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1 Einleitung und Problemstellung

Bereits seit mehreren Jahren wird der Futtermittelzusatzstoff 25-Hydroxycholecalciferol in der
Gefllgelfutterung erfolgreich eingesetzt, um eine artgerechte, bedarfsdeckende Versorgung
mit Vitamin D sicher zu stellen. Bei dem zu beurteilenden Futterzusatzstoff handelt es sich um
einen Metaboliten von Vitamin D3, welcher im Kérper physiologisch durch Hydroxylierung am
C25-Atom in der Leber entsteht.

Vitamin D3, und somit auch 25-Hydroxycholecalciferol, spielen eine bedeutende Rolle in der
Regulierung des Calcium- und Phosphorstoffwechsels und bei Stoffwechselvorgdngen des
Knochens. Eine Unterversorgung hat das friher haufige Krankheitsbild einer Rachitis, bzw.
Osteomalazie zur Folge, wahrend Uberdosierungen zu Intoxikationen meist in Form von
Verkalkungen fihren.

Grundséatzlich bedarf ein Futtermittelzusatzstoff, bevor er eine Zulassung fir alle Mitgliedsstaa-
ten der Europaischen Union erhélt, der Zulassung durch die Kommission der Europaischen
Beh6rde gemal der Verordnung (EG) Nr. 1831/2003. Vom Hersteller ist ein umfangreiches
wissenschaftliches Dossier geman den Durchfihrungsbestimmungen der Verordnung (EG) Nr.
429/2008 einzureichen. Die Entscheidung der Europaischen Kommission beruht vor allem auf
einer Stellungnahme der Européische Behdrde fir Lebensmittelsicherheit (EFSA), die zur Be-
urteilung der Futtermittelzusatzstoffe einen MaBnahmenkatalog (,Guidelines®) festgelegt hat.
Danach sind verschiedene wissenschaftliche Studien vorgeschrieben, die neben der Wirksam-
keit des beantragten Zusatzstoffes und dem Ausschluss mdglicher toxischer Wirkungen auch
die Vertraglichkeit, das heif3t die Toleranz héherer Dosierungen sicherstellen sollen. Diese
Untersuchungen missen an der beabsichtigten Zieltierart durchgefihrt werden. Auf Grundlage
der Stellungnahme (,Opinion“) der EFSA erstellt die Kommission einen Verordnungsentwurf,
mit dem die Zulassung fir zehn Jahre erteilt wird.

In der vorliegenden Studie sollte, wie es in den Leitlinien der EFSA gefordert wird, die
Toleranz von Absetzferkeln gegenlber 5- und 10-fach erhéhter Konzentration von 25-
Hydroxycholecalciferol untersucht werden. Zudem erfolgte in dieser Studie eine vergleichende
Gegenuberstellung der Wirkung von Vitamin D3 und 25-Hydroxycholecalciferol bei der Fitte-
rung von Absetzferkeln.

Daflir wurden 48 Ferkel in vier Gruppen eingeteilt und tber einen Zeitraum von 42 Tagen mit

12



1. Einleitung und Problemstellung

den zu vergleichenden Substanzen und zu untersuchenden Dosierungen gefittert. Durch re-
gelmanige Allgemeinuntersuchungen sollte das Wohlbefinden der Tiere sichergestellt werden.
Die Beurteilung der Toleranz sollte im Anschluss durch eine pathologische Untersuchung al-
ler Tiere erfolgen, die mégliche Verkalkungen der verschiedenen Gewebe oder andere uner-
winschte Wirkungen der Testsubstanz aufzeigen sollte. Zudem wurde der Einfluss der Sub-
stanzen im Organismus durch die Bestimmung der 25-Hydroxycholecalciferolgehalte im Blut-
plasma und in den verschiedenen Geweben, allen voran der Niere, sowie durch Ermittlung
verschiedener Zielparameter, vor allem des Knochenstoffwechsels evaluiert. Die Wirkung auf
den Knochen sollte durch physikalische Parameter des Knochenbaus, wie Knochenmasse,
-lange und -durchmesser, Knochenbruchlast und -dehnung, sowie durch chemische Para-
meter der Knochenzusammensetzung, wie Mineralstoffgehalt der Knochenasche, und Para-
meter des Knochenstoffwechsels, wie der knochenspezifischen alkalischen Phosphatase im
Blutserum, untersucht werden. Des Weiteren sollten verschiedene Leistungsparameter der
Tiere, die Ergebnisse chemischer und hamatologischer Blutuntersuchungen, sowie Analysen
von Urin- und Kotproben herangezogen werden, um Aussagen Uber die Toleranz von 25-
Hydroxycholecalciferol bei Absetzferkeln treffen zu kénnen.

