllt wurden,
aber kein Gewebe eingespannt war, wurde vor Versuchsbeginn die PD der
Elektroden und der Serienwiderstand der Messanlage und der Kammerflissigkeit
zwischen den Elektroden bestimmt. Die wéahrend des Versuchs ausgegebenen
Werte wurden automatisch um diese Betrage korrigiert.

Der Isc wurde kontinuierlich auf einem Analogschreiber (SE 120, Goerz
Instruments Ges. m. b. H., Wien, (")sterreich) aufgezeichnet. Ausserdem wurden
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die Uber jeweils eine Minute gemittelten Werte fir lsc und G; ausgedruckt
(Drucker: 8510 RN, C. Itho Electronics).

Der Kurzschlussstrom wird Ublicherweise als positiv definiert, wenn positive
Ladungstrager von mukosal nach serosal transportiert werden. Das kann durch
eine Kationen-Nettoresorption oder Anionen-Nettosekretion verursacht werden.
Bei umgekehrten Verhaltnissen ist der Isc negativ. Die Messung des
Kurzschlussstromes erfolgte in yA cm™. Um eine Gbersichtlichere Darstellung zu
erhalten, wurde der Strom direkt in die pro Zeit und Flache transportierte Menge
einwertiger Ladungstrager umgerechnet (UEq h”' cm™®). Dabei entspricht ein
Strom von 26,9 pA cm? dem Transport von einem pmol eines einwertigen lons

pro Stunde iber eine Gewebeflache von einem cm?.

2.3.5. Messung unidirektionaler lonenfliisse

In den Versuchen wurden die unidirektionalen Fluxe von “*Ca (PerkinElmer,
Schwerzenbach, Schweiz) bestimmt. Sowohl der mukosal-serosale als auch der
serosal-mukosale Fluss wurde gemessen. 10 bis 20 min nach Aufspannen des
Gewebes wurden 10 pl *Ca-Lésung in eine Kammerhalfte (markierte Seite)
einpipettiert. Zur Bestimmung der Mukosa-nach-Serosa-Fluxe (Jms) wurde der
Marker auf der mukosalen Seite zugegeben, zur Bestimmung der Serosa-nach-
Mukosa-Fluxe (Jsm) dagegen auf der serosalen Seite. Nach einer
Aquilibrierungszeit von weiteren 60 min wurde mit der Fluxmessung begonnen.
Zunachst wurde von der markierten Seite eine Doppelprobe von je 100 pl
gezogen (IHS = initial hot side). Danach war ein Ersetzen des entnommenen
Volumens mit Parson-Puffer nétig. Direkt nach der Probeentnahme von der
markierten Seite wurde eine Doppelprobe von je 250 pul von der
gegenulberliegenden, nicht markierten Seite gezogen. Dieses Vorgehen diente
der Bestimmung der Ausgangsaktivitat der initial nicht markierten Seite. Das
entnommene Volumen (500 pl) wurde wiederum durch Parson-Puffer ersetzt.
Diese Probeentnahme (= Ty) legte den Beginn der Zeitskala fest. Im Abstand von
20 min wurden die nachsten Doppelproben von je 250 pl von der nicht markierten
Seite gezogen und das entnommene Volumen ersetzt. Am Ende des Versuchs
(nach Tgp) wurde nochmals eine Doppelprobe von 100 pl von der markierten
Seite gezogen (FHS = final hot side). Am Schluss wurden durch Zugabe von
jeweils 4 pl Carbachol (5 x 10®° mol/l in AD, Sigma, Buchs, Schweiz) auf der

serosalen Seite die Vitalitdt der Darmstlcke Uberprdift.
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Zur Bestimmung des exakten Probenvolumens wurden die Szintillations-
flaschchen, in die die Proben geflllt wurden, vor und nach Zugabe der Proben
gewogen, bevor sie mit je 5 ml Szintillationsfllssigkeit (Quicksafe A, Zinsser
Analytic, Frankfurt, Deutschland) versetzt wurden. Die Aktivitat der Proben wurde
anschliessend im Beta-Zahler (TF{I—CAF{B® Liquid Scintillation Analyzer, Packard,
Zirich, Schweiz) gemessen.

Far jeden Versuch wurde die Hintergrundaktivitat bestimmt, indem 4 Proben der
unmarkierten Parson-Puffer-Lésung als ,Leerwert entnommen und mitgezahlt
wurden. Der Mittelwert dieser Proben wurde dann von allen Proben subtrahiert.
Die Differenz der beiden unidirektionalen Fluxe ergibt den Nettoflux (Jnet = Jms —
Jsm)- Ein negativer Jnet Weist auf eine Netto-Sekretion von Ca-lonen von serosal
nach mukosal hin, ein positiver Jnet auf eine Netto-Absorption.

Alle Daten der Ussing-Kammer Versuche wurden als MW + SF dargestellt.

2.4. Immunhistologischer Nachweis des Vitamin D-Rezeptors
(VDR)

2.4.1. Probenaufarbeitung

Nach einer 24-stindigen Aufbewahrung in 4 %igem neutral gepuffertem Formalin
wurden die Proben wahrend 24 Stunden in Einbettkassetten (Jet Kassetten®,
Leica, Nussloch, Deutschland) unter fliessendem Wasser gesplilt. Es folgte eine
24-stindige Lagerung in 50 %igem Ethanol. Danach wurden die Proben in 70
%igem Ethanol aufbewahrt, bis sie weiter verarbeitet wurden.

Die darauffolgende Paraffineinbettung konnte maschinell mittels des Gewebe-
infiltrationsautomaten (Leica, TP1020®, Nussloch, Deutschland; Protokoll Tab. 6)
und der Paraffinausgiesstation (Leica, EG1160% Nussloch, Deutschland)

vorgenommen werden.
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Tab. 6: Protokoll der Entwésserung und Infiltration der Gewebeproben mit
Paraffin

Dauer (h) Reagens
1. 4 70% Ethanol
2. 4 70% Ethanol
3. 4 96% Ethanol
4. 4 96% Ethanol
5. 4 100% Ethanol
6. 4 100% Ethanol
7. 4 Methylbenzoat
8. 4 Methylbenzoat
9. 4 Xylol
10. 4 Xylol
11. 4 Paraffin
12. 4 Paraffin

Fir die immunhistochemischen Farbungen wurden mit dem Rotationsmikrotom
(Leica, RM1160®, Nussloch, Deutschland) 5 pm dicke Paraffinschnitte ange-
fertigt, welche anschliessend auf permanent positiv geladene Objekttrager
(SuperFrost Plus® Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutschland) aufgezogen
wurden. Die Trocknung wahrend ungefahr 12 Stunden bei 37 °C fand in einem
Brutschrank (BE 400/3 TWW, Memmert GmbH, Schwabach, Deutschland) statt.

2.4.2. Immunhistochemische Farbungen

Fir die Visualisierung des VDR wurde wie bereits in Kapitel 1.5.4. besprochen,
die ABC-Methode (Avidin-Biotin-Komplex) gewahlt. Beim VDR Ab-1 (Clone
9A7v.E10.E4) handelt es sich nach Angaben des Herstellers um einen
monoklonalen Antikérper, welcher sowohl mit der unbesetzten wie auch
besetzten Form des VDR reagiert. Er zeigt keine Interaktionen mit dem
Ostrogen- und Glukortikoid-Rezeptor.

Die Entparaffinierung, Rehydrierung und der anschliessende immun-
histochemische Ablauf wurden gemass Tabelle 7 vorgenommen.
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Tab. 7: Immunhistologie-Protokoll

TBS = Tris gepufferte NaCl-Losung; H.O, = Wasserstoffperoxid;

DAB = Chromogen 3-3-Diaminobenzidin
Arbeitsgang Dauer
1. waschen in Xylol 2 x 10 min
2. waschen in 100 % Ethanol 2 x 3 min
3. waschen in 96 % Ethanol 3 min
4. waschen in 70 % Ethanol 3 min
5. spulen mit TBS 2 min
6. kochen in Citratpuffer (Mikrowelle: bei 600 W) 3 x5 min
7. abkuihlen in Citratpuffer (Kaltwasserbecken) 20 min
8. waschen in 3 % H20; 10 min
9. spulen mit TBS und auf Coverplates bringen
10.spulen mit TBS 3 min
11.inkubieren mit 100 pl Avidin D-Blockierungslésung 20 min
12.spulen mit TBS 3 min
13.inkubieren mit 100 ul Biotin-Blockierungslésung 20 min
14.spilen mit TBS 3 min
15.inkubieren mit 100 yl Protein-Block, Serum-free 10 min
16.spulen mit TBS 3 min
17.|(<1/I;:Jd%|nenr§nr;r1r|:|1to10§)o pl biotinmarkiertem Ak 9A7Gamma Nacht bei 4 °C
18.spulen mit TBS 3 min
19.inkubieren mit StrepABComlex/HRP 30 min
20.spulen mit TBS 3 min
21.entwickeln mit DAB 3 min
22.spulen mit TBS 3 min
23.kernfarben mit Hamalaun 3 min
24 .blauen unter fliessendem Wasser 10 min
25.waschen in 70 % Ethanol reindippen
26.waschen in 96 % Ethanol reindippen
27.waschen in 100 % Ethanol 2 min
28.waschen in Xylol 5 min

29.eindecken mit Pertex®
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Um allfallige unspezifische Bindungen auszuschliessen wurde bei jedem
Farbedurchgang eine Negativkontrolle mitgefihrt. Als Positivkontrolle dienten
zuvor Uberprifte Duodenumsschnitte einer Kuh.

Die in diesem Arbeitsablauf verwendeten Wirkstoffe und Chemikalien sind in
Tabelle 8 aufgelistet.

Tab. 8: Wirkstoffe und Chemikalien sowie deren Herkunft

Vitamin D-Receptor Ab-1 P. H. Stehelin&Cie AG, Basel, CH

(Clone 9A7y.E10.E4)

ProTags Citrat-Puffer-Konzentrat | quartett, Berlin, D

Avidin / Biotin-Blocking-Kit Vector Laboratories, Genf, CH
Protein-Block, Serum-free Dakocytomation, Zug, CH
StrepABComplex/HRP Dakocytomation, Zug, CH

Chromogen 3-3° medite Medizinaltechnik AG, Nunningen, CH
Diaminobenzidin (DAB)

Pertex® medite Medizinaltechnik AG, Nunningen, CH

2.4.3. Auszahlverfahren und Auswertung

Alle immunhistochemisch angeférbten Schnitte wurden unter dem Mikroskop
(Leica DMLB®, Heerbrugg, Schweiz) bei 400 facher Vergrésserung beurteilt und
ausgewertet. Bei der Beurteilung wurde vor allem auf eine homogene Anfarbung
dber den ganzen Schnitt geachtet. Fir die Auswertung wurden im
Oberflachenepithel, sowie in den oberflachlichen, mittleren und basalen
Drisenschichten der Lamina propria je 500 Zellen aus verschiedenen
Gesichtsfeldern angeschaut und je nach Braunfarbung in 5 Kategorien eingeteilt:
negativ, sehr schwach, schwach, mittelmassig und stark angefarbte Zellkerne
(Abb. 16).
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negativ

50 ym

Abb. 16: Die funf verschiedenen Farbintensitdten der immunreaktiven
Enterozyten-Kerne im Duodenum, vor Pankreas, einer Kuh (HF»)

Nach dem Erfassen der Farbintensitaten (FI) und deren Haufigkeiten wurden
diese zum Immunreaktiven Score (IRS) umgerechnet. Dazu wurde die Anzahl (n)
der negativen Zellkerne mit 0 multipliziert, sehr schwach angefarbte Zellkerne mit
0,25, schwach angefarbte Zellkerne mit 1, mittelmassig angeféarbte Zellkerne mit
4 und schliesslich die Zahl der stark angefarbten mit 9 (Flo — Flg). Der IRS
errechnet sich durch Addition der einzelnen Produkte und setzt sich also aus der
Summe der Einzelprodukte zusammen, die sich aus der Multiplikation des
exponentiellen Umrechnungsfaktors fur die Farbintensitdt mit der jeweiligen
Anzahl gemessener Zellen ergeben (Kohtes, 1998).

