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1 Einleitung und Zielsetzung

Vitamin D stellt einen wichtigen Baustein des lebenden Organismus dar. Es ist als
Steroidhormon im Zusammenspiel mit anderen Regulatoren an der Homdostase der
Mineralstoffe Kalzium und Phosphor beteiligt und somit an der Funktion von Muskeln
und Nerven sowie des Knochenaufbaus. Es kommen zwei verschieden Formen des
Vitamin D vor, Vitamin D2 (Ergocalciferol) und Vitamin D3 (Cholecalciferol), wobei bei
Vogeln nur das letztere eine ausreichende biologische Aktivitat aufweist.

Kalzium wiederum spielt besonders in der Phase der Milchproduktion bei
Saugetieren eine malgebliche Rolle, ebenso bedeutend ist es fur die Ei- und
Schalenbildung beim Gefligel. Daher finden sich klinisch auftretende Vitamin D-
Mangelerkrankungen beim Milchproduzenten Rind in Form der Gebarparese und
beim Geflugel, gekennzeichnet durch vermehrtes Auftreten von Brucheiern bei
alteren Legehennen.

Es existieren bestimmte Pflanzen, denen eine biologische Aktivitat von Vitamin D
zugesprochen wird. Sie finden sich zum einen in sidamerikanischen Landern, wie
Solanum glaucophyllum, aber auch im europaischen Raum, wie der Goldhafer
(Trisetum flavescens). Kennzeichnend fur so genannte kalzinogene Pflanzen ist der
biologisch  aktive Inhaltsstoff. @ Es handelt sich dabei um  1,25-
Dihydroxycholecalciferol, der bereits aktivierten Form des Vitamin Ds.

Bei Weidetieren, die auf mit kalzinogenen Pflanzen bewachsenen Weiden grasten,
fanden sich die klinischen Symptome der Kalzinose, bei der es u.a. durch einen
Eingriff in die Kalziumhomdostase zu Verkalkungen der Weichgewebe kommt.
Aufgrund dieser Eigenschaften zog man in Betracht, derartige Pflanzen als Therapie
und Prophylaxe bei Vitamin D- Mangelzustanden einzusetzen.

Der Wachteleischalentest stellt seit langerer Zeit eine Methode dar, um die
biologische Wirksamkeit von Vitamin D und seinen Metaboliten genauer zu
untersuchen. Er erlaubt das Herausstellen einer Korrelation zwischen dem Vitamin
Ds- Gehalt im Futter und der damit ansteigenden Kalziumausscheidung uber die
Eischale.

Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, mittels des Wachteleischalentests eine
Aussage uber die biologische Aktivitat von Solanum glaucophyllum und Trisetum
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flavescens zu treffen. Es wurden hierzu zwei Versuchsdurchlaufe mit Vitamin Ds,
1,25- Dihydroxycholecalciferol und verschiedenen Dosierungen von Solanum
glaucophyllum und Trisetum flavescens durchgefuhrt.



2 Literatur

2.1 VitaminD

2.1.1 Die Historie des Vitamin D

Bereits vor Jahrtausenden beschaftigte die Gelehrten der Zusammenhang
zwischen der Knochenstarke und dem Sonnenlicht. In seinem Werk "Thalia"
beschreibt Herodot, der 484-425 v. Chr. lebte, seine Beobachtung, dass die
Schadeldecken der agyptischen Krieger harter seien als die der persischen
Krieger. Er verband diese Erkenntnis damit, dass die Erstgenannten im
Gegensatz zu den Persern keine Kopfbedeckungen trugen und ihre
kahlgeschorenen Kopfe unmittelbar dem Sonnenlicht ausgesetzt waren
(APPELBOOM und BODY, 1993).

Anfang des 20. Jahrhunderts stand die Krankheit Rachitis und deren bis dato
noch nicht mogliche Heilung im Zentrum des wissenschaftlichen Interesses.
Schon 1895 hatte SNOW in Frage gestellt, ob nicht ein Zusammenhang zwischen
dem Auftreten der Erkrankung und der verminderten Sonneneinstrahlung in
Stadten bestinde. Unabhangig voneinander konnten einige Jahre spater zwei
Arbeitsgruppen zeigen, dass durch den Einfluss von Sonnenlicht oder
kunstlichem ultraviolettem Licht eine Heilung bei an Rachitis erkrankten Kindern
erreicht werden konnte (HULDSHINSKY, 1919; CHICK et al. 1923).

Die Wissenschaftler nahmen damals an, dass die Krankheitsbilder der
Xerophthalmie und der Rachitis mit einem fettloslichen Stoff, dem Vitamin A aus
Lebertran, geheilt werden konnte (OSBORNE und MENDEL, 1913).

In einem Tierversuch konnte MELLANBY (1919) durch eine gezielte Diat, namlich
dem damals in Schottland Ublichen Haferbrei, bei Hunden eine Rachitis auslosen.
Nach Verfutterung von Lebertran verschwand die Rachitis. Daraus zog auch er
den Schluss, dass das im Lebertran enthaltene Vitamin A eine positive
Auswirkung auf den Knochenstoffwechsel hatte.

Um diese Annahmen Uber Vitamin A zu verifizieren, inaktivierte McCOLLUM et al.

(1922) das Vitamin durch Erhitzung von Lebertranlésung im Wassersprudelbad.
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Im Anschluss konnte keine heilende Wirkung gegenuber der Xerophthalmie
ausgemacht werden, die antirachitische Wirkung jedoch blieb erhalten. Man
nahm an, dass neben dem Vitamin A ein zweiter Stoff enthalten sein musse und
benannte ihn mit Vitamin D.

Nachdem er aus Reiskleie einen Stoff isolieren konnte, der in der Lage war, die
heute als Beriberi bezeichnete Vitamin-B1-Mangelkrankheit zu heilen, stellte
FUNK (1912) nach Analyse dessen fest, dass es sich dabei um eine
stickstoffhaltige Verbindung, ein Amin handelte. Seiner Schlussfolgerung nach
musste jeder lebensnotwendige Stoff eine NH,- Gruppe enthalten. Daraus
entstand als Bezeichnung fur derartige Stoffe das Wort "Vitamin" (lat. vita =
Leben; lat. amin = stickstoffhaltig). Bis zu diesem Zeitpunkt waren derartige
Bestandteile der Nahrung noch als "accessory food factors" bezeichnet worden,
da sie den synthetischen Diaten fehlten.

Einen groRen Stellenwert in der Erforschung des Vitamin D hatten die Versuche
von STEENBOCK und BLACK (1924). Sie konnten zeigen, dass Rachitis bei
Tieren nicht nur durch die Bestrahlung der Haut verhindert werden konnte,
sondern auch durch die Bestrahlung der aufgenommen Nahrung. Daran knupften
auch andere Arbeitsgruppen an und bewiesen eine Heilung bei erkrankten Ratten
durch die Verfutterung bestrahlter Rattenlebern (GOLDBLATT und SOAMES,
1923). Damit wurde die biochemische Ara in der Ergrindung des Vitamin D
eingelautet.

Wenig spater konnte neben der Struktur von Vitamin D, aus pflanzlichen
Lebensmitteln (ASKEW et al., 1931) auch das Vitamin D3; aus Fischlebertran
isoliert werden (WINDAUS et al. 1936).

Nachdem die Herstellung einer radioaktiven Markierung von Vitamin D gelungen
war (NORMAN und DELUCA, 1963) kamen dieselben Wissenschaftler wenig
spater (1966) zu der Erkenntnis, dass Vitamin D im Korper zuerst umgesetzt
werden musste, damit das eigentliche biologisch aktive Substrat entsteht. In
kurzer Zeit wurden das durch Hydroxylierung entstandene 25(OH)D; (PONCHON
et al. 1969) und der biologisch aktive Metabolit 1,25(OH).D3 (HOLICK et al. 1971)
entdeckt.

Mit dem weiteren Nachweis von Vitamin D in Nieren und im Darm sowie der
Wirkung auf den Knochenstoffwechsel konzentrierten sich nachfolgende
Untersuchungen auf die oben genannten Zielorgane. Im Laufe der Zeit stellte sich
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heraus, dass auch noch andere Organsysteme unter dem Einfluss von Vitamin D
stehen. So wird nicht nur die Kalzium- Phosphor- Homoostase durch Vitamin D
beeinflusst, sondern auch der Knochenumbau, die Muskelgesundheit und ebenso
die Immunmodulation zum Schutz vor autoimmunen Krankheiten und der Schutz
von Zellen vor Entartung (Krebs).

Auch heute noch ist Vitamin D als Vitamin klassifiziert, obwohl zahlreiche
Untersuchungen in der zweiten Halfte des 20. Jahrhunderts ergeben haben, dass

es sich dabei eher um ein Prohormon handelt als um ein Vitamin.

2.1.2 Struktur und Bildung

Vitamin D zahlt zusammen mit den Vitaminen E, K und A zu den fettloslichen
Vitaminen, weist aber auch eine strukturelle Verwandtschaft zu den
Steroidhormonen auf. Zu den Gemeinsamkeiten zahlt ebenso, dass die aktive
Form des Vitamin D (1,25(OH)-Cholecalciferol) endogen aus Cholesterol
gebildet wird.

Der erste Syntheseschritt des Vitamin D findet in der Haut statt, in der durch eine
Hydroxylierung des Cholesterols 7-Dehydrocholesterol (7-DHC) entsteht. Durch
die Absorption der freiwerdenden Energie beim Auftreffen von UV-Strahlen auf
der Haut wird der B- Ring des 7- DHC aufgebrochen. Dabei entsteht
Cholecalciferol (Vitamin D3). Schon fruher war auf den Zusammenhang zwischen
der Behandlung von Rachitis und der Einwirkung des Sonnenlichts geschlossen
worden (LUCAS, 1933). Nach weiteren Versuchen, die die Entstehung von
Cholecalciferol in Abhangigkeit von UV-Strahlen zeigten (WINDAUS et al. 1938),
konnte 7-DHC in der Haut von verschiedenen Lebewesen (Schwein
FESTENSTEIN und MORTON, 1955; Maus und Meerschwein KANDUTSCH et
al. 1956; Mensch REINERTSON und WHEATLEY, 1959; Ratte GAYLOR und
SAULT, 1964) nachgewiesen und als essentiell fir die weitere Bildung von
Vitamin D3 bezeichnet werden. Man weil3 heute auch, dass sich der Vorgang des
Ringaufbruchs im Str. spinosum und Str. germinativum der Haut abspielt
(STAMP, 1975). Weiter konnte gezeigt werden, dass Wellenlangen zwischen
290 nm und 315 nm (HAVINGA et al. 1960) sowie der Energiegehalt des Lichtes
(KOBAYASCHI und YASUMURA, 1973) einen positiven Einfluss auf die Vitamin
D-Synthese ausuben, hingegen sich ein hoher Ozongehalt der Luft, Wolken vor
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der Sonne, starke Pigmentierung der Haut (CLEMENS et al. 1982) und
Sonnencreme (MATSUOKA et al. 1987) negativ auswirken.

Das mit der Nahrung aufgenommene bzw. in der Haut synthetisierte Vitamin D3
muss, damit es in den Stoffwechsel eingreifen kann, nun in verschiedenen
Organen umgewandelt werden (RAMBECK, 1997).

Untersuchungen konnten zeigen, dass die Entstehung von Vitamin D in Pflanzen
dem Reaktionsweg bei Saugetieren gleicht. Bereits eine dreiminutige UV-
Exposition der Pflanze reichte aus, um eine Vitamin D- Aktivitat von messbarer
Grolle zu erzeugen (ZUCKER et al., 1980). Auf diesem Weg entsteht aus dem
Ergosterin das Ergocalciferol, welches als Vitamin D, bezeichnet wird. Es
unterscheidet sich von Vitamin D3 durch eine zusatzliche Methylgruppe am
Kohlenstoff C-24 sowie eine Doppelbindung zwischen C-22 und C-23. Ergosterol
kommt in hoheren Pflanzen vor, sowie in Hefen und Pilzen. Vitamin D, unterliegt
im Organismus denselben Umwandlungsprozessen wie Vitamin D3 (JONES et al.
1976) und bindet an die gleichen Rezeptoren.

2.1.3 Metabolisierung

Sowohl das in der Haut gebildete Cholecalciferol als auch das mit der Nahrung
aufgenommene Vitamin D3 werden nun wieder, an DBP gebunden, zur Leber
zuruck transportiert. Hier erfolgt der erste Schritt zur biologischen Aktivierung von
Vitamin D (PONCHON et al. 1969). Durch die Calciferol-25-Hydroxylase entsteht
unter Beteiligung von Magnesium, NADPH, molekularem Sauerstoff und einem
cytoplasmatischen Faktor (YOON und DELUCA, 1980) 25-Hydroxycholecalciferol
(JONES et al. 1998). Dieses Zwischenprodukt hat nach heutiger Ansicht keine
physiologische Funktion und bildet nur eine Zwischenstufe bei der Bildung von
biologisch aktivem Vitamin D (DELUCA et al. 1990). Nach erneuter Bindung an
DBP erfolgt der Transport in die Niere.

Hier kommt es zu einer weiteren Umsetzung des 25-Hydroxycholecalciferol
durch das Enzym 25(OH)D-1a-Hydroxylase. Dabei entsteht die physiologisch
wirksame Form des Vitamin D, das 1,25-Dihydroxyvitamin D3 Dieser Vorgang
lauft vor allem in den proximalen Tubuluszellen der Nierenrinde statt (BRUNETTE
et al. 1978). Die Aktivitat der 1o-Hydroxylase unterliegt, im Gegensatz zur 25-

Hydroxylase, einem straffen Regulationsmechanismus. Eine erhdhte
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Parathormonkonzentration, ausgelost durch eine Hypocalciamie (KREMER und
GOLTZMANN, 1982), und eine Hypophosphatamie (BAXTER und DELUCA,
1976; DELUCA und GHAZARIAN, 1980) bedingen eine erhdhte Aktivitat der 1o~
Hydroxylase. Auch Hormone nehmen stimulierenden Einfluss auf die
Enzymaktivitdt, wie die Vertreter der gonadotropen Hormone Ostrogen,
Progesteron und Testosteron sowie Insulin und Prolaktin. Die Uberproduktion
von 1,25(0OH),D3 wird durch eine Produkthemmung verhindert, dabei wird ein
anderes Enzym, die 24-Hydroxylase aktiviert, die nun zu einer Entstehung von
24,25(0OH),Ds fuhrt. Die physiologische Bedeutung dieser Verbindung konnte
noch nicht genau geklart werden, wohl wurde aber eine synergistische Wirkung
im Falle einer Kombination mit 1,25(0OH),D3; beobachtet (RAMBECK und
ZUCKER, 1985a).

Seit Mitte der 80er Jahre ist bekannt, dass nicht nur die Niere Uber die Fahigkeit
verfugt, mittels 1a-Hydroxylase 1,25(OH);Ds; zu bilden. Sie konnte auch in
Keratinozyten (BIKLE et al. 1986), im Prostatagewebe (SCHWARTZ et al. 1998)
sowie in aktivierten Makrophagen, vor allem denen des Knochenmarks
(REICHEL und NORMAN, 1989) nachgewiesen werden.

Bei den Untersuchungen, die das Ziel hatten, den genauen Ablauf der
Metabolisierungsprozesse festzustellen, konnten tber 30 Verbindungen gefunden
werden (HENRY and NORMAN, 1984), deren genaue Rolle als Metaboliten
allerdings noch nicht geklart werden konnte.

2.1.4 Bedarf in der Tierwelt und dessen Deckung

Hauptquellen zur Bedarfsdeckung sind bei Mensch und Tier gleichermal3en die
Aufnahme des Vitamins Uber die Nahrung und die UV-Strahlen abhangige
Bildung im Organismus.

Wildtiere oder deren domestizierten Artgenossen, die ausreichende Zeit im Freien
verbringen, konnen ihren Vitamin D Bedarf durch die Synthese in der Haut und
auch uber die Nahrung decken. Bei Nutztieren in Intensiv- oder Stallhaltung ist
dies nicht ausreichend, um eine hohe Leistung gepaart mit guter Tiergesundheit
zu erreichen. Es mussen Vitamin D-Quellen zugefuttert werden. Dazu wurden in
Untersuchungen Richtwerte zur Bedarfsdeckung fur die einzelnen Tierarten
erarbeitet (KAMPHUES et al., 1999). Zusatzlich muss bei Tieren im Wachstum,
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wahrend der Graviditat und in der Laktation ein erhohter Bedarf an Vitamin D
berucksichtigt werden (s. Tab. 2.1).

Die Bildungskapazitaten sind bei Mensch und Tier unterschiedlich. So ist die
Bildung von Vitamin D3 beim Menschen eng gekoppelt an die Intensitat sowie an
die Dauer der Einstrahlung. Wie schon erwahnt, hat eine starke Pigmentierung
der Haut negativen Einfluss auf die Umsetzung von 7-DHC (CLEMENS et al.,
1982). Auch mit zunehmendem Alter des Menschen wird die Syntheseleistung
der Haut fur Vitamin D3 vermindert (MacLAUGHLIN und HOLICK, 1985).

Bei Tieren fanden sich hingegen andere Grunde fur eine verminderte Vitamin Ds-
Synthese. In Versuchen mit verschiedenen Tierspezies konnte eine direkte
Korrelation der Felldichte mit einer reduzierten Syntheseleistung beobachtet
werden. So wurde festgestellt, dass bei einer Ratte unter normalen Verhaltnissen
nur an Bauch und Beinen, wo weniger Fellwuchs vorliegt, Vitamin D synthetisiert
wurde (HOLICK et al.,, 1975). Dieses Phanomen wurde auch bei Huhnern
beobachtet, die folglich nur an Stellen in der Haut Synthese betrieben, die nicht
mit Federn bedeckt waren, wie die Beine (KOCH und KOCH, 1941). Das
Hausschwein weist aufgrund seines sparlichen Haarbewuchses eine hohe
Vitamin D-Syntheseleistung der Haut auf. Eine gro3e Ausnahme machen hier
Hund und Katze. lhnen fehlt vollstandig die Fahigkeit, korpereigenes Vitamin D zu
bilden (HOW et al., 1994) und sind somit auf die adaquate Zufuhr des Vitamins
Uber die Nahrung angewiesen. Man nimmt an, dass dies durch eine Uberaktivitat
eines Enzyms, der 7-DHC-Reduktase bedingt ist (MORRIS, 1997). Es scheint,
dass die Fleischfresser durch die Aufnahme von Kalzium- und Vitamin D- reicher
Nahrung, namlich in Form von Knochen und Fleisch, einige physiologische
Mechanismen der Kalzium-Homoostase verloren haben (EDWARDS 2000).

Zur Deckung des Bedarfs an Vitamin D3 Uber die Nahrung eignen sich Fischole,
vor allem Fischleberdle, da sie einen besonders hohen Gehalt haben. Durch
genaue Untersuchungen konnte z.B. in 1g Thunfischleberdl ein Vitamin Ds-
Gehalt von 16200 IE nachgewiesen werden (TAKEUSHI et al., 1984). Ansonsten
ist der Gehalt von unbehandelten Nahrungsmitteln an Vitamin D3 eher gering.
Den Tieren kann uber pflanzliche Nahrung Vitamin D, zugefuhrt werden,
Ausnahme bilden hier die Vogel (s. 2.1.5). Vitamin D, kann auch aus
ergosterolreichen Hefen mit Hilfe von UV- Bestrahlung gewonnen werden



(FRASER, 1995). Vitamin D3 ist mit Ausnahme der kalzinogenen Pflanzen rein

tierischen Ursprungs.

Tabelle 2.1: Empfehlung zur optimalen Versorgung mit Vitamin D (modifiziert
nach KAMPHUES et al., 2004)

Taglicher Bedarf an Vitamin D
Tierspezies In IE/kg KM/Tag
(IE=0,025ug Vit D, bzw. Vit D3)
Pferd 10 - 20
Rind 5-10
Schaf 5
Schwein 5-20
Hund 10 - 20
Katze 15-35
(Kiken, Legerlw-tleﬂrr:g, Zuchthenne) 450"

* Einheit IE/Kg Futter; ohne Auslauf, mit Auslauf geringerer Bedarf

2.1.5 Besonderheiten der Vitamin D-Versorgung beim Vogel

Wie die Milchproduktion bei Saugetieren, so ist die Bildung von Ei und Schale
beim Geflugel derjenige biologische Prozess, der das meiste Kalzium bendtigt.
Der Bedarf pro Ei betragt bei einer Legehenne circa 2,3 g, bei einer Wachtel circa
350 mg Kalzium. Die Ausscheidung von Kalzium uber das Ei ist bei der Wachtel
in Relation zu ihrem Koérpergewicht doppelt so hoch wie bei einer Legehenne
(ZUCKER et al., 1967). Da das Kalzium fur das Ei sehr schnell zur Verfugung
stehen und der Blutspiegel trotzdem konstant gehalten werden muss, liegt bei
den Vogeln eine besondere anatomische Bauweise des Knochens vor. Der so
genannte medullare Knochen wird 10 bis 14 Tage vor Legebeginn bei weiblichen
Tieren (SIMKISS, 1961) in den Markraumen von Rippen und Rohrenknochen
eingelagert. Ausgelost wird dieser Prozess durch die Geschlechtshormone.
Medullarer Knochen ahnelt in der rontgenologischen Untersuchung normalem
Ersatzknochen, ohne allerdings dessen mechanisch stutzende Funktion zu
erfillen. Um nun diese Knochenformation trotz verandertem Mineralisationsgrad
in der Legephase zu erhalten, weisen Osteoklasten und Osteoblasten eine
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synchronisierte Aktivitat auf (van der VELDE et al, 1985). Genauere
Untersuchungen uber die Herkunft des Kalziums im Ei ergaben, dass 40 % des
Kalziums Uber den medullaren Knochen bereitgestellt werden, 60 % jedoch direkt
aus der Nahrung stammen (JOWSEY et al. , 1956).

Um nun eine verbesserte Resorption des Kalziums Uber den Darm zu erreichen,
verfugt der Vogel, wie auch andere Lebewesen, uber eine gesteigerte duodenale
Expression und Aktivitat des Calbindins. Zusatzlich findet sie sich aber auch im
Uterus, wo sie eine Woche vor dem Legen des ersten Eis deutlich ansteigt
(MUSSER et al., 1977). Dadurch verfugt dieser als "egg shell gland" bezeichnete
Abschnitt des weiblichen Geschlechtstraktes, wie auch der Darm, uber die
Fahigkeit, groRe Mengen an Kalzium innerhalb kirzester Zeit zu transportieren
(HURWITZ, 1978).

Zusatzlich zu den 1,25(0OH);Ds- Rezeptoren an den bei anderen Lebewesen
bekannten Stellen (Haut, Parathyreoidea, Darm, Hypophyse, u.a.) verfugen Vogel
uber diese Rezeptoren auch im Uterus und der Chorioallantoismembran (PIKE,
1985).

Zur genaueren Beurteilung des Hormoneinflusses wurden mannliche und
weibliche Tiere vergleichend betrachtet. Dabei zeigte sich deutlich die
stimulierende Wirkung von Ostrogen auf die 1a-Hydroxylase. Ebenso zeigte sich
bei legenden VOgeln eine deutlich erhohte Konzentration der 1a-Hydroxylase
(TANAKA et al., 1978). Die unterstutzende Wirkung der Geschlechtshormone ist
unbedingt notwendig, um einerseits dem hohen Kalziumbedarf durch eine Uber
das endokrine Vitamin D- System forcierte Resorption Uber die Nieren
entsprechen zu kdnnen, andererseits um Vitamin D in seine aktiven Metaboliten
uberfuhren zu konnen (DELUCA, 1978).

Aufgrund des hohen Bedarfs werden beim Vogel scheinbar alle Mechanismen
optimal ausgenutzt. Auch hier werden synergistische Effekte der Vitamin Ds-
Metabolite angenommen (NORMAN et al., 1983). RAMBECK und ZUCKER
(1985a) konnten zeigen, dass 24,25(0OH),D3; die Wirkung von 1,25(0OH),D; auf
das duodenale Calbindin verstarken konnte und damit eine hohere
Kalziumausscheidung Uber die Eischale stattfand. Bei genauer Untersuchung
moglicher synergistischer Effekte bezuglich der Schlupfrate konnte beobachtet
werden, dass bei normaler Befruchtungsrate unter reiner Futterung des
1,25(0OH),D3 die Schlupfrate gering war, nach Zusatz von 24,25(OH),D3 jedoch
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anstieg (NORMAN et al., 1983). Des Weiteren zeigte sich, dass Vitamin D3 in
Form von 25(0OH)D3 Uber ein Transportprotein ins Ei gelangt. Dort ist ab dem
achten Bebrutungstag die 1a-Hydroxylase aktiv (KUBOTA et al., 1981), die dann
in der Lage ist, 25(OH)D3 in 1,25(0OH),D3 umzuwandeln. Dieses erlaubt nun den
Transport des Kalziums aus der Schale in das Skelettsystem des Kukenembryos
(SOARES et al., 1995).

Als weitere Unterschied zum Mensch und anderen Tierarten stehen im Vogelblut
zwei Globuline (a- und B- Globulin) zum Transport von Vitamin D und seinen
Metaboliten zur Verfugung (EDELSTEIN et al.,, 1973). Sie unterscheiden sich
durch die Affinitat zu ihrem Substrat: wahrend das eine starker 1,25(0OH);Ds
bindet, zeigt das andere eine hohere Affinitat zu 25(0OH)D;. Offensichtlich ist der
letztgenannte Komplex in der Lage, in das Ei einzudringen und dadurch dem
Embryo zur Verfugung zu stehen (LAWSON und DAVIES, 1979). Somit hat die
Aufnahme und die Produktion verschiedener Vitamin Ds;- Abkdmmlinge durch das
Muttertier eine besondere Bedeutung fur die Entwicklung des Kuikens
(EDWARDS, 2000).

Haben Cholecalciferol und Ergocalciferol bei den Saugern eine annahernd
gleiche biologische Wirksamkeit, so liegt der Fall bei Vogeln anders. Diese sind,
im Gegensatz zu den anderen Tierspezies, nicht in der Lage, ihren Vitamin D-
Bedarf Uber die Aufnahme von pflanzlichem Vitamin D, zu decken. Vogel und
Neuweltaffen diskriminieren Vitamin D, gegenuber Vitamin D3 in der biologischen
Wirksamkeit (HAY und WATSON, 1975). Schon 1964 wurde in Versuchen
festgestellt, dass die biologische Aktivitat von Vitamin D, nur 1/10 der
biologischen Aktivitat von Vitamin D3 betrug (CHEN und BOSMAN, 1964). Spater
wurde diese Beobachtung sogar noch berichtigt: nach Versuchen an rachitischen
Huhnerkiken wurde eine um eine Zehnerpotenz niedrigere biologische Aktivitat
von 1,25(0OH),D2 gegenuber der von 1,25(0OH),D3 festgestellt, sowie gleichzeitig
eine um zwei Zehnerpotenzen verminderte Aktivitat von D, gegenuber Ds;
(RAMBECK et al., 1984a). Somit muss bei Vogeln sowohl vor als auch nach der
Metabolisierung zu 1,25(OH);D, eine Storung im Stoffwechselweg vorliegen.
Folglich ist bei der Supplementierung des Geflugelfutters darauf zu achten, dass
Vitamin D3 und nicht Vitamin D, zugesetzt wird. In Versuchen konnte dargestellt
werden, dass der alleinige Zusatz von 25(OH)Ds; im Futter zur Deckung des
Vitamin D3 - Bedarfs ausreichend ist (TERRY et al., 1999).
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2.2 Wirkung des Vitamin D

2.2.1 Wirkung auf zellularer Ebene

Auf molekularer Basis wird die Wirkung von 1,25(OH),- Vitamin D3 durch einen
Rezeptor vermittelt. Dieser so genannte Vitamin D- Rezeptor (VDR) hat ein
Molekulargewicht zwischen 60 und 70 Kilodalton und bindet 1,25(0OH),D3 mit
einer hoheren Spezifitat als die anderen Vitamin D3- Metaboliten wie 25(OH)D3
oder auch Vitamin D3 (PIKE, 1984). Bei dem spezifischen Transportprotein, dem
DBP, verhalt es sich genau umgekehrt, so dass 25(OH)D; als auch 24,25(0OH),D3
starker gebunden werden als 1,25(0OH);D3s. Dies erlaubt den intrazellularen
Rezeptoren, 1,25(0OH);D3 in den Vitamin D- Zielzellen zuruckzuhalten und es
dadurch zu konzentrieren (MANOLAGAS und DEFTOS, 1981). Die Rezeptoren
befinden sich im Zytoplasma und im Zellkern fast aller Kerntragender Zellen des
Korpers, wodurch die Zahl der potentiellen Zielzellen sehr hoch ist.
An das Rezeptorprotein gebunden gelangt 1,25(OH),D3 in den Zellkern, wo es
nun durch Vermittlung der DNA- bindenden Doméane des VDR an die
Promotorregion des chromosomalen DNA- Stranges bindet (NORMAN et al.,
1992).
Der Mechanismus mittels dessen das Vitamin D- Hormon die Kalzium-
Homodostase regelt, wird von FRASER (1995) ahnlich dem beschrieben, dessen
sich die klassischen Glucocorticoide und Steroidhormone bedienen. Durch die
Komplexbildung mit dem Rezeptor an der Promotorregion eines Gens wird die
Transkription spezifischer messenger- RNA ausgelost, welche wiederum
bestimmte Proteine codieren, welche dann in die Regulation des
Kalziumhaushalts eingreifen. Diese Art der Regulation konnte fur Uber 60 Gene
beschrieben werden, die somit auf direktem und indirektem Weg in den Kalzium-
und Phosphorhaushalt eingreifen (MINGHETTI und NORMAN, 1988).
Eine gut untersuchte Genregulation stellt neben die der Expression von
Osteocalcin, einem extrazellularen Knochenmatrixprotein (POSER und PRICE,
1979), die Expression von Calbindin (CaBP) dar. Dabei handelt es sich um ein
durch Vitamin D- induziertes, Kalziumbindendes Protein (MINGHETTI et al.,
1988). Es wird hauptsachlich in Darm und Nieren exprimiert und stellt dort den
Kalziumtransport sicher. Es schleust Kalzium durch die Zelle hindurch zur
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Basolateralmembran, wo es nun uber eine Kalziumpumpe aktiv aus der Zelle
herausgeschleust wird. (CHRISTAKOS et al., 2003). Eine weitere Wirkung
entfaltet Calbindin an den Langerhans'schen Inselzellen des Pankreas, wo es die
Freisetzung des Hormons Insulin steuert (SOQY et al., 1999). Des Weiteren ist es
in der Lage, Kalzium in der Zelle abzupuffern und spielt damit eine wichtige Rolle
beim Schutz vor zellularen Schadigungen (CHRISTAKOS et al., 2003) und dem
apoptotischen Zelltod (GUO et al., 1998).

Zum heutigen Zeitpunkt kennt man zwei Arten des CaBP: Calbindin- D28y im
Vogeldarm, Pankreas, Gehirn und Sauger- und Vogelniere sowie Calbindin- D9y
das im Darm von Saugern und in Mauselebern (CHRISTAKOS et al., 1992)

vorkommt.