13



2 Literaturubersicht

2.1 Vitamin D

2.1.1 Historischer Uberblick

Schon im 17. Jahrhundert legte Glisson (1650) einen Grundstein fir Vitamin D Untersuchun-
gen, als er in seinem lateinischen Werk ,de Rachitide® eine genaue klinische und anatomische
Beschreibung der damals in England bei Kindern weit verbreiteten Krankheit Rachitis gab. Das
Krankheitsbild der Rachitis ist deshalb bis heute auch unter dem Namen Glissonsche Krankheit
bekannt (RAJAKUMAR). 2003).

Die antirachitische Wirkung von Lebertran war, obwohl die Wirkung von Vitaminen noch im
Dunkeln lag, schon seit 1824 durch Beobachtungen von Scheutte bekannt (MCCOLLUM,
1957). Wahrend SNOW,| (1895) das fehlende Sonnenlicht bereits als mdglichen Ausléser fir
das haufige Vorkommen von Rachitis in groBen Stadten zur Diskussion stellte, gelang es
HULDSCHINSKY]| (1919) die kurative Wirkung von Sonnenlicht und kinstlichem UV-Licht
nachzuweisen. Unabhangig davon kam CHICK| (1922) zu der erstaunlichen Entdeckung, dass
sowohl UV-Licht, als auch Fisch-Lebertran prophylaktisch gegen Rachitis wirkten.

Der polnische Biochemiker FUNK (1912) beschéftigte sich mit der Isolierung eines Wirkstoffes
gegen die Vitaminmangelkrankheit ,Beri-Beri”. Im Zuge dieser Untersuchungen entdeckte er
das Thiamin (heute: Vitamin B1) und kam auf Grund seiner Befunde zu der Annahme, dass
alle lebensnotwendigen Stoffe eine NHs-Gruppe enthielten. Er pragte deshalb den Begriff ,Vit-
amin“ (aus lat. vita fur Leben und amin fur stickstoffhaltig).

Zur besseren Einordnung fihrten MCCOLLUM und DAVIS| (1913) daraufhin die Bezeichnung
der Vitamine mit groBen Buchstaben des Alphabets ein. Noch kurz zuvor bezeichnete HOP-
KINS| (1912) Bestandteile der Nahrung, die in synthetischen Diaten fehlten, als ,accessory
food factors®.

OSBORNE und MENDEL| (1913) vertraten die Ansicht, dass sie mit dem fettléslichen Stoff,
den sie Vitamin A nannten und aus Lebertran isolierten, Xerophthalmie und Rachitis hei-
len kénnten. In diesem Zusammenhang stehen auch die Untersuchungen von MELLANBY
(1919), der davon Uberzeugt war, dass Rachitis bei Hunden durch ein Erndhrungsdefizit aus-
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2. Literaturtibersicht

gelbst werden kann. Er zeigte anhand von Experimenten, dass diese durch die Verfltterung
von Lebertran verhindert werden konnte und hielt das in Lebertran entdeckte Vitamin A fiir den
ausldsenden Faktor.

Erst MCCOLLUM et al.| (1922) konnten zeigen, dass zwei verschiedene Stoffe im Lebertran
vorhanden sein mussten, von denen einer nach Oxidation und Erhitzung keine Wirkung mehr
gegen Xerophthalmie zeigte. Seine antirachitische Wirkung hatte der Faktor allerdings noch
nicht verloren und sie nannten ihn als viertes gefundenes Vitamin ,Vitamin D"

1924 entdeckten STEENBOCK und BLACK, dass sie die calcifizierenden und wachsttums-
fordernden Eigenschaften von Nahrungsmitteln durch eine Bestrahlung verbessern konnten.
Diese Erkenntnis flihrte zur Entdeckung des Cholecalciferols (Vitamin D3), welches von|WIND-
AUS et al. (1936) isoliert und dessen Struktur aufgeklart wurde.