IRS = 0 x n(Flo) + 0,25 x n(Flg25) + 1 x n(Fly) + 4 x n(Fly) + 9 x n(Flo)
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Tab. 9: Immunreaktiver Score (IRS) in Abh&ngigkeit von der Anfarbung der
Zellkerne.
IRS Mittlere Anfarbung der Zellkerne
0 negativ
1-125 sehr schwach positiv
126 — 500 schwach positiv
501 — 2000 mittel positiv
2000 - 4000 stark positiv

Tabelle 9 zeigt, dass bei einem IRS von Null sdmtliche Kerne negativ angefarbt
sind, es sind also keine Rezeptoren vorhanden. Liegt der IRS aber
beispielsweise bei 3000, so ist die durchschnittliche Farbeintensitat stark positiv.
Dies bedeutet, dass ein grosser Teil der Zellkerne stark positiv angefarbt ist,
obwohl auch negative, sehr schwach, schwach und mittelgradig positiv
angefarbte Zellkerne vorkommen kdnnen.

Zum Fotografieren einzelner Schnitte stand eine Digitalkamera (DC 480, Leica,
Heerbrugg, Schweiz) zur Verfligung.

2.5. Chymus-Analysen

2.5.1. Weender-Analyse

Die Weender-Analyse der aufgetauten Chymusproben wurde nach géangiger
Methode von Naumann und Bassler (1997) durchgefihrt. Dabei wurden
Trockensubstanz, Rohasche-, Rohfaser- und Rohprotein-Gehalt sowie die
Mengenelemente Kalzium (Ca), Phosphor (P) und Magnesium (Mg) bestimmt.
Einige Proben mussten aufgrund von Kieselsteinen oder anderen Fremdkérpern
ausgeschlossen werden.

2.5.2. Auswertungen

Statistisch ausgewertet wurden nur die Ca-, Mg- und P-Resultate. Diese drei
Mengenelemente wurden auf % Trockensubstanz (TS) umgerechnet.
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2.6. Blutanalysen

Zur Kontrolle des Mineralstoffwechsels der Tiere wurden die in Tabelle 10
aufgelisteten Parameter bestimmt. Die Analysen wurden mit dem Autoanalyser
COBAS MIRA (Roche Diagnostics, Basel, Schweiz) durchgeflhrt.

Tab. 10: Bestimmung der blutchemischen Parameter
Parameter Testkit Methode
Kalzium ABX Diagnostics A11A00112 Farbtest
Magnesium Roche 1489330 Farbtest
Phosphor ABX Diagnostics A11A00098 UV-Test

2.7. Statistische Auswertungen

Alle Resultate werden als Mittelwerte (MW) + Standardfehler (SF) dargestellt.

Die statistische Auswertung der Versuchsdaten erfolgte mittels des Systat-
Programmes (Systat 11, Systat Software, Inc., Point Richamond, CA 94804-
2028, USA). Zur Prifung der Resultate wurde eine wiederholte Varianzanalyse
ANOVA mit dem Faktor ,Group“ verwendet. Als Folgetest wurde ein Kruskal-
Wallis-Test durchgefihrt.

Das Signifikanzniveau wurde bei allen Prifverfahren bei a = 0,05 festgelegt.
Differenzen mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit p > 0,05 werden als nicht

signifikant (ns) und solche mit einem p < 0,05 als signifikant (*) bezeichnet.
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3. RESULTATE

Die folgenden Resultate sind als Mittelwerte (MW) der Gruppen mit Standardfehler

(SF) dargestellt. Fur die 36 Kihe, die in vier Gruppen eingeteilt wurden, gelten die

Definitionen nach Tabelle 11.

Die Differenz der beiden unidirektionalen Fluxe ergibt den Netto-Flux (Jnet =

Tab. 11: Gruppendefinition
Gruppe Rasse Alter Laktation-Nr.
BS, Brown Swiss < 4,5 Jahre 1
BSa Brown Swiss > 5,5 Jahre 2 bis 6
HF, Holstein Friesian < 4,5 Jahre 1
HF A Holstein Friesian > 5,5 Jahre 2 bis 7
3.1. Ca-Flux Messung in Duodenum und Colon

Jms -

Jsm). Ein negativer J,et weist auf eine Netto-Sekretion von Ca-lonen hin, ein positiver

Jnet auf eine Netto-Absorption.

Tab. 12: Ca-Fluxe im Duodenum
sm = serosal nach mukosal; ms = mukosal nach serosal
Gruppe
Fluxe BSJ BSA H FJ H I:A
sm-Fluxe 37,67 £4,82 42,05 + 3,28 29,47 + 3,19 52,93 + 2,41
ms-Fluxe 21,81 £ 3,39 2917 £ 2,47 18,97 £ 2,20 39,80 + 3,11
Netto-Fluxe -14,81 £ 2,19 -12,88 £ 4,29 -10,76 £ 1,76 -13,83 £ 3,83
Tab. 13: Ca-Fluxe im Colon
sm = serosal nach mukosal; ms = mukosal nach serosal
Gruppe
Fluxe BSJ BSA H |:J H I:A
sm-Fluxe 37,45 £ 2,62 39,88 + 5,29 35,24 £+ 1,52 36,66 + 1,88
ms-Fluxe 29,64 + 2,52 34,54 + 3,71 25,35+ 1,56 24,08 + 1,66
Netto-Fluxe -7,53+1,94 -6,33 £ 3,93 -8,97 + 2,09 -12,57 £+ 2,37
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Abb. 19: Vergleich der Ca-Nettofluxe im Duodenum der vier Gruppen
In den Box Plots dargestellt sind jeweils der Median und das 25 %- und 75 %-
Quantile; die ,Whiskers“ begrenzen das 10 %- und das 90 %-Quantil. Ausreisser
werden als Sterne dargestellt.
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Abb. 20: Vergleich der Ca-Nettofluxe im Colon der vier Gruppen
In den Box Plots dargestellt sind jeweils der Median und das 25 %- und 75 %-
Quantile; die ,Whiskers® begrenzen das 10 %- und das 90 %-Quantil. Extreme
Ausreisser werden als Kreise dargestellt.
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In beiden hier untersuchten Darmabschnitten (Duodenum und Colon) wurde eine
Netto-Sekretion festgestellt (Tab. 12 und 13; Abb. 17 und 18). Die Abbildungen 19
und 20 veranschaulichen die Ca-Netto-Fluxe bei den verschiedenen Gruppen. Alle
Box Plots liegen im negativen Bereich; nur einige wenige Ausreisser sind positiv, was
fur eine Ca-Absorption im Darm spricht. Ein signifikanter Gruppenunterschied konnte

weder im Duodenum (p = 0,831) noch im Colon (p = 0,411) festgestellt werden.

3.2. Immunhistochemischer Nachweis der Vitamin D-Rezeptoren

In den Vormagen (Pansen, Haube, Blattermagen) und im Labmagen (Labmagen
Fundus, Labmagen Pylorus) waren keine Vitamin D-Rezeptoren (VDR) nachweisbar
(Abb. 21).

3.2.1. Histomorphologische Beschreibung

Die Anfarbung der Kerne liess sich, wie in Kapitel 2.3.4. beschrieben, in funf
Kategorien einteilen: ,negativ®, ,sehr schwach®, ,schwach®, ,mittelmassig“ und ,stark®
positiv. Im Mikroskop stellen sich die negativ angefarbten Kerne blau (Gegenfarbung
mit Hamalaun nach Mayer (Bock, 1989)), die sehr schwach angefarbten grau bis
beige, die schwach angefarbten hellbraun, die mittelmassig angefarbten braun, die

stark angefarbten dunkelbraun dar.

In den beiden Duodenumabschnitten (Duodenum vor und nach Pankreas) zeigten
die Enterozyten der basalen Drusenschicht eine stark positive Farbreaktion. Die
Abbildungen 22 und 23 zeigen, dass auch das Zytoplasma dieser Zellen eine
mittelmassige Anfarbung aufweist. Daneben kamen aber auch Kerne mit negativer
und mittelmassiger Farbung vor. Die mittleren und oberflachlichen Drusenschichten
zeigten eine abgeschwachte Farbintensitat; eine zytoplasmatische Anfarbung kam
hier nicht mehr vor. Das Oberflachenepithel zeigte vorwiegend negativ, aber auch
einige sehr schwach bis schwach angefarbte Zellkerne.

Im Jejunum konnte ein ahnliches Anfarbemuster innerhalb der Schichten wie im
Duodenum erkannt werden (Abb. 24). Unterschiedlich war jedoch die Farbintensitat.
In der basalen Drisenschicht fanden sich vorwiegend mittelmassig angefarbte

Zellkerne, stark angefarbte waren in der Minderheit. Zudem gab es nur noch eine
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ganz schwache zytoplasmatische Farbreaktion in den basalen Drusenschichten.
Gegen das Oberflachenepithel hin nahm die Farbintensitat der Zellkerne wiederum
ab.

Bei der Betrachtung des lleums fiel auf, dass zwischen den Gruppen kein
einheitliches Bild vorhanden war. Die Gruppe HF, wies in der basalen Drisenschicht
vermehrt schwach bis mittelmassig angefarbte Enterozytenkerne auf, die mittlere und
oberflachliche Drisenschicht zeigte eine schwachere Anfarbung. Somit wies diese
Schicht eine hohere Dichte an positiven Zellkernen auf als die apikal gelegenen
Schichten. Bei den anderen drei Gruppen (BS,;, BSa und HF,) trat die starkste
Farbreaktion in der mittleren Drisenschicht auf. Das Oberflachenepithel zeigte nur
noch vereinzelte immunreaktive Zellkerne, welche sehr schwach bis schwach
angefarbt waren. Die Farbintensitat der Zellkerne fiel aber einheitlich bei allen Kihen
im Vergleich zu den weiter oral gelegenen Darmabschnitten ab. Im ganzen lleum
zeigte sich das Zytoplasma der Enterozyten als negativ.

Das Cacum war jener Darmabschnitt mit der schwachsten Farbreaktion. In der
basalen Driusenschicht waren wenige sehr schwach bis schwach positive
Enterozytenkerne zu erkennen, mehrheitlich waren aber die Zellkerne blau, also
negativ gefarbt. Die mittlere Drisenschicht wies eine hdhere Dichte an schwach bis
mittelmassig gefarbten Kernen auf, sogar einige stark angefarbte Zellkerne wurden
gefunden. Die Farbintensitdt nahm zu der oberflachlichen Drusenschicht und zum
Oberflachenepithel hin stark ab.