2.2.2 Physiologische Zellantwort

Das Vitamin D-Hormon ist in der Lage, auch uUber einen anderen Reaktionsweg
als die Bindung an den VDR eine Zellreaktion auszulosen. Solche Reaktionen
umgehen die Einbindung des Genoms in den Aktivierungsprozess und werden
als "Rapid Responses" bezeichnet. Sie setzen wesentlich schneller ein als eine
uber den VDR ablaufende Zellantwort, bei denen die Transkription von Proteinen
erst nach 60 Minuten einsetzt. Durch die "Rapid Responses" kann innerhalb von
wenigen Sekunden bis Minuten ein Zellantwort verzeichnet werden. Die
Resorption von Kalzium aus dem Darm stellt eine gut untersuchte Form der
schnellen physiologischen Zellantwort dar und wird als Transcaltachia bezeichnet
(NEMERE und NORMAN, 1988). Dabei kommt es durch die Bindung von
1,25(0OH),D3 an einen zellstandigen Rezeptor zur Freisetzung von second-
messenger-Botenstoffen, die dann regulierend in die Zellfunktion eingreifen
(NORMAN et al., 1999).

Ebenso zu den "Rapid Responses" wird die Aktivierung der Kalziumkanale der
Darmwand gezahlt. Durch sie wird eine gesteigerte Kalziumresorption aus dem
Nahrungsbrei erreicht.

-13-



2.2.3 Wirkung auf den Knochenstoffwechsel

Das Knochengewebe besteht aus drei Komponenten: dem zellularen Anteil, den
Osteoblasten, Osteoklasten und Osteozyten, den Knochenmineralien, deren
Grofteil Kalzium und Phosphor darstellt, sowie der organischen Matrix, dem so
genannten Osteoid, welches sich zu 90 % aus Kollagen Typ | und zu 10 % aus
anderen Proteinen zusammensetzt.

Osteoblasten stellen das Grundgeriust beim Knochenaufbau dar, wahrend
Osteoklasten nur Resorption betreiben. Der Knochen unterliegt damit ein Leben
lang andauernden Auf- und Abbauprozessen, die dementsprechend, um eine
konstante Knochenmasse gewahrleisten zu konnen, aufeinander abgestimmt sein
mussen. Osteozyten stellen Abkdmmlinge der Osteoblasten dar, die in Lakunen
des mineralisierten Knochens liegen und am Informationsaustausch zu
Umbauprozessen beteiligt sind (MARTIN, 1993).

Osteoblasten selbst sind mesenchymalen Ursprungs und produzieren das
Osteoid, die Grundsubstanz des Knochens. Daneben bilden sie aber auch das
Osteocalcin (s. 2.1.1.), welches fur den Transport der Kalziumionen aus dem
Blutplasma in den Verkalkungsbereich des Knochens =zustandig ist.
Untersuchungen konnten zeigen, dass Osteoblasten uber 1,25(OH);Ds-
Rezeptoren verfugen (NIJWEIDE et al., 1986) und damit dem direkten Einfluss
von 1,25(0OH);D3 bzgl. ihrer Proliferation, Differenzierung und Proteinsynthese
unterliegen (KANIS et al., 1988). In-Vivo konnte sowohl bei Tieren als auch beim
Menschen eine durch 1,25(OH).D3 induzierte gesteigerte Osteocalcinproduktion
beobachtet werden (ERBEN et al., 1997; PRICE und BAUKOL, 1981;
MARKOWITZ et al., 1987).

Zu der Rolle von 24,25(0OH);D; im Knochenstoffwechsel gab es verschiedene
Untersuchungen, deren Aussagen aber stets in die gleiche Richtung abzielten. So
wird von ORNOY et al. (1978) dem 24,25(0OH),D3 eine wichtige Bedeutung fur die
ausreichende Mineralisierung des Skeletts zugesprochen. In weiteren
Untersuchungen konnte es in hohen Dosen das Knochenvolumen erhdhen, ohne
dabei die KnochengroRe zu beeinflussen (NAKAMURA et al., 1987).

An verschiedenen Tiermodellen konnten RAMBECK et al. (1988) eine
synergistische Wirkung von 1,25(0OH).D3 und 24,25(0OH).D3 auf die
Knochenmineralisation nachweisen. Der additive Effekt beider Metabolite konnte

des Weiteren auch am Verkalkungsgrad der Epiphysenfuge der Tibia und an den
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Eischalendicken bei japanischen Wachteln beobachtet werden. RAMBECK und
ZUCKER (1985a) schwachten diese Aussage bezuglich der Eischalendicke ab,
indem sie eine vorherige Umwandlung von 24,25(0OH),D3 zu 1,24,25(0OH)3D; als
notwendig annahmen. YAMAMOTO et al. (1998) konnten in Versuchen
nachweisen, dass 24,25(0OH);D; die vermehrte Freisetzung eines second-
messenger-Botenstoffes bewirkt und im Zusammenspiel mit 1,25(0OH),Ds; die
Osteocalcinsynthese steigert.

Auch der Knochenabbau unterliegt dem Einfluss von Vitamin Ds- Metaboliten. Bei
der Bildung der Osteoklasten ist 1,25(OH),D3 unbedingt notwendig, wie SUDA et
al. (1992) zeigen konnten: die mehrkernigen Praosteoklasten, eine Zwischenstufe
in der Bildung aus Stammzellen des hamatopoetischen Systems, fusionieren nur
in Anwesenheit von 1,25(0OH).D3 und direktem Kontakt zu Osteoblasten. Die
Osteoklastenformation kann auf mehreren Wegen angeregt werden, wobei
1,25(0OH),D3 dies durch Rezeptorprasentation induziert. Parathormon,
Prostaglandin E2 und Vertreter der Interleukinfamilie stellen weitere, die
Knochenresorption férdernde Faktoren dar (SUDA et al., 1992). Uber diese
unterschiedlichen Wege wird in Osteoblasten die Bildung eines Osteoklasten-
Aktivierungsfaktors (ODF) angeregt, der auf der Plasmamembran der
Osteoblasten prasentiert wird (SUDA et al., 1992). Versuche zeigten, dass aus
den genannten Grunden nur dann eine Differenzierung zu reifen Osteoklasten
moglich ist, wenn Osteoklastenvorstufen in Zellkontakt mit den ODF- tragenden
Osteoblasten stehen. Fir die den Knochenabbau anregenden Substanzen stellen
also nicht die Osteoklastenvorstufen die Zielzellen dar, sondern nach diesen
Erkenntnissen die Osteoblasten. Neben der in vivo vorliegenden Funktion als
Knochenmobilisierendes Hormon zeigt 1,25(0OH);D; in vitro auch die
Eigenschaften eines Knochenformenden Hormons. Dabei spielt seine
Konzentration eine wichtige Rolle. Es wird angenommen, dass in vivo eine
Knochenresorption nur  bei  pharmakologischer  Uberdosierung  oder
Fehlregulierten Mechanismen maoglich ist (SUDA et al., 2003).

In vivo verhindert 1,25(0OH);Ds; in physiologischer Konzentration die
Knochenresorption durch Unterdrickung der durch Parathormon induzierten
messenger- RNA- Synthese und folgender Osteoklastenaktivierung (ENDO et al.,
2000).
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MERKE et al. vermuteten bereits 1986 ein Fehlen von 1,25(0OH),Ds- Rezeptoren
bei Osteoklasten. Sie nahmen an, dass 1,25(0OH),Ds; nicht die Aktivitdt der
Osteoklasten, sondern vielmehr ihre Anzahl beeinflusste.

Auch Hormone nehmen auf den Knochen Einfluss. So wirkt Parathormon zum
einen stimulierend auf die Osteoklasten, aber auch auf die Differenzierung der
Osteoblasten bzw. deren Vorlauferzellen (SCUTT et al., 1992). Wahrend
Ostrogen beide Prozesse behindert, unterdriickt 1,25(0OH).D3 nur die
Knochenresorption, die Knochenformation halt es aufrecht (SHIBATA et al.,
2002). In genaueren Untersuchungen beider Substanzen fand man heraus, dass
die Menge der Osteoklastenprogenitorzellen im Knochenmark stark reduziert war,
so dass sich 1,25(0OH),D; gut fur die Behandlung  &strogenabhangiger
Osteoporose eignet. Weiter wirkt 1,25(OH).,D3 in Osteoblasten stimulierend auf
die Synthese verschiedener Proteine, die auf die Zelladhasion und die
Matrixverkalkung Einfluss nehmen (AVIOLI, 1999). Zum Teil kbnnen diese
Proteine sogar in der klinischen Diagnostik als biochemische Marker des
Knochenumbaus verwendet werden.

Als Marker fur Resorption am Knochen konnen auch z.B. kollagene
Abbauprodukte (Hydroxyprolin, pyridinium cross links) oder TRAP (tartrate
resistant acid phosphatase) dienen. Marker fur Knochenformationen sind z.B.
Beiprodukte der Knochenmatrixsysteme (Osteocalcin u.a.) oder das Enzym
Alkalische Phosphatase (ALP). Im alkalischen Milieu katalysiert sie die Synthese
und die hydrolytische Spaltung von Phosphorsaureestern.

Der ALP wird eine Rolle bei der Mineralisation neu formierten Knochens
zugesprochen, indem sie durch die Freisetzung von anorganischem Phosphat in
die Matrix als direkt die Mineralisation katalysiert und indirekt die Hydroxyapatit-
Kristallbildung stimuliert (RINGE et al., 1994). Die positive Korrelation zwischen
ALP und aktiven Osteoblasten lasst den Schluss zu, dass ALP als ein Marker fur
die Matrixformation und die beginnende Mineralisation fungiert, und nicht auf eine
fortschreitende Mineralisation hinweist (van de VELDE et al., 1985).
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2.3 Weitere Wirkungsbereiche von Vitamin D;

War man bis dato der Annahme, die Funktion von 1,25(0OH).D3 wurde sich rein
auf den Kalzium- und Phosphorhaushalt beschranken, so konnten STUMPF et al.
im Jahre 1979 diese Meinung widerlegen: durch Versuche mit radioaktiv
markiertem 1,25(OH),D3 konnte gezeigt werden, dass sich nicht nur in den schon
bekannten Organen wie Darm, Niere und Knochen 1,25(0OH).D3s fand, sondern
auch in bis dahin noch unvermuteten Organen wie Pankreas, Haut, Brustdrisen-
und Ovargewebe, Nebenhoden, Nervengewebe, Promyelozyten, Makrophagen
und T-Lymphozyten.

2.3.1 Immunsystem

Nachdem STUMPF et al. bereits wichtige Vorarbeit geleistet hatten, gelang es
MANOLAGAS et al. (1985), wie auch auf Monozyten die Anwesenheit von VDR
auf B- und T- Lymphozyten nachzuweisen. Untersuchungen konnten die
beeinflussende Wirkung von 1,25(0OH);D; auf das Immunsystem in Form einer
massiv erhohten Immuntoleranz zeigen, hauptsachlich im Bereich der
Ndendritischen Zellen und der T- Lymphozyten (MATHIEU et al., 2004).

Die dendritischen Zellen ubernehmen eine wichtige Rolle bei der T-Zell-
mediierten Immunantwort, indem sie nicht nur die CD4"-, sondern auch die CD8"-
Lymphozyten stimulieren (STEINMANN 1991; HART 1997). Sie unterliegen einer
zweifachen Reifung, wobei die erste in der Phase nach dem Kontakt mit dem
Antigen ablauft, in der sie unter dem Einfluss von proinflammatorischen Stimuli in
die lymphatischen Organe wandern. Hier Ubernehmen sie mehr die Funktion der
Antigenprasentation (BANCHEREAU et al., 2000) und reagieren mit den
Lymphozyten. Dann folgt die zweite Reifungsphase, in der sie T-, B-
Lymphozyten und die naturlichen Killerzellen aktivieren und Cytokine (TNF, IL-12)
produzieren (HACKSTEIN und THOMSON, 2004). In vivo und in vitro
Untersuchungen konnte 1,25(OH),D3; Uber die Bindung an den VDR auf den
Dendritischen Zellen diese in deiner Art Unreifezustand verharren lassen
(GRIFFIN und KUMAR, 2003) und blockt dadurch die Aktivierung der T-
Lymphozyten. Auch kommt es durch die Anregung der Th2 T- Helferzellen zur
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Bildung von Cytokinen (TGF-p1, IL- 4) an, was wiederum zu einer Unterdrickung
der Th1- Zellen und deren Cytokin- Produktion fuhrt.

In Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass 1,25(OH);D3 und auch dessen
Analoga eine gesteigerte Immuntoleranz bedingen, ohne dabei die
Reaktionfahigkeit des Immunsystems auf Infektionen zu beeintrachtigen
(CANTORNA et al., 1998). Diese Tatsache macht die aktive Vitamin D- Hormon
zu einer sinnvollen Alternative gegenuber den angewandten Immunsuppressiva
bei der Behandlung von Autoimmunerkrankungen. Als Beispiel sind z.B. die
autoimmune Encephalomyelitis (LEMIRE und ARCHER, 1991) zu nennen,
rheumatoide Arthritis durch Borrelia burgdorferi, systemischer Lupus
erythematodes, Diabetes mellitus oder auch die kollagen induzierte Arthritis
(CANTORNA et al., 1998).

2.3.2 Tumorzellen

Mit der Entdeckung der Expression von VDRs auf humanen Brustkrebszellen
(EISMAN et al.,, 1979) und der Beobachtung eine hoheren Inzidenz von
Prostatakrebs bei Menschen, die in nordlichen Breitengraden leben und damit
einer geringeren UV-Strahlung ausgesetzt sind (HANCHETTE und SCHWARTZ,
1992), lag die Vermutung nahe, dass 1,25(OH);Ds; lokal in verschiedenen
Organen einen regulierenden Einfluss auf das Zellwachstum habe und damit
auch das Risiko der Entartung herabsetze (HOLICK, 2002).

In Untersuchungen an Prostatazelllinien konnte weiter gezeigt werden, dass
diese in der Lage sind, 1,25(OH),D3 mittels der 1a-Hydroxylase aus 25(OH)Ds zu
bilden und dadurch die |Invasivitdt der Krebszellen herabgesetzt wird
(SCHWARTZ et al., 1998). Ein Einsatz von 1,25(OH),D3 in der Chemopravention
ware also denkbar.

Den genauen Mechanismus der anti-Tumor-proliferativen Eigenschaft konnten
JOHNSON et al. 2003 beschreiben: 1,25(0OH),Ds ist in der Lage, den Zellzyklus in
der Gy bzw. G1- Phase anzuhalten und damit die unkontrollierte Vermehrung von
Tumorzellen zu verhindern. Weiter fand man heraus, dass 1,25(OH);D3; im
Zusammenspiel mit einer erhohten intrazellularen Kalziumkonzentration den
apoptotischen Zelltod einleitet. Diese Eigenschaft konnte zum Einsatz in der
Behandlung von Mammakarzinomen hilfreich sein (SERGEEV, 2004).
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Ein alleiniger Einsatz von 1,25(0OH).Ds3 ist im Moment noch nicht denkbar, da der
Eingriff in den Kalzium- und Phosphorhaushalt dadurch zu gro® ware. Jedoch
sowohl bei in vitro (KOSHIZUKA et al, 1998; WANG Q. et al, 2000;
HERSHBERGER et al.,, 2001; RASSNICK et al., 2006) als auch in vivo
(RASSNICK et al., 2006) durchgefuhrten humanmedizinischen Untersuchungen
konnte 1,25(0OH),D3; den Anti-Tumor-Effekt von den Chemotherapeutika Cisplatin,
Adriamycin und Paclitaxel verstarken. Auch fur andere Substanzen konnte ein
synergistischer Effekt nachgewiesen werden, was Anlass zu weiteren Forschung
auf diesem Gebiet gibt.

2.3.3 Haut und ihre Anhangsorgane

STUMPF et al. konnten bereits 1979 die Anwesenheit von 1,25(0OH).D3 in
Keratinozyten nachweisen. Spater wurde auch die Anwesenheit von VDRs an
Keratinozyten entdeckt. Es zeigte sich, dass 1,25(0OH).D3; uber die VDRs an
Keratinozyten auch in der Lage ist, deren Wachstum einzuschranken und die
Alterung zu beschleunigen (SMITH et al., 1986). Dabei ist die Konzentration
ausschlaggebend: eine hohe Konzentration hemmt die Proliferation der
Keratinozyten, durch niedrige wird sie stimuliert (GNIADECKI, 1996). Durch die
oben beschriebenen Erkenntnisse stellt 1,25(OH);D3; einen moglichen
Therapieansatz fur die Behandlung von hyperproliferativen Hauterkrankungen,
wie der Psoriasis, dar.

Hervorgehend aus Versuchen mit Mausen (YOSHIZAWA et al., 1997; LI et al.
1997; KATO et al. 1999) und anhand Untersuchungen der erblichen
Calcitriolresistenz und Alopezie des Menschen (MARX et al., 1986), lie3 die
Entdeckung der VDRs an der Haarwurzel auf einen moglichen Zusammenhang
zwischen Alopezie und 1,25(0OH);D; schliessen. REICHRATH et al. (1994)
konnten die Expression des VDR an der Dermalpapille und der aul3eren
epithelialen Haarwurzelscheide nachweisen. Der genaue Zusammenhang
zwischen Alopezie und aktivem Vitamin D3 konnte noch nicht geklart werden.
Dass er aber besteht, wird durch obige Untersuchungen zweifelsfrei bewiesen.
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2.3.4 Zentrales Nervensystem (ZNS)

Auch im Bereich des Nervensystems finden sich Zusammenhange zwischen der
Funktionsfahigkeit von Nerven und Gehirn und der Anwesenheit von Vitamin D.
Untersuchungen an Ratten konnten zeigen, dass ein Mangel an Vitamin D in der
vorgeburtlichen Phase eine Beeintrachtigung der Funktionalitat der
Zellbestandteilen bei heranwachsenden Tieren nach sich zieht (EYLES et al.,
2006). Wie oben bereits genannt, konnten STUMPF et al. (1979) in ihren
Untersuchungen zeigen, dass auch im Nervengewebe VDRs nachweisbar waren.
Ebenso konnten verschiedene Arbeitsgruppen die Anwesenheit sowohl der 1a-
Hydroxylase als auch der 24- Hydroxylase im Gehirn aufzeigen (ST- ARNAUD
1999; ZEHNDER et al., 2001; EYLES et al., 2005). Somit waren alle notwendigen
Reaktionspartner fur die Ermoglichung einer Wirksamkeit des Vitamin D auf
zellularer Ebene gegeben. In vielerlei Untersuchungen, die den Rahmen dieser
Arbeit Uberschreiten wirden, wurde die neurotrophischen und neuroprotektiven
Fahigkeiten des Vitamin D genauer untersucht. Weiter wird der Effekt von Vitamin
D bei neurologischen Erkrankungen wie Parkinson, Schizophrenie und bei
Zirkulationsstorungen (Schlaganfall) diskutiert. Hierzu wurde in verschiedenen
Tierversuchen versucht, einen protektiven oder auch heilenden Effekt des Vitamin
D bei genannten Erkrankungen nachzuweisen. Diese Untersuchungen konnten
noch keine klaren Ergebnisse liefern und werden deshalb in der vorliegenden

Arbeit noch nicht weiter diskutiert.

2.3.5 Herz-Kreislauf-System

Das Renin- Angiotensin- Aldosteronsystem stellt ein wichtiges Element zur
Regulation des Blutdrucks und auch des Elektrolyt- und Volumenhaushalts dar.

Renin ist selbst kein Hormon, sondern ein proteolytisches Enzym, welches,
induziert durch verschiedene Faktoren, aus den juxtamedullaren Zellen sezerniert
wird. Solcherlei Faktoren sind z.B. der Abfall des systemischen Blutdrucks, der
Abfall der Na*- Konzentration an der Macula densa, Einfluss des Sympathikus
Uber a4- Rezeptoren, bestimmte Prostaglandine oder auch medikamentelle
Beeinflussung durch Diuretika oder ACE- Hemmer. Das freigesetzte Renin
wandelt in der Leber Angiotensinogen zu Angiotensin | um. Dieses wird nun in

der Lunge durch das Angiotensin-converting-enzyme (ACE) zum biologisch

-20 -



aktiven Oktapeptid Angiotensin |l. Angiotensin |l bewirkt neben einer
Vasokonstriktion, und damit einer Anhebung des systemischen Blutdrucks, die
Freisetzung von Aldosteron aus der Nebennierenrinde, welches die
Ruickresorption von Na* férdert und die ADH- Freisetzung (Vasopressin) aus dem
Hypophysenhinterlappen stimuliert. Sekundar I6st Angiotensin Il ein Durstgefuhl
aus.

LI et al. beobachteten 2002, dass 1,25(OH).Ds negativ regulierend auf die
endokrine Genexpression von Renin einwirkt. Somit stehen die Vitamin D-

Konzentration und der Blutdruck in einem indirekt proportionalen Verhaltnis.

2.3.6 Nebenschilddriise

Der positive Behandlungserfolg durch 1,25(0OH).D3 bei Patienten mit sekundarem
Hyperparathyreoidismus  aufgrund einer  chronischen Niereninsuffizienz
(SLATOPOLSKY et al., 1984) bedingte die Annahme, dass auch hier ein VDR im
Gewebe der Nebenschilddrise einen direkten Effekt durch 1,25(0OH).D3
ermoglichte. Eine Analyse der das Parathormon kodierenden mRNA zeigte, dass
1,25(0OH),D3 die Transkription durchaus unterdricken kann (RUSSELL et al.,
1986).

Durch die Entdeckung des "Vitamin D Responsive Element" (VDRE) in der
Promotorregion des Parathyreoidgens konnte bewiesen werden, dass
1,25(0OH),D3 die Expression des Promotors zu unterdricken in der Lage ist
(DEMAY et al.,, 1992; SILVER und NAVEH-MANY, 1997). Nach weiteren
Untersuchungen kam man dann zu der Annahme, dass 1,25(OH).D3, wie es auch
in den Versuchen die Promyelozyten in ihrem Wachstum unterdrickt und ihre
Differenzierung stimuliert, ebenso eine hemmenden Effekt auf die Proliferation
der Zellen der Nebenschilddruse habe (ABE et al., 1981).

2.3.7 Autoimmuner Diabetes Typ |

Im Mauseversuch konnten ROTHE et al. (1999) feststellen, dass die
Erkrankungswahrscheinlichkeit dieser Mause an Diabetes Typ | durch
1,25(0OH).D3 deutlich herabgesetzt wurde. Als Folge einer T- Zell- vermittelten
Autoimmunreaktion gegen die Insulin- bildenden B- Zellen der Langerhans' schen
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Zellen der Bauchspeicheldrise kommt es zu dieser Diabetes- Form. Wie schon
beschrieben (s. 2.3.1) werden die Dendritischen Zellen in ihrer Reifung und der
Produktion von Cytokinen durch 1,25(0OH).D3; gestort (GRIFFIN und KUMAR,
2003).

2.3.8 Vitamin D- Mangel und dessen Auswirkungen

Wie bereits ausfuhrlich beschrieben, kann der Vitamin D- Bedarf Uber zwei Wege
gedeckt werden: uber die Nahrung und durch endogene Bildung in der Haut.
Mangelsymptome treten eben dann auf, wenn einer der beiden Quellen nicht
zuganglich ist, sei es durch mangelnden Gehalt der Nahrung oder durch fehlende
UV- Exposition der Haut. Zwei verschiedene Krankheiten, in Abhangigkeit vom
Zeitpunkt des Auftretens, werden beschrieben.

Die Rachitis tritt in der Wachstumsphase auf. Dabei kommt es aufgrund zu
geringer Kalzium- Resorption im Darm und verstarkter Phosphatrtckresorption in
der Niere auch zu einer gestorten Versorgung des Knochens mit Mineralstoffen.
Als Folge kommt es zum Krankheitsbild des sekundaren
Hyperparathyreoidismus, bei dem der Organismus versucht, den niedrigen
Kalziumspiegel im Blut oder Kalzium/Phosphat- Imbalanzen durch verstarkte
Freisetzung von Parathormon aus der Nebenschilddruse auszugleichen. Dadurch
kommt es zur vermehrten Phosphatexkretion Uber die Niere und einer
gesteigerten Mobilisation von Kalzium aus dem Knochen. Der Knochen wird
dadurch entkalkt, es kommt zu Formveranderungen (v.a. Im Bereich der
Wachstumszonen) sowie zur Knochenerweichung (v.a. Schadelknochen). Haufig
sind diese Symptome aber erst nach mehreren Monaten sichtbar und stellen das
klinische Bild der Rachitis (GREER, 2003). Auch die Muskulatur zeigt einen
verringerten Tonus ("Froschbauch") und es kann zu Obstipationen kommen.

Beim Adulten ist die Pathogenese identisch mit der der Rachitis, wird aber als
Osteomalazie bezeichnet. Durch den bereits erfolgten Schluss der
Wachstumsfugen kommt es hier neben der Knochenerweichung auch zu einer
sekundaren Ossifikationsstorung, die als Folge zu einer Verbiegung der
Knochenachsen fuhrt. Es treten haufiger Ermidungsfrakturen auf.

Die Uberversorgung mit Vitamin D und deren Folgen werden im Abschnitt Gber
Kalzinogene Pflanzen genauer dargestellt.
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2.4 Kalzinogene Pflanzen

2.41 Geographisches Vorkommen

In den verschiedensten Regionen der ganzen Welt konnte bei Nutztieren das
Krankheitsbild der Kalzinose beobachtet werden, ausgeldst durch auf den
Weiden wachsende kalzinogene Pflanzen. Zur genaueren Beschreibung der
Symptomatik s. 2.4.2

2411 Sidamerika

Bereits im 19. Jahrhundert konnte das erste Mal eine derartige Symptomatik bei
Rindern in Argentinien beschrieben werden (LIGNIERES, 1898). Es zeigte sich
ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten der Erkrankung und dem Aufenthalt
auf Weiden, auf denen ein Vetreter der Nachtschattengewachse, Solanum
glaucophyllum (sein brasilianischer Vetreter Duraznillo blanco) wuchs. Die
Krankheit selbst wurde als "Enteque secco" bezeichnet. Vor einiger Zeit wurden
auch die ersten Falle von Kalzinose bei Schweinen beobachtet, auch hier
ausgelost durch Solanum glaucophyllum (CAMPERO und ODRIZOLA, 1990).
Einige Jahre spater fiel auch in Brasilien das Augenmerk auf die Symptome bei
Rindern wie Verkalkung der Lungen und Gefalintima (PARDI und SANTOS,
1947). Hierzulande bezeichnete man diese Erkrankung als "Espichamento" oder
"Espichacao"”, was als "dunner werden" verstanden werden kann. Die Symptome
glichen denen der Kalzinose im Nachbarland (DOBEREINER und DAMMRICH,
1974; DONE et al., 1976) und auch hier war Solanum glaucophyllum das
auslosende Agens (DOBEREINER et al., 1971).

Auch in Uruguay wurde von einer Kalzinose durch Solanum glaucophyllum
berichtet (CORREA et al., 1975).
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2.4.1.2 Nordamerika

Im unter subtropischem Klimaeinfluss liegenden Florida konnte an Pferden
(KROOK et al.,, 1975b) und Rindern (KROOK et al., 1975a) eine chronische
Erkrankung einhergehend mit Lahmheit und Gewichtsverlust beobachtet werden
sowie den typischen pathologischen Befund, d.h. Verkalkung des elastischen
Gewebes und eine generalisierte Osteosklerose. In Futterungsversuchen zur

Ursachenfindung konnte Cestrum diurnum identifiziert werden.

2.4.1.3 Indien

Bei Schafen im nordlichen Bundesstaat Punjab konnten Verkalkungen im Herz-
Kreislauf- System wund der Nieren sowie ulzerative Veranderungen der
Glenkknorpel festgestellt werden. Das Kalzium- Phosphor- Verhaltnis war bei
diesen Tieren deutlich erniedrigt. Eine pflanzliche Ursache ist neben einem
unausgeglichenen Mineralhaushalt denkbar (GILL et al., 1976), aber noch nicht

bewiesen.

241.4 Afrika

Bei Schafen konnten in Sudafrika neben Steifheit der Glieder und Tod duch
Herzversagen die klassischen pathologischen Befunde der Kalzinose beobachtet
werden. Nachdem TUSTIN et al. 1973 bereits eine Pflanze als Ursache
vermuteten, konnten RAMBECK und ZUCKER diesen Verdacht 1982 mit dem
Nachweis eines kalzinogenen Stoffs in Solanum verbiscafolium bestatigen. In
Nigeria fand sich bei Buffeln eine "Calcinosis circumscripta®, die bis heute noch
nicht genau erarbeitet ist (IDEKE, 1979).

2.4.1.5 Ozeanien

Auf der Insel Hawai (HENDERSHOT, 1942; LYND et al., 1965), auf Papua-
Neuguinea (COPLAND, 1975) und in Australien (O'SULLIVAN, 1976) wurden bei
Rindern, Ziegen und Schafen die Symptome einer Kalzinose entdeckt. Auf Hawai
wurde sie als "Naalehu disease" bezeichnet und als ursachliches Agens, wie
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auch in Papua-Neuguinea (MORRIS et al., 1979), die Pflanze Solanum torvum

(Tarkenbeere) und Cestrum diurnum (Wilder Jasmin) identifiziert.

241.6 Karibik

Auf Jamaika findet man eine Kalzinose bei Rindern und Ziegen unter dem Namen
"Manchester Wasting Disease". Die klinische Symptomatik entspricht mit
Steifheit, Herz- Kreislauf- Insuffizienz und den Verkalkungen der Gefalle und
Sehnen derer der sidamerikanischen Kalzinosen (ARNOLD und BRAS, 1956).
ARNOLD und FINCHAM konnten 1997 Stenotaphrum secundatum, einen
Vertreter der Familie der Sul3graser, als Ursache fur die "Manchester Wasting
Disease" identifizieren. Auf Cuba wurde ein bei Rindern vorkommender
Krankheitskomplex als "Cestrum diurnum intoxication" bezeichnet (DURAND et
al., 1999).

2.41.7 Mitteleuropa

Auch im Voralpengebiet kam eine Erkrankung vor, deren Symptome denen der
oben beschriebenen sehr ahnlich waren. Die bekannt dafur ursachlichen
Pflanzen kommen allerdings in diesem Gebieten nicht vor. Somit war die
tatsachliche Ursache vorerst nicht genau bekannt.

Als "Weidekrankheit" vor allem im westlichen Osterreich (Tirol, Steiermark)
bekannt (LIBISELLER und GUNHOLD, 1969), nahm man aufgrund der Haufigkeit
in Bertieben mit Mahweidewirtschaft an, dass eine besonders starke Dingung
ursachlich sei (KOHLER und LIBISELLER, 1970). Wurde auf die Diingung
verzichtet, trat die Krankheit scheinbar nicht auf. Andere vermuteten einen
Zusammenhang der Kalzinose mit einer als "Chronischer Magnesiummangel bei
Kuhen" bezeichneten Krankheit (ONDERSCHEKA et al., 1967). lhre Symptome
waren deutlich an die Weidehaltung gekoppelt. Wurden die Tiere aufgestallt und
mit Heu versorgt oder in eine andere Herde verbracht, verbesserten sich die
Symptome.

Eine dem klinischen und pathologisch-anatomischen Bild entsprechende
Erkrankung kannte man auch im bayerischen Voralpenland als "Enzootische
Rinderkalzinose" (DIRKSEN, 1969). Um die vorhergehenden Spekulationen Uber
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die Ursache der Kalzinose zu revidieren, fuhrten DIRKSEN et al. (1971b) einen
Versuch durch, in dem sie Schafen Klee, Graser und Krauter von besonders
schwer von Kalzinose betroffenen Betrieben verfutterten. Nach 10 Wochen waren
bei der Schlachtung nur bei solchen Tieren die typischen Verkalkungen sichtbar,
die mit den Grasern gefutterte worden waren. Die Analyse der Graser auf diesen
Wiesen und Weiden ergab einen erhohten Anteil von Goldhafer (Trisetum
flavenscens) und Knaulgras (Dactylis glomerata).