Nachdem es NORMAN und DELUCA (1963) gelungen war, radioaktiv markiertes Vitamin D
herzustellen, kamen dieselben Wissenschaftler 1966 zu der Erkenntnis, dass Vitamin D im
Korper erst umgesetzt werden muss, damit das eigentlich biologisch wirksame Substrat ent-
steht. In kurzer Zeit entdeckten PONCHON et al.|(1969) das durch Hydroxylierung entstande-
ne 25(0OH)D3; und HOLICK et al. (1971) den biologisch aktiven Metaboliten 1,25(0OH),Ds5.

Im Laufe der Zeit stellte sich heraus, dass Vitamin D neben den klassischen Zierorganen (Kno-
chen, Niere und Darm) auch einen Einfluss auf andere Organsysteme austibt. So ist heute
neben der Calcium- und Phosphor-Homéostase, dem Knochenumbau und dem Einfluss von
Vitamin D auf die Muskelgesundheit, auch die Immunmodulation zum Schutz vor autoimmunen
Krankheiten und der Schutz von Zellen vor Entartung (Krebs) bekannt.

Bereits in den 60er Jahren deutete sich jedoch an, dass Vitamin D3 im Gegensatz zu seinem
bis heute geflhrten Namen kein echtes Vitamin, sondern ein Pro-Steroidhormon darstellt (u.a.
COATES und HOLDSWORTH| (1961), MORII und DELUCA (1967), FRASER und KODI-
CEK|(1970)).

2.1.2 Vitamin D - Stoffwechsel

Wie eingangs schon erwéhnt, handelt es sich bei Vitamin D eher um die Vorstufe eines Stero-
idhormons, als um ein Vitamin.

Die Hauptquelle fiir die Versorgung des menschlichen und tierischen Organismus mit Vitamin
D stellt seine Produktion in der Haut unter der Wirkung von UV-Licht dar (HOLICK| 2002).
Vitamine sind definiert als Stoffe, die nur in Mikromengen als Nahrungsbestandteil benétigt
werden, um Stoffwechselfunktionen aufrecht zu erhalten. Aus diesem Grund ist die Bezeich-
nung als Vitamin in diesem Fall nur begrenzt zutreffend. Vitamin D ist das einzige Vitamin,
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2. Literaturtibersicht

welches der menschliche und tierische Organismus aus seiner Vorstufe selbst synthetisieren
kann (RAMBECK| 1997).

In der Nahrung kommt Vitamin D in Pflanzen und Mikroorganismen als Ergocalciferol (Vitamin
D,), weit haufiger aber als dessen Vorstufe Ergosterol vor. Ergocalciferol entsteht durch Spal-
tung des Provitamins Ergosterol, wobei diese Reaktion ebenfalls durch die UV-Strahlung des
Sonnenlichts katalysiert wird. Vitamin Do unterscheidet sich von Vitamin D 3 lediglich in einer
Seitenkette; es hat am Kohlenstoff C-24 zusétzlich eine Methylgruppe und eine Doppelbindung
zwischen C-22 und C-23.

Cholecalciferol (Vitamin D3) und seine Vorstufe 7-Dehydrocholesterol sind fast ausschlieBlich
in tierischen Geweben anzutreffen. Besonders reiche Vitamin D3-Quellen sind Fischleberdle,
Milchprodukte und Eier.

Far Vitamin D ist neben der Mengenangabe in ng auch noch die Angabe in /.E. definiert. Dabei
entsprechen 40 [.E. Vitamin D3 bzw. Vitamin D, einem Gewicht von 1 ug (STANGL, 2008).

7-Dehyrocholesterol (Provitamin D3) kann im Organismus (Leber) aus Squalen synthetisiert
werden. Diese 7-Dehydrocholesterolmolekiile werden in der Haut abgelagert und absorbieren
dort die Energie der auftreffenden UV-Strahlen (285-315 nm), welche zum Aufbrechen des
B-Ringes bendtigt werden. Dies fuhrt zur Bildung von Pravitamin D3 (HOLICK et al., [1995).
Pravitamin D3 liegt in seiner Molekularstruktur in zwei Stereoisomeren vor, die als cis- und
trans-lsomere bezeichnet werden. Allein die cis-Form kann in das eigentliche Vitamin D3 (Cho-
lecalciferol) umgewandelt werden und wird wegen ihrer thermodynamischen Labilitdt zwischen
den Phospholipidschichten der Haut stabilisiert. Nach der Umsetzung zu Cholecalciferol ist
dessen Struktur mit der Lagerung in der Membran nicht mehr kompatibel und wird in den ex-
trazellularen Raum abgestoRen (TIAN et al., |1994).