Die grosste Dichte der immunpositiven Zellkerne des Colons war in der mittleren
Drisenschicht lokalisiert (Abb. 25). Viele dieser Kerne waren mittelmassig bis stark
angefarbt, dazwischen waren aber auch immer negative Zellkerne zu finden. In der
basalen und oberflachlichen Drisenschicht kamen v.a. negative Enterozyten vor,
aber auch wenige positive Zellkerne mit Anfarbung aller Abstufungen konnten
vorgefunden werden. Im Oberflachenepithel waren neben den vielen negativen auch
vereinzelte sehr schwach bis schwach angefarbte Zellkerne zu erkennen. Das
Enterozyten-Zytoplasma war nicht angefarbt.

Die Anfarbung im Rektum zeigte ein dem vorhergehenden Darmabschnitt ahnliches
Verteilungsmuster, allerdings mit einer leichten Abschwachung der Immunreaktion
(Abb. 26). Mehrheitlich waren mittelmassig angefarbte Enterozytenkerne in der
mittleren und schwach gefarbte Zellkerne in der basalen und der oberflachlichen

Drisenschicht vorzufinden.
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Epithel

Stroma

100 pm

Abb. 21: Pansenzotte einer Kuh
Alle Zellkerne des Epithels und des Stromas sind blau, d.h. negativ gefarbt. Somit
konnte kein immunhistologischer Nachweis des VDR im Pansen gefunden werden.

Abb. 22: Immunhistologischer Nachweis des VDR im Duodenum vor Pankreas
(DvP) einer Kuh (HF,)

HF, = Holstein Friesian ,jung“;, BD = basale Drusenschicht; MD = mittlere
Drusenschicht; OD = oberflachliche Driisenschicht; EP = Oberflachenepithel
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(DnP) einer Kuh (HFA)

HFA = Holstein Friesian ,altY, BD = basale Drisenschicht; MD = mittlere
Drisenschicht;  OD = oberflachliche Driisenschicht; EP = Oberflachenepithel

(BSa)
BSA = Brown Swiss ,alt“; BD = basale Driisenschicht; MD = mittlere Drisenschicht;
OD = oberflachliche Drisenschicht; EP = Oberflachenepithel
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Abb. 25: Immunhistologischer Nachweis des VDR im Colon (Co) einer Kuh (BSa)
BSA = Brown Swiss ,alt“; BD = basale Driisenschicht; MD = mittlere Driisenschicht;
OD = oberflachliche Driisenschicht; EP = Oberflachenepithel

Abb. 26: Immunhistologischer Nachweis des VDR im Rektum (Re) einer Kuh
(BSh)

BSA = Brown Swiss ,alt“; BD = basale Driisenschicht; MD = mittlere Drisenschicht;
OD = oberflachliche Drisenschicht; EP = Oberflachenepithel
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Tab. 14:

Drusenschichten
DvP = Duodenum vor Pankreas; DnP = Duodenum nach Pankreas; Je = Jejunum; Il =
lleum; Ca = Cacum; Co = Colon; Re = Rektum; BD = basale Drusenschicht; MD =
mittlere Driisenschicht; OB = oberflachliche Driisenschicht; EP = Oberflachenepithel

Immunreaktiver Score (IRS) der sieben Darmabschnitte und der

Darmabschnitt

Schicht BSJ BSA H FJ H FA TOTAL
DvP BD 3174 + 201 | 2887 +179| 3266 + 144 | 3256 + 98| 3146 + 155
DvP MD 2479 £ 159 | 2275 +212| 2514 £ 179| 2600 + 144 | 2467 £ 173
DvP OD 212+ 70 197+ 35| 238+ 61 291+ 37| 235+ 50
DvP EP 98 + 43 162+ 76 70+ 24 48+ 17| 682+ 72
Total DvP 1491 £ 261 | 1380704 | 1522 £ 805| 1549 £ 809 | 1485+ 776
Summe DvP 5963 5520 6088 6195 5942
DnP BD 3005 +109| 2495+ 192 | 2997 +130| 2965+ 56| 2866 + 121
DnP MD 2694 + 180 | 2495 +116| 2639 +125| 2718 + 82| 2637 + 126
DnP OD 366+ 64| 331+ 47| 515+ 98| 310+ 59| 381+ 67
DnP EP 401 +107| 376 +107| 447 +104 189 + 51 872 + 102
Total DnP 1617 £ 715| 1424 £ 618 | 1650 £ 679 | 1546 £ 750 | 1559 * 690
Summe DnP 6466 5697 6599 6182 6236
Je BD 1680 £ 265| 1338 + 234 | 1998 + 161 | 1673 + 208 | 1673 + 217
Je MD 1422 + 233 | 1377 + 154 | 1384 + 141 | 1461 +174| 1411 + 176
Je OD 165+ 49 157 + 37 122+ 20 160+ 52| 151+ 39
Je EP 63+ 25 47 + 20 68+ 15 32+ 6| 381+ 58
Total Je 8331419 730%x363| 893*478| 8311428 822 * 420
Summe Je 3331 2920 3573 3326 3287
I BD 507 +212| 662+ 109| 1136 +268| 479+ 109| 696 +175

I MD 881+164| 790+150| 912+215| 709+117| 823 +162

Il OD 132+ 38 86+ 17 97+ 19 106 + 31 106 + 26

Il EP 54 + 36 42+ 13 58+ 21 34+ 12| 218+ 57
Total Il 394+£190| 395+193| 551+277| 332%+159, 418 £199
Summe Il 1575 1581 2204 1328 1672
CaBD 184 + 65 142+ 33| 297+ 71 193+ 63| 204 + 58
Ca MD 401 +109| 622+ 91 890 +138| 808 +160| 680+ 125
Ca oD 85+ 25| 222+ 49| 255+ 66| 337+ 99| 225+ 60
Ca EP 33+ 15 40+ 10 40+ 7 65+ 19| 140%+ 32
Total Ca 176 £ 81 257 £127| 370%x182| 351*162| 288 * 137
Summe Cé 703 1027 1481 1404 1154
CoBD 592 +179| 666 +228| 527 +116| 303+ 65| 522+ 147
Co MD 1259 + 234 | 1971 +135| 1681 +£121| 1795+ 131| 1677 £ 155
Co OD 338+146| 317+ 63| 322+115| 333+ 53| 327+ 94
Co EP 167 + 109 115+ 41 104 + 29 67+ 18| 353+ 82
Total Co 589 +240| 767 £417| 658 £352| 625+ 395 698 + 349
Summe Co 2356 3069 2634 2499 2639
Re BD 488 + 121 437 £102| 478+116| 317+ 71 430 £ 102
Re MD 1420 £ 233 | 1645+ 109| 1489 £ 155| 1648 + 224 | 1551 + 180
Re OD 315+ 43| 332+ 41 286 + 31 390+ 88| 331+ 51
Re EP 125+ 54 114+ 34 108 + 29 58+ 12| 101+ 56
Total Re 587 £287| 632+344| 590*309| 603 %355 603*323
Summe Re 2349 2529 2361 2413 2413
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3.2.2. Vergleich der vier Gruppen

Tabelle 14 zeigt die Ergebnisse des IRS in den sieben Darmabschnitten und in den

Drisenschichten. Es gibt keine einheitliche Gruppen-Reihenfolge beim Vergleich der

IRS-Summen (Tab. 15). Haufig zeigten die Kuhe der Brown Swiss Rasse (BS, und

BSa.) weniger starke Reaktionen beim immunhistochemischen Nachweis des VDR als

die Klhe der Holstein Friesian Rasse (HF, und HF,).

Tab. 15: Vergleich der Summe der IRS zwischen den vier Gruppen in den

verschiedenen Darmabschnitte
DvP = Duodenum vor Pankreas; DnP = Duodenum nach Pankreas; Je = Jejunum; Il =

lleum; Ca = Cacum; Co = Colon; Re = Rektum

Darmabschnitt

Gruppenvergleich

DvP
DnP
Je
I
Ca
Co
Re

BSa < BS, < HF, < HFA
BSa < HFA < BS, < HF,
BSa < HFA < BS, < HF,
HF A < BS, < BSa < HF,
BS, < BSa < HFA < HF,
BS, < HFA < HF,; < BSa
BS,< HF,; < HFA < BSa

Die statistische Auswertung des IRS in den verschiedenen Darmabschnitten zeigte

zwischen den vier Gruppen keinen signifikanten Unterschied (Tab. 16).

Tab. 16: Statistischer Vergleich zwischen den vier Gruppen
Gruppenvergleich p-Wert
BS, «~ BSa 0,483
BS, & HF, 0,078
BS, & HFa 0,633
BSAr < HF, 0,291
BSa < HFa 0,771
HF, « HFa 0,170
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3.2.3. Vergleich der einzelnen Darmabschnitte

In allen sieben Darmabschnitten (Abb. 27; Tab. 14) waren immunhistochemische

Farbreaktionen festzustellen.

2500
2000
2 1500 0BSJ
= BSA
3
5 m HFJ
£ 1000 ]
£ ] m HFA
500 |
o
DvP Il Ca Co Re
Abb. 27: Immunreaktiver Score (IRS) der einzelnen Darmabschnitte

DvP = Duodenum vor Pankreas; DnP = Duodenum nach Pankreas; Je = Jejunum; Il =
lleum; Ca = Cacum; Co = Colon; Re = Rektum

Die Immunreaktiven Scores (IRS) zeigten, dass die starkste Farbreaktion in den
beiden Duodenumabschnitten (Summe des IRS: DvP: 5942 und DnP: 6236; mit
einem p-Wert von 0,081) auftrat. In allen weiteren Abschnitten wurden dagegen
signifikant weniger VDR als in den beiden Duodenumsabschnitten verzeichnet (p-
Wert jeweils < 0,001).

Der IRS im Jejunum zeigte gegenuber demjenigen von lleum und Cacum einen
signifikanten Unterschied (p jeweils < 0,001), jedoch keinen gegeniber dem Colon (p
= 0,385) und dem Rektum (p = 0,372). Das lleum wies einen signifikant niedrigeren
IRS-Mittelwert gegentber dem Colon (p = 0,004) und dem Rektum (p = 0,003) auf,
jedoch keinen gegenliber dem Cacum (p = 0,328). Einen signifikanten Anstieg des
IRS gab es zwischen Cacum und Colon (p < 0,001) sowie zwischen Cacum und
Rektum (p < 0,001). Keinen signifikanten Unterschied im IRS gab es zwischen Colon
und Rektum (p = 0,921). Folgende IRS-Reihenfolge mit jeweils abgestuften
Intensitaten wurde festgestellt: Duodenum vor und nach Pankreas > Jejunum >
Colon, Rektum > lleum, Cacum (Abb. 27; Tab. 14)

51



Resultate

Wie in Tabelle 17 dargestellt, zeigten die Darmabschnitte Duodenum vor Pankreas
zu Duodenum nach Pankreas sowie Colon zu Rektum nahezu dieselbe Reaktivitat
bei den einzelnen Gruppen (F = 1,00). Der grésste Faktor wurde jeweils zwischen
Duodenum vor und nach Pankreas und dem Cacum (F > 4,11) ermittelt. Das heisst,
die MW des Duodenums vor und nach Pankreas lagen bei allen Gruppen um den
Faktor 4,11 (und mehr) héher als die MW des Cacums.