2.4.2 Vertreter der kalzinogenen Pflanzen

Zur Gruppe der kalzinogenen Pflanzen zahlen solche aus der Familie der
Nachtschattengewachse (Solanaceae) und der Sussgraser (Gramineae). Auch
Angehorige anderer Familien konnten in den letzten Jahren als kalzinogene
Pflanzen identifiziert werden, so konnten BOLAND et al. 2003 Secosteriode in
Kurbisgewachsen (Curcubitaceae) und Schmetterlingsblutlern (Fabaceae)
nachweisen, die in ihrer Struktur dem Vitamin D3 ahneln.

Was Vitamin D3 an der Pflanze selbst bewirkt, ist noch nicht genau erarbeitet.
Lediglich eine Beeinflussung des Wurzelwachstums konnte herausgestellt
werden (BUCHALA und SCHMID, 1979).

Wichtig zu erwahnen sind Solanum glaucophyllum, S. torvum, S. esuriale, S.
verbascifolium, Cestrum diurnum und Nierembergia veichtii als Vetreter der
Nachtschattengewachse, Trisetum flavescens und Stenotaphrum secundatum
aus der Familie der Sul3graser. Bei weiteren Nachtschattengewachsen konnten in
den Blattern Substanzen mit Vitamin D- ahnlichen Aktivitaten nachgewiesen
werden, so in Blattern der Tomatenpflanze (PREMA und RHAGAMULU,, 1996),
den Kartoffel-, Auberginen- und Zucchiniblatter (ABURJAI et al., 1998) sowie in
Nicotiana glauca, einem blaugrunen Tabak (SKLIAR et al., 2000).

Da in dieser Arbeit nur Versuche mit Extrakten von Solanum glaucophyllum und
Trisetum flavescens durchgefuhrt wurden, werden nur diese beiden Vetreter der
kalzinogenen Pflanzen genauer besprochen.
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2421 Solanum glaucophyllum

Solanum glaucophyllum ist ein Vertreter der Nachtschattengewachse und wurde
friher mit dem Namen Solanum malocoxylon Sendtner bezeichnet. Strauchartig,
mit einer Zweighohe von 1,5 bis 3 Meter, wachst es vor allem auf tonhaltigen
Bdoden tiefer gelegener Landschaften, welche haufig Uberflutet sind, und tragt
lilafarbene Bluten. Die Pflanze zeichnet sich zum einen durch ein langsames
extensives Wachstum aus, zum anderen durch sein tiefgreifendes Wurzelsystem,
welches ihm eine erhohte Widerstandskraft gegenuber
Unkrautvernichtungsmitteln und Bodenkultivierung verleiht (TOKARNIA et al.,
2002). S. glaucophyllum ist vor allem in Brasilien beheimatet und wird dort in
endemischen Gebieten auch als limitierender Faktor der Freilandhaltung bei
Rindern betrachtet.

Nachdem der Pflanze bereits im Rahmen des Auftretens von Enteque secco in
Argentinien kalzinogene Eigenschaften zugesprochen worden waren (WORKER
und CARILLO, 1967), konnte in weiteren Untersuchungen gezeigt werden, dass
sich der kalzinogene Wirkstoff vor allem in den Blattern der Pflanze befindet
(CAMBEROS et al., 1970). Auf den Boden gefallen, werden sie dann schlie3lich
mit dem normalen Futter auf der Weide aufgenommen. Dabei ist der kalzinogene
Stoff in diesen abgefallenen Blattern Uber einen sehr langen Zeitraum aktiv. Es
konnte an der Krankheit Enteque secco auch gezeigt werden, dass bereits ein
Anteil von 0,1% im Futter uber 10 Wochen die Symptome auslésen kann
(OKADA et al., 1977).

Zur genauen lIdentifizierung seiner biologischen Wirkeigenschaften konnte bei
einem Fultterungsversuch mit Huhnern, deren 1a- Hydroxylase mittels Strontium
inhibiert wurde, gezeigt werden, dass nach Verfutterung von S. glaucophyllum
eine gesteigerte Kalziumabsorption aus dem Darm stattfand. Diese war auf eine
Neusynthese von Calbindin, durch Vitamin D induziert, zuruckzufuhren
(WASSERMAN, 1974). In weiteren Untersuchungen, wie z.B Chromatographie,
Fragmentographie konnte die Ahnlichkeit der S. glaucophyllum- Substanz mit
Vitamin D3 bestatigt werden. Im Gegensatz zu Vitamin D3, welches atherl6slich
ist, ist der Extrakt wasserloslich. Untersuchungen ergaben, dass dies durch eine
glykosidische Bindung hervorgerufen wird (WASSERMAN et al., 1976) und durch
deren Spaltung 1,25(0OH),D; freigesetzt wird (HAUSSLER et al., 1976). Neben
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1,25(0OH),D3 konnten ESPARZA et al. (1982) in den Blattern von S.
glaucophyllum auch Cholecalciferol und 25(OH)D3 nachweisen. Alle Metaboliten
liegen in der Pflanze glykosidisch gebunden vor, was die Frage aufwirft, ob zur
biologischen Wirksamkeit im Organismus einer Spaltung der glykosidischen
Bindung mittels Enzyme notwendig ist. Dazu zeigten PETERLIK et al. (1976)
mittels radioaktiv markiertem 1,25(0OH),D3, dass dieses gegenuber dem
glykosidisch gebundenen Extrakt aus S. glaucophyllum wesentlich schneller an
die Rezeptoren zu binden vermag. Wird es jedoch vorher mit Glucosidasen
versetzt, wird extrakorporal der Zuckerrest abgespalten und es kann in direkte
Konkurrenz zu 1,25(0OH);D; am Rezeptor treten. Um also eine biologische
Effektivitat zu erreichen, muss im Darm von Mensch und Tier eine korpereigene
Glucosidase anwesend sein. Diese Annahme konnte durch Untersuchungen an
Schafen, Ratten und Kaninchen gefestigt werden, welche zeigten, dass eine orale
Gabe von Extrakten verglichen mit der parenteralen eine starkere
Hypercalciamie und Hyperphospatamie hervorrief (LADIZESKY et al., 1974). Bei
der Gabe von in Pansensaft vor-inkubierten Pflanzenextrakten an Ratten konnte
ein deutlicher, stimulierender Effekt an der Regulation des Kalzium- und
Phosphorstoffwechsels verzeichnet werden (BOLAND et al., 1979).

Mit verschiedenen Versuchsdurchfihrungen wurde das Ziel verfolgt, die
biologische Aktivitat der Pflanze Solanum glaucophyllum bezuglich der Vitamin
Ds- Metaboliten zu bestimmen. In folgender Tabelle sind die Ergebnisse einiger

dieser Untersuchungen zusammengefasst:
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Tab. 2.2: Zusammenstellung einiger bisher durchgefuhrter Untersuchungen zur

biologischen Aktivitdt von Solanum glaucophyllum in verschiedenen

Bioassays
Tierart und Untersuchte Untersuchte
Referenz .
Versuchsdurchfiihrung Parameter Substanz
Ratten; 0,25 ug/
Kalzium, 3) Hg
BRUNS-DROSTE a) i.p.- Injektion eines 0,1g
Phosphat im 1,25(OH),D;
(1980) Wasserextrakts b) 0,25 ug/
Serum
b) p.o. Pulver g
Kalzium,
SANTOS et al. Kaninchen Phosohat 1.25(0H),D 10 ual
osphat, , ug/g
(1976) Via Magensonde 2
ALP im Serum
Hahnerkliken
TROGER (1984) "strontiuminduzierte CaBP Bildung  1,25(OH),D3 1 mg/ kg
Rachitis"
MELLO und Huahnerkliken Kalzium,
o _ _ _ 82800 IE/
HABERMEHL "strontiuminduzierte Phosphat, Vitamin D
g
(1998) Rachitis" ALP im Serum
CORRADINO UND Isoliertes
WASSERMAN Hihnerduodenum CaBP Bildung 1,25(OH),D; 0,1ug/g
(1974) Inkubation mit Extrakten
RAMBECK  UND 170 000
Wachteleischalentest Eischale Vitamin D
ZUCKER (1982) IE/kg
REICHENBACHER 4 000 IE/
Wachteleischalentest Eischale Vitamin D
(1979) kg
WASSERMAN 300 000
Wachteleischalentest Eischale Vitamin D
(1975) IE/ kg
PUCHE ET AL. . . Kalziumgehalt 24- 120
Hihnerkiken Vitamin D
(1980) der Femora ug/g

Wohl ist S. glaucophyllum jedoch nicht in der Lage, alle Funktionen von
1,25(0OH);D3 zu imitieren: fehlerhafte Phosphorregulation und verminderte
Forderung des Wachstum konnte bei rachitischen Huhnern beobachtet werden
(CANAs et al., 1977).

Fur die hier vorliegenden Ergebnisse und Untersuchungen muss beachtet

werden, dass der Gehalt einer eigens fur die Extraktgewinnung gezilchteten
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Solanum glaucophyllum- Pflanze mit bis zu 80 mg 1,25(0OH);Ds; pro kg
Pflanzentrockensubstanz wesentlich hoher ist, als solches der wild wachsenden
Pflanzen. Bei ihnen findet sich eine Variation des Gehalts zwischen 0 und 30 mg
pro kg Trockensubstanz in Abhangigkeit von Standort und Bodenverhaltnissen
(BACHMANN, 2005).

Zum Einsatz von Solanum glaucophyllum aufgrund seiner Eigenschaft als Trager
von Vitamin D3- Metaboliten s. 2.6

2.4.2.2 Trisetum flavescens

Wegen seiner goldgelben Ahren tragt dieser Vertreter der StiRgraser den Namen
Goldhafer. Mit einer Wuchshohe von 40 bis 80 cm wachst er in Hohenlagen ab
circa 700 m auf malig feuchten, kalk- und nahrstoffreichen Bdden.

In den Bergregionen Deutschlands, Osterreich und der Schweiz stellt es neben
Knaulgras ein wertvolles Futtermittel fir weidende Tiere dar. Aufgrund seiner
Eigenschaft als Ausloser von Kalzinose bei Weidetieren haben Untersuchungen
Uber Gehalt an Vitamin D- wirksamer Substanzen neben einem
wissenschaftlichen auch ein wirtschaftliches Interesse.

Im Anschluss an seine oben beschriebenen Futterungsversuche an Schafen
verfutterten DIRKSEN et al. (1972) uber 18 Wochen sowohl Knaulgras als auch
Goldhafer an Kaninchen. Dabei ergab sich eindeutig eine verkalkende Wirkung
des Goldhafers. Bei einer weiteren Untersuchung an Schafen wurde dies erneut
bestatigt (DIRKSEN et al., 1973, 1974; SIMON et al., 1978; WASER et al., 1983).
PLANK et al. (1976) konnten dabei zeigen, dass die Wirkung des Goldhafers
nicht durch Einflisse wie besondere Bodenformation, bestimmtes Klima oder
ubermallige Dungung verandert wird. Auch die Sonneneinstrahlung hat daran
keinen Anteil (DIRKSEN et al., 1975).

Genauere Untersuchungen am Goldhafer selbst ergaben, dass sich die Vitamin
D- Metaboliten vor allem in den Blattern befinden, weniger im Stangeln, Samen,
Bliten oder Wurzeln (RAMBECK et al.,, 1981). Aufgrund seiner gleichwertigen
Aktivitat im Versuch mit Vogeln schlossen ZuckerR und RAMBECK (1981) daraus,
dass es sich bei der wirksamen Substanz um Vitamin D3 handeln muss (s. 2.1.5).
In kombinierter Gas- Chromatographie mit Massenspektrometrie konnte Vitamin
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D3 im Atherextrakt des Goldhafers nachgewiesen werden (RAMBECK et al.,
1979) und schlieB3lich 1a,25(0OH),D3 identifiziert werden (RAMBECK 1984).

Bei Rindern konnte eine Verfutterung von Trisetum flavescens, der 10 % der
Gesamtration ausmachte, Uber einen Zeitraum von funf Monaten bereits erst
Anzeichen einer Kalzinose auslosen, entspricht sie 50% der Gesamtration bereits
nach ungefahr einem Monat (SIMON, 1980). Bei Schafen wurde eine hohere
Toleranz gegenuber der kalzinogenen Wirkung beobachtet sowie auch eine
groRRe individuelle Variation der Symptome. Ein Anteil von 30 bis 40 % der
Gesamtration 10st bei ihnen etwa nach funf Monaten die klinischen Symptome
einer Verkalkung aus (DIRKSEN et al., 2003). Dabei wird aber bereits ab einem
Weidebesatz des Goldhafers von 5 % auf die differentialdiagnostische
Moglichkeit der Kalzinose hingewiesen, wenn Symptome wie Lahmheiten, steifer
Gang oder Entwicklungsstorungen bei Schafen auftreten (DIRKSEN et al., 2003).
Um die biologische Aktivitat des Goldhafers zu beurteilen, wurden
unterschiedliche Tiermodelle verwendet. Durch die Unterschiede in den
untersuchten Parametern und den Versuchsbedingungen entstanden dabei auch
unterschiedliche Aktivitaten der eingesetzten Praparate. Auch Herkunft und
Verarbeitung des verwendeten Materials unterschied sich in den verschiedenen
Untersuchungen, womit auch ein Abweichen der Ergebnisse erklart werden
kann. Einige sind in folgender Tabelle dargestellt, dabei ist ersichtlich dass

zwischen den Tierarten grof3e Unterschiede bestehen.
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Tab. 2.3: Zusammenstellung einiger bisher durchgefihrten Untersuchungen zur

biologischen Aktivitdt von Trisetum flavescens in verschiedenen
Bioassays, stark modifiziert nach MELLO (2003)

Tierart und Untersuchte Untersuchte .
Referenz . Dosis
Versuchsdurchfiihrung Parameter Substanz
TROGER ] __7 - 80 - 100
Rachitische Huhnerkiken CaBP Bildung Vitamin D3
(1984) ug/kg
BITTNER B . 3000 IE/
Rachitische Huhnerkiken CaBP Bildung Vitamin Ds
(1979) kg
Hlhnerkiiken
KREISL
"strontiuminduzierte CaBP Bildung 1,25(0OH),D3 5-6 ug/ kg
(1981)
Rachitis"
MELLO und Hihnerkiiken Kalzium,
o _ _ 12 000 IE/
HABERMEHL "strontiuminduzierte Phophat, ALP im 1,25(0H),D; ‘
g
(1998) Rachitis" Serum
KOHLER et al. 22 000 IE/
Wachteleischalentest Eischalen Vitamin Ds
(1978) kg
RAMBECK et 4 000 IE/
Wachteleischalentest Eischalen Vitamin D3
al. (1981) kg
RAMBECK und
3 600
ZUCKER Wachteleischalentest Eischalen Vitamin Ds B/
g
(1982)
BRUNS- Kalzium,
Ratten
DROSTE _ L Phosphat im 1,25(0OH),D3 0,25ug/30g
mit Hypophosphatamie
(1980) Serum
WASER et al. Schafe Phosphat im 150 000
. Vitamin D3
(1983) Cobfiitterung Serum IE/g
Phosphat im
STARK (1979) Ratten Vitamin D3 31E/g
Serum

In Untersuchungen zur Abhangigkeit der kalzinogenen Wirkung vom Zustand der
Goldhaferpflanze wurde festgestellt, dass diese auch im Heu erhalten bleibt,
wobei Heu mit geringerem Rohfaseranteil eine hohere Wirksamkeit aufweist als
solches mit héherem Rohfaseranteil (WOLF und DIRKSEN, 1976). Auch in Cobs
(DIRKSEN et al., 1981) und siliertem Zustand (HEINRITZI et al., 1977) bleibt die

kalzinogene Wirkung erhalten.
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Zum Einsatz von Trisetum flavescens aufgrund seiner Eigenschaft als Trager von
Vitamin Ds;- Metaboliten s. 2.6

2.5 Kalzinose

Wie bereits oben beschrieben, wurde das Krankheitsbild der Kalzinose in den
verschiedensten Landern unseres Kontinents beobachtet und konnte somit auch
durch Laboruntersuchungen und Versuche in seinen verschiedenen Formen,
ausgelost durch verschiedene Futterpflanzen bei verschiedenen Tierarten, genau

untersucht werden.

2.5.1 Mechanismus

Kennzeichnend fur eine kalzinogene Pflanze ist der Gehalt von einem oder
mehreren hormonell aktiven Vitamin D- Metaboliten. Am haufigsten findet sich
1,25(0H).D3, das, wie bereits oben beschrieben, glykosidisch gebunden ist und
daher, anders als das im Organismus vorkommende 1,25(OH),Ds nicht lipo-
sondern hydrophil ist.

Nach Abspaltung des Zuckerrestes durch im Verdauungstrakt lokalisierte Enzyme
kann es nun die gleichen Reaktionen auslosen wie sein im Organismus
gebildetes Pendant.

Durch diese exogene Zufuhr des aktiven Vitamin D werden die normalerweise
regulierenden Kontrollmechanismen umgangen, der Organismus mit Vitamin D
uberschwemmt. In nun viel zu hoher Konzentration regt 1,25(0OH),Ds; die
verstarkte Bildung von Transportproteinen (CaBP) an, woraus eine vermehrte
Resorption von Kalzium und Phosphor aus dem Darm resultiert und damit eine
Hypercalciamie und/oder eine Hyperphosphatamie.

Durch die erhohte Kalziumkonzentration im Blut wird die Freisetzung von
Parathormon aus der Nebenschilddrise gehemmt, die von Calcitonin aus den C-
Zellen der Schilddriuse jedoch stimuliert. Diese Stoffwechsellage, als
Hypoparathyreoidismus bezeichnet, hemmt die endogene 1,25(OH);Ds-
Produktion und fuhrt zu einer vermehrten Einlagerung von Kalzium und Phosphor

in die Knochen, was eine Osteosklerose nach sich zieht.
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Die weiter uber den Darm unkontrolliert aufgenommen Mineralstoffe kdnnen im
Organismus nicht ausreichend verstoffwechselt werden und lagern sich nun in
den Weichteilen ab, was zur Kalzinose, einer Verkalkung fuhrt (DIRKSEN et al.,
2003, 1971a). Betroffen sind die Weichgewebe einschlie3lich Aorta, Herz, Nieren,
Sehnen, Bander, Uterus, Darm und Magenschleimhaut.

2.5.2 Kilinik

Zu Beginn der chronischen Erkrankung zeigen die betroffenen Tiere progressive
Gewichtreduktion mit Verschlechterung des Allgemeinbefindens. Schon weiter
fortgeschritten werden die Tiere kachektisch und schweratmig (DIRKSEN et al.,
1971a, 1974). Typisch ist bei diesen Tieren eine Korperhaltung mit kyphotischer
Ruckenlinie, so dass der Rucken bogenformig aufgekrimmt ist. An der
Hinterhand sind die Hufthocker aufgrund der starken Muskelatrophie sehr
prominent. Der hochgradige Verlust des Korperfetts zeigt sich durch eine
deutliche Abzeichnung der Scapula an der Haut sowie eine Steilstellung derer,
was durch den starken Abbau des subscapularen Fettes entstanden ist.

Die Atmung erfolgt nur noch Uber die Bewegung des Zwerchfells, aufgrund der
Dyspnoe haben die Tiere einen nach oben gestreckten Kopf und weit gestellte
Nasenlocher. Die Tiere verharren beim Aufstehen lange auf ihren gebeugten
Karpalgelenken, bewegen sich nur noch ungern und mit unsicherem, steifen
Gang. Bei schnellen Bewegungen, z.B. Flucht, stlirzen die Tiere zu Boden
(DIRKSEN et al., 1971a, 1974; DOBEREINER et al., 1971; LYND et al., 1965;
CORREA et al., 1993; TOKARNIA et al., 2002). Bei Palpation der Metatarsal- und
Metakarpalgelenke ist eine Differenzierung der einzelnen Beugesehnen und des
M. interosseus medius nicht mehr mdglich (KLEE, 2006). Bei der klinischen
Untersuchung zeigen die Tiere weiter Herzarrhythmien und Polypnoe (DIRKSEN
et al., 1970).

Wie bereits angedeutet, verhalt sich die Erkrankung bei Schafen anders als bei
Rindern. Sie sind in der Lage, die verminderte Futteraufnahme und daher
fehlende Gewichtszunahme besser zu kompensieren und somit ihr Kérpergewicht
zu halten (DIRKSEN et al., 2003), so dass bei Weidetieren die Krankheit oftmals
zu spat entdeckt wird. Hauptorgansystem ist bei den Schafen das Herz- Kreislauf-

System, so dass in schweren Fallen ein akutes Herzversagen auftreten kann. Bei
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Rindern wurde dies nur aullerst selten beobachtet. In einem Versuch dazu mit
Hobbyschafen von DIRKSEN et al., (2003) starben 4 der 12 Tiere an akutem
Herzversagen, 5 mussten aufgrund der chronischen Kreislaufinsuffizienz
euthanasiert werden.

Bezlglich der Reproduktionsleistung wurde in einigen Studien beschrieben, dass
an Kalzinose erkrankte Tiere in der Graviditat ohnne Schwierigkeiten gebaren und
ihren Nachwuchs saugen konnten (BARROS et al., 1970). Im Gegensatz dazu
wurden in anderen Studien, in denen eine experimentelle Intoxikation von Ratten
und Kaninchen stattfand, zahlreiche Veranderungen am Nachwuchs beschrieben,
so z.B. eine unvollstandige Ossifikation der Schadelknochen (MELLO et al., 1999;
GORNIAK et al., 1999).

2.5.3 Pathologisch-anatomische Befunde

Aufgrund der oben beschriebenen Pathogenese (s. 2.5.1) kommt es =zu
Verkalkungen. Die Knochen erscheinen kompakter und schwerer, an den
Gelenkknorpeln sind kornige Bereiche sichtbar. Bander und Sehnen sind deutlich
verkalkt (CAMBEROS et al., 1970). Auch am Endokard, den Herzklappen und der
Intima grosser Gefalle sind diese Veranderungen sichtbar, vor allem die Aorta ist
hier stark betroffen (BARROS und GIMENO, 2000). Die Lunge weist in einigen
Bereichen ein Bimbssteinartiges Aussehen auf. Neben dem Herz-Kreislauf-
System ist auch die Niere mit Verkalkungszonen in Mark und Rinde sowie in
seltenen Fallen auch die Uteruswand und die Magen- und Darmschleimhaut mit
Verdickungen und Verlust der Elastizitat betroffen (GILL et al., 1976).

2.5.4 Histologie

Bei der mikroskopischen Betrachtung zeigt sich eine starke Degeneration der
elastischen Fasern von Intima und Media der Aorta sowie anderer Arterien. An
diesen Stellen finden sich die Mineralablagerungen (VASCONCELOS et al.,
1998). Auch die Kollagenfasern der Grundsubstanz sind davon betroffen und sind
dadurch fur Rupturen pradisponiert (MELLO, 2003). Die Herzmuskelzellen sind
deutlich degeneriert, Nekrosen und Verkalkungsherde zum Teil durch Fibrosen
ersetzt. Ebenso sind die Alveolarsepten der Lunge degeneriert, es finden sich wie
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auch an den Broncheal- und Trachealknorpeln dystrophische Verkalkungen
(DIRKSEN et al., 2003).

2.5.5 Prophylaxe und Behandlung

Um gegen die Kalzinose vorzugehen, bieten sich zwei Angriffspunkte: das
Weidetier und die Weide selbst.

Man hat bereits mit den verschiedensten Verfahren versucht, das Wachstum der
kalzinogenen Pflanzen auf den Weiden einzuschranken. Jedoch konnte weder
die Kultivierung der Erde noch das Eintragen konkurrierender Pflanzenarten
etwas ausrichten. Auch der Einsatz von Herbiziden zeigte nicht den gewunschten
Effekt. So versuchte man mittels Picrolan (4- Amino- 3,5,6- Trichloropicrolsaure)
und Glyphosphate nur mit maligem Erfolg das Wachstum von Solanum
glaucophyllum einzudammen (PUCHE und BINGLEY, 1995). Durch sein
tiefgreifendes und ausgedehntes Wurzelsystem scheinen die
Nachtschattengewachse hier einen biologischen Vorteil gegenuber anderen
Pflanzen zu haben.

Die einzig sinnvolle und wirksame Methode, prophylaktisch gegen die Kalzinose
vorzugehen, bleibt also der eingeschrankte Auftrieb auf betroffene Weiden bzw.
die Tiere gar nicht mehr auf diese aufzutreiben. In diesem Zusammenhang hat
sich auch ein regelmafiger Umtrieb der Tiere auf andere Weiden bewahrt. Dabei
wird die dauerhafte Aufnahme der kalzinogenen Pflanzen verhindert und der
Grad der Kalzinose vermindert.

Therapeutisch wurden schon mehrere Behandlungsformen versucht, da die
Kalzinose unumganglich wirtschaftliche Verluste mit sich bringt. So wurden
beispielsweise schon Komplexbildner wie Kaliumoxalat, Aluminiumhydroxid
(NOWOTZIN, 1983) und auch andere Vetreter in ihrer Anwendung versucht.
Keine Verbindung erwies sich als wirkungsvoll (DIRKSEN et al., 1983; PUCHE
und BINGLEY, 1995). Andere Gruppen versuchten mittels dem
Anticoccidiostatikum Monensin die ruminalen Bakterien, die mittels Enzyme die
glykosidische Bindung des 1,25(OH);Ds; spalten, in ihrem Wachstum zu
behindern (RUKSAN et al., 2000).

Die Tiere sollten bei einer beginnenden Kalzinose umgehend von der Weide

verbracht werden mit ,Kalzinogene Pflanzen®- freiem Heu gefuttert werden. In
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Einzelfallen ist eine Genesung moglich, aber selten und dauert Uber einen langen
Zeitraum, was wiederum den wirtschaftlichen Aspekt dieser Erkrankung betont
(LANGELOH und MELLO, 1998). HANICHEN und HERMANNS (1990) haben
versucht, die Reversibilitat der Erkrankung genauer zu betrachten. Neben an
Kalzinose erkrankten Weiderindern wurden auch Kaninchen untersucht, bei
denen die Kalzinose experimentell durch eine Vitamin D- Uberversorgung
ausgelost wurde.

Bei den Rindern konnte nach Gabe einer ,kalzinogenen Pflanzen®- freien
Futterung nur eine eingeschrankte Reabsorption der Verkalkungen im
Weichteilgewebe festgestellt werden. An der Wand der Aorta waren fibrose
Narben zu erkennen. Im Gegensatz dazu fand man bei den Kaninchen eine
Reabsorption der Verkalkungen, die offensichtlich von der Dosierung, dem
Zeitraum der Vitamin D- Gabe sowie dem involvierten Gewebe abhangig war. An
Aortenwand und Sehnen war eine Tendenz zur Demineralisierung erkennbar,
ebenso stellenweise knorpelige Metaplasien.

Als Fazit muss verstanden werden, dass aufgrund mangelnder
Therapiemoglichkeiten der Kalzinose die prophylaktischen MalRnahmen von
hochster Bedeutung sind, um die wirtschaftlichen Schaden, die durch diese
Erkrankung bei Weidetieren verursacht wird, so gering wie moglich zu halten bzw.

sie zu umgehen.

2.6 Therapeutische Ansatze in der Tiermedizin

Mit der Entdeckung von Vitamin D- Metaboliten in diesen bestimmten Pflanzen
und der symptomatischen und atiologischen Aufklarung des Krankheitsbilds
Kalzinose entstand ebenso die Uberlegung, ob man durch den gezielten Einsatz
dieser Pflanzen Kalziummangelzustande bei Mensch und Tier beheben konnte. Ihr
Vorteil gegenuber den synthetischen Vitamin D- Praparaten lage darin, dass sie
kostengunstiger und schneller verfugbar waren. Weiter enthalten sie auch den
bereits aktiven Metaboliten 1,25(0OH),D3 und somit ist im Korper keine
Metabolisierung mehr nétig. Ein Problem stellt dabei jedoch die genaue Dosierung
dar, denn die Menge der kalzinogenen Metabolite kann, unter Einfluss vom
Wuchsalter sowie Klima- und Nahrstoffbedingungen wahrend des Wachstums,
schwanken (MELLO, 2003).
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In der Tiermedizin bieten sich verschiedene Anwendungsgebiete zum Einsatz von
kalzinogenen Pflanzen. Die Gebarparese (Milchfieber) beschreibt bei Rindern
einen Zustand der Mineralhaushaltentgleisung. Mit Einsetzen der Laktation wird
Kalzium uber die Milch in hoher Rate ausgeschieden. Der Organismus der Kuh ist
nicht in der Lage, diesen Verlust durch Mobilisierung korpereigener Reserven
schnell genug wieder aufzufullen. Es zeigen sich die klinischen Symptome wie
Festliegen durch fortschreitende Lahmung der Muskulatur mit deutlicher
Hypocalciamie und Hypophosphatamie, Riuckgang der Milchleistung und haufig
geringgradiger Untertemperatur. In 50 bis 60 % der Falle endet diese Erkrankung
unbehandelt todlich, was wiederum die wirtschaftliche Bedeutung von Therapie
und Prophylaxe hervorhebt. Eine mogliche Therapiemethode stellt die praventive
Gabe von Vitamin D3 und 1,25(OH),D3 vor der Geburt. HOVE und KRISTIANSEN
(1982) konnten dadurch das Auftreten der Gebarparese signifikant reduzieren.
Auch in einer anderen Untersuchung konnte durch intramuskulare Gabe von
1,25(0OH),D3 funf Tage vor dem Abkalbetermin eine Gebarparese verhindert
werden (GAST et al, 1979). BARLET et al. (1979) stellten in einer
Vergleichsstudie dar, dass die Infusion von Kalzium bei tragenden Kihen keine
Veranderung des fetalen Kalzium- Plasmaspiegels verursachte, wohl aber die
orale Verabreichung von Solanum glaucophyllum (25-50 g getrocknete Blatter pro
Kuh Uber 6 Tage) bei trachtigen Kuihen einen Anstieg sowohl des Kalziumspiegels
des Muttertiers als auch des Fetus bedingt und damit eine Hypocalciamie
verhindert. ROUX et al. (1979) bestatigten diese Beobachtung: durch eine
Futterung von 20 bis 30 g getrockneter Solanum glaucophyllum- Blatter 8 bis 2
Tage vor dem errechneten Geburtstermin konnte beim Muttertier ein Absinken des
Kalzium- und Phosphorspiegels verhindert werden. KUNZ und HANICHEN (1981;
1983) beschaftigten mit der systemischen Toleranz der Tiere indem sie 10 bis 20
g von Solanum glaucophyllum Uber 5 Tage oral verabreichten. Nach 19 bis 31
Tagen kam es in unterschiedlichem Ausmal® zu Verkalkungen der Aorta
abdominalis. Sie schlossen daraus, dass die bisher zur Gebarpareseprophylaxe
beim Rind verwendeten Dosierungen mit einem hohen Risiko an
Weichgewebsverkalkungen verbunden waren. Diesen Aspekt griff FRICKE (1985)
auf und untersuchte die Wirkung von nicht-calcamischen Dosen auf die
Milchfieberprophylaxe. Er stellte fest, dass bei einer ante partum Verfutterung kein
positiver Effekt ersichtlich war, hingegen eine Verabreichung von 15 g Solanum
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glaucophyllum zwei Tage vor und einen Tag nach der Geburt eine prophylaktische
Wirkung hatte.

In einer weiteren Studie wurde ein Vergleich zur Prophylaxe der Gebarparese
zwischen einem Kalziumpraparat und einem Extrakt aus Solanum glaucophyllum
angestellt. Die Ergebnisse dieser Untersuchung wurden noch nicht veroffentlicht.
(SCHLOTTERER- WIESER, 2008). Auch (iber den in Europa beheimateten
Vertreter der kalzinogenen Pflanzen, Trisetum flavescens, wurden
Untersuchungen zur prophylaktischen Wirkung bei Milchfieber angestellt.
DIRKSEN et al. (1981) konnten die Konstanz der kalzinogenen Aktivitat nach
Griuntrocknung und Cobherstellung beweisen. BUCHELT (1986) nutze dies fur
seinen Versuch, in dem er Rinder mit so hergestellten Trisetum- Cobs futterte.
Das Problem dabei lag in der ausreichenden Futteraufnahme der Cobs, denn fir
eine ausreichend vorbeugende Wirkung mussten 5 bis 6 kg Cobs pro Tag von den
Rindern aufgenommen werden.

Ein weiterer kritischer Punkt liegt im Beginn der prophylaktischen Futterung. Sie
muss rechtzeitig vor dem Geburtstermin begonnen werden. Dieser kann aber
aufgrund der heutigen Reproduktionstechnik mit Durchfihrung der kunstlichen
Besamung nicht immer genau bestimmt werden. Ist der Zeitpunkt nicht richtig
gewahlt, wird der therapeutische Einsatz erschwert oder gar verhindert
(BACHMANN, 2005; DIRKSEN, 2005).

Neben dem Rind findet sich auch beim Eierlegenden Gefligel ein mdgliches
Anwendungsgebiet. Am Ende der jahrlichen Legeperiode kommt es bei den
Legehennen zum vermehrten Auftreten von Windeiern (Schale weich, da
ungenugend kalzifiziert) oder Brucheiern. Grund hierfur ist eine verminderte 1-
Hydroxylase- Aktivitat in den Nieren alterer Hennen. RAMBECK et al. (1991)
konnten dies mit einem Futterungsversuch zeigen, im Rahmen dessen die Tiere
bei einer zusatzlichen Gabe von 1, 2 und 4 ug 1,25(0OH),D3 zu 2800 IE Vitamin D3
/ kg Futter eine verbesserte Legeleistung zeigten, sowie eine erhohte
Kalziumexkretion Uber die Eischale. Folglich war also die schlechtere
Eischalenqualitat mit einer erniedrigten 1,25(0OH);D; - Syntheseleistung
verbunden. Dies war Ausgangspunkt fiir die Uberlegung, ob es moglich ist, mittels
kalzinogener Pflanzen das Auftreten von qualitativ minderwertigen Eiern zu
verhindern. Die Dosierung von 3,5 % Solanum glaucophyllum- Blatter im Futter

von Legehennen erzeugte bereits ab dem zweiten Tag der Futterung eine
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deutliche Zunahme der Eischalendicke (MORRIS, 1977). Kurze Zeit spater konnten
GALLEGO et al. (1979) beobachten, dass bei einer taglichen Gabe von 200 mg
getrockneter Solanum glaucophyllum- Blatter pro Henne zwar die Eischalendicke
zunahm, die Legeleistung aber in Abhangigkeit von der zu hohen Vitamin D-
Versorgung abnahm. Da durch das Wissen Uber die Enzootische Kalzinose bei
Rindern bekannt war, welche Auswirkungen eine Ubermallige Aufnahme von
kalzinogenen Pflanzen hatten, war nun das Ziel, niedrigere Dosierungen mit
ausreichend kalzinogener Wirkung fur Solanum glaucophyllum- Praparate zu
finden. REICHENBACHER (1979) untersuchte hierzu nun den Einfluss von 0,3 %
Solanum glaucophyllum sowie von 15 % Trisetum flavescens im Futter von
Legehennen. Wahrend bei Solanum in dieser niedrigen Dosierung kein positiver
Effekt an der Eischale zu verzeichnen war, bedingte Trisetum eine deutliche
Zunahme der Eischalendicke. Beide Praparate konnten jedoch auch in niedrigen
Dosierungen die Legeleistung verbessern. Auch in der Gefligelmast wurde die
Wirkung von kalzinogenen Pflanzen untersucht. CHENG et al. konnten 2004
zeigen, dass 7,5 g Solanum glaucophyllum in Kombination mit 1200 IE/ kg
Phytase bei Broilern eine Gewichtszunahme, einen Anstieg des Kalzium- und
Phosphatspiegels sowie des Mineralstoffgehalts im Knochen bedingte.
Phytinsaure, eine moglich enthaltene Komponente im Futter, ist in der Lage
Phosphor zu binden und es damit fur den Organismus nicht verfugbar zu machen.
Das Enzym Phytase spaltet die Phytinsaure und hebt damit ihre Wirkung auf.

Auch in der Humanmedizin kdnnen Praparate aus kalzinogenen Pflanzen Einsatz
finden. Versuchsweise wurden sie bei chronischer Niereninsuffizienz eingesetzt,
um 1,25(0OH)2D3; zu substituieren und damit die intestinale Kalziumresorption zu
steigern (HERRATH et al., 1974; MAUTALEN et al., 1977). Versuche an Ratten
von VON ROSENBERG (2006) konnten die knochenprotektive Wirkung von
Solnanum glaucophyllum und Trisetum flavescens im Osteoporose- Modell
belegen. Daraus geht ein moglicher Einsatz der kalzinogenen Pflanzen als
Alternative zu den bisher in der Humanmedizin verwendeten Medikamenten

hervor.
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3 Material und Methoden

In der vorliegenden Arbeit wurde im Rahmen von zwei Versuchen die biologische
Aktivitat bestimmter Pflanzenextrakte im Vergleich zu verschiedenen Vitamin Ds-
Praparaten im Wachteleischalentest beurteilt. Dabei wurde neben einfachem Vitamin Ds
in verschiedenen Konzentrationen auch die biologisch aktive Form, 1,25(0OH),D3
verwendet, ebenfalls verschieden konzentriert. Des weitern wurden in beiden
Durchgangen verschiedene Praparate von Solanum glaucophyllum und Trisetum

flavescens eingesetzt.

3.1  Versuchstiere

In beiden Versuchsdurchlaufen wurden Wachtelhennen der Art Coturnix coturnix
japonica eingesetzt. Um eine moglichst hohe Einheitlichkeit des Genmaterials der
Versuchspopulation zu gewahrleisten, wurden deshalb ausschlieldlich Tiere aus der
institutseigenen Zucht verwendet. Das Alter der Tiere betrug in beiden

Versuchsdurchlaufen bei Einstallung 3 Monate.

3.2 Versuchstierhaltung, Pflege der Tiere

Die Unterbringung der Tiere erfolgte in einem fensterlosen Stall auf dem
Institutsgelande Oberwiesenfeld. Die Drahtkafige waren in sechs Reihen angeordnet,
dabei standen jeweils vier Kafige nebeneinander und vier Ubereinander.

Der Futtertrog war an der Vorderseite des Kafigs eingehangt und somit auch einfach
herauszunehmen. Er war mit einer verstellbaren Drahtschiebetlr abgedeckt, so dass
ubermaliges Futterverstreuen weitgehend vermieden wurde. Ebenso befanden sich an
der Vorderfront des Kafigs zwei Nippeltranken. Futter und Wasser waren den Tieren ad
libitum zuganglich.

Unter jedem Kafig befand sich ein Kotblech, auf dem sich der Kot der Tiere sammelte.
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Mittels Leuchtstoffrohren wurden die Kafige 24 Stunden pro Tag beleuchtet. Die
Beheizung und Bellftung des Stalles wurde durch eine mit einer BelUftungsanlage
kombinierten Warmwasserheizung (Centratherm CK-R, Fa. Centra-Buerkle, Schonaich)
bewerkstelligt. Die Temperatur, Luftfeuchte und der Luftwechsel entsprachen dabei den
vorgeschriebenen Haltungsbedingungen.

Einmal taglich wurde der Gesundheits- und Pflegezustand der Tiere kontrolliert. Dies
schloss neben den Trank- und Futtereinrichtungen auch den Kafig selbst ein, um
moglichen Verletzungen der Tiere vorzubeugen. Einmal wochentlich wurde der Kot vom

Blech entfernt und dieses gereinigt.

3.3 Versuchsaufbau

In beiden Durchgangen gegliederte sich der Versuchsablauf in drei Phasen.

In der ersten Phase, der Kontrollphase, welche eine Woche andauerte, wurden jeden
Tag zur selben Tageszeit die Eier aus jedem einzelnen Kafig entnommen und gezahlt.
Am Ende dieser Woche wurde auf Basis der ermittelten Daten die Legeleistung fur
jeden Kafig bestimmt. Als Mindestanforderung, um in die zweite Versuchsphase
ubernommen zu werden, musste die Kafiggruppe eine konstante Legeleistung von
mind. 80 % erreichen.

In den darauf folgenden zwei bis drei Wochen wurden die Wachtelhennen mit Vitamin
D - armen Futter gefuttert, um deren Kalziumreserven in den Knochen zu erschopfen
(Depletionsphase). Die Tiere legten am Ende dieser Phase entweder gar keine Eier
mehr oder nur so genannte Windeier, welche Uber keine Schale mehr verfugen,
sondern der Eiinhalt nur durch die Eihaut zusammengehalten wird.

In der sich anschlielenden eigentlichen Versuchsphase, welche sich im ersten
Durchgang uUber 15 Tage, im zweiten Uber einen Zeitraum von 21 Tagen erstreckte,
wurde den Tieren gruppenweise Prifrationen mit unterschiedlichen Vitamin Ds-
Konzentrationen angeboten. Wie auch in der Kontrollphase wurden jeden Tag zur
selben Tageszeit die Wachteleier entnommen und deren Eischalentrockengewicht pro
Tier und Tag fur jeden Kafig einzeln bestimmt.

Nach Ablauf der Testphase wurden im ersten Versuch 150 Tiere, im zweiten Versuch

alle verbliebenen Tiere durch Dekapitation getotet und Blut-, Knochen- sowie
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Leberproben entnommen. Im ersten Versuch wurden die Tiere zusatzlich vor der

Totung gewogen.

3.4 Versuchsgruppen

Die Versuchsgruppen wurden nach der in der Vorphase ermittelten Legeleistung
randomisiert den einzelnen Versuchsgruppen zugeteilt. Im ersten Versuch wurden
insgesamt nach Ermittlung der Legeleistung 225 Tiere eingestallt. Es wurden 15
Gruppen gebildet, die aus je drei Kafigen mit einem Besatz von jeweils funf Tieren
bestanden.

Im zweiten Versuch wurden 17 Gruppen gebildet. Die Besetzung der Kafige wurde auf
sechs Tiere aufgestockt. Auch hier bildeten drei Kafige eine Gruppe. Somit nahmen am
zweiten Durchgang 306 Wachtelhennen teil.

Die Kafige einer Gruppe wurden so im Stall verteilt, dass geringfugige Unterschiede in

der Beleuchtung und Temperatur ausgeglichen werden konnten.

3.5 Fitterung, eingesetzte Praparate und deren Dosierungen

In der Kontrollphase sollte die Legeleistung der Tiere unter normalen Bedingungen
beurteilt werden. Zu diesem Zweck erhielten sie ein bilanziertes
Wachtelalleinfuttermittel auf der Basis von Sojaschrot, welches eigens vom Institut far
Tierernahrung der LMU Munchen gemischt wurde. (Tab.3.1)

Tabelle 3.1: Bilanziertes Wachtelalleinfutter

% der Trockenmasse
Rohprotein 26,4
Rohfett 7,1
Rohasche 13,7
Rohfaser 3,9
N-freier Extrakt 48,9
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Kennzeichnend fur die Depletionsphase war die Futterung mit einem Futter, welches
auch als Vitamin Ds- frei bezeichnet wird. Dies ist allerdings so nicht ganz richtig, da die
Herstellung eines vollstandig Vitamin Ds- freien Futters nicht ohne Weiteres moglich ist.

Die hier verwendeten Praparate sind somit als Vitamin D3- arm zu bezeichnen.

Bei dem eingesetzten Vitamin D3 handelte es sich um ein Praparat der Firma Roche
(Rovimix® D3-500, Firma Hoffmann- La Roche AG, Grenzach- Wyhlen, Deutschland),
welches einen Mindestgehalt von 500.000 IE pro Gramm an Vitamin D3 enthielt.

Im ersten Versuch wurden als Standardrationen die Dosierungen 100 IE/kg Futter, 200
IE/kg Futter und 400 IE/kg Futter eingesetzt, im zweiten Durchgang zusatzlich noch die
Dosierung 50 IE/kg Futter.

Weiter wurden im ersten Durchgang des Versuchs drei verschiedene Dosierungen von
1,25- Dihydroxy- Vitamin D3 verwendet. Dieses Praparat stammt von der Firma FLUKA,
Buchs, Schweiz. Im zweiten Durchgang wurde stattdessen PAN-HVD eingesetzt, was
fur Panbonis Herbal Vitamin D3 steht und einen Solanum glaucophyllum- Extrakt
darstellt. Auch diese Substanz wurde in verschiedenen Konzentrationen verwendet. Die
Vitamin Ds- Substanzen dienten als Bezugsration fur die biologische Effektivitat der
eingesetzten Extrakte kalzinogener Pflanzen.

In beiden Versuchen wurden weiter Extrakte von Trisetum flavescens sowie von
Solanum glaucophyllum in unterschiedlichen Konzentrationen verwendet. Das
Solanum- Praparat des ersten Versuchs wird als Solbone P und Solbone PP
bezeichnet (purified extract of Solanum glaucophyllum), das im zweiten Versuch
verwendete als Solbone-A-CWS. Die Extrakte der kalzinogenen Pflanzen zur
Durchfuhrung dieses Wachteleischalentests wurden uns freundlicherweise von der
Herbonis AG, Basle, Switzerland, zur Verfugung gestellt.

Die genaue Verteilung und Bezeichnung der Substanzen finden sich in Tab. 3.2 und
3.3.
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Tabelle 3.2: Eingesetzte Praparate und Dosierungen im ersten Versuch

Gruppe Tierzahl Praparat Dosierung/kg Futter
1 15 Vitamin D3 100 IE
2 15 Vitamin D3 200 IE
3 15 Vitamin D3 400 IE
4 15 1,25(0OH).D3 0,5 ug
5 15 1,25(0OH).D3 1 ug
6 15 1,25(0OH).D3 2 ug
7 15 Solbone P 5 mg
8 15 Solbone P 20 mg
9 15 Solbone P 80 mg
10 15 Solbone P 320 mg
11 15 Solbone PP 8 mg
12 15 Solbone PP 32 mg
13 15 Trisbone 29
14 15 Trisbone 8¢
15 15 Trisbone 329
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Tabelle 3.3: Eingesetzte Praparate und Dosierungen im zweiten Versuch

Gruppe Tierzahl Praparat Dosierung/kg Futter
1 18 Vitamin D3 50 IE
2 18 Vitamin D3 100 IE
3 18 Vitamin D3 200 IE
4 18 Vitamin D3 400 IE
5 18 PAN-HVD 0,25¢g
6 18 PAN-HVD 059
7 18 PAN-HVD 109
8 18 PAN-HVD 2049
9 18 PAN-HVD 409
10 18 Solbone A-CWS 0,05¢
11 18 Solbone A-CWS 0,19
12 18 Solbone A-CWS 0,2g
13 18 Solbone A-CWS 0,449
14 18 Solbone A-CWS 0,849
15 18 Trisbone F 249
16 18 Trisbone F 49
17 18 Trisbone F 849

3.6 Untersuchte Parameter

3.6.1 Mortalitatsrate

Uber die gesamte Versuchsdauer hinweg wurde taglich der Gesundheitsstatus der
Tiere adspektorisch kontrolliert. Tote Tiere wurden ersatzlos entfernt, die erniedrigte
Tierzahl vermerkt und das aktuelle Bruttogewicht des Futtertrogs gemessen und
ebenfalls dokumentiert.
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3.6.2 Futterverzehr

Im Anschluss an die Depletionsphase wurden die Futtertroge gereinigt, bevor sie mit
dem eigentlichen Versuchsfutter bestickt wurden. Hierbei wurde fur jeden einzelnen
Kafig einer Gruppe die Menge des eingefullten Futters auf einer Waage der Firma
Mettler PS 15 mit angeschlossenem Rechner der Firma Hewlett- Packard (Model 46)
gewogen, wie auch alle drei bis vier Tage, wenn das Futter nach Bedarf aufgefullt
wurde. Am Schlachttag wurde das Ubrig gebliebene Futter durch Bestimmung des
Bruttogewichts der Troge ausgewogen. Aus den so erhobenen Daten konnte nun der
Futterverzehr pro Wachtel und Tag errechnet werden.

Um eine mogliche Verfalschung der Werte durch Futterverluste weitgehend
auszuschlieBen, wurden die Futtertroge so gesichert, dass die Tiere zwar standig
uneingeschrankten Zugang zu den Trogen hatten, jedoch ein Ubermalliges Verstreuen
des Futters durch ,Baden” im Futtertrog verhindert wurde.

3.6.3 Tiergewichte

Die Tiergewichte wurden nur fur den ersten Versuch ermittelt. Dazu wurden die Tiere
zum einen bei der Einstallung kafigweise gewogen und somit das Durchschnittsgewicht
pro Gruppe errechnet. Am Schlachttag wurden die Tiere das zweite Mal gewogen, hier
allerdings einzeln, so dass fur jedes Tier sein individuelles Gewicht bestimmt werden
konnte. Im zweiten Durchgang wurde auf die Erhebung der Gewichtsdaten verzichtet.

3.6.4 Legeleistung

In der Testphase beider Versuchsdurchlaufe wurden jeden Tag zur selben Tageszeit (9
Uhr +/- 2 Stunden) die Eier aus den Kafigen gesammelt, gezahlt und in mit der
Kafignummer beschrifteten Plastikschalchen bis zur Weiterverarbeitung aufbewahrt. Die
Zahl der gelegten Eier wurde notiert, Windeier oder zerbrochene Eier, bei denen bereits
der Eiinhalt ausgeflossen war oder Teile der Schale fehlten, wurden fur die Auswertung

nicht berlcksichtigt, jedoch notiert.
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3.6.5 Eischalentrockengewicht

Nach der oben beschriebenen Bestimmung der Legeleistung wurden die Eier im Labor
mit einer Schere vorsichtig eroffnet, so dass keine Schalenanteile verloren gingen. Der
Eidotter und das Eiklar wurden verworfen und die Schalenhalften mit destilliertem
Wasser (Aqua dest.) grundlich ausgespult, um jegliche Reste zu entfernen. Die Schalen
wurden dann auf mit der Kafignummer beschrifteten Petrischalen gelegt und fur 24
Stunden bei 103°C in den Trockenofen (Fa. Memmert, V60) gestellt.

Vor Messung des Trockengewichts durchliefen die Petrischalen nach Ablauf der 24
Stunden eine einstindige Abkuhlung im Exsikkator (Glaswerk Wertheim). Danach
wurde auf einer Analysewaage (Fa. Mettler AE 160, Wagebereich 0-160 g,
Messgenauigkeit 10*) das Gewicht der Eischalen bestimmit.

Unter Berucksichtigung  der Tierverluste  wurde nun aus der Summe der
Eischalentrockengewichte der jeweiligen Kafigeinheit das Eischalentrockengewicht pro
Tier und Tag bestimmt. Um diesen Wert auf eine Gruppe und somit auf eine bestimmte
Futterration beziehen zu kdonnen, wurden der Mittelwert und die Standardabweichung
der Eischalentrockengewichte der einzelnen Kafigeinheiten errechnet.

3.6.6 Knochenaschegehalt

Am Versuchsende wurden die Tiere durch Dekapitation getdtet und bei jedem Tier
beide Hinterextremitaten im Bereich des Huftgelenks und des Intertarsalgelenks
abgesetzt. Sie wurden in nach Tiernummern beschrifteten Plastiktiten einzeln verpackt
und bis zur Weiterverarbeitung bei -20°C eingefroren.

Zur Verarbeitung wurden die Proben aufgetaut, jeweils das rechte Bein enthommen und
mit einer Fligelmarke (Fa. Hauptner) gekennzeichnet. Das linke Bein wurde als
Ruckstellprobe wieder eingefroren. Nach dem Auftauen wurden Muskeln, Sehnen und
Knorpel vom Knochen abgelost. Nach grundlichem Entfernen aller Weichteile wurde der
freipraparierte Femurknochen auf einer mit der Tiernummer beschrifteten Petrischale
fur 24 Stunden in den Trockenschrank (Fa. Memmert) gestellt. Nach Ablauf dieser Frist
und einer einstundigen Abkuhlphase im Exsikkator wurde das Trockengewicht des
Knochens mit einer Analysewaage (Fa. Mettler AE 160) auf 10™g genau bestimmt.

Zur Bestimmung des Aschegehaltes wurde der getrocknete Knochen in einem

beschrifteten Tiegel fur 24 Stunden bei 550°C im Muffelofen der Fa. Heraeus verascht
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und nach entsprechender Abkuhlungszeit im Exsikkator die Asche auf oben genannter
Analysewaage gewogen.
Diese GroRe wurde fur jedes Tier einzeln und in beiden Versuchsdurchgangen

bestimmt.

3.6.7 Kalziumgehalt der Knochenasche

Fur weitere Analysevorgange wurde die Knochenasche eines jeden Tieres in
nummerierte Reagenzglaser aus Plastik uberfuhrt. Um die Asche aufzul6sen, wurde sie
mit 1 ml 37% Salzsaure versetzt und dann mit Aqua dest, auf 10 ml aufgefullt. Um die
fur die Messung erforderliche Konzentration von 1:1000 zu erreichen, wurden aus der
genannten LOosung 100 pl in ein weiteres Reagenzglas uUberfuhrt und wiederum mit
Aqua dest. auf 10 ml aufgefullt.

Die Messung des Kalziumgehalts der Knochenasche wurde nun mittels eines
Flammenphotometers (EFOX 5053, Eppendorf AG, Hamburg) bestimmt.

Nachdem 1 ml Probe in Eppendorfcups (Eppendorf AG, Hamburg) pipettiert wurden,
erfolgte die Messung im Flammenphotometer. Die Funktionsweise eines solchen
Gerates besteht darin, die Losung anzusaugen und mittels Druckluft durch einen
Zerstauber fein zu verteilen. Das dabei entstehende Aerosol wird mit Brenngas
(Acetylen) gemischt und in die Flamme injiziert. Die ausgestrahlte Lichtmenge verhalt
sich proportional zur Menge der im Aerosol enthaltenen Atome. Durch die Messung der
Lichtintensitat kann somit auf die Konzentration eines Elements in der Probe
geschlossen werden. Jedes Element erzeugt eine fur es charakteristische
Flammenfarbe bestimmter Wellenlange. Durch einen Spektralfilter konnen diese
selektiert und photoelektrisch gemessen werden.
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3.6.8 Kalziumgehalt im Serum

Fir die Bestimmung des SerumKalziumwertes wird das oben genannte
Flammenphotometer EFOX 5053 der Fa. Eppendorf, Hamburg verwendet.

Das tiefgefrorene Serum wurde dazu langsam bei Raumtemperatur aufgetaut und eine
1:5 Verdunnung angelegt. Hierzu werden 100 pl Probe und 400 pl Aqua dest.
miteinander in ein Eppendorf Rohrchen pipettiert. Danach wurde vorgegangen wie bei

der Bestimmung des Kalziumgehalts im Knochen.

3.6.9 Aschegehalt der Leber

Am Tag der Schlachtung wurden im ersten Versuch von allen getdteten Tieren die
Lebern enthommen, gewogen, einzeln in beschrifteten Bechern verpackt und bis zur
weiteren Verarbeitung bei -20°C eingefroren.

Am Tag der Bearbeitung wurden die Lebern aufgetaut und fur mind. 24 Stunden in den
Trockenschrank (Fa. Memmert) gestellt. Nach einer zweistindigen Abkuhlphase im
Exsikkator wurden die Lebern auf einer Analysewaage (Fa. Mettler, AE 160) auf 10™g
genau gewogen. Im Anschluss wurden die Lebern in beschriftete Tiegel Uberfuhrt und
bei 550°C fur mind. 24 Stunden in den Muffelofen (Fa. Heraeus) verbracht und
verascht. Nach Ablauf dieser Frist und einer zweistiundigen Abkuhlung im Exsikkator
wurde auf der oben genannten Analysewaage das Gewicht der Asche der Lebern

bestimmt.

3.6.10 Kalziumgehalt der Leber

Nach Bestimmung des Aschegehaltes wurde die Leberasche zur weiteren Bearbeitung
im Labor in 1 ml Salzsaure geldst und in beschriftete Reagenzglaser aus Plastik
uberfuhrt. Dann wurde bis auf 10 ml mit Aqua dest. aufgefullt und somit eine 1:10
Verdunnung hergestellt, aus der heraus dann der Kalziumgehalt bestimmt wurde. Auch
hier erfolgte die Messung nach bekanntem Vorgehen mit einem Flammenphotometer
der Fa. Eppendorf, Modell EFOX 5053.
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3.6.11 ALP- Aktivitat im Serum

Dieser Wert wird spektralphotometrisch mittels eines Photometers Genesys 10 UV, Fa.
Thermo Spectronic bestimmt. Eine konstante Temperatur der Serumproben von 37 °C
ist fur diese Messung unerlasslich, da es sich um eine temperaturabhangige,
enzymatische Reaktion handelt. Dies wird durch eine beheizte Kuvettenhalterung im
Photometer ermoglicht.

Das Serum wurde aus der Tiefkuhltruhe entnommen und im Heizblock (Fa. Liebisch)
bei 37°C aufgetaut und konstant hierauf gehalten. Ebenso wurde das in Kivetten
(Plastibrand, 1,5ml halbmikro, Cat.No. 759015) pipettierte Puffer-
Reaktionslosungsgemisch in den Heizblock verbracht.

Mit einem Plastikrihrspatel (Fa. Sarstedt, Best.Nr.81970) wurden 1000 ul Puffer-
Reagenzlosung und 20 pl Plasma in der Kuvette vermischt und in das Photometer
verbracht. Bei einer Wellenlange von 405 nm wurde die Extinktion nach einer halben
Minute (Vorlaufzeit), nach einer, zwei, drei sowie vier Minuten gemessen. Chemische
Grundlage dieser Messung stellt die Abspaltung eines Phosphatrestes von der
Reagenz Nitrophenylphosphat durch die Anwesenheit der Alkalischen Phophatase im
Serum dar. Als Endprodukte dieser Reaktion entstehen Nitrophenolat- Anionen, welche
im alkalischen Milieu eine Gelbfarbung bedingen. Diese kann photometrisch
optimalerweise bei 405 nm gemessen werden.

Da es sich um eine enzymatische Reaktion handelt, die im zeitlichen Verlauf auch
weiter voranschreitet, wurde die Extinktion zu drei Zeitpunkten im Abstand von jeweils

einer Minute gemessen.

Reagenzien:
e Zur Herstellung der 100 ml Pufferlosung (pH 10,4):

= 23,3 ml Alkalische Pufferlosung 221
2-Amino-2-methyl-1-propanol buffer 1,5 mol/l, pH 10,3 at 25°C
Lot 051 K 605, Best.Nr. 221
Fa. Sigma Diagnostics, Inc., St. Louis, USA
= 74,44 mg Ethylendiamintetraessigsaure-dinatriumsalz (EDTA-2Na)
Lot.Nr. 6858C, Cat.Nr. 152522
Fa. ICN Biomedicals GmbH, D-Eschwege
= 42,89 mg Magnesium- Tetrahydrat [(CH3COQO),Mgx4H20] p.a.
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Charge A 322119 217, Best. Nr. 105819
Fa. Merck, D-Darmstadt
= 28,75 mg Zinksulfat- Heptahydrat (ZnSO4sx7H-0) p.a.
Charge TA 1021 783 221, Best.Nr.108883
Fa. Merck, D-Darmstadt
= Millipur zum Auffallen
* Reaktionssubstrat:
p- Nitrophenylphosphat Disodiumsalt Hexahydrate (CsH4sNOgPNaxx6H,0)
Lot.No. 2732E Cat.No. 100878
Fa. ICN Biomedicals Inc., Aurora, Ohio, USA
» Zur Herstellung des Puffer- Reaktionslosungsgemisches:
148,4 mg Reaktionssubstrat in 100 ml Puffer

3.7 Weender- Analyse

Mittels dieses Verfahrens ist es moglich, den Nahrstoffgehalt eines Futters zu

bestimmen. Hierzu wurden in beiden Versuchsdurchgangen alle Rationen untersucht.

3.8.1 Trockensubstanz- Bestimmung

Fur die Bestimmung der Trockensubstanz des Futters wurden etwa 100 bis 150 g der
Ursprungssubstanz zerkleinert, im Morser weiter verfeinert und im Anschluss bis zur
Gewichtskonstanz bei 103°C im Trockenschrank getrocknet. Die Trockensubstanz in %
der ursprunglichen Substanz ergab sich aus dem nichtflichtigen Anteil des Futters.

3.8.2 Rohfaser- Bestimmung

Verwendete Materialen und Gerate:
* Foss Fibertec hot extractor 2010, Foss, Hamburg
* Fibertec cold extractor 1021, Foss, Hamburg
* Glasfiltertiegel mit eingeschmolzenem gesintertem Glasfilter,
Foss, Hamburg
* Filtrationshilfsmittel: Celite 545, Art. Nr. 102693, Merck,
Darmstadt
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* Antischaummittel Octanol, Art. Nr. 100991, Merck, Darmstadt
* Schwefelsaure 1,25 %ig, Art. Nr. 109912, Merck, Darmstadt
* Kalilauge 1,25 %ig, Art. Nr. 109918, Merck, Darmstadt
* Bidestilliertes Wasser, Reinstwasseranlage der Serie Ultra
Clear, SG Wasseraufbereitung und Regenerierstation GmbH,
Barsbuttel
* Trockenschrank Heraeus Funktion Kine, Kendro,
Langenselbold
* Muffelofen Controller P320 30- 3000°C, Nabertherm, Lilienthal
* Exsikkator aus Glas, bezogen von VWR International GmbH,
Wien, Osterreich
Durchfuhrung:
Fur die Bestimmung der Rohfaser wurden die getrockneten Proben aus der TS-
Bestimmung verwendet. Nach Wiegen der leeren Fritten erfolgte die Futtereinwaage
von etwa 1 g (auf 0,1 mg genau), unter Zusatz von etwa 0,2 g Celite als
Filtrationshilfsmittel zu jeder Probe (auf 0,1 mg genau).
Die Proben wurden nun im Fibertec hot extractor mit Schwefelsaure (H2SO4, 1,25 %ig)
und Kalilauge (KOH, 1,25 %ig) gekocht. Beim Beginn der Schaumentstehung mussten
1 bis 2 Tropfen Octanol hinzugegeben werden. Nach jedem der beiden
Saurekochgange erfolgte eine dreimalige Spulung mit Reinstwasser. Die Glasfiltertiegel
wurden dann fur etwa 1 h bei 103°C im Trockenschrank getrocknet und nach einer etwa
30mindtigen Abkuhlphase im Exsikkator mit der Analysewaage gewogen. Danach
erfolgte bei 520°C die Veraschung im Muffelofen. Die Rohfasermenge ergab sich nun
aus der Differenz der Glasfiltertiegel mit der Futtereinwaage als Trockensubstanz und
dem Gewicht des Glasfiltertiegels nach der Veraschung abzuglich der Celiteeinwaage.