Tab. 17: Faktorenberechung: Division der MW (Tab. 14) der jeweiligen

Darmabschnitte
DvP = Duodenum vor Pankreas; DnP = Duodenum nach Pankreas; Je = Jejunum; Il =
lleum; Ca = Cacum; Co = Colon; Re = Rektum

Faktor BS, BSa HF, HFa
DvP / DnP 0,92 0,97 0,92 1,00
DvP / Je 1,79 1,89 1,70 1,86
DvP /I 3,79 3,49 2,76 4,66
DvP /Ca 8,48 5,37 4,11 4,41
DvP / Co 2,53 1,80 2,31 2,48
DvP / Re 2,54 2,18 2,58 2,57
DnP / Je 1,94 1,95 1,85 1,86
DnP /I 4,11 3,60 2,99 4,66
DnP / Ca 9,20 3,58 4,46 4,40
DnP / Co 2,74 1,86 2,51 2,47
DnP /Re 2,75 2,25 2,80 2,56
Je/ll 2,11 1,85 1,62 2,50
Je/Ca 4,74 2,84 2,41 2,37
Je/Co 1,41 0,95 1,36 1,33
Je/Re 1,42 1,15 1,51 1,38
I/ Céa 2,24 1,54 1,49 0,95
I1/ Co 0,67 0,52 0,84 0,93
I/ Re 0,67 0,63 0,93 0,55
Ca/Co 0,30 0,33 0,56 0,56
Ca/Re 0,30 0,41 0,63 0,58
Co/Re 1,00 1,21 1,12 1,04
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3.2.4. Vergleich der einzelnen Drisenschichten

Das Verteilungsmuster der VDR war von Darmabschnitt zu Darmabschnitt
verschieden. Abbildung 28 zeigt, dass in den ersten drei Darmabschnitten (DvP,
DnP, Je) die grosste VDR-Menge in den basalen Drusenschicht (BD) zu finden war.
Ab dem lleum nach aboral verlagerten sich die starkste VDR-Immunreaktion in die
mittlere Drusenschicht (MD). Cacum, Colon und Rektum zeigten sogar einen
prozentualen VDR-Anteil von = 50 % in der mittleren Drisenschicht. Einen weitaus
geringeren Anteil an VDR wiesen die oberflachliche Drusenschicht (OD) und das
Oberflachenepithel (EP) auf.
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Abb. 28: Prozentuale Verteilung der VDR in den vier Drusenschichten

DvP = Duodenum vor Pankreas; DnP = Duodenum nach Pankreas; Je = Jejunum; Il =
lleum; Ca = Cacum; Co = Colon; Re = Rektum; BD = basale Drlisenschicht; MD =
mittlere Driisenschicht; OB = oberflachliche Driisenschicht; EP = Oberflachenepithel

Die statistische Uberpriifung (Faktor ,Group“) des IRS der vier Driisenschichten (BD,
MD, OD, EP) ergab bei allen 36 Kiihe ein signifikanter Unterschied (p < 0,001).
FUr die statistische Auswertung wurden die Gruppen einzeln untersucht. Zudem
wurden jeweils nur die Drusenschichten, die aneinandergrenzten, analysiert (Tab.
18): Basale gegen mittlere Drusenschicht (a), mittlere gegen oberflachliche
Drisenschicht (b) und oberflachliche Drisenschicht gegen Oberflachenepithel (c)
(Abb. 29 bis 32). In allen Darmabschnitten wurde ein signifikanter Unterschied
zwischen mittlerer und oberflachlicher Drusenschicht (b) aufgezeigt. Das Rektum
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zeigte bei allen Gruppen einen signifikanten Unterschied zwischen den

aneinandergrenzenden Drisenschichten auf (abc).

Tab. 18: Statistische Auswertung zwischen den einzelnen Drusenschichten:
Angabe des p-Wertes
DvP = Duodenum vor Pankreas; DnP = Duodenum nach Pankreas; Je = Jejunum; Il =
lleum; Ca = Cacum; Co = Colon; Re = Rektum; BD = basale Drusenschicht; MD =
mittlere Drusenschicht; OB = oberflachliche Drisenschicht; EP = Oberflachenepithel

apschitt | vergieic | BSy | BSa | HF, | HF4

DvP BD < MD 0,019 ns 0,004 0,005
MD < OD < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001

OD « EP ns ns 0,012 < 0,001

DnP BD <~ MD ns ns ns 0,031
MD < OD 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001

OD <« EP ns ns ns ns

Je BD <~ MD ns ns 0,019 ns
MD <« OD < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001

OD < EP ns 0,007 0,024 0,003

I BD <~ MD ns ns ns ns
MD <« OD 0,001 < 0,001 < 0,001 0,001

OD <« EP ns 0,027 ns ns

Ca BD <~ MD ns 0,001 0,005 0,002
MD « OD 0,016 0,005 0,004 0,019

OD < EP ns 0,002 0,003 0,002

Co BD «~ MD ns 0,003 < 0,001 < 0,001
MD « OD 0,002 < 0,001 < 0,001 < 0,001

OD < EP 0,031 0,019 0,038 0,001

Re BD «~ MD 0,004 < 0,001 0,001 0,001
MD < OD < 0,001 < 0,001 < 0,001 0,002

OD « EP 0,019 0,003 0,003 0,002

Bei der Gruppe BS, (Abb. 29) gab es im Duodenum vor Pankreas einen signifikanten
Unterschied zwischen der basalen und der mittleren sowie zwischen der mittleren
und der oberflachlichen Drusenschicht. In den darauf folgenden Abschnitten (DnP,
Je, I und Ca) wies nur die mittlere gegenuber der oberflachlichen Drisenschicht
einen signifikant hdheren IRS Wert auf. Im Colon bestand zwischen der mittleren und

der oberflachlichen Drisenschicht und auch zwischen der oberflachlichen
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Drusenschicht und dem Oberflachenepithel ein signifikanter Unterschied. Das
Rektum, wies, wie schon erwahnt, zwischen allen aufeinander folgenden Schichten

eine Signifikanz auf.

Die statistische Auswertung der immunpositiven Zellen bei der Gruppe BSa (Abb. 30)
ergab in beiden Duodenumsabschnitten jeweils einen signifikanten Unterschied
zwischen der mittleren gegenliber der oberflachlichen Drisenschicht. In den beiden
nachfolgenden Darmabschnitten wurde jeweils zwischen der mittleren und der
oberflachlichen sowie zwischen der oberflachlichen Drisenschicht und dem
Oberflachenepithel eine signifikante Differenz festgestellt. In den letzten drei
Darmabschnitten gab es folgende signifikanten Unterschiede: basale zu mittlerer;

mittlere zu oberflachlicher und oberflachliche Driusenschicht zum Oberflachenepithel.

Bei der Gruppe HF,; (Abb. 31) ergaben sich im Duodenum nach Pankreas und im
lleum keine signifikanten Unterschiede des IRS zwischen den jeweiligen
Drusenschichten. Ausnahme war die Signifikanz zwischen der mittleren und der
oberflachlichen Drusenschicht. Alle anderen Darmabschnitte wiesen eine signifikante

Differenz des IRS zwischen den jeweils vorangegangenen Drisenschichten auf.

In der Gruppe HFa (Abb. 32) konnte im Duodenum vor Pankreas, Cacum, Colon und
Rektum zwischen allen aufeinander folgenden Drusenschichten signifikante IRS-
Unterschiede festgestellt werden. Das Duodenum nach Pankreas wies zwischen
basaler und mittlerer sowie mittlerer und oberflachlicher Drisenschicht signifikante
Differenzen auf. Einen signifikant tieferen IRS gab es im Jejunum in der
oberflachlichen Drusenschicht und Oberflachenepithel gegenuber der voran-
gegangenen Drusenschicht. Im lleum bestand nur zwischen mittlerer und

oberflachlicher Driisenschicht eine signifikante Differenz.
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Abb. 29: Immunreaktiver Score (IRS) der verschiedenen Darmabschnitte sowie

die jeweilige Drusenschichtverteilung bei der Gruppe BS,

* bedeutet einen signifikanten Unterschied (p < 0.05) vom IRS des vorangehenden
Darmabschnittes.

a bedeutet einen signifikanten Unterschied (p < 0.05) zwischen der basalen (BD) und
der mittleren Drisenschicht (MD).

b bedeutet einen signifikanten Unterschied (p < 0.05) zwischen der mittleren (MD)
und der oberflachlichen Driisenschicht (OD).

¢ bedeutet einen signifikanten Unterschied (p < 0.05) zwischen der oberflachlichen
Drisenschicht (OD) und dem Oberflachenepithel (EP).

DvP = Duodenum vor Pankreas; DnP = Duodenum nach Pankreas; Je = Jejunum; Il =

lleum; C4 = Cacum; Co = Colon; Re = Rektum; BD = basale Drisenschicht; MD =
mittlere Drisenschicht; OB = oberflachliche Drisenschicht; EP = Oberflachenepithel
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Abb. 30: Immunreaktiver Score (IRS) der verschiedenen Darmabschnitte sowie
die jeweilige Drusenschichtverteilung bei der Gruppe BSa
(Legende: Vergleich Abb. 29)
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Abb. 31: Immunreaktiver Score (IRS) der verschiedenen Darmabschnitte sowie

die jeweilige DrUsenschichtverteilung bei der Gruppe HF,
(Legende: Vergleich Abb. 29)
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Abb. 32: Immunreaktiver Score (IRS) der verschiedenen Darmabschnitte sowie

die jeweilige Drusenschichtverteilung bei der Gruppe HFa
(Legende: Vergleich Abb. 29)

3.3. Ca-, Mg- und P-Gehalt im Chymus

Die Daten der Chymusanalysen sind auf % Trockensubstanz (TS) umgerechnet.

3.3.1. Ca-Gehalt im Chymus
Tab. 19: Ca-Gehalt im Chymus der verschiedenen GIT-Abschnitte.
Abschnitcfruppe BSJ BSA H FJ H FA
Pansen 0,633 £0,078 | 0,785+0,108 | 0,686 + 0,076 | 0,575+ 0,038
Haube 2,320 £ 0,634 | 1,061+0,163 | 2,385+0,791 | 1,357 +0,188
Blattermagen | 1,401 +0,178 | 1,295+ 0,141 | 1,226 + 0,142 | 1,240 + 0,106
Labmagen 0,401 £0,062 | 0,540+ 0,107 | 0,648 +0,179 | 0,505+ 0,105
Duodenum 0,454 £ 0,110 | 0,689 + 0,073 | 0,693 + 0,088 | 0,482 + 0,099
Jejunum 0,935+0,172 | 1,426 +0,243 | 1,053 +0,194 | 0,744 + 0,126
lleum 1,323 £ 0,265 | 1,630+0,155 | 1,083 +0,244 | 1,521 £ 0,582
Cacum 1,936 £0,245 | 1,898 +0,146 | 1,743+£0,141 | 1,725+ 0,126
Colon 2,083+0,214 | 2,118+0,234 | 1,833+0,157 | 1,700 £ 0,262
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Die Abbildungen 33 und 34 zeigen den Ca-Gehalt (Tab. 19) in den einzelnen GIT-
Abschnitten der vier Gruppen. Der Ca-Gehalt im Chymus steigt in der Haube und im
Blattermagen an und fallt anschliessend im Labmagen wieder stark ab (Abb. 33). Im
Darmtrakt nimmt der Ca-Gehalt nach aboral zu (Abb. 34).

Die statistische Uberpriifung des Ca-Gehaltes im Chymus zeigte keine signifikanten
Unterschiede zwischen den vier Gruppen, jedoch einige signifikante Abweichungen

zwischen den verschiedenen Darmabschnitten (Tab. 20).