3.8.3 Rohasche- Bestimmung

In seiner ursprunglichen Substanz wurde das Futter fur diesen Analyseschritt in
Porzellantiegel eingewogen und fur etwa 36 h bei einer Temperatur von 550°C im
Muffelofen verascht. Durch anschlielfendes Wiegen konnte die Rohasche ermittelt und

in Prozent der urspringlichen Substanz angegeben werden.
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3.8.4 Rohprotein- Bestimmung

Zur Bestimmung des Rohproteins findet das Kjeldahlverfahren Anwendung. Hierbei
wird der im gesamten Futter enthaltene Stickstoff ermittelt, wodurch dann der
Proteingehalt in Prozent mit Hilfe des Umrechungsfaktors (N x ,25) berechnet werden
kann.
Materialen und Gerate:

* Foss Kjeltec 2400, Dispenser 0-25 ml, Foss, Hamburg

* Schwefelsaure 98 %ig, Art. Nr. 100748, Merck, Darmstadt

* Natronlauge 21 %ig, Art. Nr. 105593, Merck, Darmstadt

* Natronlauge 32 %ig, Art. Nr. 105590, Merck, Darmstadt

* Salzsaure 0,2 n, Art. Nr. 113134, Merck, Darmstadt

* Borsaureldsung 1 %ig, Art. Nr. 100160, Merck, Darmstadt

* Kjeltabs Cu/3,5 (3,5 g K;SOs+ 0,4 g CuSOs x 5H20), VWR

International GmbH, Wien, Osterreich

Durchfuhrung:
0,5 g bis 1 g Futter Ursprungssubstanz werden in eine 250 ml Tube eingewogen und
ein bis zwei Kjeltabs und 10 ml konzentrierte H,SO4 mit dem Dispenser hinzu gegeben.
Die Probe wird bei 380°C im Aufschlussblock gekocht, wobei der Stickstoff in
Ammoniumsulfat Ubergeht. Im anschliellenden Destillierprozess wurde der Stickstoff
unter Zugabe von Natronlauge als NHs in eine Vorlage aus Borsaure Uberfuhrt. Mittels
Titration mit Salzsaure konnte der NHsOH- Gehalt in der Vorlage ermittelt und somit die
Stickstoffmenge erfasst werden. Die Umrechnung von Stickstoff auf % Rohprotein

erfolgte automatisch.

3.8.5 Rohfett- Bestimmung

Gerate:
* Soxtec Avanti 2050, Foss, Hamburg
* Soxlet- Hulsen, Foss, Hamburg
* Siedesteinchen (Glasperlen), bezogen von VWR International
GmbH, Wien, Osterreich
* Petrolether (40- 60°C), Art. Nr. T173.3, Roth, Karlsruhe
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¢ Trockenschrank
* Glasmorser (AHOO Staatl. Berlin)

Durchfuhrung:

Fur die Fettextraktion wurden die Futterproben in einem Morser zerkleinert und per
Analysewaage 1 bis 2 g mittels eines Hulsentragers direkt in die Filterhulsen
eingewogen. Das Gewicht des unteren Topfes mit drei Siedesteinchen wurde notiert.
Der Fettextractor wurde anschlieBend mit den Probegefallen bestuckt, die
Extraktionshulsen mit 80 ml Petrolather gefullt und mit Programm 1 bis 135°C
extrahiert. Nach der Trocknung der Topfe mit den Glasperlen und dem Fett wahrend 60
min bei 103°C im Trockenschrank und anschlieRender Abkuhlung im Exsikkator konnte

das Rohfett in Prozent durch die Gewichtsdifferenz bestimmt werden.

3.8 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der gesammelten Daten erfolgte mit Hilfe des
Statistikprogramms SigmaStat, Version 3.00, Systat Software Inc., Richmond, CA,
USA.

Die Ergebnisse der Analysen in dieser Arbeit wurden als arithmetischer
Gruppenmitttelwert (MW) mit der dazugehdrigen Standardabweichung (SD)
angegeben.

In dieser Arbeit wurden mittels Sigma Stat 3.0 nur Vegleichsuntersuchungen ohne
Verlaufsuntersuchungen angestellt. Die Untersuchung auf Unterscheide zwischen den
Gruppen erfolgte mittels einer einfaktoriellen Varianzanalyse (One Way ANOVA), wobei
die Gruppen versus der drei bzw. vier Kontrollgruppen verglichen wurden. Im ersten
Versuch wurden drei Kontrollgruppen verschiedener Vitamin Ds; - Konzentrationen
verwendet, im zweiten Versuch vier verschiedene Vitamin D3 - Konzentrationen. Es
wurde hierbei die Dunn’s Methode angewandt. Wurden signifikante Unterscheide
gegenuber einer Kontrollgruppe gefunden, wurde fur jedes Gruppenpaar p angegeben.
Dabei steht p fur die Irrtumswahrscheinlichkeit, d.h. wenn p< 0,05, liegt die
Irrtumswahrscheinlichkeit unter 5 % und zwischen den beiden verglichenen Gruppen
besteht ein signifikanter Unterschied. Ist p>0,05, besteht kein signifikanter Unterschied

zwischen den beiden verglichenen Gruppen.
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Lag die Irrtumswahrscheinlichkeit zweier Gruppen deutlich unter 5 %, wurde der Holm-
Sidak- Test angewandt. Er ist der derzeit empfohlene Test fur paarweise
Vergleichsstudien. Das Vergleichsprinzip stellt hier eine multifaktorielle Varianzanalyse
dar. Wurde eine noch geringere Irrtumswahrscheinlichkeit als mit der Dunn’s Methode
gefunden, so wurde der Unterschied als hochsignifikant eingestuft und entsprechend
mit p<0,01 und p<0,001 angegeben.

Signifikanzen gegenuber den Kontrollgruppen wurden mit folgenden Symbolen
gekennzeichnet:

* (p< 0,05) =% (p<0,01) *%% (p< 0,001) vs. Kontrollgruppe 1
O (p<0,05) OO (p<0,01) 000 (p< 0,001) vs. Kontrollgruppe 2
¢ (p<0,05) oo (p<0,01) oo¢ (p<0,001)vs. Kontroligruppe 3
V (p<0,05) VV (p<0,01) VVV(p<0,001) vs. Kontrollgruppe 4

(nur zweiter Versuch)
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4 Ergebnisse

41 Versuch1

4.1.1 Mortalitat

Die Wachteln zeigten in allen Phasen des ersten Versuchsdurchlaufes ein
unauffalliges Allgemeinbefinden.

Wahrend der Uber 15 Tage laufenden Testphase starben von den 225 eingestallten
Wachtelhennen insgesamt 5 Tiere. Zwei Tiere mussten aufgrund von starkem
Kimmern ohne weitere konkrete Symptome getotet werden, drei Tiere verstarben an
Erkrankungen der Legeorgane. Dies entspricht einer Gesamtmortalitatsrate von 2,22
%.

In der Gruppe, die 2 g Trisetum flavescens/ kg Futter als Zusatz bekamen,
verstarben zwei Tiere und eines musste aufgrund hochgradigen Kimmerns getotet
werden. Die Mortalitatsrate fur die Gruppe mit dem Zusatz 2 g Trisetum
flavescens/kg Futter betragt damit 20,0 % und stellt den héchsten Verlustwert einer

einzelnen Gruppe dar.

4.1.2 Futterverzehr

Der durchschnittliche Futterverzehr pro Tier und Tag betragt im ersten Versuch 26,70
g. Den hochsten Verbrauch mit 28,08 g zeigt die Gruppe mit 32 g Trisetum
flavescens als Futterzusatz. Der niedrigste Wert findet sich bei der Gruppe mit dem
Futterzusatz 100 IE Vitamin Ds.

Der durchschnittliche Futterverbrauch pro gelegtes Ei betragt hier 81,19 g. Bei
diesem Parameter zeigen sich hochgradige Schwankungen zwischen den einzelnen
Gruppen, somit zeigt die Gruppe mit 5 mg Solbone P den héchsten Wert an (608,19
g), hingegen die Gruppe mit 320 mg Solbone P mit 37,35 g den niedrigsten Wert.
Genaue Werte sind folgender Tabelle zu entnehmen.
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Der durchschnittliche Verbrauch pro Gramm Eischalen- TS betragt 112,49 g. Es

kann keine deutliche Tendenz

innerhalb der Gruppen

in Abhangigkeit der

Dosierungssteigerung erkannt werden. Sowohl hdochster als auch niedrigster Wert

finden sich in der Solbone P Gruppe: 5 mg Solbone P mit einem Verbrauch von

841,36 g sowie bei 80 mg Solbone P ein Verbrauch von 43,32 g pro Gramm

Eischalen- TS.

Tabelle 4.1: Durchschnittlicher Futterverbrauch pro Tier und Tag [g], pro Ei [g] und

pro Gramm Eischale [g], Versuch |

Futte_rverbrauch Futterverbrauch Futterverbrauch
Distzusétze/ kg Futter pro T'e[r undTag |~ poro Ei[g] pro Sramm
gl - Eischale [g]
X X
100 IE Vitamin D3 20,17 81,60" 120,20°
200 |E Vitamin D3 27.23 46,53 54,65
400 IE Vitamin D3 26,63 46,98 56,28
0,5 ug 1,25(0OH)2D3 26,42 57,14 76,75
1 ng1,25(0H)2Ds 25,64 40,63 49,11
2 ug1,25(0H)2Ds 27,76 40,58 46,53
5 mg Solbone P 22 47 608,19° 841,36"
20 mg Solbone P 24,40 67,99 101,29°
80 mg Solbone P 24,67 38,73 43,32
320 mg Solbone P 27,53 37,35 44,18
8 mg Solbone PP 23,98 47,63 62,48
32 mg Solbone PP 25,42 49,04 55,60
2 g Trisetum flavescens 23,98 72,63 109,87"
8 g Trisetum flavescens 25,88 86,87" 118,85
32 g Trisetum flavescens 28,08 41,30 51,77

* diese Werte haben bei zu geringer Legeleistung keine Aussagekraft
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4.1.3 Tiergewichte

Nur in diesem Durchgang wurde auch das Korpergewicht der Wachteln ermittelt, und
zwar am Tage der Einstallung gruppenweise, sowie am Schlachttag eines jeden
Tieres einzeln.

Dazu muss bemerkt werden, dass der gemessene Wert fur die einzelnen Gruppen
am Schlachttag einen Mittelwert darstellt, und es innerhalb der Gruppen zwischen
den beiden Kafigen z. T. deutliche Schwankungen bestanden. Es konnen sowohl
Zunahmen, als auch Gewichtsabnahmen verzeichnen werden.

Den deutlichsten Verlust zeigt die Gruppe, welche den Zusatz 100 IE Vitamin Ds/kg
Futter erhalten hat, der hochste Zunahmewert ist bei 5 mg Solbone P zu erkennen.
Die Gewichte der Gruppe 1 ug 1,25(0OH).D3; und 5 mg Solbone P/kg Futter weisen
einen signifikanten Unterschied gegenuber der Gruppe mit 100 IE Vitamin Ds/kg
Futter auf, die Gruppe mit 8 mg Solbone PP gegenuber der mit 200 IE Vitamin Ds/kg
Futter.

Die genauen Werte sind folgender Tabelle zu entnehmen.
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Tabelle 4.2: Durchschnittliche Tiergewichte [g] (Mittelwert + Standardabweichung),

Versuch |
Tiergewicht [g] Tiergewicht [g]
Didtzusatze/ kg Futter Am Tang=d1eor _Ilgilgrs(;tallung Schlachttag
X X +S
100 IE Vitamin D3 150,7 132,9 21,6
200 IE Vitamin D3 155,1 166,3 10,1
400 IE Vitamin D3 153,8 143,6 14,0
0,5 pg 1,25(0OH)2D3 150,9 150,9 11,1
1 pg 1,25(0OH).D3 149,4 163,9% 9,4
2 g 1,25(0H)2Ds 144,8 157,5 13,8
5 mg Solbone P 144 4 163,9* 11,8
20 mg Solbone P 154,1 154,8 15,1
80 mg Solbone P 156,0 161,4 13,1
320 mg Solbone P 151,5 153,5 18,0
8 mg Solbone PP 147,2 138,90 20,5
32 mg Solbone PP 154,8 154,4 14,7
2 g Trisetum flavescens 151 4 164,5 20,4
8 g Trisetum flavescens 150,7 147,0 19,5
32 g Trisetum flavescens 150,7 143,9 18,4
* (p<0,05)  ## (p<0,01) +#% (p< 0,001) vs. Kontroligruppe 1 (100 |E/kg Futter)
0 (p<0,05) {0 (p<0,01) 000 (p< 0,001) vs. Kontrollgruppe 2 (200 IE/kg Futter)

¢ (p< 0,05) ¢4 (p<0,01) 444 (p<0,001) vs. Kontrollgruppe 3 (400 IE/kg Futter)
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4.1.4 Legeleistung

Die Legeleistung steigt innerhalb der einzelnen Dosierungsgruppen von Vitamin D3
durchwegs an (Vergleiche Tabelle 4.3). Der Maximalwert der Vitamin Ds-
Standardgruppen betragt 73,7 % bei der Dosierung 400 IE Vitamin Ds/kg Futter. Er
wird mehrmals durch die hochste Dosierung anderer Praparate uberstiegen, so
durch 2 ug 1,25(0OH)2Ds/kg Futter , 320 mg Solbone P/ kg Futter und 32 g Trisetum
flavescens/ kg Futter. Alle Praparatdosierungen weisen gegenuber den Vitamin D3
Kontrollgruppen signifikante Unterschiede auf.

Bei vergleichender Betrachtung der Entwicklung der Legeleistung der Gruppen im
Verlauf des Versuchs ist aus der Tabelle 4.4 und der Abbildung 4.1 heraus zu
erkennen, dass eine initial hohere Legeleistung im Vergleich zu den
Standardgruppen bei den Tieren der Gruppe mit dem Zusatz 2ug 1,25(0OH).D3 /kg
Futter (65,0 %) zu verzeichnen ist, sowie bei den Gruppen mit Zusatz 320 mg
Solbone P/kg Futter (66,7 %) und 32 g Trisbone/kg Futter (68,3 %). Fur alle drei
Gruppen gilt eine konstante Steigerung der Legeleistung Uber den weiteren
Versuchszeitraum.

Im zweiten Teil des Untersuchungszeitraums kann bei der Gruppe mit 320 mg
Solbone P/kg Futter mit 84,0 % die hochste Legeleistung verzeichnet werden.

Im letzten Abschnitt des Untersuchungszeitraumes wird der Hochstwert von 90,7 %
ebenfalls von dieser Gruppe erreicht. Eine steigende Tendenz der Legeleistung tber
den gesamten Zeitraum zeigen die Gruppen mit 400 IE Vitamin Ds/kg Futter, alle
Dosierungen des 1,25(0OH),D3, 80 mg, 320 mg Solbone P/kg Futter sowie die
Gruppe mit dem Zusatz 32 g Trisbone/kg Futter. Die niedrigsten Legeleistungen
uber den gesamten Zeitraum zeigen die Dosierungen 100 IE Vitamin Di/kg Futter
sowie 5 mg Solbone P/kg Futter, des weiteren weisen sie ein deutliches Absinken
der Legeleistung auf. Auch bei den Dosierungen 20 mg Solbone P, 8 mg, 32 mg
Solbone PP und 8 g Trisbone/kg Futter kommt es nach einer bis zum zehnten Tag
tendenziell steigenden Legeleistung zum erneuten Abfall der Legeleistung im letzten
Abschnitt der Untersuchung.
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Tabelle 4.3: Durchschnittliche Legeleistung pro Gruppe [%], Tag 4- 15, Versuch |

Durchschnittliche Legeleistung [%]
Diatzusatze/ kg Futter B Tag 4 bis 15
X +S
100 IE Vitamin D3 30,30 20,37
200 IE Vitamin D3 66,67 22,38
400 IE Vitamin D3 72,73 28,21
0,5 ug 1,25(0H)2Ds 58,79 15,52
1'ug 1,25(0H)2Ds 78,18 18,00
2 g 1,25(0H)2Ds 82,42 16,88
5 mg Solbone P 10,30 14,87
20 mg Solbone P 38,7904 19,66
80 mg Solbone P 76,36% 20,57
320 mg Solbone P 86,06+ () 15,94
8 mg Solbone PP 60,00 25,11
32 mg Solbone PP 71,21% 22,36
2 g Trisetum flavescens 41,82)¢ 25,60
8 g Trisetum flavescens 35,76()¢ 18,91
32 g Trisetum flavescens 79,39% 19,37
* (p<0,05)  ## (p<0,01) +xx (p< 0,001) vs. Kontrollgruppe 1 (100 IE/kg Futter)
0 (p<0,05) {0 (p<0,01) 000 (p<0,001) vs. Kontroligruppe 2 (200 IE/kg Futter)

¢ (p< 0,05) 44 (p<0,01) &o¢ (p<0,001) vs. Kontroligruppe 3 (400 IE/kg Futter)
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Tabelle 4.4:

Durchschnittliche Legeleistung pro Gruppe [%]

Standardabweichung), Tag 1-15, Versuch |

(Mittelwert

Zusatz/kg Futter

Durchschnittliche
Legeleistung [%]

Durchschnittliche
Legeleistung [%]

Durchschnittliche
Legeleistung [%]

Tag 1-5 Tag 6-10 Tag 11-15

X +S X +S X +S
100IE Vitamin D3 | 35,00 24,66 30,67 19,14 26,67 20,22
200IE Vitamin D3 | 58,33 20,75 68,00 19,04 68,00 24,00
400IE Vitamin D3 | 56,67 36,36 66,67 31,55 81,33 15,43
0,5ug1,25(0OH),D3 | 40,00 24,49 58,67 13,60 60,00 14,61
1 ug 1,25(0OH).D; | 56,67 31,45 77,33 14,36 78,00 20,88
2 pg 1,25(0OH).D3 | 65,00 32,79 81,33 13,60 86,00 20,10
5 mg Solbone P 15,00 16,58 8,00 12,22 9,33 14,36
20 mg Solbone P | 35,00 18,48 42,67 17,69 33,33 20,22
80 mg Solbone P | 58,33 31,05 70,67 19,14 82,67 21,75
320 mg Solbone P | 66,67 30,91 84,00 14,97 90,67 12,36
8 mg Solbone PP | 48,33 31,05 66,67 20,22 53,33 28,91
32mg Solbone PP | 40,42 30,31 77,33 20,48 68,67 23,56
2 g Trisbone 50,83 34,99 36,44 20,12 39,56 25,65
8 g Trisbone 28,33 17,24 42,67 20,48 32,00 16,00
32 g Trisbone 68,33 28,82 77,33 21,75 81,33 17,07
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Ergebnisse

Abb. 4.1: vergleichende Darstellung der durchschnittlichen Legeleistung [%] der
Gruppen in Tagen 1-15, Versuch |
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4.1.5 Eischalentrockengewicht

Auch beim Parameter des Eischalentrockengewichts zeigt sich innerhalb der Vitamin
Ds- Standardgruppen eine deutlich steigende Tendenz. Diese Beobachtung gilt fur
alle anderen Praparatdosierungen mit Ausnahme von 8 g Trisetum flavescens/kg
Futter, bei welchem sich ein Absinken des Eischalentrockengewichts gegenuber der
Dosierung 2 g Trisetum flavescens/kg Futter zeigt, jedoch die Gruppe mit der
Dosierung 32 g Trisetum flavescens wieder eine deutliche Steigerung des
Eischalentrockengewichts pro Tier und Tag aufzeigt (s. Tab. 4.5). Die Dosierung 5
mg Solbone P weist einen signifikanten Unterschied gegenuber der Kontrollgruppe 3
(400 IE Vitamin Da/kg Futter) auf (p<0,05).

Beim Vergleich der mittleren Eischalentrockensubstanz pro Tier und Tag uber den
gesamten Versuchzeitraum (s. Tab. 4.6 und Abb. 4.2) zeigen sich ahnliche
Ergebnisse wie bei der Legeleistung. Es zeigt sich, dass eine Steigerung der Vitamin
Ds- Dosierung auch eine Steigerung des Eischalentrockengewichts in dieser Gruppe
bewirkt.

-64 -



Initial hat die Vitamin Ds- Standardgruppe 200 IE/kg Futter den hochsten Wert
(448,54 mg), einen fast ebenso hohen Wert erreicht die Gruppe mit der Dosierung
320 mg Solbone P/kg Futter (442,32 mg). Wahrend sich die Standarddosierung im
weiteren Verlauf nicht mehr stark steigern kann (570, 90 mg, 597, 78 mg) zeigt die
Gruppe mit 320 mg Solbone P/kg Futter in der zweiten Phase mit 712,79 mg den
zweithochsten Wert hinter der Gruppe mit 2 ug 1,25(0OH)2Ds; (720,18 mg), im letzten
Abschnitt des Untersuchungszeitraumes aber wieder den Maximalwert mit 804,88
mg Eischalentrockengewicht.

Mit wenigen Ausnahmen zeigen die verschiedenen Praparate Uber den gesamten
Versuchszeitraum  mit  steigender Dosierung ebenso ein  steigendes
Eischalentrockengewicht pro Tier und Tag.

Tendenziell absteigend verhalt sich das Eischalentrockengewicht bei den Gruppen
mit dem Zusatz 100 IE Vitamin Ds/kg, 5 mg und 20 mg Solbone P/kg Futter sowie 2g
Trisetum flavescens/kg Futter. Bei den Dosierungen 8 mg und 32 mg Solbone PP
sowie 8 g Trisetum flavescens/kg Futter kommt es nach einer in den ersten zehn
Tagen massiven Steigerung des Eischalentrockengewichts (zwei- bzw. dreifache
Steigerung des initialen Wertes) in der letzten Phase des Versuchs zum erneuten
Abfall.

Genaue Werte sind der Tabelle 4.5 zu entnehmen.
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Tabelle 4.5: Durchschnittliches Eischalentrockengewicht pro Tier und Tag [mg],

Tag 4- 15, Versuch |

Eischalen- TS pro Tier und Tag [mg]
Diatzusatze/ kg Futter ~ Tag 4 bis 15
X +S

100 IE Vitamin D3 2437 128,3
200 IE Vitamin D3 623,8 79,4
400 IE Vitamin D3 685,0 206,4
0,5 pg 1,25(0OH)2Ds 4749 84,4

1 pg 1,25(0H).Ds 697,0 74,0

2 pg 1,25(0OH)2Ds 770,0 64,9

5 mg Solbone P 66,44 59.4

20 mg Solbone P 287.4 54,7

80 mg Solbone P 735,9 70,0
320 mg Solbone P 795,7 35,4

8 mg Solbone PP 509,0 93,3
32 mg Solbone PP 662,0 121,5

2 g Trisetum flavescens 326,8 109,4
8 g Trisetum flavescens 280,4 457
32 g Trisetum flavescens 685,5 81,7

* (p< 0,05) xx (p< 0,01)

0 (p<0,05) {0 (p<0,01)
¢ (p<0,05) ¢4 (p<0,01)

*x# (p< 0,001) vs. Kontrollgruppe 1 (100 IE/kg Futter)
000 (p<0,001) vs. Kontroligruppe 2 (200 IE/kg Futter)
444 (p<0,001) vs. Kontrollgruppe 3 (400 IE/kg Futter)
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Tabelle 4.6: Durchschnittliches Eischalentrockengewicht pro Tier und Tag [mg],
(Mittelwert + Standardabweichung), Tag 1 bis 15, Versuch |

E_ischalen-TS pro E_ischalen-TS pro E_ischalen-TS pro
Zusatz/kg Futter }:agr l1m5d Taglmg] }:agr gn1d OTag mo }:agr l;?fjgag mol

X +S X +S X e
100IE Vitamin D3 267,99 |189,32 |217,09 |139,87 |194,45 |152,40
200IE Vitamin D3 | 448,54 | 163,33 |570,90 |137,68 |597,78 | 192,22
400IE Vitamin D3 359,72 | 268,46 |586,24 |303,99 |741,41 149,40
0,5 ug 1,25(0OH).Ds | 238,30 |203,71 |452,16 |120,49 |461,59 |122,71
1 g 1,25(OH),D; | 296,28 | 194,38 |654,84 |159,80 |689,97 |14517
2 ug 1,25(0OH),D; | 388,92 |227,08 |720,18 |110,91 |755,70 | 182,91
5 mg Solbone P 129,30 | 124,45 | 54,05 79,26 43,07 63,25
20 mg Solbone P 301,73 | 130,40 |298,88 |122,58 |210,82 | 132,94
80 mg Solbone P 420,83 |231,36 |633,61 156,98 | 756,43 | 192,24
320 mg Solbone P | 442,32 | 220,95 |712,79 |[12596 |804,88 | 102,81
8 mg Solbone PP 303,40 | 193,10 |51554 |148,60 |417,81 |237,24
32 mg Solbone PP | 244,86 | 207,26 |693,37 |188,62 |620,86 |235,45
2 g Trisbone 336,58 |233,62 |262,88 |156,91 |287,72 |170,50
8 g Trisbone 147,81 | 88,55 320,35 | 137,40 |231,03 | 134,08
32 g Trisbone 422,96 |152,29 |623,21 176,28 | 680,52 | 166,44

-67 -




Ergebnisse

Abb. 4.2: vergleichende Darstellung der mittleren Eischalen-TS pro Tier [mg], Tag 1-
15, Versuch |
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4.1.6 Knochenaschegehalt

In Tabelle 4.7 sind die Werte der mittleren relativen Knochenaschegehalte vom
Femur fur die einzelnen Gruppen dargestellt. Bei den eingesetzten Vitamin Ds-
Dosierungen kann eine in direkt proportionalem Verhaltnis zur Dosierungserhéhung
stehende Zunahme des Knochenaschegehalts im Femur verzeichnet werden.

Den hochsten prozentualen Knochenaschegehalt im Femur weist die Gruppe mit
dem Zusatz von 2 ug 1,25(0OH).,D3s /kg Futter auf (65,39 %). Zusammen mit der
Gruppe, welche 320 mg Solbone P/kg Futter als zugefugtes Praparat (63,58 %)
erhielt, Ubersteigt es als einziges den hochsten Wert der Vitamin Ds- Dosierungen,
welcher in der Gruppe mit dem Zusatz 400 IE Vitamin Ds/kg Futter zu finden ist
(63,05 %).

Signifikante Unterschiede sind in der Tabelle vermerkt.
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Tabelle 4.7: Durchschnittlicher relativer Knochenaschegehalt vom Femur [%] (Mittelwert
+ Standardabweichung), Versuch |

Knochenasche in %
Diatzusatze/ kg Futter 3 Femur
X +S

100 IE Vitamin D3 60,16 3,45
200 IE Vitamin D3 61,10 4,27

400 IE Vitamin D3 63,05 2,80

0,5 ug 1,25(0H).D3 59,49 2,92
1ug 1,25(0H)2D3 60,09 2,30

2 g 1,25(0H)2Ds 65,39+ 1,59

5 mg Solbone P 60,36 3,36

20 mg Solbone P 58,424 2,34

80 mg Solbone P 60,74 5,96

320 mg Solbone P 63,58 2,95

8 mg Solbone PP 60,09 3,72

32 mg Solbone PP 61,61 4,08

2 g Trisetum flavescens 59,13 2,94

8 g Trisetum flavescens 59,47 2,76
32 g Trisetum flavescens 60,19 2,73

* (p<0,05)  ## (p<0,01) xxx (p< 0,001) vs. Kontroligruppe 1 (100 IE/kg Futter)
0 (p<0,05) {0 (p<0,01) 000 (p<0,001) vs. Kontroligruppe 2 (200 IE/kg Futter)

¢ (p< 0,05) ¢4 (p<0,01) 444 (p<0,001) vs. Kontrollgruppe 3 (400 IE/kg Futter)
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4.1.7 Kalzium in der Knochenasche

Der Mittelwert des Kalziumgehalts im Femur aller Gruppen betragt 234,20 g/kg. Den
hochsten Kalziumgehalt in der Knochenasche zeigt die Gruppe, welche 2 pug
1,25(0H),D3 /kg Futter als Zusatz erhalten hat (305,26 g/kg). Im Gegensatz zu den
anderen untersuchten Parametern kann hier kein Zusammenhang zwischen der
Steigerung der Praparatdosis und einer Zunahme des Kalziumgehaltes im Femur
erkannt werden. Die Einzelwerte der Gruppen sind Tab. 4.8 zu entnehmen.

Bei der statistischen Auswertung finden sich signifikante Unterschiede zwischen der
mittleren Vitamin Ds- Konzentration (200 |E/kg Futter) und den Versuchsgruppen mit
Zusatz von Solbone PP und Solbone P (s. Tab. X).
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Tabelle 4.8: Durchschnittlicher Kalziumgehalt in der Knochenasche von Femur [g/kg]
(Mittelwert = Standardabweichung), Versuch |

Kalziumgehalt in der Knochenasche
Diatzusatze/ kg Futter ég/kg]
B emur
X +S

100 IE Vitamin D3 225,68 32,21
200 IE Vitamin D3 183,60 67,09
400 IE Vitamin D3 206,85 69,96
0,5 pg 1,25(0OH)2Ds 165,40 23,44
1'ug 1,25(0H)2Ds 194,31 87,23

2 pg 1,25(0OH)2Ds 305,26() 61,66

5 mg Solbone P 222,25 26,69

20 mg Solbone P 269,74 86,78

80 mg Solbone P 285,69() 33,20
320 mg Solbone P 273,53() 23,53

8 mg Solbone PP 298,67 37,78

32 mg Solbone PP 287,22() 37,76

2 g Trisetum flavescens 249,84 69,25
8 g Trisetum flavescens 187,77 68,46
32 g Trisetum flavescens 157,11 23,87

* (p<0,05)  ## (p<0,01) +x% (p< 0,001) vs. Kontroligruppe 1 (100 IE/kg Futter)
0 (p<0,05) {0 (p<0,01) 000 (p<0,001) vs. Kontroligruppe 2 (200 IE/kg Futter)

¢ (p< 0,05) ¢4 (p<0,01) 44 ¢ (p< 0,001) vs. Kontrollgruppe 3 (400 IE/kg Futter)
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4.1.8 Kalziumgehalt im Serum

Aus Tabelle 4.9 ist ersichtlich, dass auch bei diesem Parameter kein Zusammenhang
zwischen einer Steigerung der Dosierung eines verwendeten Praparates und einer
Zunahme des Kalziumgehalts im Serum besteht, da die Werte sehr stark streuen.
Der hochste Gehalt des Serums an Kalzium ist bei der Versuchsgruppe mit dem
Zusatz 80 mg Solbone P/kg Futter zu sehen (305,82 mg/l). Einige Gruppen
unterschreiten den Wert der niedrigsten Vitamin D3- Dosierung, so die Gruppe mit
dem Zusatz 0,5 ug 1,25(0OH);D3, 20 mg Solbone P, 8 mg Solbone PP und 32 g
Trisetum flavescens/kg Futter.

Bei der statistischen Auswertung ergab sich ein signifikanter Unterschied zwischen
der Gruppe mit 20 mg Solbone P/kg Futter und der mittleren Vitamin D3- Dosierung
(200 IE/kg Futter).
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Tabelle 4.9: Durchschnittlicher Kalziumgehalt im Serum [mg/l] (Mittelwert =
Standardabweichung), Versuch |

Kalzium im Serum
Diatzuséatze/ kg Futter ~ [mg/l]
X +S

100 IE Vitamin D3 238,28 95,67

200 IE Vitamin D3 301,8 77,52

400 IE Vitamin D3 272,94 54,23

0,5 pg 1,25(0H),D3 233,87 64,51
11g1,25(0H)2Ds 258,32 56,88

2 ug1,25(0OH).D3 298,60 66,74

5 mg Solbone P 238,88 73,49

20 mg Solbone P 202,20¢) 38,88

80 mg Solbone P 309,82 45,37

320 mg Solbone P 296,99 53,51

8 mg Solbone PP 233,67 61,34

32 mg Solbone PP 305,81 76,37

2 g Trisetum flavescens 254,11 51,95

8 g Trisetum flavescens 247,49 81,83

32 g Trisetum flavescens 212,62 49,19

* (p<0,05)  ## (p<0,01) xxx (p< 0,001) vs. Kontroligruppe 1 (100 IE/kg Futter)
0 (p<0,05) {0 (p<0,01) 000 (p<0,001) vs. Kontrollgruppe 2 (200 IE/kg Futter)

¢ (p< 0,05) ¢4 (p<0,01) oo¢ (p<0,001) vs. Kontroligruppe 3 (400 IE/kg Futter)
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4.1.9 Aschegehalt der Leber

Der durchschnittliche Aschegehalt der Leber in diesem Versuchsdurchgang betragt
4,80 g. Wie aus Tabelle 4.10 ersichtlich, besteht kein direkter Zusammenhang
zwischen einer Erhdhung der Praparatdosierung und dem Aschegehalt der Leber.
Den hochsten Gehalt innerhalb der Standardgruppen zeigt jene mit dem Zusatz 100
IE Vitamin Ds/kg Futter (4,99 g), den hochsten Gehalt insgesamt verzeichnet die
Gruppe mit dem Zusatz 0,5 ug 1,25(0OH).D3 /kg Futter (5,37 g).

Es konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden.

Tabelle 4.10: Durchschnittlicher Aschegehalt der Leber [%] (Mittelwert =
Standardabweichung), Versuch |

Diatzusatze/ kg Futter A;chegehalt der Leberi[sg ]
100 IE Vitamin D3 4,99 0,21
200 IE Vitamin D3 4,63 0,37
400 IE Vitamin D3 4,94 0,62

0,5 ug 1,25(0OH)2D3 5,37 1,55
1ug 1,25(0H)2D3 4,47 0,84

2 g 1,25(0H)2Ds 4,83 0,59

5 mg Solbone P 4,24 0,59

20 mg Solbone P 4,23 0,72

80 mg Solbone P 5,21 0,33
320 mg Solbone P 5,25 1,18

8 mg Solbone PP 4,89 0,31
32 mg Solbone PP 5,02 0,48

2 g Trisetum flavescens 4,49 0,58
8 g Trisetum flavescens 4,89 0,43
32 g Trisetum flavescens 4,98 0,35
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4.1.10 Kalziumgehalt der Leber

Der durchschnittliche Kalziumgehalt in der Leber betragt in diesem
Versuchsdurchgang 8,03 g. Auch hier verhalt es sich wie beim Aschegehalt der
Leber, die Werte sind breit gestreut und es kann keine Abhangigkeit des
Kalziumgehalts der Leber von einer Steigerung der Praparatdosis beobachtet
werden. Den hochsten Gehalt der Standardgruppen verzeichnet die mittlere Vitamin
Ds- Dosierung (200 IE/kg Futter) mit einem Gehalt von 9,33 g, den hochsten Wert
aller Gruppen zeigt diejenige, welche den Zusatz 8 g Trisetum flavescens/kg Futter
erhalten hat (18,58 g). Die genauen Werte der einzelnen Gruppen sind Tabelle 4.11
zu entnehmen.

Es konnten keine signifikanten Unterschiede der Versuchsgruppen ermittelt werden.
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Tabelle 4.11:  Durchschnittlicher Kalziumgehalt der Leber [g/kg] (Mittelwert =
Standardabweichung), Versuch |

Diitzusatze/ kg Futter Kalziiumgehalt der Leberiz/kg]
100 IE Vitamin D3 6,54 5,85
200 IE Vitamin D3 9,33 8,36
400 IE Vitamin D3 5,38 1,25

0,5 pg 1,25(0OH).D3 7,45 9,72
1ug 1,25(0H)2D3 9,16 11,60

2 yg 1,25(0OH).D3 7,94 7,40

5 mg Solbone P 8,02 7,58

20 mg Solbone P 6,47 5,23

80 mg Solbone P 5,28 1,05
320 mg Solbone P 6,93 6,43

8 mg Solbone PP 7,44 4,97
32 mg Solbone PP 6,00 5,53

2 g Trisetum flavescens 5,42 3,00
8 g Trisetum flavescens 18,58 23,66
32 g Trisetum flavescens 7,79 9,34
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4.1.11 ALP im Serum

Bei der Auswertung der ALP- Aktivtitat findet sich ein Zusammenhang zwischen
einer zunehmenden Praparatdosierung und einer verminderten Enzymaktivitat. Unter
den Vitamin Ds- Standardgruppen kann bei der Ration 100 |IE/kg Futter der hochste
Wert verzeichnet werden, hingegen bei 400 IE/kg Futter die niedrigste. Der Wert der
Ration 100 IE/kg Futter wird von folgenden Rationen weiter Uberschritten: 0,5 ug
1,25(0OH),D3, 5 und 20 mg Solbone, 8 mg Solbone PP sowie 2 g Trisbone/ kg Futter.
Den Gesamthochstwert verzeichnen gleichwertig die Gruppen mit dem Zusatz 0,5 ug
1,25(0OH),D3 und 2 g Trisbone/kg Futter. Den niedrigsten Standardgruppenwert
unterschreitet neben der Ration 2 ug 1,25(OH),D3s auch die Gruppen mit dem Zusatz
80 und 320 mg Solbone P, die geringste Enzymaktivitat findet sich in letztgenannter
Gruppe.

Es finden sich signifikanten Unterscheide gegenuber den Kontrollgruppen, bei
diesem Parameter finden sich sogar hoch signifikante Unterschiede. Die genauen

Verteilungen sind untenstehender Tabelle 4.12 zu entnehmen.
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Tabelle 4.12: Durchschnittliche Aktivitat der Alkalischen Phosphatase (ALP) im Serum
[U/I] (Mittelwert + Standardabweichung), Versuch |

ALP im Serum
Diatzusatze/ kg Futter B [un]
X +S
100 IE Vitamin D3 0,46 0,20
200 IE Vitamin D3 0,37 0,18
400 IE Vitamin D3 0,28 0,18
0,5 ug 1,25(0OH),D3 0,560¢ ¢ ¢ 0,13
1 pg1,25(0OH)2D3 0,38 0,24
2 ug1,25(0OH).D3 0,19%%%() 0,11
5 mg Solbone P 0,51¢¢ 0,17
20 mg Solbone P 0,52¢ ¢ 0,17
80 mg Solbone P 0,22:x() 0,13
320 mg Solbone P 0,15% %% 0,16
8 mg Solbone PP 0,53¢¢ 0,15
32 mg Solbone PP 0,32 0,21
2 g Trisetum flavescens 0,560¢ ¢ ¢ 0,13
8 g Trisetum flavescens 0,42 0,21
32 g Trisetum flavescens 0,40 0,22
* (p<0,05)  ## (p<0,01) +x% (p< 0,001) vs. Kontroligruppe 1 (100 IE/kg Futter)
0 (p<0,05) {0 (p<0,01) 000 (p<0,001) vs. Kontroligruppe 2 (200 IE/kg Futter)

¢ (p< 0,05) ¢4 (p<0,01) oo¢ (p<0,001) vs. Kontroligruppe 3 (400 IE/kg Futter)
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4.2 Versuch 2

4.2.1 Mortalitat

Die Wachteln zeigten in allen Phasen des zweiten Versuchsdurchlaufes ein
unauffalliges Allgemeinbefinden.

Wahrend des 21 Tage andauernden Versuchdurchgangs starben insgesamt von
den 306 eingestallten Wachtelhennen 20 Tiere. Von diesen Tieren mussten drei
aufgrund von starkem Kummern ohne weitere konkrete Symptome getotet werden,
die restlichen Tiere verstarben an Erkrankungen der Legeorgane oder an
korperlicher Schwache ohne &aullerliche Symptomatik der Legeorgane. Dies
entspricht einer Gesamtmortalitatsrate im zweiten Versuchsdurchgang von 6,54 %.
Die Tiergruppen dreier Rationen verzeichneten die hochsten Tierverluste mit einer
Mortalitatsrate von 16,67 %: die der Zusatze 50 |IE Vitamin Ds/kg Futter, 0,2 g
Solbone/kg Futter und 2 g Trisbone/kg Futter. Die der Gruppen 0,8 g Solbone, 4 g
Trisbone und 8 g Trisbone/kg Futter betrugen jeweils 11,11 %, die Mortalitat der
Gruppen 200 IE Vitamin D3, 0,25 g und 1 g PAN-HVD und 0,05 g und 1g Solbone/kg
Futter betrug jeweils 5,56 %.

4.2.2 Futterverzehr

Der durchschnittliche Futterverzehr pro Tier und Tag betragt 26,01 g. Der hochste
Wert der Standardgruppen wird bei der hochsten Vitamin Ds-Dosierung (400 IE/kg
Futter) mit 30,54 g erreicht. Den hochsten Verbrauch mit 32,71 g zeigt die Gruppe
mit 4 g PAN-HVD als Futterzusatz, neben ihr Ubersteigt auch der Futterverzehr der
Gruppe mit dem Zusatz 0,4 g Solbone/kg Futter den hochsten Wert der Vitamin Ds-
Rationen. Der niedrigste Wert findet sich bei der Gruppe mit dem Futterzusatz 4 g
Trisbone/kg Futter (20,97 g). Alle Futterverbrauchswerte der Trisbone- Dosierungen
unterschreiten neben zwei weiteren die der niedrigsten Vitamin Ds- Dosierungen (50
IE/kg Futter) mit einem Wert von 25,23 g. Die exakten Werte sind Tabelle 4.13 zu

entnehmen.

Der durchschnittliche Futterverbrauch pro gelegtes Ei betragt 95,43 g. Es zeigen sich

hochgradige Schwankungen zwischen den einzelnen Gruppen, mit zunehmender
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Dosissteigerung der Praparate ist im Allgemeinen ein abnehmender Futterverbrauch
zu erkennen. Bei Betrachtung der Standardgruppen weist die niedrigste Vitamin Ds-
Dosierung (50 IE/kg Futter) den hochsten Verbrauch auf (69,45 g). Die Gruppe mit
0,25 g PAN-HVD zeigt insgesamt den hochsten Wert (366,35g), hingegen die
Gruppe mit 0,8 g Solbone mit 38,19 g den niedrigsten Wert. Neben dieser Gruppe
unterschreiten noch drei weitere den geringsten Futterverzehr der Vitamin Ds-
Gruppen, welcher bei 400 |IE/kg Futter zu erkennen ist (44,61 g). Die genauen Werte
sind Tabelle X zu entnehmen.

Der durchschnittliche Verbrauch pro Gramm Eischalen- TS betragt 181,91 g. Auch
hier zeigt sich, aul’er in der Gruppe mit Zusatz Trisbone, eher eine absinkende
Tendenz des Futterverbrauchs innerhalb der eingesetzten Praparate in Abhangigkeit
von der Dosierungssteigerung. Den hochsten und niedrigsten Verbrauch innerhalb
der Standardgruppen zeigen, wie auch beim Futterverbrauch pro Ei, die niedrigste
und die hochste Vitamin Ds- Dosierung. Den hochsten Verbrauch insgesamt zeigt
erneut die Gruppe mit dem Zusatz 0,25 g PAN-HVD (888,16 g), den niedrigsten 0,8 g
Solbone (43,43 g). Auch hier sind die genauen Verbrauchszahlen der Tabelle 4.13

zu entnehmen.
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Tabelle 4.13: Durchschnittlicher Futterverbrauch pro Tier und Tag [g], pro Ei [g] und pro
Gramm Eischale [g], Tag 1 bis 21, Versuch Il

Futtervgrbrauch Futterverbrauch Futterverbrauch
Diatzusétze/ kg Futter prngéeEg‘ﬁ”d pro Ei [g] EECS;?;T;]
J X 2
X X
50 IE Vitamin D3 25,23 69,45 114,21
100 |E Vitamin D3 27.75 58,89 79,06
200 IE Vitamin D3 2912 50,14 62,54
400 IE Vitamin D3 30,54 44 61 51,81
0,25 g PAN-HVD 21,62 366,35" 888,16°
0,5 g PAN-HVD 26,74 128,0° 237,57
1 g PAN-HVD 28,43 47,48 56,59
2 g PAN-HVD 29,37 44,03 51,00
4 g PAN-HVD 32,71 42,57 46,88
0,05 g Solbone-A-CWS 25,71 126,63 233,16
0,1 g Solbone-A-CWS 24.01 106,08" 169,59"
0,2 g Solbone-A-CWS 26,02 56,34 76,31
0,4 g Solbone-A-CWS 31,43 43,39 50,19
0,8 g Solbone-A-CWS 24,68 38,19 43,43
2 g Trisbone 24,07 355,30 868,48
4 g Trisbone 20,97 209,46 450,76
8 g Trisbone 22,34 334,09° 686,83

xdiese Werte haben bei zu geringer Legeleistung keine Aussagekraft
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4.2.3 Legeleistung

Die durchschnittliche Legeleistung steigt bei Betrachtung der Gruppen mit dem
Futterzusatz Vitamin D; mit steigender Dosierung deutlich an (Vergleiche Tabelle
4.14). Der Maximalwert der Vitamin Ds;- Standardgruppen betragt 78,4 % bei der
Dosierung 400 IE Vitamin Ds/kg Futter. Eine hohere Legeleistung wird in den
Gruppen mit Zusatz 0,4 g und 0,8 g Solbone/kg Futter erreicht, ebenso in der Gruppe
mit 4 g PAN-HVD, welche auch die maximale Legeleistung in diesem Versuch zeigt
(85,0 %). In der Gruppe mit Trisbone als Futterzusatz zeigt sich, dass eine
Dosissteigerung keine Verbesserung der Legeleistung erzielen kann. Die niedrigste
Legeleistung der Vitamin Ds- Gruppen mit 48,2 % (50 IE/kg Futter) wird durch die
niedrigen Dosierungen von Solbone sowie allen Trisbone- Dosierungen
unterschritten. Ebenso von der Gruppe mit 0,5 g und 0,25 g PAN-HVD/kg Futter,
welche damit auch die insgesamt niedrigste Legeleistung aufweist (7,9 %). Alle
Praparatdosierungen weisen gegenuber den Vitamin D3 Kontrollgruppen signifikante

Unterschiede auf, welche der Tabelle 4.14 zu entnehmen sind.

Bei vergleichender Betrachtung der Entwicklung der Legeleistung der Gruppen Uber
den gesamten Versuchszeitraum ist aus Tabelle 4.15 und Abbildung 4.3 heraus zu
erkennen, dass eine initial hohere Legeleistung im Vergleich zu den
Standardgruppen bei den Tieren der Gruppe mit dem Zusatz 2 g (43,3 %) und 4 g
PAN-HVD/kg Futter (50,0 %) zu verzeichnen ist, sowie bei den Gruppen mit Zusatz
0,4 g Solbone/kg Futter (41,1 %) und 0,8 g Solbone/kg Futter (48,2 %). Die
Standardgruppen weisen initial mit steigendem Vitamin Ds;- Gehalt des Futters auch
eine hohere Legeleistung auf. Im zweiten Teil des Untersuchungszeitraums kann bei
der Gruppe mit 0,4 g Solbone/kg Futter mit 83,3 % die hochste Legeleistung
verzeichnet werden. Im letzten Abschnitt des Untersuchungszeitraumes wird der
Hochstwert von 89,2 % von der Gruppe mit der nachsthoheren Dosierung, 0,8 g
Solbone/kg Futter erreicht.

Eine steigende Tendenz der Legeleistung Uber den gesamten Zeitraum kann bei den
Vitamin D3- Gruppen, mit Ausnahme der Dosierung 100 IE/kg Futter, beobachtet
werden, ebenso bei jenen, welche 1 g und 4 g PAN-HVD und 0,2 g, 0,4 gund 0,8 g
Solbone/kg Futter als Zusatz erhalten. Die niedrigeren Legeleistungen uber den
gesamten Zeitraum im Vergleich zur niedrigsten Vitamin Ds- Dosierung (50 IE/kg)
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zeigen die Gruppen mit dem Zusatz 0,25 g und 0,5 g PAN-HVD, 0,05 g und 0,1 g
Solbone/kg Futter sowie alle Trisbone- Gruppen. Diese weisen ein zum Tell
deutliches Absinken der Legeleistung nach den ersten 13 Tagen auf. Lediglich die
Gruppe mit 8 g Trisbone/kg Futter zeigt Uber den gesamten Versuchzeitraum eine
steigende Tendenz, bei 2 g Trisbone/kg Futter steigt die Leistung nach leichtem
Abfall gegenuber der initialen Legeleistung in der letzten Versuchsphase wieder an.

Die genauen Werte jeder einzelnen Gruppe sind in Tabelle 4.15 zusammengefasst.
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Tabelle 4.14: Durchschnittliche Legeleistung pro Gruppe [%], Tag 4 bis 20, Versuch Il

durchschnittliche Legeleistung [%]
Diatzusatze/ kg Futter _Tag 4 bis 20
X +S
50 IE Vitamin D3 48,20 29,79
100 IE Vitamin D3 54,90 25,12
200 IE Vitamin D3 72,22 27,63
400 IE Vitamin D3 78,43 30,88
0,25 g PAN-HVD 7,91x08v 11,63
0,5 g PAN-HVD 25,82x)eV 19,77
1 g PAN-HVD 72,29+ 30,33
2 g PAN-HVD 74,18+ 25,48
4 g PAN-HVD 84,97+ 26,37
0,05 g Solbone-A-CWS 26,600V ¢ 21,70
0,1 g Solbone-A-CWS 28,500V ¢ 20,22
0,2 g Solbone-A-CWS 58,56v 24,27
0,4 g Solbone-A-CWS 82,68x() 27,28
0,8 g Solbone-A-CWS 83,53+() 26,14
2 g Trisbone 10,95+ eV 16,26
4 g Trisbone 10,72+ 8V 14,02
8 g Trisbone 8,43+0eV 10,97
* (p<0,05)  ## (p<0,01) +#% (p< 0,001) vs. Kontrollgruppe 1 (50 IE/kg Futter)

0 (p<0,05) {0 (p<0,01) 000 (p< 0,001) vs. Kontrollgruppe 2 (100 IE/kg Futter)

¢ (p< 0,05) 44 (p<0,01) &o¢¢ (p<0,001) vs. Kontroligruppe 3 (200 IE/kg Futter)
V (p< 0,05) VV (p<0,01)  VVV(p<0,001) vs. Kontrollgruppe 4 (400 IE/kg Futter)
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Tabelle 4.15:

Durchschnittliche Legeleistung pro Gruppe [%]

Standardabweichung), Tag 1-20, Versuch Il

(Mittelwert

Zusatz/kg Futter

Durchschnittliche
Legeleistung [%]

Durchschnittliche
Legeleistung [%]

Durchschnittliche
Legeleistung [%]

Tag 1-5 Tag 6-13 Tag 14-20
X +S X +S X +S

50IE D3 16,22 |22,67 |4639 |2524 |5802 |26,23
100IE D3 17,78 |17,71  |59,72 |19,19 |56,35 | 16,65
200IE D3 30,22 |2311 |66,94 |14,72 |8381 |1821
400IE D3 32,22 (2820 |8125 |2059 8175 |19,18
0,259 PAN-HVD 7,78 8,31 11,11 14,16 | 4,92 9,35
0,59 PAN-HVD 14,44 |1595 |3125 |18,83 [20,63 |19,86
1g PAN-HVD 28,89 |24,70 |69,86 |2125 |8222 |2053
2g PAN-HVD 4333 3590 |7569 |1520 73,02 |12,04
4g PAN-HVD 50 33,33 |81,94 1729 |9127 9,78
0,05g  Solbone-A-| 5 2596 |29,72 |19,34 |2429 |19,82
CWS

0,1g Solbone-A-CWS | 11,78 | 12,04 |30,28 |23,25 |29,68 |16,36
0,2g Solbone-A-CWS | 30 2524 |5861 2059 [61,75 |15,86
0,4g Solbone-A-CWS | 41,11  |30,35 |83,33 |13,61 84,92 |16,19
0,8g Solbone-A-CWS | 4822 29,81 80,00 |1851 |89,21 |13,41
2g Trisbone 13,33 22,93 |9,17 12,81 |12,14 |13,54
49 Trisbone 13,33 12,47 15,97 16,33 3,81 7,85
8g Trisbone 5,56 9,94 8,33 10,80 | 9,37 11,58
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Ergebnisse

Abb. 4.3: vergleichende Betrachtung der Legeleistung Uber den gesamten
Versuchszeitraum, Tag 1- 20, Versuch Il
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4.2.4 Eischalentrockengewicht

Fir den Parameter des Eischalentrockengewichts konnen alle vergleichenden
Aussagen, welche auch uUber die Legeleistung getroffen wurden, ganzlich
ubernommen werden. Auch hier zeigt sich innerhalb der Vitamin Ds-
Standardgruppen eine deutlich steigende Tendenz. Diese Beobachtung gilt ebenso
fur alle anderen Praparatdosierungen, eine Ausnahme bilden die Gruppen mit dem
Zusatz Trisbone, bei welchem eine Dosiserhohung auf 8 g Trisbone/kg Futter
gegenuber 4 g/kg Futter keine Verbesserung des Parameters bewirkt (s. Tab. 4.16).
Den hochsten Wert des Eischalentrockengewichts zeigt die Gruppe mit dem Zusatz
4 g PAN-HVD/kg Futter, den niedrigsten jene mit 0,25 g PAN-HVD/kg Futter. Diese
Gruppe weist einen signifikanten Unterschied gegenuber der Kontrollgruppe 4 (400
IE Vitamin Ds/kg Futter) auf (p<0,05).
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Bei vergleichender Betrachtung der Entwicklung des Eischalentrockengewichts der
Gruppen uber den gesamten Versuchszeitraum ist aus Tabelle 4.17 und Abbildung
4.4 heraus zu erkennen, dass eine initial hoheres Eischalentrockengewicht im
Vergleich zu den Standardgruppen bei den Tieren der Gruppe mit dem Zusatz 2 g
(335,11 mg) und 4 g PAN-HVD/kg Futter (404,22 mg) zu verzeichnen ist, sowie bei
den Gruppen mit Zusatz 0,4 g Solbone/kg Futter (326,72 mg) und 0,8 g Solbone/kg
Futter (332,01 mg). Initial zeigt sich beim Vergleich der Standardgruppen
untereinander mit steigendem Vitamin D3- Gehalt des Futters auch ein hoheres
Eischalentrockengewicht. Im zweiten Teil des Untersuchungszeitraums kann bei der
Gruppe mit 4 g PAN-HVD/kg Futter mit 748,82 mg die hochste
Eischalentrockensubstanz verzeichnet werden, ebenso im letzten Abschnitt des
Untersuchungszeitraumes mit 859,88 mg.

Eine steigende Tendenz der Eischalentrockensubstanz uber den gesamten Zeitraum
kann bei den Vitamin D3s- Gruppen, mit Ausnahme der Dosierung 100 IE/kg Futter,
beobachtet werden, ebenso bei jenen, welche 1 g und 4 g PAN-HVD und 0,1 g, 0,2
g, 0,4 g und 0,8 g Solbone/kg Futter als Zusatz erhalten. Die Gruppe mit Zusatz 4 g
Trisbone/kg Futter weist im Gegensatz zu den Gruppen mit anderen Trisbone-
Dosierungen ein deutliches Absinken der Legeleistung nach den ersten 13 Tagen
auf, ebenso jene mit dem Futterzusatz 0,25 g, 0,5 g und 2 g PAN-HVD, 0,05 g
Solbone/kg Futter. Bei der Gruppe mit dem Zusatz 2 g Trisbone/kg Futter steigt die
Leistung nach leichtem Abfall gegenlber der initialen Legeleistung in der letzten
Versuchsphase wieder an. Allgemein kann allerdings gesagt werden, dass die
Steigerung des Eischalentrockengewichts von der ersten Phase auf die zweite des
Versuchs z.T. zwei- bis vierfach erhoht ist im Vergleich zum Ansteige von der

zweiten auf die dritte Phase.
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Tabelle 4.16: Durchschnittliches Eischalentrockengewicht pro Tier und Tag [mg], Tag 4
bis 20, Versuch Il

Eischalen- TS pro Tier und Tag [mg]
Diatzusatze/ kg Futter _Tag 4 bis 20
X +S

50 IE Vitamin D3 309,4 100,1
100 |E Vitamin D3 416,6 65,1
200 IE Vitamin D3 588,8 66,8
400 IE Vitamin D3 683,4 27,4
0,25 g PAN-HVD 35,5v 18,3
0,5 g PAN-HVD 143,6 44 1

1 g PAN-HVD 617,5 88,8

2 g PAN-HVD 648,7 67,1

4 g PAN-HVD 780,2 45,9
0,05 g Solbone-A-CWS 154.4 65,7
0,1 g Solbone-A-CWS 184,3 50,0
0,2 g Solbone-A-CWS 441.,8 57,8
0,4 g Solbone-A-CWS 720,7 64,1
0,8 g Solbone-A-CWS 756,5 66,6
2 g Trisbone 58,9 37,9

4 g Trisbone 60,7 31,2

8 g Trisbone 429 15,3

* (p<0,05)  ## (p<0,01) +x% (p< 0,001) vs. Kontroligruppe 1 (50 |IE/kg Futter)
0 (p<0,05) {0 (p<0,01) 000 (p<0,001) vs. Kontroligruppe 2 (100 IE/kg Futter)

¢ (p< 0,05) 44 (p<0,01) &o¢ (p<0,001) vs. Kontroligruppe 3 (200 IE/kg Futter)
V (p< 0,05) VV (p<0,01)  VVV(p<0,001) vs. Kontrollgruppe 4 (400 IE/kg Futter)
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Tabelle 4.17: Durchschnittliches Eischalentrockengewicht pro Tier und Tag [mg],

(Mittelwert + Standardabweichung), Tag 1 bis 20, Versuch lI

Zusatz/kg Futter

Eischalen-TS pro
Tier und Tag [mg]

Eischalen-TS pro
Tier und Tag [mg]

Eischalen-TS pro
Tier und Tag [mg]

Tag 1-5 Tag 6-13 Tag 14-20

X +S X +S X +S
50IE Vitamin D3 76,82 |11041 |302,67 |197,53 |372,77 |178.70
100IE Vitamin D3 | 116,17 | 124,77 | 452,61 |155.84 |434,71 | 138,05
200IE Vitamin D3 | 189,97 | 174,59 | 54427 |127.72 |699,10 |156,13
400IE Vitamin D3 | 227,76 | 223,21 |70347 | 19433 |732,87 |167,13
0,25g PAN-HVD 3485 |3854 |5332 |67,18 |17,30 |3979
0,5 PAN-HVD 71,84 |80,05 |180,59 |10856 | 107,83 |99,87
1g PAN-HVD 206,66 |206,12 |587,04 |179,56 |721,52 |187.89
29 PAN-HVD 33511 | 284,86 |668,48 |14861 |643,90 | 120,02
4g PAN-HVD 40422 |27316 |748.82 |163,91 |859.88 | 101,44
ovg SoboneArl40430 | 14342 | 17674 [ 12440 | 13308 | 93,81
0,1g Solbone-A-CWS | 5472 | 57,31 | 190,24 |143.48 |206,00 | 119,47
0,2g Solbone-A-CWS | 190,12 | 16521 | 44588 |160,22 |470,82 | 119,54
0,4g Solbone-A-CWS | 326,72 | 253,67 | 72846 |129.48 |748,61 | 148,06
0,8g Solbone-A-CWS | 332,01 | 24249 |73387 |168.45 |826,40 |121,46
2g Trisbone 5181 |8946 |4022 |6276 |8210 |96.24
4g Trisbone 59,25 |51,10 |89,92 |9289 |2694 |5679
8g Trisbone 2572 4339 |4023 |5053 |50,02 | 64,02
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Ergebnisse

Abb. 4.4: vergleichende Betrachtung der Entwicklung der Eischalen- TS [mg] Uber
den gesamten Versuchzeitraum, Tag 1- 20, Versuch Il

Wadchentliche Eischalen-TS/ Tier (mg)
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4.2.5 Knochenaschegehalt

Die Werte der mittleren relativen Knochenaschegehalte des Femurs der
verschiedenen Gruppen sind in Tabelle 4.18 dargestellt. Bei Betrachtung der Werte
der Vitamin Ds;- Gruppen zeigt sich, dass bei steigender Dosierung auch der
Knochenaschegehalt ansteigt. Diese Beobachtung kann nicht durchgehend auf alle
Praparate Ubertragen werden.

Den hochsten prozentualen Knochenaschegehalt im Femur weist die Gruppe mit
dem Zusatz von 4 g PAN-HVD/kg Futter auf (64,46 %), neben ihr Ubertreffen auch
die Gruppen mit Zusatz 2 g PAN-HVD (63,10 %) und 0,8 g Solbone/kg Futter (62,31
%) den Wert der hochsten Vitamin Ds- Dosierung, 400 IE kg/ Futter (62,08 %). Alle

Trisbone- Gruppen unterschreiten neben drei anderen Gruppen den
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Knochenaschegehalt der niedrigsten Vitamin Ds- Dosierung 50 IE/ kg Futter (57,30
%).
Signifikante Unterschiede sind in der Tabelle vermerkt.

Tabelle 4.18: Durchschnittlicher relativer Knochenaschegehalt vom Femur [%]
(Mittelwert + Standardabweichung), Versuch I

Knochenasche in %
Diatzusatze/ kg Futter 3 Femur
X +S

50 IE Vitamin D3 57,30 2,17
100 IE Vitamin D3 58,41 3,16
200 IE Vitamin D3 60,02 3,09
400 IE Vitamin D3 62,08 2,82
0,25 g PAN-HVD 56,60v 4,88
0,5 g PAN-HVD 55,51ev 2,26
1 g PAN-HVD 60,09 3,87
2 g PAN-HVD 63,10%() 2,88
4 g PAN-HVD 64,46+ (e 2,10
0,05 g Solbone-A-CWS 57,77v 3,14
0,1 g Solbone-A-CWS 56,56V 4,18
0,2 g Solbone-A-CWS 57,89 14,43
0,4 g Solbone-A-CWS 60,46 2,88
0,8 g Solbone-A-CWS 62,31%¢) 2,22
2 g Trisbone 51,39e¢v 13,04
4 g Trisbone 56,02V 3,86
8 g Trisbone 57,05v 4,70

-9 -



* (p< 0,05) xx (p< 0,01) % (p< 0,001) vs. Kontrollgruppe 1 (50 IE/kg Futter)
¢ (p< 0,05) 00 (p< 0,01) 000 (p<0,001) vs. Kontroligruppe 2 (100 IE/kg Futter)
¢ (p< 0,05) ¢4 (p<0,01) 444 (p<0,001) vs. Kontrollgruppe 3 (200 IE/kg Futter)
V (p< 0,05) VV (p< 0,01) VVV(p< 0,001) vs. Kontrollgruppe 4 (400 IE/kg Futter)

4.2.6 Kalzium in der Knochenasche

Der Mittelwert des Kalziumgehalts im Femur aller Gruppen betragt 322,02 g/kg. Bei
Betrachtung der Vitamin Ds- Gruppen zeigt sich, dass die Dosiserhhung von 200 IE
auf 400 IE keine weitere Erhdhung des Kalziumgehalts der Knochenasche bewirkt,
ebenso verhalt es sich bei den letzten Dosierungserhéhungen bei PAN-HVD und
Trisbone. Den hochsten Kalziumgehalt in der Knochenasche zeigt die Gruppe mit 4
g Trisbone/kg Futter als Zusatz (330,04 g/kg). Im Gegensatz zu den anderen
untersuchten Parametern schwanken die Werte deutlich und es kann kein
Zusammenhang zwischen der Steigerung der Praparatdosis und einer Zunahme des
Kalziumgehaltes im Femur erkannt werden. Die exakten Einzelwerte sind Tab. 4.19
zu entnehmen.