Tab. 20: Ca-Gehalt im Chymus: p-Werte zwischen den Darmabschnitten
Pa = Pansen; Ha = Haube; Bm = Blattermagen; Lm = Labmagen; Du = Duodenum);

Je = Jejunum; Il = lleum; Ca = Cacum; Co = Colon
e | pwert| [ DTmemeeife T e
Pa < Ha < 0,001 Pa < Bm < 0,001
Pa < Lm 0,001 Pa < Du ns
Pa « Je 0,004 Pa « Il < 0,001
Pa « Ca < 0,001 Pa « Co < 0,001
Ha < Bm ns Ha <~ Lm < 0,001
Ha < Du < 0,001 Ha <« Je 0,033
Ha < |l ns Ha « Ca 0,008
Ha < Co 0,003 Bm < Lm < 0,001
Bm < Du < 0,001 Bm < Je 0,030
Bm < |l ns Bm —~ Ca < 0,001
Bm < Co < 0,001 Lm < Du ns
Lm < Je < 0,001 Lm < |l < 0,001
Lm - Ca < 0,001 Lm < Co < 0,001
Du « Je 0,001 Du « |l < 0,001
Du «~ Ca < 0,001 Du « Co < 0,001
Je & |l 0,033 Je & Ca < 0,001
Je & Co < 0,001 Il & Ca 0,008
I - Co 0,001 Ca « Co ns

Abbildung 33 stellt den Ca-Gehalt in den Vormagen und im Labmagen bei den vier
Gruppen dar. Der Ca-Gehalt im Pansen zeigt signifikant niedrigere Werte gegenuber
Haube, Blattermagen, Jejunum, lleum, Cacum und Colon und signifikant hohere
gegenuber dem Labmagen. Der Ca-Gehalt im Duodenum unterschied sich nicht

signifikant (ns) von dem im Pansen.
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Gegenuber der Haube wiesen Labmagen, Duodenum, Jejunum, Cacum und Colon
signifikant unterschiedliche Ca-Werte auf. Im Vergleich zum Blattermagen waren die
Ca-Gehalte in Labmagen, Duodenum und Jejunum signifikant niedriger. Im Cacum
und Colon stieg der Ca-Gehalt signifikant an. Einen signifikanten Ca-Gehalt von p <
0,001 besass der Labmagen gegenuber Jejunum, lleum, Cacum und Colon.

Im Duodenum gab es gegenlber den nachfolgenden Darmabschnitten einen
signifikant niedrigeren des Ca-Gehalt. Abbildung 34 zeigt, dass auch das Jejunum
gegenuber seinen nachfolgenden Darmabschnitten einen signifikant tieferen Ca-
Gehalt aufweist. Zwischen lleum und Cacum sowie lleum und Colon zeigte sich
eine signifikante Erhdhung des Ca-Gehaltes im Chymus. Keinen signifikanten

Unterschied im Ca-Gehalt gab es zwischen Cacum und Colon.
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Abb. 33: Ca-Gehalt im Chymus der Vormagen und des Labmagens
Pa = Pansen; Ha = Haube; Bm = Blattermagen; Lm = Labmagen
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3.3.2. Mg-Gehalt im Chymus

Mg-Gehalt im Chymus der verschiedenen GIT-Abschnitte

Tab. 21:
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Der Mg-Gehalt im Chymus (Tab. 21) zeigte einen ahnlichen Verlauf wie jener des
Ca-Gehaltes. Der Mg-Gehalt hielt sich in den Vormagen und im Labmagen mehr
oder weniger konstant zwischen 0,05 und 0,15 auf (die Gruppe der HFa wies
vorallem im Blattermagen hohere Werte auf) (Abb. 35), aber in den Darmabschnitten
konnte ein allmahlicher Anstieg des Mg-Gehaltes auf Uber 0,30 festgestellt werden
(Abb. 36).

Auch hier lag kein signifikanter Unterschied im Mg-Gehalt zwischen den vier
Gruppen vor. Dafiir konnten wiederum signifikante Abweichungen des Mg-Gehaltes

zwischen den einzelnen Darmabschnitten gefunden werden (Tab. 22).

Tab. 22: Mg-Gehalt im Chymus: p-Werte zwischen den Darmabschnitten
Pa = Pansen; Ha = Haube; Bm = Blattermagen; Lm = Labmagen; Du = Duodenum;

Je = Jejunum; Il = lleum; Ca = Cacum; Co = Colon

Darmabsc_:hnitts- p-Wert Darmabsc_:hnitts- p-Wert

vergleiche vergleiche
Pa < Ha 0,005 Pa < Bm ns
Pa < Lm ns Pa < Du 0,015
Pa « Je < 0,001 Pa « |l < 0,001
Pa « Ca < 0,001 Pa < Co < 0,001
Ha < Bm 0,020 Ha < Lm 0,001
Ha < Du ns Ha < Je 0,005
Ha < Il 0,003 Ha — Ca < 0,001
Ha < Co < 0,001 Bm < Lm ns
Bm < Du ns Bm <« Je < 0,001
Bm < |l < 0,001 Bm - Ca < 0,001
Bm < Co < 0,001 Lm < Du 0,004
Lm < Je < 0,001 Lm < | < 0,001
Lm « Ca < 0,001 Lm < Co < 0,001
Du « Je < 0,001 Du « |l < 0,001
Du « Ca < 0,001 Du « Co < 0,001
Je « |l ns Je & Ca 0,001
Je & Co < 0,001 Il — Ca ns
I < Co 0,022 Ca - Co ns
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Der Mg-Gehalt im Pansen besass gegenlber demjenigen der Haube eine
signifikante Abweichung von p = 0,005. Gegenuber allen Darmabschnitten gab es im
Pansen einen signifikant hoheren Mg-Gehalt. Die Haube zeigte sowohl gegenuber
dem Blattermagen und dem Labmagen, aber auch gegentber den Darmabschnitten
Jejunum, lleum, Cacum und Colon eine signifikante Differenz im Mg-Gehalt. Eine
signifikante Erhéhung des Mg-Gehaltes von p < 0,001 besass der Blattermagen
gegenuber dem Jejunum, lleum, Cacum und Colon. Der Mg-Gehalt im Labmagen
unterschied sich signifikant gegenuber allen nachfolgenden Darmabschnitten. Die
graphische Darstellung der Vormagen und des Labmagens wird in Abbildung 35
veranschaulicht.

Einen signifikanten p-Wert von p < 0,001 zeigte der Mg-Gehalt im Duodenum
gegenuber demjenigen im Jejunum, lleum, Cacum und Colon. Signifikant tiefere Mg-
Gehalte wies das Jejunum gegenuber dem Cacum und dem Colon auf. Der Mg-

Gehalt im lleum zeigt signifikant niedrigere Werte gegenuber Colon (Abb. 36).
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Abb. 35: Mg-Gehalt im Chymus der Vormagen und des Labmagens
Pa = Pansen; Ha = Haube; Bm = Blattermagen; Lm = Labmagen
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Abb. 36:

Mg-Gehalt im Chymus der verschiedenen Darmabschnitte

Du = Duodenum; Je = Jejunum; Il = lleum; Ca = Cacum; Co = Colon

3.3.3. P-Gehalt im Chymus
Die MW des P-Gehaltes im Chymus der 36 Kuhe variierten zwischen 0,557 und
1,016 % TS. Anders als beim Ca- und Mg-Gehalt, gab es im Chymus der Kiuihe keine

grossen Schwankungen im P-Gehalt.

Tab. 23: P-Gehalt im Chymus der verschiedenen GIT-Abschnitte

Abschnitcfruppe BSJ BSA H FJ H |:A
Pansen 0,637 £ 0,050 | 0,803 +0,106 | 0,614 + 0,055 | 0,758 + 0,089
Haube 0,851 £ 0,065 | 1,016 +£0,211 | 0,700 £ 0,052 | 0,946 + 0,090
Blattermagen | 0,905+ 0,118 | 0,940 £ 0,065 | 0,737 £ 0,092 | 0,896 + 0,068
Labmagen 0,611 +£0,060 | 0,673 +0,066 | 0,557 + 0,087 | 0,648 + 0,087
Duodenum 0,877 £0,116 | 0,944 + 0,079 | 0,818 £0,071 | 0,745 £ 0,081
Jejunum 0,703 £ 0,083 | 0,694 +0,065 | 0,635+0,081 | 0,631+ 0,074
lleum 0,661 +£0,104 | 0,647 +£0,065 | 0,592 + 0,122 | 0,745 + 0,268
Cacum 0,803 £ 0,083 | 0,693 +0,050 | 0,646 £ 0,070 | 0,779 £ 0,064
Colon 0,934 + 0,103 | 0,762 £ 0,091 | 0,696 £ 0,086 | 0,936 + 0,084
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Im Gegensatz zu den anderen beiden Mineralstoffelementen, zeigte sich beim P-
Gehalt im Chymus ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen (Tab. 24).
Die Gruppe HF, zeigte gegenuber allen anderen Gruppen einen signifikanten

Unterschied.

Tab. 24: Statistischer Vergleich des P-Gehaltes im Chymus (Kruskal-Wallis Test)

Gruppenvergleich p-Wert
BS, «~ BSa ns
BS, & HF, 0,024
BS, & HFa ns
BSAr < HF, 0,013
BSa <« HFa ns
HF, « HFa 0,050

Zwischen den einzelnen Vormagen- (Abb. 37) und Darmabschnitten (Abb. 38)
zeigten sich folgende signifikante Unterschiede des P-Gehaltes (Tab. 25):

Der Pansen besass eine signifikante Differenz im P-Gehalt gegenltber demjenigen
der Haube, des Blattermagens, des Duodenums und dem Colon. Der P-Gehalt in der
Haube zeigt signifikant hohere Werte gegentber Labmagen, Jejunum, lleum und
Cacum. Der P-Gehalt im Blattermagen wies eine signifikante Abweichung gegentber
demjenigen im Labmagen, im Jejunum, im lleum und im Cacum auf. Im Vergleich
zum Labmagen waren die P-Gehalte im Duodenum, Cacum und Colon signifikant
unterschiedlich.

Mit Ausnahme des Colons, besass das Duodenum gegenuber den nachfolgenden
Darmabschnitten eine signifikante Differenz im P-Gehalt. Einen signifikanten
Unterschied im P-Gehalt bestand auch zwischen Jejunum und Colon sowie lleum

und Colon.
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Tab. 25: P-Gehalt im Chymus: p-Werte zwischen den Darmabschnitten
Pa = Pansen; Ha = Haube; Bm = Blattermagen; Lm = Labmagen; Du = Duodenum;

Je = Jejunum; Il = lleum; Ca = Cacum; Co = Colon
Darmabschnitts- p-Wert Darmabschnitts- p-Wert

vergleiche vergleiche

Pa < Ha 0,004 Pa < Bm 0,003
Pa < Lm ns Pa < Du 0,002
Pa < Je i Pa « Il ns
Pa — Ci ns Pa « Co 0,014
Ha < Bm ns Ha < Lm < 0,001
Ha < Du ns Ha < Je 0,004
Ha « |l 0,005 Ha « Ca 0,050
Ha <« Co ns Bm < Lm < 0,001
Bm < Du ns Bm o Je 0,002
Bm o Il 0,004 Bm < C3a 0,026
Bm < Co ns Lm < Du < 0,001
Lm < Je ns Lm « I ns
Lm < C3 0,015 Lm < Co < 0,001
Du < Je 0,004 Du < |l 0,005
Du « Ca 0,026 Du « Co ns
Je & |l ns Je « Ca ns
Je & Co 0,020 Il < Ca ns
Il  Co 0,014 Ca « Co ns
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3.4. Blutanalyse

Die Daten der drei Parametern Ca, Mg und P werden als MW * SF dargestellt.