Bei der statistischen Auswertung findet sich ein signifikanter Unterschiede zwischen
der hochsten Vitamin Ds- Konzentration (400 IE/kg Futter) und der Versuchsgruppe
mit Zusatz von 4 g Trisbone/kg Futter (s. Tab. 4.19).
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Tabelle 4.19: Durchschnittlicher Kalziumgehalt in der Knochenasche von Femur [g/kg]
(Mittelwert + Standardabweichung), Versuch I

Kalziumgehalt in der Knochenasche
Diatzusitze/ kg Futter ég/ kg]
_ emur
X +S
50 IE Vitamin D3 312,19 35,14
100 IE Vitamin D3 321,77 52,31
200 IE Vitamin D3 326,75 85,81
400 IE Vitamin D3 293 52 27.75
0,25 g PAN-HVD 277,59 68,44
0,5 g PAN-HVD 294,34 40,78
1 g PAN-HVD 280,26 60,00
2 g PAN-HVD 324,03 14,87
4 g PAN-HVD 321,78 17,15
0,05 g Solbone-A-CWS 311,32 29.80
0,1 g Solbone-A-CWS 314,83 36,45
0,2 g Solbone-A-CWS 282 .46 67,32
0,4 g Solbone-A-CWS 295.86 38,63
0,8 g Solbone-A-CWS 299,16 30,90
2 g Trisbone 285,35 71,16
4 g Trisbone 330,04v 24,29
8 g Trisbone 281,10 61,93
* (p< 0,05) % (p< 0,01) +#% (p< 0,001) vs. Kontroligruppe 1 (50 IE/kg Futter)
0 (p< 0,05) 0 (p< 0,01) 000 (p<0,001) vs. Kontroligruppe 2 (100 IE/kg Futter)

¢ (p< 0,05) 44 (p<0,01) &o¢ (p<0,001) vs. Kontroligruppe 3 (200 IE/kg Futter)
V (p< 0,05) VV (p<0,01)  VVV(p<0,001) vs. Kontrollgruppe 4 (400 IE/kg Futter)
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4.2.7 Kalzium im Serum

Wie aus Tabelle 4.20 erkenntlich ist, kann zwischen der Steigerung der Dosierung
eines verwendeten Praparates und einer Zunahme des Kalziumgehalts im Serum
kein Zusammenhang erschlossen werden. Der hochste Gehalt des Serums an
Kalzium ist bei der Versuchsgruppe mit dem Zusatz 2 g PAN-HVD/kg Futter zu
sehen (312,62 mg/l). Den niedrigsten Gehalt zeigt die Gruppe mit dem Zusatz von
0,05 g Solbone/kg Futter (211,42 mg/l) und unterschreitet damit neben den Gruppen
mit 0,25 g PAN-HVD (229,58 mg/l) und 0,1 g Solbone/kg Futter (232,46 mg/l) auch
den niedrigsten Wert der Vitamin D3- Standardgruppen (200 IE/kg, 237,72 mg/l).

Bei der statistischen Auswertung ergab sich ei signifikanter Unterschied zwischen
der Gruppe mit 20 mg Solbone P/kg Futter und der mittleren Vitamin Ds;- Dosierung
(200 IE/kg Futter).
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Tabelle 4.20: Durchschnittlicher Kalziumgehalt
Standardabweichung), Versuch Il

im  Serum [mg/l]

(Mittelwert

+

Diatzusatze/ kg Futter

Kalzium im Serum [mg/l]

X +S
50 IE Vitamin D3 243,74 98,04
100 IE Vitamin D3 243,61 72,08
200 IE Vitamin D3 237,72 68,52
400 IE Vitamin D3 267,41 39,50
0,25 g PAN-HVD 229,58 149,25
0,5 g PAN-HVD 264,03 73,63
1g PAN-HVD 256,76 58,15
2 g PAN-HVD 312,62 105,32
4 g PAN-HVD 270,29 84,55
0,05 g Solbone-A-CWS 211,42 67,72
0,1 g Solbone-A-CWS 232 46 68,43
0,2 g Solbone-A-CWS 303,25 179,25
0,4 g Solbone-A-CWS 286,82 98,25
0,8 g Solbone-A-CWS 303,98 71,70
2 g Trisbone 260,87 87,67
4 g Trisbone 249,87 93,28
8 g Trisbone 266,03 117,32
* (p<0,05)  ## (p<0,01) +#% (p< 0,001) vs. Kontrollgruppe 1 (50 IE/kg Futter)
0 (p<0,05) {0 (p<0,01) 000 (p< 0,001) vs. Kontrollgruppe 2 (100 IE/kg Futter)
¢ (p<0,05) ¢4 (p<0,01) @e¢ (p<0,001)vs. Kontroligruppe 3 (200 IE/kg Futter)

V (p<0,05)  VV (p<0,01)

VVV(p< 0,001) vs. Kontrollgruppe 4 (400 IE/kg Futter)
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4.2.8 ALP im Serum

Wie aus Tabelle 4.21 ersichtlich ist, besteht ahnlich wie im ersten
Versuchsdurchgang ein Zusammenhang der Enzymaktivitat der Alkalischen
Phosphatase mit der Praparatdosierung. Mit steigender Dosierung kommt es bei
allen verwendeten Praparaten zu einer Abnahme der Aktivitat. Unter den Vitamin
Ds- Standardgruppen zeigen die Gruppen mit dem Zusatz 50 und 100 |IE/kg Futter
die héchste Enzymtatigkeit. Ubertroffen werden diese von den Gruppen mit dem
Zusatz 0,25 und 0,5 g PAN-HVD, 0,05 Solbone sowie den Gruppen mit 2 und 8 g
Trisbone pro kg Futter. Die letztgenannte Gruppe stellt eine Ausnahme der vorher
getroffenen Aussage bezuglich des Verhaltens der ALP auf eine Steigerung der
Dosis, da es hier gegenuber der Gruppe mit 4 g Trisbone/kg Futter zu einem
erneuten Anstieg der Enzymaktivitat kommt. Die niedrigste Enzymaktivitat findet
sich bei der Ration 4 g PAN-HVD/ kg Futter, welche damit den Wert der niedrigsten
Vitamin D3- Dosis noch weiter unterschreitet. Die starkste ALP- Aktivitat zeigt die
Gruppe mit dem Zusatz 0,05 g Solbone pro kg Fultter.

Bei der statistischen Auswertung finden sich verschiedene Signifikanzen gegenuber
den Kontrollgruppen. Diese sind aus untenstehender Tabelle X zu entnehmen.
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Tabelle 4.21: Durchschnittlicher Aktivitat der Alkalischen Phosphatase (ALP) im Serum
[U/I] (Mittelwert + Standardabweichung), Versuch I

Diatzusatze/ kg Futter QA"P im Serum [U/'i]s
50 IE Vitamin D3 0,51 0,13
100 IE Vitamin D3 0,51 0,20
200 IE Vitamin D3 0,44 0,17
400 IE Vitamin D3 0,21%( 0,09
0,25 g PAN-HVD 0,56v 0,21
0,5 g PAN-HVD 0,56v 0,16
1 g PAN-HVD 0,42 0,18
2 g PAN-HVD 0,24x() 0,20
4 g PAN-HVD 0,14%(e 0,06
0,05 g Solbone-A-CWS 0,59v 0,14
0,1 g Solbone-A-CWS 0,50v 0,17
0,2 g Solbone-A-CWS 0,33 0,17
0,4 g Solbone-A-CWS 0,39 0,20
0,8 g Solbone-A-CWS 0,23x() 0,13
2 g Trisbone 0,52v 0,14
4 g Trisbone 0,48v 0,16
8 g Trisbone 0,55v 0,14
* (p<0,05)  ## (p<0,01) +x% (p< 0,001) vs. Kontroligruppe 1 (50 |IE/kg Futter)
0 (p<0,05) {0 (p<0,01) 000 (p<0,001) vs. Kontroligruppe 2 (100 IE/kg Futter)

¢ (p< 0,05) 44 (p<0,01) &o¢¢ (p<0,001) vs. Kontroligruppe 3 (200 IE/kg Futter)
V (p< 0,05) VV (p<0,01)  VVV(p<0,001) vs. Kontrollgruppe 4 (400 IE/kg Futter)
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4.3 Weender- Analyse

Bei der durchgefuhrten Weender- Analyse ergaben sich fur die Futterproben der
beiden Versuche die in Tabelle 4.22 und 4.23 dargestellten Ergebnisse.

Tabelle 4.22: Nahrstoffgehalt der Proben im ersten Versuch

Futterart TS[%] |Rfa[%] Rp[%] | Rfe[%] Ra [%]
100 IE Vitamin D3 90,56 4,43 23,22 5,03 8,46
200 IE Vitamin D3 91,05 3,91 22,57 3,72 9,47
400 IE Vitamin Ds 91,29 4,16 21,06 2,64 11,76
0,5 ug 1,25(0H)2D3 90,74 4,21 21,83 3,08 9,57
1 ug 1,25(0H)2Ds 91,33 4,40 22,28 3,37 9,06
2 ug 1,25(0H)2Ds 90,78 4,06 21,97 2,56 8,57
5 mg Solbone-A-CWS P | 91 62 4,29 22,32 2,28 8,40
20 mg Solbone P 91,04 4,16 21,88 2,72 8,80
80 mg Solbone P 91,31 4,13 22,89 2,34 8,14
320 mg Solbone P 90,98 3,91 21,65 2,65 8,00
8 mg Solbone PP 90,71 4,01 21,39 2,03 8,96
32 mg Solbone PP 91,21 3,94 21,84 2,12 8,53
2 g Trisbone 90,76 417 21,47 1,86 7,94
8 g Trisbone 91,38 4,20 21,73 2,08 8,71
32 g Trisbone 90,91 4,25 21,60 3,07 8,77
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Tabelle 4.23: Nahrstoffgehalt der Proben im zweiten Versuch

Futterart TS[%] [Rfa[%] Rp[%] |Rfe[%] Ra [%]
50 IE Vitamin D3 90,52 4,80 20,25 % 9,26
100 IE Vitamin D3 90,15 4,92 19,92 2,04 10,41
200 IE Vitamin D3 90,40 4,75 20,18 2,19 8,76
400 IE Vitamin D3 90,31 5,23 20,00 3,08 9,98
0,25 g PAN-HVD 90,02 3,54 22,36 3,46 9,60
0,5 g PAN-HVD 90,31 4,47 22,01 1,79 9,34
1,0 g PAN-HVD 89,99 4,90 21,29 3,95 9,07
2,0 g PAN-HVD 90,33 5,38 21,18 3,41 9,51
4,0 g PAN-HVD 90,07 5,26 21,37 2,59 10,27
0,05 g Solbone-A-CWS | 90,04 5,60 21,61 2,82 9,12
0,1 g Solbone-A-CWS | 89 99 5,58 21,55 1,74 8,19
0,2 g Solbone-A-CWS | 89 96 5,63 21,05 3,09 10,97
0,4 g Solbone-A-CWS | 90,10 4,85 21,32 3,47 12,16
0,8 g Solbone-A-CWS | 90 46 5,37 20,49 3,51 10,67
2 g Trisbone 90,54 5,01 21,60 3,77 9,75
4 g Trisbone 90,32 4,93 21,02 * 9,27
8 g Trisbone 90,35 4,94 21,35 4,10 8,95

% aus technischen Griinden sind diese Werte nicht bestimmbar.

4.4 Beurteilung der biologischen Aktivitait der verwendeten
Extrakte

Anhand der erhobenen Daten des Wachteleischalentests erfolgte fir jeden
Versuchsdurchgang und die darin verwendeten Praparate eine Schatzung der
Aktivitat der Extrakte

Eischalentrockengewicht mittels dem Parallel- Line Bioassay PLA 2.0 erstellt. Die

biologischen anhand des Hauptparameters

Ergebnisse sind der statistischen Auswertung sind den Tabellen 4.24 und 4.25 zu
entnehmen. Bei dieser Art der Auswertung wird von einer bekannten Wirkung des

-99 -



.otandard®, in diesem Fall Vitamin D3 ausgegangen. Mithilfe des Standards kann nun
fur die verwendeten Extrakte eine Dosis- Wirkungs- Kurve erstellt werden, die einen
parallelen Verlauf zu der des Standards aufweist. Dadurch kann mittels Logarhythmik
die biologische Aktivitat des Extraktes anhand des Standards errechnet werden. Die
Vorteile dieses Bioassays liegen zum einen darin, dass die lineare Korrelation
zwischen Dosis und Wirkung damit bewiesen werden kann, und zum anderen die
biologische Aktivitat eines Extraktes unabhangig von seiner eingesetzten Dosierung

errechnet werden kann.

Tab. 4.24: geschatzte biologische Aktivitat der Extrakte des ersten Versuchs

Extrakt Geschatzte Aktivitat [IE/g] | 95 % Confidence Intervall [IE/g]
Solbone P 4 071 2 065- 8 001
Solbone PP 17 167 6 162- 90 092
Trisbone 15 4- 38

Wie aus Tab. 4.24 ersichtlich, zeigt der Extrakt Solbone PP mit einer biologischen
Aktivitat von 17 167 IE/g Extrakt die hochste geschatzte biologische Aktivitat der
verwendeten Praparate, aber auch die hochste Streuung innerhalb der Werte. Die
biologische Aktivitat von Solbone P betragt mit 4 071 IE/g nur etwa ein Viertel derer
von Solbone PP. Die biologische Aktivitat des verwendeten Trisetum flavescens liegt
mit 15 |E/g weit unterhalb der anderen Praparate.

Tab. 4.25: geschatzte biologische Aktivitat der Extrakte des zweiten Versuchs

Extrakt Geschatzte Aktivitat [IE/g] | 95 % Confidence Intervall [IE/g]
PAN-HVD 114 88- 146
Solbone-A-CWS 574 428- 761
Trisbone 1 0,2-3

Im zweiten Versuchsdurchgang zeigt der Extrakt Solbone-A-CWS mit 574 |E/g die
hochste biologische Aktivitat. Damit betragt sie gut das Funffache der biologischen
Aktivitat des zweiten eingesetzten Solanum- Extraktes PAN-HVD, welche 114 |E/g
betragt. Desweiteren zeigt Solbone-A-CWS im Vergleich zu PAN-HVD eine deutlich
starkere Streuung der Werte. Die biologische Aktivitat von Trisetum flavescens ist in
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diesem Versuchsdurchgang verglichen mit dem ersten Durchgang noch weiter

erniedrigt und liegt hier bei nur 1 IE/ g Extrakt.
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5 Diskussion

5.1 Kritik der Methoden

5.1.1 Haltung und Unterbringung der Tiere

Die Wachtelhennen wurden in beiden Versuchsdurchgangen in Gruppen von 15
bzw. 18 Tieren in Drahtkafigen gehalten, die durch eine Schiebetir verschlossen
waren und Uber einen an der Frontseite angehangten Futtertrog verfligten. Das
Klima im Stall wurde vollautomatisch Uberwacht und geregelt. Um dennoch
mogliche Unterschiede des Klimas und auch des Lichtes auszugleichen, wurden die
Kafige gleichmallig im Raum verteilt. Die Lichtzufuhr erfolgte nach einem vom
Zentralverband der deutschen Geflugelwirtschaft e.V. festgelegten, 24- stindigen
Lichtprogramm. De Funktionstuchtigkeit der Klimaanlage wurde taglich kontrolliert.
Ebenso wurde taglich kontrolliert, ob eine ad libitum Aufnahme von Futter sowie ein
uneingeschrankter Zugang zum Trinkwasser moglich war, auch wurde die
Funktionalitat der Tippeltranken tberpruft.

Trotz dieser standardisierten Versuchsanordnung konnte keine hundertprozentige
Uberwachung der Tiere selbst und ihrer Haltungsbedingungen erfolgen. Aus diesem
Grund konnen der erste und der zweite Versuchsdurchgang nicht ohne weiteres

miteinander verglichen werden.

5.1.2 Der Wachteleischalentest

Der Wachteleischalentest stellt ein biologisches Testverfahren zur Bestimmung der
biologischen Aktivitat von Vitamin D- Metaboliten in verschiedenen, kalzinogenen
Pflanzen dar, wie z.B. auch Solanum glaucophyllum und Trisetum flavescens.
Dadurch kann ein direkter Vergleich mit Vitamin D- haltigen Kontrollrationen
hergestellt werden. Erstmals wurde er 1968 von ZUCKER und GROPP verwendet
und wird auch noch heute im damals verwendeten Versuchsaufbau angewandt. Wie
bereits unter Punkt 3 (Material und Methoden) beschrieben, setzt sich der
Wachteleischalentest aus mehreren Phasen zusammen: einer Kontrollphase, in der
die Tiere noch mit handelsublichem Futter versorgt werden und ihre Gesundheit und
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ihre Legeleistung im Vordergrund der Beobachtung stehen, so dass kranke Tiere
und solche mit niedrigerer Legeleistung zum Schutz vor Ergebnisverfalschung von
vornherein aus dem Versuch genommen werden konnen. In der sich
anschlieBenden Phase, der so genannten Depletionsphase, wird den Tieren ein
Vitamin D- armes Futter zugefuhrt. Fehlerhafterweise wird dieses Futter auch oft als
Vitamin D- freies Futter bezeichnet, was aber rein von der Mischtechnik her
betrachtet nicht moglich ist. Vitamin D ist in diesem Futter jedoch nur noch in so
geringen Mengen vorhanden, dass es keinen biologischen Effekt im Organismus
mehr erzielen kann. Diese Phase erstreckt sich Uber einen Zeitraum von zwei bis
drei Wochen (BAUMEISTER 1972), an deren Ende die Tiere entweder gar keine
Legeleistung mehr zeigen oder nur noch dunnschalige bis schalenlose Eier, so
genannte Windeier, legen. Da die Speicherkapazitat fur Vitamin D nur sehr gering ist
(HOFMAN, 1971), wird das erwunschte Ergebnis der Depletion relativ schnell
erreicht. In der folgenden Testphase kdnnen nun sowohl Vitamin Ds- Praparate als
auch Praparate von kalzinogenen Pflanzen untersucht werden, wie Solanum
glaucophyllum und Trisetum flavescens (RAMBECK und ZUCKER, 1982). Bei einer
suboptimalen Vitamin D- Versorgung (20- 70% = 80 bis 320 IE im Futter) ist es
moglich, die biologische Aktivitat naturlicher und synthetischer Metaboliten
vergleichend zu bestimmen (KOPP 1985) und somit eine lineare Beziehung
zwischen der Aufnahme von Vitamin D; dber das Futter und der
Kalziumausscheidung Uber die Eischale herzustellen (ZUCKER und GROPP, 1968).
Da es sich zeigte, dass sich der Kalziumanteil auch bei unterschiedlichem
Eischalengewicht nicht veranderte (GROPP und ZUCKER, 1971), wurde der
Messparameter der Kalziumausscheidung uUber die Eischale durch den Parameter
Eischalentrockengewicht ersetzt.

Somit ist das Eischalentrockengewicht der wichtigste zu bestimmende Parameter
um die biologische Verfugbarkeit von Vitamin D und seinen Metaboliten
darzustellen. Wahrend das Kalzium im Serum sehr straffen
Regulationsmechansimen unterliegt und kaum Schwankungen zeigt, reagieren
Legeleistung und Eischalentrockengewicht sehr stark auf das Zufihren von Vitamin
D. Mittels weiterer Blut- und Knochenparameter kdonnen die Ergebnisse weiter
gefestigt werden. THIERER (1989) konnte in seinen Untersuchungen die
Zuverlassigkeit und Genauigkeit der aus dem Wachteleischalentest ergebenden

Daten durch ihre Reproduzierbarkeit nachweisen.
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Die japanische Wachtel (Coturnix coturnix japonica) eignet sich sehr gut als
Versuchstier. Infektionskrankheiten stellen bei dieser Art unter normalen
Haltungsbedingungen kein Problem da, weiter zeichnen sie sich durch Korpergrofe,
Platzbedarf und Futterverbrauch als praktisches Versuchstier aus, stehen sie doch
bei diesen GroRen zwischen denen von Maus und Ratte. GERKEN und MILLS
(1993) konnten zeigen, dass sich die Legeleistung der Wachteln durch richtiges
Handling und passende Haltungsbedingungen auf einem hohen Niveau mit
ausgesprochener RegelmaRigkeit konstant halten lassen. Das Eigewicht entspricht
bei der Wachtel 7 % des Korpergewichts (ca. 10 g), im Gegensatz dazu bei Huhn 3
% (ca. 60 g). Dies druckt einen vergleichbar intensiveren Stoffwechsel der Wachtel
gegenuber dem Huhn aus (ZUCKER et al, 1967). Die Kalziumausscheidung Uber
die Eischale betragt fast das Doppelte als die beim Huhn. Daraus ergibt sich, dass
die Wachtel wesentlich schneller auf den Mangel von Vitamin D reagieren kann und
damit das bessere Versuchstier fur Untersuchungen eine Depletion von Vitamin D
betreffend darstellt. Den wirtschaftlichen Vorteil der Wachtel als Versuchstier stellt
der niedrigere Futterverbrauch dar (24 g/ Ei gegenuber 170 g/Ei beim Huhn),
wodurch nicht nur geringere Futterkosten, sondern auch weniger Kosten durch die
verwendeten Praparate entstehen. Des Weiteren kdnnen bei teureren Praparaten
groRere Tierzahlen verwendet werden als bei der Durchfihrung mit Hihnern.

5.1.3 Versuchsdurchfiihrung

Beide Versuche liefen nach dem in 5.1.2 beschrieben Schema mit Kontroll-,
Depletions- und Testphase ab. In der Kontrollphase wurde die Legeleistung der
Tiere bestimmt, nur ein Mindestwert von 80 % fuhrte zu einer weiteren Verwendung
in den folgenden Testphasen. Um in der Depletionsphase eine ausreichende
Entleerung der Vitamin D- Speicher zu erhalten, musste die Legeleistung
mindestens um 50 % vermindert sein. Nach BAUMEISTER (1972) ist eine 18- bis
21- tagige Depletionsphase ausreichend, um neben dem Absinken der Legeleistung
keine Vitamin D- Mangelsymptome der Tiere zu provozieren. Die Tiere stammten
allesamt aus der Institutseigenen Wachtelzucht, was einen einheitlichen Genpool
der Tiere garantierte. Der gesundheitliche Zustand der Tiere wurde taglich
kontrolliert. Nach einer 15- bzw. 21- tagigen Testphase, in welcher taglich die
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Parameter Legeleistung und Eischalentrockengewicht bestimmt wurden, wurden

Blut- und Knochenwerte am Ende des Versuchs bestimmt.

5.2 Versuchspraparate

Vor jedem Versuchsdurchlauf wurde die Futterrationen im Institutseigenen
Mischraum aus den einzelnen Komponenten hergestellt. Die prozentuale
Zusammensetzung ist aus Tabelle 3.1 ersichtlich. Im die Verteilung kleiner Mengen
im Futter zu ermdglichen, wurde im 500 g Mischer jeweils eine Vormischung
hergestellt, die dann im 8 kg Mischer mit den restlichen Futterkomponenten zu
einer homogenen Ration vermischt wurden.

In der Testphase beider Versuche wurden Vitamin Ds- Rationen verwendet, im
ersten Durchgang zusatzlich verschiedene Konzentrationen des Vitamin D-
Metaboliten 1,25(0OH),- Vitamin D3, um als Vergleichspraparate fur die verwendeten
Pflanzenextrakte von Solanum glaucophyllum und Trisetum flavescens zu dienen.
Die verschiedenen Konzentrationen der Extrakte sind den Tabellen 3.2 und 3.3 zu

entnehmen.

5.3 Vergleichende Betrachtung der einzelnen Parameter

Der Wachteleischalentest stutzt sich in erster Linie auf die Bestimmung der
Legeleistung und des Eischalentrockengewichtes. Der Vorteil dieses
Probenmaterials stellt die einfache Art der Gewinnung dar, denn die Vogel mussen
dabei kein stressprovozierendes Handling durchlaufen. Wichtig ist dabei jedoch zu
bemerken, dass sich die aus diesen Auswertung ergebenden Daten nicht exakt auf
einzelne Tiere beziehen, da sich in einem Ka&fig in beiden Durchgangen eine
Gruppe befand und keine Einzeltiere. Die errechneten Werte stellen demnach
Mittelwerte der jeweiligen Gruppe dar.

Um mogliche Fehlerquellen in der weiteren Verarbeitung der Eier auszuschliel3en,
erfolgte das Aufschneiden, Auswaschen, Trocknen und Wiegen der Schalen mit
grofdter Sorgfalt. Dabei musste darauf geachtet werden, dass zum einen beim
Aufschneiden keine Schalenanteile verloren gingen, und zum anderen kein Eiinhalt

in der Schale verblieb. Dies hatte das Eischalentrockengewicht verfalscht. Ebenso
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war auch an der getrockneten Eischale auf mogliche Verluste zu achten.
Die anderen Parameter, die aus Knochen und Serum bestimmt wurden, stellen eine

Moglichkeit dar, die im Eischalentest gewonnenen Ergebnisse zu unterstreichen.

5.3.1 Mortalitat

Die Gesamtmortalitat im ersten Durchgang betrug 2,22 %. Zwei der Tiere mussten
aufgrund starken Kummerns ohne weitere Symptome getotet werden, drei
verstarben aufgrund Erkrankungen der Legeorgane.

In der Testphase des zweiten Durchgangs starben insgesamt von den 306
eingestallten Wachtelhennen 20 Tiere, was einer Gesamtmortalitat von 6,54 %
entspricht, Von diesen Tieren mussten drei aufgrund von starkem Kummern ohne
weitere konkrete Symptome getotet werden, die restlichen Tiere verstarben an
Erkrankungen der Legeorgane oder an korperlicher Schwache ohne &aulierliche
Symptomatik der Legeorgane. Hier zeigte die Gruppe, die die Ration mit 50 IE
Vitamin Ds/ kg Futter erhielten, neben anderen Gruppen (0,2 g Solbone-A-CWS/kg
Futter und 2 g Trisbone/kg Futter) die hochste Mortalitat innerhalb einer Ration mit
16,67 %. Somit besteht hier ein moglicher Zusammenhang zwischen der niedrigen
Vitamin D3- Dosierung im Futter und dem geschwachten korperlichen Zustand der
Tiere, der schlieRlich zu deren Tod fuhrte.

In den Aufzeichnungen des ersten Durchgangs konnen derartige Zusammenhange
nicht beobachtet werden.

5.3.2 Tiergewichte

Die Tiergewichte wurden nur im ersten Versuchsdurchlauf bestimmt. Um bei den
Tieren keinen zusatzlichen Stress zu provozieren, wurde darauf verzichtet, die Tiere
in regelmafigen Abstanden zu wiegen, sondern lediglich am Tag der Einstallung
und am Schlachttag. Zu ersterem Zeitpunkt wurden die Tiere kafigweise gewogen,
am Versuchsende wurde von jedem Tier das Einzelgewicht ermittelt.

Es finden sch sowohl Gewichtszu- als auch Abnahmen. Die starksten
Gewichtsverluste finden sich allerdings in der Gruppe, welche 100 IE Vitamin Ds/kg
Futter als Zusatz erhalten haben. Somit konnte ein Zusammenhang zwischen der
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Vitamin D3- Mangelversorgung und den Gewichtsverlusten innerhalb dieser Gruppe
bestehen.

5.3.3 Futterverzehr

Um eine verfalschende Beeinflussung dieses Parameters durch hohe Futterverluste
zu verhindern, wurde den Tieren zwar ein uneingeschrankter Zugang zum in den
Futtertrogen befindlichen Futter gewahrt, jedoch gab die Schiebetiur an der
Kafigfront nur so weiten Spielraum, dass die Tiere mit dem Kopf an das Futter
gelangten, jedoch nicht in die Raufe zwecks ,Baden® klettern konnten. Im zweiten
Durchgang kam es trotz dieser VorsichtsmalRnahme zum Verstreuen von Fultter.
Dieses wurde gesammelt, gewogen und bei der Berechnung des Futterverzehrs bei
Auswertung des Versuchs berucksichtigt.

In beiden Versuchen ergeben sich ahnliche Werte fur den Futterverbrauch pro Tier
und Tag, pro Ei und pro Gramm Eischale. Beim Verbrauch pro Ei und pro Gramm
Eischale zeigt sich in beiden Versuchsdurchgangen mit steigender Dosierung eine
deutliche Abnahme des Verbrauchs. Ebenso muss dazu bemerkt werden, dass sich
die zum Teil sehr hohen Verbrauchszahlen sowohl im ersten als auch im zweiten
Versuchsdurchgang aus einer verminderten Legeleistung bei konstantem
Futterverzehr ergeben und daher rein rechnerische Werte darstellen. Sie eignen
sich daher nicht, um Vergleiche zwischen den Gruppen anzustellen. Diese ware nur
bei einer annahernd gleichen Legeleistung gegeben.

Der Futterverzehr selbst trifft zwar keine Aussage uber die biologische Aktivitat der
im Futter enthaltenen Vitamin D- Metaboliten, wohl aber Uber Akzeptanz des Futters
bei den Wachtelhennen. Dabei soll festgehalten werden, dass die Akzeptanz des
Futters durch den Zusatz der Extrakte nicht negativ beeinflusst wurde, was eine
absolute Voraussetzung fur den Einsatz von Pflanzenextrakten als mogliche

Futterzusatzsstoffe darstellt.
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5.3.4 Legeleistung

Neben dem Eischalentrockengewicht und der Aktivitat der Alkalischen Phosphatase
im Serum stellt die Legeleistung den ausschlaggebendsten Parameter des
Wachteleischalentestes dar.

Hierzu wurde taglich zur selben Tageszeit, und zwar vormittags, fur jede Gruppe die
Zahl der gelegten Eier bestimmt. Dadurch konnte zum einen die Legeleistung der
einzelnen Gruppen von Tag 4 bis 15 bzw. Tag 4 bis 20 bestimmt werden, zum
anderen die durchschnittliche Legeleistung zu bestimmten Zeitabschnitten. Zur
Berechnung der durchschnittlichen Legeleistung wurden erst Werte ab dem funften
Tag herangezogen, da die Praparate im Anschluss an die Depletion nur einen
langsam einsetzenden Effekt auf die Legeleistung zeigten. Um konstante Werte zu
erhalten, wurden diese ersten Tage mit niedriger Legeleistung nicht berucksichtigt.
Die Betrachtung der Legeleistung in einzelnen Zeitabschnitten Iasst einen
detaillierten Blick auf die Entwicklung der Legeleistung im Versuchsverlauf zu.

Bei Betrachtung des gesamten Versuchszeitraums zeigt sich in beiden
Durchgangen eine direkt proportionale Abhangigkeit zwischen der steigenden
Vitamin Ds- Dosierung und der Erhohung der Legeleistung (s. Abb. 5.1). Dadurch
ergibt sich die Annahme, dass bei der Dosierung von 400 |IE Vitamin Ds/kg Futter als
optimale D3- Dosierung ausgegangen werden kann, da hier ein Maximum innerhalb
der Vitamin Ds- Gruppen verzeichnet werden kann. Dass die Legeleistung der
optimalen Vitamin Ds3- Dosierung im ersten Versuch durch die Gruppe mit der
hochsten 1,25(0H).Ds - Dosierung Ubertroffen wird, kann dadurch erklart werden,
dass es sich dabei um den bereits aktivierten Vitamin D3s- Metaboliten handelt, der
dadurch eine hohere biologische Aktivitat hat als das noch nicht in Leber und Niere
metabolisierte Vitamin D3 (RAMBECK, 1997; PONCHON et al., 1969; BRUNETTE et
al., 1978).
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Abb. 5.1: Durchschnittliche Legeleistung [%] in Abhangigkeit vom Vitamin Ds-
Gehalt im Futter
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Bei der Betrachtung der durchschnittlichen Legeleistung Uber den gesamten
Zeitraum des erste Versuchs ist erkennbar, dass die beiden hochsten Solbone P-
Dosierungen, namlich 80 und 320 mg/kg Futter und die hochste Trisbone-
Dosierung (32 g/kg Futter) einen steigernden Effekt auf die Legeleistung ausiben (s
Abb. 5.2). Die hier verwendeten Dosierungen von Solbone PP, welches eine
hochgereinigte und konzentrierte Form des Solbone P (Solanum) mit einem um den
Faktor 2,5 erhdhten Inhalt von Solanum glaucophyllum darstellt, erzielen keine das
Vitamin D3- Optimum Ubersteigenden Effekte. Hier musste Uberpruft werden, ob die
Dosierungen in einem zu niedrigen Bereich lagen oder ob die Aktivitat der Extrakte
noch weiter verbessert werden konnte.
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Abb. 5.2: Vergleichende Betrachtung einzelner Legeleistungen Uber den

Gesamtversuchszeitraum, Versuch |
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Auch bei Betrachtung der Entwicklung der Legeleistung sind es oben genannte
Extrakte, die gegenlber der optimalen Vitamin Ds- Ration eine zunehmende
Steigerung der Legeleistung erreichen. Bei keiner der Gruppen findet sich im Verlauf
ein Absinken. Die zunehmende Legeleistung der Tiere kann mit einer verstarkten
Reaktion auf das Vitamin Ds- Angebot nach der Depletionsphase erklart werden, in
der die Speicher nahezu geleert wurden (GROPP und ZUCKER, 1971; KOPP,
1985; ZUCKER und GROPP, 1968). Diese Extrakte optimieren damit den
biologischen Effekt des reinen Vitamin Ds.

Bei den Gruppen, welche eine im Verlauf absinkende oder eine nach anfanglicher
Steigerung auftretende Verminderung der Legeleistung verzeichnen, ist die
biologische Aktivitat des Extraktes evtl. nicht ausreichend, um eine konstante
Legeleistung zu gewahrleisten bzw. es wurde mit diesen Dosierungen das Optimum
der Dosis- Wirkungs- Beziehung Ubertroffen. Dies trifft besonders auf die Gruppen
mit 5 und 20 mg Solbone P, 8 und 32 mg Solbone PP und 8 g Trisetum flavescens
pro kg Futter zu.

Im zweiten Durchgang zeigt sich bezuglich der Gesamtlegeleistung gegenuber der
optimalen Vitamin Ds- Dosierung eine Steigerung bei den Rationen 4 g PAN-HVD
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und 0,4 und 0,8 g Solbone -A-CWS/kg Futter. Die verwendeten Trisetum-
Dosierungen haben hier keinen das Optimum verbessernden biologischen Effekt.
Bei den verschiedenen Dosierungen des PAN-HVD ist die oben genannte die
einzige, die das Optimum Ubersteigt, niedrigere Dosierungen erzielen keine
Verbesserung der Legeleistung gegenuber 400 IE Vitamin Dz. Zum Optimum muss
gesagt werden, dass im zweiten Durchgang im letzten Abschnitt des Versuches
nicht bei 400 IE die hochste Legeleistung auftritt, sondern bei der Gruppe mit 200 IE
Vitamin D3 /kg Futter. Auch wenn, wie in diesen Versuchen gezeigt, die Parameter
wie Legeleistung und Eischalentrockengewicht eine hohere Leistung bei 400 IE als
bei 200 IE zeigen, stellt die Dosierung von 200 IE/kg Futter aufgrund von
Sicherheitsaspekten bezliglich einer mdglichen Uberdosierung den empfohlenen
Futtergehalt zur Vitamin D3- Abdeckung dar. Weiter wird dies durch die Tatsache
bekraftigt, dass die Steigerung der Parameterwerte von 200 auf 400 |IE/kg Futter
nicht so bedeutend sind.

Ebenso ist erkennbar, dass eine Dosiserhohung von 0,4 g auf 0,8 g Solbone-A-
CWS /kg Futter keine weitere Steigerung der Legeleistung bewirkt. Es zeigt sich hier
somit keine verstarkte biologische Aktivitat in Abhangigkeit von der Dosierung.

Abb. 5.3: Vergleichende Betrachtung einzelner Legeleistungen Uber den

Gesamtversuchszeitraum, Versuch Il
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Auch bei Betrachtung der Entwicklung der Legeleistung konnen bei oben genannten
Extrakten konstante Zunahmen der Legeleistung beobachtet werden. Im Verlauf der
Testphase zeigt sich keine absinkende Legeleistung, wohl aber bei der Dosierung
0,4 g Solbone von der zweiten auf die dritte Phase verglichen mit der Gruppe mit 0,8
g Solbone als Zusatz nur eine minimale Zunahme. Es kommt hier wohimdglich zu
einer Art Erschépfungszustands des Organismus oder erneut ein Ubeschreiten des
Optimums der Dosis- Wirkungs- Beziehung.

Die Zunahmen erklaren sich wohl auch hier mit einer starkeren Reaktion nach der
Depletionsphase auf das Vitamin Ds- Angebot in den Extrakten. Die genannten
Extrakte optimieren also den biologischen Effekt des reinen Vitamin Ds.

Der verwendete Extrakt von Trisetum flavescens wurde in beiden Versuchen in den
Dosierungen 2 g und 8 g /kg Futter verwendet wurde. Hier zeigen sich sehr starke
Schwankungen der Legeleistung. Grinde fur diese Imbalanzen konnen z.B. im
unterschiedlichen Gehalt in der Pflanze selbst liegen, beeinflusst durch Standort und
Bodenverhaltnisse, sowie auch durch das angewandte Extraktionsverfahren.
Weitere mogliche Grinde fuar derartige Schwankungen konnen auch in der
Herstellungsmethode liegen, so z.B. im Mischvorgang und in der Verteilung des
Extrakts. Um diesen Trisetum flavescens- Extrakt kommerziell als Futterzusatzstoff
einsetzen zu konnen, mussten dazu die Schwankungen zwischen den einzelnen

Chargen noch minimiert werden .

5.3.5 Eischalentrockengewicht

Wie auch schon beim Parameter der Legeleistung beobachtet findet sich ein direkter
Zusammenhang zwischen einer Vitamin D3- Dosissteigerung und der Zunahme des

Eischalentrockengewichts (Eischalen-TS). Dies ist in Abb. 5.4 dargestellt.
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Abb. 5.4: Durchschnittliches Eischalentrockengewicht [mg] in Abhangigkeit vom
Vitamin Ds- Gehalt im Futter
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Auch bei diesem Parameter kann also die Vitamin D3- Dosierung 400 |IE/kg Futter
als Optimum angesehen werden.

Im ersten Durchgang wird gegenuber dem Optimum beim Zusatz 400 IE/kg Futter
ab der Dosis 1 ug 1,25(0OH).D3 /kg Futter ein positiver Effekt beobachtet, sowie ab
einer Solbone P- Dosis von 80 mg/kg Futter. Entgegen der Legeleistung entspricht
die Eischalen-TS der Gruppe mit 32 g Trisetum flavescens/kg Futter nahezu exakt
derer von 400 IE/ kg.
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Abb. 5.5: Vergleichende Betrachtung einzelner Eischalentrockengewichte tber den

Gesamtversuchszeitraum, Versuch |
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Bei der Verlaufbetrachtung bietet sich ein der Legeleistung vergleichbares Bild,
wobei bei 32 g Trisetum zwar ein Anstieg erkennbar ist, dieser jedoch in der letzten
Phase des Versuches nicht mehr an den Wert des Vitamin Ds;- Optimums
heranreicht und damit im Durchschnitt keine Verbesserung gegenuber dem
Optimum erreicht. Die beiden Solbone P- Zusatze von 80 und 320 mg/ kg Futter
zeigen hingegen eine kontinuierliche Steigerung, die auch das Vitamin D3- Optimum
ubertreffen. Die niedrigeren Dosierungen des Solbone P reichen nicht aus, um eine
konstante Zunahme des Eischalentrockengewichts zu gewahrleisten. Die
biologische Aktivitat von 5 mg Solbone P unterschreitet deutlich jene von 100 IE D3
und ist somit nicht in der Lage, die entleerten Vitamin D- Speicher wieder
aufzufillen. Bei Solbone PP kann nach 10 Tagen eine Erschopfung der Speicher
erkannt werden, dem man durch den Futterzusatz nicht gerecht werden kann.

Im zweiten Durchgang kann gegenuber dem Optimum bei 400 IE D3 bei den
Gruppen mit dem Zusatz PAN-HVD ab der Dosierung von 4 g/ kg Futter eine
deutliche Steigerung beobachtet werden. Ebenso wie auch schon beim Parameter
der Legeleistung, stellen die Dosierungen 0,4 g und 0,8 g Solbone-A-CWS /kg
Futter und 4 g PAN-HVD die Rationen dar, die in der Lage sind, das
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Eischalentrockengewicht gegenuber dem Optimum zu steigern. Bei Betrachtung der

Verlaufswerte werden diese Aussagen weiter unterstrichen.

Abb. 5.6: Vergleichende Betrachtung einzelner Eischalentrockengewichte Uber den

Gesamtversuchszeitraum, Versuch Il
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Die verwendeten Trisetum- Praparate sind auch hier nicht in der Lage, den
Parameter zu verbessern und liegen sogar noch unter den niedrigeren Vitamin Ds-
Dosierungen (s. Abb. 5.6). Wie auch bei der Legeleistung kann hier eine noch nicht
voll optimtierte Herstellung des Praparates ursachlich sein, aber auch
Schwankungen des Gehaltes der biologisch aktiven Komponente in der Pflanze
vorliegen. Wie bereits erwahnt, kann dies durch die Bodenbeschaffenheit, den
Standort der Pflanze oder auch durch die Bearbeitung der Pflanze (Labormethoden
zur Bestimmung, Extraktionsverfahren) beeinflusst werden (MELLO, 1991; MELLO
und HABERMEHL, 1998; STARK 1979; ZUCKER et al., 1980).

Zur Schatzung der biologischen Aktivitat der verwendeten Extrakte Solbone P,
Solbone PP, Solbone-A-CWS, PAN-HVD und Trisetum flavescens siehe Punkt 5.4.
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5.3.6 Knochenasche und Kalzium in der Knochenasche

In dieser Arbeit wurde der Femurknochen der Versuchstiere sorgfaltig prapariert,
getrocknet und verascht. Bei der Auslosung der Femurknochen am Schlachttag
musste besonders darauf geachtet werden, dass das Caput humeri
zusammenhangend mit dem restlichen Knochen gewonnen werden konnte, um eine
Verfalschung der Werte zu verhindern.

Mit Ausnahme der Gruppen, welche Solbone (P) als Futterzusatz erhielten, kann
bei beiden Versuchsdurchgangen ein Anstieg des Knochenaschegehaltes mit
steigender Praparatdosierung beobachtet werden. In keiner Gruppe findet sich mit
steigender Dosierung ein Abfall des Knochenaschegehaltes.

Im ersten Versuch kann der hochste Wert, der bei der Gruppe mit 400 IE Vitamin
Ds/kg Futter erreicht wird, von der Gruppe mit dem Zusatz 2 ug 1,25(OH),Ds und
320 mg Solbone P/kg Futter Ubertroffen werden. Im zweiten Versuch zeigt sich
diese Beobachtung bei den Gruppen, welche 2 g und 4 g PAN-HVD, sowie 0,8 g
Solbone bzw. Solanum glaucophyllum als Futterzusatz erhielten. Bei den Gruppen,
welche Trisbone bzw. Trisetum flavescens erhielten, ist eine derartige Verteilung
nicht zu finden. Der Knochenaschegehalt der hochsten Trisetum- Dosierung liegt im
ersten Durchgang zwischen dem der Gruppen mit dem Zusatz 100 und 200 IE
Vitamin Ds/kg Futter, im zweiten Durchgang sogar noch unterhalb dessen der
Gruppe mit 50 |IE Vitamin Ds/kg Futter. Bezlglich dieses Parameters besitzt
Trisetum flavescens also keine hohere biologische Aktivitat als Vitamin Ds.

Anders verhalt es sich bei den Solbone- Praparaten und PAN-HVD, denn sowohl im
ersten als auch zweiten Durchgang kann ab einer Dosierung von 320 mg Solbone P
bzw. 0,8 g und 2 g Solbone A-CWS pro kg Futter ein hoherer Knochenaschegehalt
beobachtet werden. Diese Beobachtung stimmt mit jenen, die bezuglich des
Parameters Eischalentrockengewicht gemacht wurden, weitgehend Uberein.

Die Ergebnisse des Kalziumgehaltes in der Knochenasche sind in beiden
Versuchen derart schwankend, dass kein deutlicher Zusammenhang zwischen einer
Dosissteigerung und einem erhohten Kalziumgehalt der Knochenasche erkannt
werden kann. Im zweiten Versuch sind allerdings Ansatze eines derartigen
Zusammenhanges zu erkennen, da der Wert der Gruppe mit 200 IE Vitamin Ds/kg
Futter mit einer Dosissteigerung auf 400 |E/kg Futter nicht mehr weiter gesteigert
werden kann. Ebenso verhalt es sich in der Gruppe mit PAN-HVD (Maximum bei 2
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g/ kg Futter) sowie der mit Trisbone (hochster Wert in der Gruppe bei 4g/kg Futter).
Begrindet werden konnen die starken Schwankungen dieser beiden Parameter
durch eine anatomische Besonderheit des Legegefllgels: aufgrund der notwendigen
schnellen Verfugbarkeit des Kalziums kommt es bei weiblichen Tier kurz vor der
Legeperiode zur Anbildung des medullaren Knochens in Rippen und
Rohrenknochen (SIMKISS, 1961). Dieser stellt ca. 40 % des Kalziums fur die
Eischalenbildung bereit, der Rest entstammt direkt der Nahrung (JOWSEY et al.,
1956). Aus diesem Grund kann zwischen dem Rohaschegehalt des Knochens und
deren Kalziumgehalt kein direkter Zusammenhang mit der Versorgung mit Vitamin

D3 aus der Nahrung geschlossen werden.

5.3.7 Kalzium in der Leberasche

Der Kalziumgehalt in der Leberasche steht in keinerlei Abhangigkeit von den
verwendeten Praparaten und deren Dosierungen und stellt damit keinen
aussagekraftigen Parameter in dieser Studie dar. Ziel der Betrachtung dieses
Parameters war es, mdgliche Verkalkungen des Weichteilgewebes zu erkennen.
Pathologische Untersuchungen konnten beim Einsatz kalzinogener Pflanzen
Mineraleinlagerungen in den verschiedensten Organen beobachten (BARROS und
GIMENO, 2000; GILL et al., 1976; VASCONCELOS et al., 1998; MELLO, 2003).
Auch in diesem Versuch ware eigentlich in Abhangigkeit einer hoheren Dosierung
ebenso ein erhohter Gehalt der Organe an Kalzium zu erwarten. Mogliche Grunde
fur ein Ausbleiben dieses Zusammenhangs kdnnten in einer zu geringen Dosis des
Extraktes liegen, so dass der Zustand einer Uberdosierung nicht eingetreten ist.
Ebenso denkbar ist ein Verfahrenssfehler bei der Leberentnahme, so dass die Leber
nicht vollstandig fur diese Untersuchung zur Verfugung stand.

5.3.8 Kalzium im Serum

Bei der Betrachtung dieses Parameters lasst sich weder im ersten noch im zweiten
Versuchsdurchgang ein Zusammenhang des SerumKalziumgehaltes und einer
steigenden Vitamin Ds- Dosierung feststellen. Wie schon im Abschnitt 5.6

beschrieben, kann aufgrund des Vorkommens des medullaren Knochens beim
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Legegeflugel (SIMKISS, 1961; JOWSEY et al., 1956) kein Zusammenhang
zwischen dem Vitamin D3- Gehalt der Nahrung und dem Kalziumgehalt im Serum

gezogen werden.

5.3.9 ALP im Serum

Von der Alkalischen Phosphatase (ALP) existieren verschiedene Isoenzme, die, je
nach ihrem Wirkungsort, unterschiedlich bezeichnet werden. So gibt es neben einer
Knochen- ALP ebenso eine ALP der Leber, des Dunndarms und auch der Plazenta.
GIEREN (2004) konnte aufzeigen, dass zwischen der knochenspezifischen ALP und
der Gesamt- ALP eine lineare Beziehung besteht. Daher wird in diesem Versuch nur
die Gesamt- ALP zur Darstellung von Knochenumbauprozessen verwendet. Im
Rahmen dieser Umbauprozesse bilden die Osteoblasten vermehrt ALP, so dass die
Aktivtitat derer dann im Serum gemessen werden kann. Demnach deutet ein hoher
ALP- Wert im Serum unter anderem auch auf Umbauprozesse am Knochen und
eine erhohte Mineralisation des Knochens hin (MOSS, 1992).

Die Messungen zeigten auch, dass sich die Standardabweichungen der einzelnen
Gruppen deutlich unterschieden, dies war vor allem im zweiten Versuchsdurchgang
der Fall. Plausibelste Erklarung dafur ware ein Messfehler im Labor, was aber durch
wiederholte Messungen nicht belegt werden konnte. Auch die Qualitat des Serums
(h@molytisch, lipamisch) konnte als beeinflussender Faktor auf die Messwerte
ausgeschlossen werden. Daneben konnte es auch sein, dass der aktuelle
Zyklusstand der Tiere einen Einfluss auf die ALP- Werte nimmt. Wie VAN DER
VELDE et al. (1985) mit histologischen und radiologischen Untersuchungen zeigen
konnten, kommt es in Abhangigkeit vom Eibildungszyklusstand zu Auf- und
Umbauvorgangen am medullaren Knochen. Daneben kommt es auch zu
Resorptionsprozessen, die fur eine ausreichende Kalziumbereitstellung fur die
Eischalenbildung sorgen. Beides kann dadurch also schwankende ALP- Werte
verursachen.

Im ersten Versuch findet sich mit Ausnahme der Solbone P- Dosierung 20 mg /kg
Futter mit steigender Dosierung ein steter Abfall der ALP- Aktivtitat. Der Anstieg bei

dieser Dosierung ist allerdings mit 0,01 U/l nur sehr gering. Im zweiten Durchgang
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zeigt sich bei den Trisetum flavescens- Gruppen hingegen nach einem minimalen
Abfall ein erneuter Anstieg bei 8 g Trisetum flavescens/kg Futter.

Der Abfall der ALP- Aktivtat kann wie folgt erklart werden: durch die Depletion
entsteht der Zustand eines Vitamin D- Mangels und einer Hypocalciamie. Um
trotzdem den benotigten Kalziumsspiegel fur die Schalenbildung zu gewahrleisten,
wird durch die Pathogenese des sekundaren Hyperparathyreoidismus vermehrt
Kalzium aus dem Knochen freigesetzt (SLATOPOLSKY et al., 1984 am Modell der
humanen Niereninsuffizienz). Es finden somit Knochenumbauprozesse statt, folglich
kommt es zu einer erhohten Aktivitat der Alkalischen Phosphatase (MOSS, 1992).
Durch die Zufuhr von Vitamin D3, in diesem Versuch neben 1,25(0OH),D3; auch durch
Extrakte von kalzinogenen Pflanzen bewerkstelligt, wird die Vitamin D-
Mangelsituation behoben und die Knochenumbauvorgange je nach Dosierung der
zugefuhrten Substanz starker gemindert. Folglich sinkt die ALP- Aktivitat.

Im ersten Versuch ist gegeniber den Vitamin Ds- Standardrationen bei den
Dosierungen von 1,25(0OH),D3 ein starkerer Abfall zu beobachten. Erklart kann dies
werden, dass es sich bei dieser Substanz um das aktivierte Vitamin D3 handelt und
daher das Absinken der ALP- Aktivitat starker ist (RAMBECK 1997). Ebenso zeigt
sich dieser Effekt bei Solbone P, auch hier wird die ALP- Aktivitat gegenuber
Vitamin D3 ab einer Dosierung von 80 mg/kg Futter starker gemindert, was auf eine
hohere biologische Wirksamkeit gegenuber den Standardrationen schliessen lasst.
Im zweiten Versuch trifft dies auf eine PAN-HVD- Dosis von 4 g/ kg Futter zu, bei
Solbone-A-CWS erreicht die hochste Dosierung nicht den Wert des Vitamin Ds-
Optimums. Trisetum flavescens zeigt im ersten Versuch nur eine sehr geringe, im

zweiten hingegen sogar eine Steigerung der ALP Aktivitat.
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5.4 Schatzung der biologischen Aktivitat der verwendeten
Extrakte

Die Bewertung der biologischen Aktivtitat erfolgte mit Hilfe des Parallel-Line
Bioassays PLA 2.0 der Fa. Stegmann Systems, Rodgau, Deutschland. In Abb. 5.7
ist beispielhaft die graphische Darstellung fur den Extrakt Solbone-A-CWS
abgebildet. Auf der horizontalen Achse wird die Dosis aufgetragen, die vertikale
Achse spiegelt die Wirkung wider.

Abb. 5.7: Graphische Darstellung des Parallel-Line Bioassays PLA 2.0 fur den
Extrakt Solbone-A-CWS
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Wie bereits beschrieben, stellt das Eischalentrockengewicht den Hauptparameter
des Wachteleischalentests dar und wird daher fur die Schatzung der biologischen
Aktivitat herangezogen. Andere Parameter, wie Legeleistung, ALP- Aktivitat und
Knochenasche haben nur eine unterstreichende Funktion fur die aus dem

Eischalentrockengewicht erhobenen Daten. Allein haben sie keine Aussagekraft.

Als Ergebnis der Schatzung der biologischen Aktivitat zeigt sich die hochste
biologische Aktivitat bei geringsten Nebenwirkungen bei fast allen der verwendeten
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Solanum glaucophyllum- Extrakte. Beim Extrakt Solbone-A-CWS kann eine
biologische Aktivitat von 574 |E/g Extrakt gemessen werden, ohne das diese Tiere
Symptome einer Vitamin D3- Uberdosierung aufweisen, wie z.B. Verkalkung der
Weichteilgewebe (in dieser Arbeit am Kalziumgehalt der Leber gemessen). Ebenso
zeigt sich beim Extrakt PAN-HVD eine biologische Aktivitat von 114 IE/g Extrakt, die
somit nur ca. ein Flnftel des erstgenannten Solanum- Extraktes betragt. Den
Parameter Eischalentrockengewicht betrachtend zeigt sich jedoch bei PAN-HVD
eine starkere Auswirkung der Dosissteigerung gegenuber der Dosissteigerung von
Solbone-A-CWS. Von allen Solanum glaucophyllum Extrakten zeigt Solbone P mit
einer Aktivitat von 4 071 IE/g Extrakt die hochste biologische Aktivitat bei nur
geringen Nebenwirkungen. Allerdings zeigen die beiden anderen genannten
Solanum- Extrakte PAN-HVD und Solbone-A-CWS eine deutlicher steigende
Tendenz bei Betrachtung der Entwicklung des Eischalentrockengewichts Uber den
gesamten Versuchszeitraum. Weiter ist bei Solbone P eine starkere Streuung der
Werte der biologischen Aktivitat zu verzeichnen. Somit kann Solbone P im Vergleich
zu Solbone-A-CWS und PAN-HVD mit einer weniger konstanten Effektivitat
bewertet werden.

Solbone PP zeigt zwar eine wesentlich hohere biologische Aktivitat, aber ebenso ein
sehr hohe Streuung. Ebenso bewirkt Solbone PP bei den bewerteten Parametern
keine Verbesserung gegenuber dem Vitamin Dsz- Optimum. Grunde fur diese
Schwankungen liegen moglicherweise darin, dass ein biologisches System bei
hoher Dosierung auch gro3eren Schwankungen unterworfen ist.

Das Trisetum flavescens- Praparat wurde in beiden Versuchen in unterschiedlichen
Dosierungen verwendet, der Extrakt selbst war im Gegensatz zu Solanum
glaucophyllum gleichbleibend. Bei der Schatzung der biologischen Aktivitat finden
sich grosse Schwankungen zwischen den Werten des ersten (15 IE/g) und des
zweiten Versuchs (1 IE/g). Zusammenfassend fur alle Parameter konnen die
Aussagen von Uber den positiven Effekt von Trisetum flavescens in dieser Arbeit
nicht bestatigt werden (REICHENBACHER 1979; VON ROSENBERG, 2006).
Maogliche Grunde fur diese abweichenden Ergebnisse kdnnten in der Herstellung der
Futtermischung und eine daraus resultierende ungleiche Verteilung des Extraktes im
Futter zu finden sein. Ebenso kdnnte die Ursache aus der Bearbeitung der Pflanze
resultieren (MELLO, 1991; MELLO und HABERMEHL, 1998; STARK 1979;
ZUCKER et al., 1980).
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6 Zusammenfassung

Ziel vorliegender Arbeit war es, die biologische Vitamin D- Aktivitat zweier kalzinogener
Vitamin D- Metabolit- haltiger Pflanzen, namlich Solanum glaucophyllum und Trisetum
flavescens, mittels des Wachteleischalentests zu bestimmen. Dazu wurde das
Eischalentrockengewicht als MalR fur die Kalziumausscheidung uber die Eischale
bestimmt. Am Ende des jeweiiligen Versuches wurden die Tiere geschlachtet und die
Knochenasche und ihr Kalziumgehalt sowie die Aktivitat der Alkalischen Phosphatase

im Serum bestimmt.

In zwei Versuchsdurchgangen wurde wahrend der Testphase, die im ersten Versuch 15
und im zweiten Durchgang 21 Tage andauerte, der Effekt der verwendeten Praparate
auf die Legeleistung und das Eischalentrockengewicht depletierter japanischer
Wachteln (Coturnix coturnix japonica) beobachtet. Dazu wurden in beiden Versuchen
verschiedene Vitamin D3- Standardrationen (50 IE, 100 IE, 200 IE und 400 IE/kg Futter)
sowie der Vitamin Ds3- Metabolit 1,25(0OH).D3 in verschiedenen Konzentrationen
verwendet. Bei den zu untersuchenden Praparaten handelte es sich um verschieden
angereicherte, als Solbone P, Solbone PP (aufgereinigter Solanum glaucophyllum-
Extrakt) und Solbone-A-CWS (wasserlOslich) bezeichnete Extrakte von Solanum
glaucophyllum. Ebenso wurde der Solanum- Extrakt PAN-HVD (Panbonis Herbal
Vitamin Ds3) in verschiedenen Konzentrationen zugesetzt. Als zweiter Vertreter der
kalzinogenen Pflanzen wurden als Trisbone bezeichnete Extrakte von Trisetum

flavescens, ebenfalls verschieden konzentriert, Uber das Futter zugefuhrt.

Ausgangslage zur Beurteilung der biologischen Aktivitat ist die direkte Korrelation des
Vitamin D3- Gehaltes im Futter und dem Eischalentrockengewicht pro Tier und Tag. Mit
steigender Dosierung steigt auch die Eischalentrockensubstanz. Nach Auswertung der
Parameter ergibt sich fur den Extrakt Solbone P eine geschatzte biologische Aktivitat
von 4 071 IE/g Extrakt, wahrend die anderen Solanum- Extrakte PAN-HVD (114 |E/g)
und Solbone-A-CWS (574 |IE/g) eine niedrigere biologische Aktivitat aufweisen. Solbone

PP zeigt zwar eine Aktivitat von 17 167 IE/g und damit die hochste der verwendeten

-122 -



Extrakte, weist jedoch auch massive Schwankungen der Werte auf und hat anhand der
Eiparameter keinen positiven Effekt. Bei Solbone P, Solbone-A-CWS und PAN-HVD
konnte kein vermehrtes Auftreten negativer Nebeneffekte beobachtet werden. Das in
beiden Versuchen eingesetzte Trisbone zeigt in den beiden Versuchen sehr
unterschiedliche Werte der biologischen Aktivitat (15 IE/g und 1 |E/g Extrakt) in
Kombination mit ebenso schwankenden Ergebnissen beim Parameter Legeleistung,
Eischalentrockengewicht sowie ALP- Aktivitat. Dies fuhrt zu der Einschatzung, dass
Trisetum flavescens in dieser Form noch nicht fur den Einsatz zur Behandlung von
Vitamin Ds3- Mangelzustanden geeignet ist. Ein solcher stellt beispielweise die
Gebarparese des Rindes dar. Weitere Untersuchungen konnten dazu genutzt werden,
die Herstellungsverfahren von Trisetum- Extrakten zu optimieren, um damit die
Aussagefahigkeit des Wachteleischalentests fur diesen Extrakt zu verbessern und die
Schwankungen zwischen den Chargen zu minimieren. Ein therapeutischer und
prophylaktischer Einsatz von angereicherten Extrakten der beiden hier untersuchten
kalzinogenen Pflanzen Solanum glaucophyllum und Trisetum flavescens zur

Beeinflussung der Kalziumhomoostase beim Geflugel erscheint somit moglich.
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7 Summary

The japanese quail eggshell test as method for determination of the biological
activity of vitamin D- metabolites in extracts of Trisetum flavescens and Solanum

glaucophyllum

The aim of this thesis was to compare the biological activity of extracts of two
kalzinogenic, Vitamin D- metabolites containing plants, termed Solanum glaucophyllum
and Trisetum flavescens, utilising the japanese quail eggshell test. Therefore, the dry
weight of eggshells was determined as a measurement for Kalzium secretion by the
eggshell. At the end of each experiment, the animals were killed and the additional
parameters bone ash, Kalzium content and the alkaline phosphatase activity were

determined.

In two sets of experiments, lasting 15 and 21 days, respectively, we analysed the effect
of the two supplemented substances on egg laying capacity and eggshell dry weight in
vitamin Ds-depleted Japanese quails (Coturnix coturnix japonica). In both sets of
experiments, we used different vitamin D3 standard rates (50 IE, 100 IE, 200 IE and 400
IE/kg food) as well as the vitamin D3 metabolite 1,25(OH),D3 in various concentrations.
The substances to be analysed were various concentrated extracts from Solanum
glaucophyllum, termed Solbone P, Solbone PP (purified extracts of Solanum
glaucophyllum) and Solbone-A-CWS (water soluble). Similarly, the solanum extract
PAN-HVD (Panbonis Herbal Vitamin D3) was supplemented in various concentrations.
As a second member of kalzinogenic plants, extracts from Trisetum flavescens, termed

Trisbone, were supplemented by feeding.

Basis for the determination of the biological activity is the direct correlation between the
vitamin D3 content in the food and the eggshell dry weight per animal and day. With
increasing dosage the eggshell dry weight also shows an increase.

Analyses of the data showed an estimated biological activity of 4 071 IE/g extract for
Solbone P and 29 IE/g extract, while the other Solanum extracts PAN-HVD (114 IE/g)
and Solbone-A-CWS (574 IE/g) show a smaller biological activity. Solbone PP showed
an activity of 137 IE/g, hence, with massive variation and according to the egg
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parameters does not show a positive effect. With Solbone P, Solbone-A-CWS and
PAN-HVD no increase in negative side effects was observed. Trisbone, supplemented
in both sets of experiments, showed very variable values of biological activity (15 IE/g
and 1 IE/g extract) in combination with equally variable results of the parameters egg
laying capacity, eggshell dry weight and ALP-activity. This led to the assumption that
Trisetum flavescens is not suitable for therapy of diseases caused by deficiency of
Vitamin D3 in its current form, such as the bovine parturient paresis. Additional analyses
could be utilised to optimize the production of Trisetum extracts in order to improve the
interpretation of experimental data obtained by the Japanese quail eggshell test. The
therapeutical and preventive use of enriched extracts from the kalzinogenic plants
Solanum glaucophyllum and Trisetum flavescens for influencing the Kalzium

homeostasis in birds seems to be possible.
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