Tab. 26: Mittlere Ca-, Mg- und P-Konzentration (£ SF) im Blutserum
BS, BSa HF, HF A
Ca (mmol/l) 2,43 £ 0,09 2,44 + 0,05 2,52 £ 0,07 2,41+ 0,08
Mg (mmol/l) 0,89 £ 0,03 0,95+ 0,03 0,96 + 0,03 0,94 + 0,05
P (mmol/l) 1,54 + 0,07 1,63 +0,12 1,50 £ 0,14 1,35+ 0,13

Die von uns gemessenen Konzentrationen an Ca, Mg und P im Blut der Tiere (Tab.

26) lagen alle im Referenzbereich (Referenzwerte fir Rinder (3 — 11 Jahre) aus der
Veterinarmedizinische Klinik der Universitét Ziirich; auf COBAS MIRA® bestimmt).
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4. DISKUSSION

Das Ziel dieser Arbeit war die Messung von Ca-Fluxen in verschiedenen
Darmabschnitten von Kihen unter Bertcksichtigung der Faktoren Alter und Rasse
sowie der Nachweis von Vitamin D-Rezeptoren (VDR) im Gastrointestinaltrakt (GIT).
Im Rahmen der Untersuchungen wurden Schlachtkihe verwendet, welche alle
laktierend waren. Die Fltterung, ein wichtiger Faktor der Gebéarparese-Erkrankung
(Kapitel 1.3.3.) konnte nicht weiter abgeklart werden, da es nicht moglich war,

Rucksprache mit den Besitzern zu halten.

4.1. Ca-Fluxe im Gastrointestinaltrakt

Zur Messung der unidirektionalen Ca-Fluxraten wurde eine modifizierte Form der
Ussing-Kammer-Methode nach Ussing und Zehran (1951) angewendet. In dieser
modifizierten Form wurde sie seit Jahrzehnten zur Erforschung intestinaler
Transportprozesse sowohl beim Monogastrier als auch beim Wiederkauer
eingesetzt.

In Tabelle 27 sind verschiedene Studien zusammengefasst, die zeigen, dass beim
Rind in den GIT-Abschnitten sowohl eine Ca-Absorption als auch eine Ca-Sekretion
moglich ist. Allerdings wurde nicht zwischen aktiven und passiven
Transportvorgangen differenziert. Bei allen aufgefiihrten Studien handelt es sich um
Untersuchungen, bei welchen die Ca-Bilanz beim Rind miterfasst wurde. Es wurden
sowohl die alimentare Ca-Aufnahme als auch die fékalen Ca-Verluste gemessen.
Wasserman und Fullmer (1983) zeigten, dass die Bedeutung des parazellularen
Transportes fur die Ca-Absorption mit steigender Konzentration an freiem Ca im
Chymus zunimmt. Bei verschiedenen anderen Studien (Nellans, 1988, 1990; Goff
und Horst, 1994; Horst et al., 1994) konnten &hnliche Resultate erzielt werden. Tiere,
welche hohe Ca-Gaben erhielten, nahmen mehr als 50 % des Ca passiv Uber den
parazellularen Transportweg auf. Ist hingegen wenig Ca im Darmtrakt der Tiere
vorhanden, wird Ca v.a. aktiv absorbiert (Bronner, 1987).
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Ca-Bewegungen im Gastrointestinaltrakt von Rindern (alle Angaben in %,).
(positive Werte bedeuten Nettoabsorption, negative eine Nettosekretion)

. Dinn- Dick-
alimentare Vor- darm darm
Aufnahme | magen Faeces | Bilanz Autor
Intestinal
15,2 2,8 -0,5 1,4 3,7 | Greene et al.,
14,7 4,0 -2,4 1,5 3,0 | 1983
14,3 2,2 -0,5 ,9 2,7
14,4 16,9 3,1 Goetsch und
23,0 31,3 4,6 Owens, 19852
27,7 30,9 4.1
63,6 110,2 8,3
34,7 3,1 -1,0 -0,8 33,3 1,5 | Greene et al.,
32,8 5,8 2,7 -1,0 30,4 2,4 |1988°
24,9 1,2 3,7 -3,9 23,9 0,2 | Khorasani und
25,1 1,8 2,5 0,1 20,7 3,5 | Armstrong,
25,2 1,1 2,9 -1,4 22,6 2,1 |1992*
51,4 20,9 -0,8 -0,4 31,7 18,2
48,2 14,5 1,4 0,5 31,8 17,4
51,7 19,8 -3,3 -1,0 36,2 13,8
33,6 1,6 -4,1 4,5 31,6 1,0
37,1 54 -1,1 -0,2 33,0 4.4
170,0 14,6 -1,8 157,2 12,8 | Rahnema et al,,
189,8 6,8 6,6 176,5 13,9 | 1994°
199,5 13,8 -13,1 198,7 0,7
189,5 -13,3 27,9 174.9 14,6
199,7 15,9 6,6 177,2 225
18,0 -5,0 11,6 11,5 6,6 | Zinn und Shen,
17,6 -5,9 12,9 10,6 7,0 | 1996°
39,5 3,3 13,7 22,6 17,0
40,3 -4,6 16,6 28,3 12,0
17,8 -5,5 12,2 11,0 6,8
39,9 -0,7 15,1 25,4 14,5
28,8 -0,9 12,7 17,0 11,8
28,9 -5,2 14,7 19,5 9,5
231,0 49,8 24,6 156,5 74,4 | Khorasani et al,,
150,0 19,1 28,0 107,4 40,9 | 1997°
118,0 6,5 28,6 83,6 34,7
115,0 -0,9 36,8 78,6 35,9
-14,8 -7,5 eigene Versuche
-12,9 -6,3
-10,8 -9,0
-13,8 -12,6

' Die Ration der Tiere enthielt verschieden hohe Kalium-Mengen.
2 Die Ration der Tiere bestand zu 88 % aus Konzentrat.

% Die Ration der Tiere enthielt Monensin.

* Es wurden verschiedene Diaten verfittert

® Die Ration der Tiere enthielt hohe Fettgehalte.

® Es wurden verschiedene Silagen verfittert.
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Die Ergebnisse dieser Studien (Tab. 27) lassen ein gewisses Muster erkennen. Die
mit der Futterration aufgenommene Menge an Ca spielt eine entscheidende Rolle bei
der Ca-Absorption: je mehr Ca darin enthalten ist, desto héher war die praintestinale
Nettoabsorption. Ricken (2005) veranschaulichte in ihrer Dissertation die
praintestinale Resorption von Ca bei Rindern in Abhangigkeit von der taglichen Ca-
Aufnahme (Abb. 39). Ihre Daten basieren auf denselben Literaturangaben, wie sie in
Tabelle 27 aufgelistet sind. Zu beachten ist, dass es sich bei den genannten Studien
(Tab. 27) um sehr inhomogenes Tiermaterial handelt.
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Abb. 39: Praintestinale Ca-Resorption in Abhangigkeit von den taglichen
alimentaren Ca-Aufnahmen. (Ricken, 2005)

In der Studie von Breves und Schrdder (2005) zeigte sich ein Ubereinstimmendes
Bild (Abb. 40) mit jenen Ergebnissen von Ricken (2005): eine erhéhte praduodenale
Ca-Nettoabsorption wurde bei laktierenden Milchkiihen mit einer hohen taglichen Ca-
Aufnahme gemessen. Die Milchkihe wurden mit Duodenalkanilen ausgestattet,
wobei aber hier keine Unterscheidung zwischen aktiven und passiven Ca-Fluxen
moglich war.
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mittel
Ca-Aufnzhme

Abb. 40: Praduodenuale Ca-Nettoabsorption bei laktierenden Milchkihen mit

unterschiedlicher taglicher Ca-Aufnahme.
niedrig = 62 g; mittel = 98 g; hoch = 165 g (Breves und Schréder, 2005)

Bei Ziegen bewirkte eine Verminderung der Ca-Zufiitterung einen Anstieg der
1,25(0OH).D3-Plasma Konzentration und l6ste dadurch eine signifikante Erhéhung der
aktiven Ca-Nettoabsorption im Pansen um 50 % aus. Der gleiche Versuchsansatz
bei Schafen I6ste wiederum eine Steigerung des 1,25(0OH).D3-Plasma-Spiegels aus.
Aber im Gegensatz zu den Ziegen rief es keine Stimulation der Ca-Absorption im
Pansen hervor (Schréder et al., 1997, Breves und Schrdder, 2005). Zwischen den
einzelnen Spezies bestehen Unterschiede im Ca-Stoffwechsel und somit kdénnen
nicht immer VerknUpfungen von einer Wiederk@uerspezies auf die andere hergestellt

werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Ca-Fluxe im Duodenum und Colon gemessen.
Bei beiden untersuchten Darmabschnitten wurde eine Nettosekretion festgestellt.
Einige Studien, welche ebenfalls eine Ca-Nettosekretion beschreiben, sind in Tabelle
27 aufgelistet. So beobachteten Greene et al. (1983), dass bei sechs jungen Stieren
(Angus x Simmentaler; in 3 Gruppen unterteilt) eine Ca-Nettoabsorption in den
Vormagen und im Dickdarm, im Dinndarm hingegen eine Ca-Nettosekretion erfolgte.
Bei einer spateren Studie fanden Greene et al. (1988) bei der Uberprifung des
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Effektes von Monensin auf die Mg- und Ca-Resorption, dass bei acht Bullen (Angus
x Hereford; in 2 Gruppen unterteilt) ausschliesslich die Vorméagen fir die Ca-
Nettoabsorption verantwortlich waren. Der intestinale Bereich zeigte eine Ca-
Nettosekretion. Ahnliche Resultate zeigten Khorasani und Armstrong (1992), welche
den Einfluss verschieden hoher Ca-Konzentrationen im Futter auf die Ca-
Nettobewegungen im GIT von allerdings nur vier Jersey Rindern (2 Kihe, 2 Stiere)
analysierten. Eine Ca-Nettoabsorption fand wiederum in den Vormagen statt, im
DUnn- und Dickdarm wurden hingegen nur kleine Mengen an Ca absorbiert oder
sezerniert.

Zu beachten ist, dass die beiden Studien von Greene et al. (1983; 1988) mit
mannlichen Tieren gemacht wurden. Sie kénnen somit lediglich als Modell fr nicht-
laktierende, nicht-trachtige Kiihe angesehen werden, welche kein Ca Uber die Milch
oder den Fotus verlieren. In allen in Tabelle 27 aufgefihrten Studien wurden zudem
relativ. wenig Tiere verwendet (n < 8). Ausserdem wurden die Ca-Fluxe mittels
Kanulen im jeweiligen GIT-Segment erfasst. Mit dieser Methodik ist es nicht mdglich,
zwischen aktiven und passiven Transportvorgangen zu differenzieren. Bei den
meisten Studien wurden zusétzlich zu den fakalen auch die urindren Ca-Verluste
gemessen.

Die Arbeitsgruppe von Schrdder et al. (1997) untersuchte die Ca-Absorption im GIT
von kleinen Wiederkauern mittels Ussing-Kammer-Methode. Sie stellten fest, dass
mit Ausnahme des Duodenums beim Schaf, die Mukosa-zu-Serosa-Fluxe (Jns) die
gegenrichtige Fluxrate (Jsm) bei Schaf und Ziege in allen Darmsegmenten
Uberstiegen. Gemessen wurden Ca-Nettofluxe (Jnet = Jms — Jsm) beim Schaf zwischen
-2 und 9 nmol-cm®h™ und 10 und 15 nmol-cm?h™ bei der Ziege. Die adulten Schafe
zeigten eine Ca-Nettosekretion (-2,4 + 2,1 nmolcm®h™) im Duodenum, wie dies
auch in der vorliegenden Studie der Fall war. Eine Verminderung der Ca- Zuftitterung
bei Ziegen bewirkte einen Anstieg der 1,25(0OH).D3s-Plasma Konzentration und léste
dadurch eine signifikante Erhéhung der aktiven Ca-Nettoabsorption im Pansen um
50 % aus. Der gleiche Versuchsansatz bei Schafen, I6ste zwar wiederum eine
Steigerung des 1,25(0OH).Ds-Plasma-Spiegels aus, aber im Gegensatz zu den
Ziegen rief es keine Stimulation der Ca-Absorption im Pansen hervor (Schroder et
al., 1997, Breves und Schrdder, 2005).

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei verschiedene Altersklassen von jeweils zwei

Rassen verglichen, wobei keine Unterschiede beziiglich Rasse und Alter auf die Ca-
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Fluxe nachgewiesen werden konnten. Schroder et al. (1997) kam beim kleinen
Wiederkauern bezlglich Alter zu Ubereinstimmenden Resultaten.

Zusammenfassend kann angenommen werden, dass beim Rind, genauso wie beim
kleinen Wiederkauer, durch Ca-Absorption im praintestinalen Bereich des GIT bei
einem ausreichend hohen Ca-Angebot in der Ration, ein grosser Anteil des taglichen
Ca-Bedarfs gedeckt werden kann. Bei einer Erhéhung des Ca-Angebotes in der
Futterration wird vor allem CUber passive Transportmechanismen Ca im GIT
aufgenommen. Aktive Ca-Absorption im Darm findet vor allem bei einer tiefen Ca-
Konzentration im Futter statt.

4.2. Verteilung der Vitamin D-Rezeptoren im Gastrointestinaltrakt

Die immunhistochemische Methode zum Nachweis des VDR im GIT des Rindes hat
gegenuber der biochemischen Technik den Vorteil der eindeutigen topographischen
Zuweisung der rezeptortragenden Zellen im Gewebeverband (Kridewagen, 1996).
Die Auswertung der immunpositiven Zellen (visuelle Bestimmung der Farbintensitat
und des Prozentsatzes der positiv angefarbten Zellen) ist in einem gewissen Masse
sowohl vom Untersucher als auch von der Interassay-Varianz selbst abhangig
(Kohtes, 1998).

Erkenntnisse bezlglich des Verteilungsmusters der VDR einer Wiederkauerspezies
durfen nicht hundertprozentig auf andere Ruminantia Ubertragen werden. Aus
Grunden der Praktikabilitat lassen sich Studien am Wiederkauer jedoch prinzipiell
leichter mit Schafen oder Ziegen als mit Rindern durchfiihren. Riner (2006) flhrte
Untersuchungen zum Verteilungsmuster der VDR im GIT am kleinen Wiederkauer
durch. Die Arbeitsgruppe von Goff, Horst und Reinhardt untersuchten in ihren
Studien neben Ratten auch Rinder auf den VDR-Gehalt im GIT (Goff et al., 1988,
1995a, 1995b; Horst et al., 1989, 1990, 1994; Reinhardt et al., 1988).

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurde das Vormagen- und Labmagengewebe
mittels immunhistochemischer Methoden auf das Vorhandensein der VDR Gberprift.

Die Nachweise waren aber alle negativ. Das |lasst vermuten, dass die Ca-Absorption
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beim Rind im préintestinalen Bereich (v.a. Pansen) nicht 1,25(0OH).Ds-abhangig ist,
sondern als passive Ca-Absorption (transzellular) vonstatten geht. Schroder et al.
(1997, 1999, 2001) konnten jedoch die Existenz der aktiven Ca-Absorption
(1,25(0OH)2D3-abhéngig) im Pansen von Schafen mittels Ussing-Kammer Technik
bestatigen. 2001 konnten Schrdder et al. zudem die Existenz der VDR im Pansen
von Schafen mittels Western Blot-Analyse sowie RT-PCR aufzeigen. Horst
(personliche Mitteilung, Schrdder et al., 1997) wies VDR im Pansen von Kiihen nach.
In der vorliegenden Arbeit war die Starke der immunhistochemischen Reaktion der
Zellkerne in den verschiedenen Darmabschnitten signifikant unterschiedlich. Die
beiden Duodenumsabschnitte (DvP und DnP) wiesen bei allen Tieren die starkste
Reaktion auf. Goff et al. (1995a) zeigten in einer ihrer Studien, dass bei Jersey-
Kihen ebenfalls im Duodenum die starkste intestinale Ca-Absorption stattfindet. Wie
aber bereits erwahnt, konnte in anderen Studien (Schrdder et al., 1997; 1999; 2001)
mit Schafen und Ziegen gezeigt werden, dass die starkste Ca-Nettoabsorption im
Pansen stattfindet.

Folgendes VDR-Verteilungsmuster ergibt sich aus den vorliegenden Resultaten:
Duodenum vor/nach Pankreas > Jejunum > Colon, Rektum > lleum, Cacum. Goff et
al. (1988) untersuchten die VDR-Menge im Duodenum und Colon von Ratten
wahrend der Laktation. Sie stellten fest, dass die Anzahl VDR im Duodenum deutlich
(r = 80; p< 0,06) mit der Anzahl VDR im Colon korreliert. Die Anzahl VDR im Colon
entspricht etwa 60 — 70 % der VDR-Zahl im Duodenum. Diese prozentuale VDR-
Verteilung wurde hier nicht ganz erreicht. Die beiden Duodenumsabschnitte (Summe
IRS: DvP = 5942; DnP = 6236) standen in einem Verhaltnis von 2,3 : 1 zum Colon
(Summe IRS: Co = 2639), d.h. die Anzahl VDR im Colon entspricht ca. 43,5 % jener
im Duodenum. Zu einem fast gleichen Resultat kam Riner (2006) bei der
Untersuchung kleiner Wiederkduer auf den VDR-Gehalt in den jeweiligen
Darmabschnitten. Im Duodenum von Schlachtschafen war der VDR-Gehalt 2,55 mal
héher als im Colon, die Schlachtziegen zeigten einen Faktor 3,2 zwischen
Duodenum und Colon. Es handelte sich dabei um nicht-tragende, nicht-laktierende
Tiere.

In einer weiteren Studie (Goff et al., 1995a) wurden bei Jersey-Kihen wahrend
jeweils zwei Wochen ante und post partum die VDR Zahl im Colon mittels Ligand-
Binding-Assay bestimmt. Die VDR-Anzahl im Colon war wahrend der spéten

Trachtigkeit 3 — 4 mal héher als die VDR-Menge im Colon von nicht-laktierenden
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Kahen. Wahrend der Frihlaktation war die VDR-Zahl im Colon &ahnlich jener der
spaten Trachtigkeit. Die Autoren fanden jedoch heraus, dass es zwischen Kihen, die
Milchfieber entwickelten, und denen, die nicht erkrankten, keine signifikanten
Unterschiede in Bezug auf die Anzahl der VDR im Colon zum Zeitpunkt vor, wahrend
und nach der Geburt gab. Die Zahl der VDR steigt bei allen Kilhen wéhrend der
Trachtigkeit und sinkt bei der Geburt um 20 — 30 % ab. Sie erreicht dann in der
frihen Laktation wieder hdhere Werte. Auch Liesegang et al. (2006) beobachteten
bei Ziegen und Schafen post partum einen signifikanten Abfall der VDR-Zahl in der
Colonschleimhaut (Biopsien). Anschliessend kam es im Verlauf der Laktation bei
beiden Spezies wieder zu einem signifikanten Anstieg der VDR-Menge.

Unsere Tiere standen alle in Laktation. Die VDR-Menge der einzelnen
Darmabschnitte wurde somit zu einem Zeitpunkt gemessen, bei welchem
anzunehmen ist, dass bei allen der Ca-Bedarf gedeckt war. In der Regel treten in
diesem Zeitraum keine Stérungen des Ca-Haushaltes bei der Kuh auf.

Die Anzahl der VDR in den Zielorganen (Darm-, Nieren- und Knochenzellen) ist
gemass mehrerer Studien vom Alter abhangig (Reinhardt et al., 1988; Horst et al.,
1989, 1990, 1994; Goff et al., 1995b). Altkiihe haben demnach eine weitaus
niedrigere Anzahl an VDR als Jungrinder. Ca kann bei Kihen in der ersten Laktation
viel schneller aus dem Darm und dem Skelett mobilisiert werden. Die Effizienz der
intestinalen Ca-Absorption ist wahrend der Trachtigkeit und der Laktation erhéht, weil
in dieser Phase die VDR-Anzahl im Darm zunimmt (Horst et al., 1989, 1994).
Untersuchungen an Ratten und Kihen haben gezeigt, dass die Anzahl VDR im
Darm (Duodenum und Colon) bei laktierenden und trachtigen Tieren signifikant héher
ist, als bei nicht-trachtigen, nicht-laktierenden Tieren (Horst und Reinhardt, 1988;
Goff et al., 1988; Horst et al., 1989, 1994)

Die Resultate aus unseren Untersuchungen zeigten dagegen keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen (Faktoren Rasse und Alter). Die Tiere standen
in einer Phase der Laktation, bei welcher keine Stérungen des Ca-Stoffwechsels zu
erwarten waren und somit auch die Anzahl VDR im GIT eine untergeordnete Rolle
spielte. Auch bei Riner (2006) konnten in Bezug auf das Alter keine entsprechenden

Differenzen bei Schafen und Ziegen gefunden werden.

Die Lokalisation der VDR in den einzelnen Drisenschichten wurde zuséatzlich als

Parameter in unsere Untersuchungen einbezogen. Die basalen und mittleren
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Drusenschichten zeigten in allen Darmabschnitten im Vergleich zu der
oberflachlichen  Drisenschicht und zum Oberflachenepithel die starkste
immunpositive Farbreaktion. Diese Resultate kbnnen mit Hilfe der Erkenntnisse aus
verschiedenen Studien Uber die Differenzierung der Enterozyten interpretiert werden.
Man weiss, dass sich die aus den Stammzellen entwickelten Tochterzellen im
Dinndarm in vier Zellgruppen differenzieren: die an Zahl vorherrschenden
Enterozyten, mukus-sezernierende  Becher-Zellen, Paneth-Zellen  (serdse
Drisenzellen) und enteroendokrine Zellen (Marshman et al. 2002). Die
Ausdifferenzierung der zukinftigen Paneth-Zellen und enteroendokrinen Zellen
geschieht im Verlaufe einer abwarts gerichteten Wanderung zur Kryptenbasis, wo sie
dann fir ca. 20 Tage verbleiben. Die zuklnftigen Enterozyten und Becher-Zellen
wandern in ca. 3 - 5 Tagen an die Kryptenoberflache. Auf diesem Weg teilen sie sich
mehrmals und bilden eine Transitzell-Population (Ferraris et al., 1992; Marshman et
al., 2002; Pinto und Clevers, 2005). Sobald die Enterozyten und Becher-Zellen die
intestinale Oberflache erreichen, wird Ca in die Zellen aufgenommen. Dies ist nicht
mehr unter strenger Kontrolle des 1,25(0OH).Ds. Folglich wird die Vitamin D-
abhangige Ca-Absorption in der Tiefe der Krypten reguliert, wo die Zellen
herandifferenzieren. 1,25(0OH).Ds kann die Funktion der Zellen im Dinndarm somit
nur an diesem Ort und zu einer nur kurzen Zeit regulieren. Im Dickdarm sind die
Stammzellen an der Kryptenbasis lokalisiert. Alle Tochterzellen wandern wéahrend
ihrer Reifung aufwarts Richtung Kryptenoberflache (Marshman et al., 2002; Pinto und
Clevers, 2005). Die hauptsachliche Zelldifferenzierung, welche durch 1,25(OH).D3
reguliert wird, ist in diesen Darmabschnitten (Colon und Rektum) vor allem in den
mittleren Drisenschichten anzutreffen (starkste immunreaktive Farbung).

Clemens et al. (1988) konnte mittels Immunhistochemie an Hihnerenterozyten
zeigen, dass die Kerne verstarkt in den Krypten und weniger deutlich an den Zotten
reagierten. Ein mdglicher Grund kénnte darin liegen, dass bereits weiter
differenzierte Zellen andere Stoffwechselaufgaben tbernehmen und deshalb andere

Proteine verstarkt exprimiert werden.

Folgendes Fazit kann gezogen werden: die Expression der VDR kénnte mit der
zellularen Differenzierung der Enterozyten korreliert sein. Zellen in einem frihen
Wachstumsstadium weisen eine gréssere Anzahl VDR auf, als Zellen welche bereits

fortgeschritten differenziert sind.
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In der vorliegenden Arbeit, so wie bei den Untersuchungen von Riner (2006) konnten
sowohl bei Kiihen, Schafen als auch bei Ziegen kein Altersunterschied in Bezug auf
die intestinale VDR-Menge gefunden werden. Da aber in verschiedenen anderen
Studien (Reinhardt et al., 1988; Horst et al., 1989, 1990, 1994; Goff et al., 1995b) der
Faktor Alter eine Rolle in Bezug auf die Anzahl der VDR in den Zielorganen zu
spielen scheint, sind weitere Uberpriifungen erforderlich.

4.3. Chymus-Analysen

Die Verweilzeit des Chymus im GIT der Rinder ist abhangig von verschiedenen
Faktoren, wie Futtermenge, Zusammensetzung der Ration, Futterstruktur, Abstand
der letzten Futteraufnahme und Leistung der Tiere (Kolb, 1989). Im Pansen und in
der Haube spielen die Organgrésse, die Futtermenge und die Abbaurate des Futters
eine entscheidende Rolle bei der Passagegeschwindigkeit des Chymus. Die mittlere
Verweildauer von Futterpartikeln (18 — 72 h) ist viel langer als jene von FlUssigkeit
(ca. 12 h). Dieses Phanomen wird selektive Retention der Partikel genannt (Kaske,
2000). Bei der Passage des Chymus von der Haube in den Blattermagen werden
weitgehend verdaute, kleine Futterpartikel mit hoher Dichte transportiert. Die
Verweildauer des Chymus im Blattermagen ist mit 0,5 — 3 h kurz. Der Zufluss von
Chymus (Flussigkeit, Mikroorganismen, kleine Partikel) in den Labmagen erfolgt
weitgehend kontinuierlich. Die mittlere Verweilzeit im Labmagen liegt bei weniger als
einer Stunde, wobei in dieser Zeit noch eine wesentliche Volumenzunahme infolge
der Sekretionstatigkeit des Labmagens stattfindet. Der Chymustransport ins
Duodenum erfolgt in einzelnen Schiiben (ca. 10 pro Stunde). Die Chymuspassage
durch DUnn- und Dickdarm schliesslich wird durch peristaltische Darmkontraktionen
bewirkt, die Transitzeit liegt etwa bei 15 h. Im Dickdarm verweilen die Futterreste
beim Schaf nach einer relativ raschen Passage durch den Dinndarm (2,25 — 4,5 h)
langere Zeit (10,2 — 26,5 h). In beiden Abschnitten verhalt sich die Retentionszeit
umgekehrt proportional zur Aufnahme an Trockenmasse. Dieses Verhalten steht im
Gegensatz zur Aufenthaltsdauer der Futtermittel im Pansen-Hauben-Raum, aus dem
diejenigen mit hoher Verdaulichkeit rascher ausgeschleust werden als solche mit
niedriger Verdaulichkeit (Kolb, 1989).
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Die im Vergleich zu den Monogastriern etwas langere Passagedauer durch den GIT
beim Wiederkduer kommt dadurch zustande, dass das Futter langere Zeit in den
Vorméagen verweilt (Wiederkauen).

Beim Rind liegt der prozentuale Anteil des absorbierten Ca von der mit dem Futter
aufgenommenen Ca-Menge bei 30 — 35 %, doch erfolgt aufgrund einer Ca-Sekretion
die Netto-Absorption nur zu 20 — 25 % (Fromm und Gébel, 2000).

Aus versuchstechnischen Griinden war es nicht mdglich, die Tiere immer im gleichen
zeitlichen Abstand zur letzten Futteraufnahme zu téten. Dadurch war der
Flllungszustand des GIT zum Zeitpunkt der Tétung bei den einzelnen Tieren sehr
unterschiedlich. Der Ca-Gehalt der Chymusmasse variierte stark zwischen den
einzelnen GIT-Abschnitten. Dennoch war eine gewisse Tendenz feststellbar. Die Ca-
Konzentration im Pansen war bei allen Tieren tiefer als in der Haube. Der Ca-Gehalt
in der Haube schwankte je nach Gruppe sehr stark. Der Durchtritt des Chymus vom
Pansen in die Haube richtet sich nach der Futterpartikelgrosse und —beschaffenheit.
Da bei unseren Tieren die Futteraufnahme nicht eruiert werden konnte, kbnnen diese
Gruppenunterschiede nicht genau abgeklart werden. Im Mittel zeigte der Ca-Gehalt
im Blattermagen héhere Werte als in den vorangehenden Vormagenabschnitten. Es
kann davon ausgegangen werden, dass die Kihe hier vermehrt Ca sezerniert haben,
da sie sich in einer ausgeglichenen Ca-Stoffwechselphase befanden. Alle Tiere
zeigten danach einen signifikanten Ca-Gehalt-Abfall im Labmagen-Chymus. Dies
Uberrascht, da die Konzentration an ionisiertem Ca im Magen von Monogastriern im
Mittel erheblich héher ist als im Darm. Grund daftir ist die bessere Lslichkeit der Ca-
Salze bei niedrigem pH-Wert. Der pH-Wert im Labmagen-Chymus der Wiederkauer
(pH = 3) ist aber nicht so niedrig wie jener im Magen der Monogastrier (pH = 1-2).
Grundsatzlich kann der Ca-Abfall vom Blattermagen in den Labmagen
folgendermassen erklart werden: Der Labmagen produziert viel Sekret, das
Chymusvolumen nimmt zu und infolge dessen wird der Ca-Gehalt im
Labmageninhalt verdinnt.

Die Konzentration an Gesamt-Ca nahm anschliessend im Chymus vom Dinn- zum
Dickdarm stetig zu. Die Kiuhe zeigten demnach eine kontinuierliche Ca-Sekretion,
was zu einer Steigerung des Ca-Gehaltes im Chymus flihrte.

Die Passagegeschwindigkeit im Dickdarm ist langsamer als im Diinndarm. Uber eine

Beziehung zwischen der Ca-Verweildauer und der Anzahl VDR im GIT-Segment wird
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daher spekuliert. Eine verminderte Anzahl VDR kbénnte mit einer langsameren
Darmpassage kompensiert werden. Beispielsweise ist die Verweilzeit des Ca im
Colon langer als jene im Duodenum. Es stellt sich daher die Frage, ob gerade
deshalb die Anzahl VDR im Colon niedriger ist als im Duodenum.

Der Mg-Gehalt im Chymus war in den Vormagen und im Labmagen tiefer als in den
nachfolgenden Darmabschnitten. Im Verdauungskanal der Wiederkauer wird 80 %
des oral aufgenommenen Mg Uberwiegend in den Vormagen (Pansen) absorbiert
(Kolb, 1989; Martens, 2000). Dies flhrt zur Annahme, dass auch in diesen
Untersuchungen der Mg-Haushalt der Kiihe ausgeglichen war, denn das Ansteigen
des Mg-Gehaltes im Darmchymus weist auf eine vermehrte Sekretion von Mg in den
Darm hin.

Etwa 20 — 80 % des P in der Futterration wird im Ddnndarm (v.a. Jejunum)
aufgenommen. Aber auch in den Vormé&gen ist eine P-Absorption mdglich. In den
Vormagen der Kihe war die P-Konzentration hoch. Der Labmagen wies
anschliessend einen signifikanten P-Abfall auf, worauf wieder ein signifikanter P-
Anstieg im Duodenumschymus folgte. Eine signifikante Verminderung des P-
Gehaltes im Jejunum, dem Ort der gréssten P-Absorption, wurde anschliessend
beobachtet. Da im Dickdarm kein oder nur ein geringer Anteil an P aus dem Inhalt
aufgenommen werden kann, lasst sich das leichte Ansteigen des P-Gehaltes in
aborale Richtung des Darmtraktes erklaren.

4.4. Schlussfolgerungen

Die gastrointestinale Ca-Absorption beim Sauger beinhaltet zwei Prozesse: 1. eine
sattigbare, Vitamin D-abhangige transzellulare und somit aktive Ca-Absorption.
Diese findet vor allem im Duodenum und proximalen Jejunum statt und wird bei
tiefem Ca-Gehalt im Futter aktiviert. 2. der nicht-sattigbare, parazellulare und somit
passive Ca-Transportweg im GIT ist weitgehend unabhé&ngig vom Alter und
Hormonstatus des Tieres (Bronner, 1987). Zudem nimmt die passive Ca-Absorption
mit steigender Konzentration an freiem Ca im Chymus zu.
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Bei all unseren Tieren konnten keine Ca-Stoffwechselstérungen festgestellt werden.
Die Blutparameter waren alle im Referenzbereich. Die von uns gemessenen Ca-
Fluxe im Duodenum und Colon waren alle negativ, das heisst, bei allen Tieren wurde
eine Ca-Nettosekretion aufgezeigt. Auch die Analysen des Chymus aus dem
gesamten GIT der Kihe zeigten, dass die Ca-Versorgung ausreichend war. Die Tiere
wiesen eine Netto-Ca-Sekretion in den Darm auf. Das Verteilungsmuster der VDR in
den verschiedenen Darmsegmenten bestatigte die Resultate, die aus der Literatur

bereits bekannt sind.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass sich alle unsere Kihe in einer
Phase der Laktation befanden, in der mit keinen grésseren Ca-Schwankungen
gerechnet werden muss. Der Ca-Bedarf ist zu dieser Zeit minimal, da die Tiere noch
kein zuséatzliches Ca fur den Féten oder die Milchbildung mobilisieren missen. Das
fir den Bedarf notwendige Ca wird in dieser Phase hauptséachlich Uber den passiven,
Vitamin D-unabh&ngigen Transportweg aufgenommen. Aus diesem Grund wurden
beim VDR-NAchweis auch keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden

Rassen und den unterschiedlichen Altersklassen festgestellt.
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