Der Hauptspeicher fur Vitamin D bei Menschen und Tieren ist das Fettgewebe und die Mus-
kulatur (MAWER et al., [1972). Cholecalciferol muss zur Umwandlung in die biologisch aktive
Form in Leber und Niere hydroxyliert werden.

Vitamin D aus der Haut oder mit der Nahrung aufgenommen, wird im Blut an das Vitamin D-
Bindungsprotein gebunden und zur Leber transportiert. Dort findet mit Hilfe von NADPH+H™,
O2 und der in Mikrosomen befindlichen Calciferol-25-Hydroxylase eine Hydroxylierung am C-
25-Atom statt, wobei das 25-Hydroxyvitamin D3 (25(OH)Ds3) entsteht. Dieses stellt nur das Vor-
laufermolekil des aktiven Vitamin D-Metaboliten 1,25(0OH);D3 dar, da es noch keine physiolo-
gische Funktion besitzt (DELUCA et al., 1 1990).

25(0OH)D3 verlasst die Leber und gelangt, ebenfalls wieder an das Vitamin D-Bindungsprotein
gekoppelt, Uber das Blut zu den Nieren, wo es durch zwei mitochondriale Enzyme, die
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1,25-Dihydroxyvitamin D, 25-Hydroxyvitamin Dy

Abbildung 2.1: Photochemische und metabolische Umwandlung von 7-Dehydrocholesterol zu
1,25(0H),D3 (KOLB, 1998)

25(0OH)D-1a-Hydroxylase und die 25(OH)D-24-Hydroxylase zur biologisch aktiven Form
1,25(0OH).-Vitamin D oder zu 24,25(0OH),-Vitamin D metabolisiert wird, wobei die Funktion des
letzteren noch nicht endgultig geklart werden konnte.

Hohe Dosen von 1,25(0OH),D3 induzieren die Bildung der 25(OH)D-24-Hydroxylase (DELUCA,
1981). Aus 25(0OH)D3 entsteht dann vermehrt der Vitamin D-Metabolit 24,25(OH),Ds.

Es gibt einige Hinweise darauf, dass die Hydroxylierung zum 24,25(0OH), D5 einen Aktivierungs-
und keinen Abbauschritt darstellen kénnte. Diese Annahme beruht vor allem auf der Tatsache,
dass diese Substanz Knorpelzellen vom Huhn in vitro stimulieren kann (BINDERMAN und
SOMJEN, [1984).

RAMBECK und ZUCKER| (1985) wiesen im Falle einer Kombination von 24,25(0OH);D3 mit
1,25(0OH); D3 eine synergistische Wirkung auf die Wirkung des duodenalen Calcium-bindenden
Proteins bei rachitischen Kiken und auf das Eischalengewicht Japanischer Wachteln nach.
Mehr zum Vitamin D-Metaboliten 24,25(0OH),D3 siehe auch Kapitel [2.1.4.6|und [2.2.2]

Desweiteren konnte gezeigt werden, dass Metabolisierungsprozesse nicht nur in der Leber
und den Nieren stattfinden, sondern auch in anderen Organen. So besitzen Lunge, Darm und
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Nieren C-25-Hydroxylierungskapazitat (TUCKER et al.,[1973), wahrend Keratinozyten (BIKLE
et al., 1986), die Prostata (SCHWARTZ et al., [1998) und aktivierte Makrophagen, besonders
im Knochenmark, (REICHEL und NORMAN]| [1989) 1«-Hydroxylaseaktivitat besitzen.

Den stimulierenden Einfluss von Vitamin C auf die Hydroxylierung zum aktiven 1,25(OH)2Ds3
konnten WEISER et al. und SERGEEYV et al. 1988 nachweisen.

2.1.3 Wirkungen von Vitamin D im Organismus

2.1.3.1 Vitamin D - Rezeptor

Die Wirkungen von 1,25(0OH).D3 werden vor allem durch ein nukleares Rezeptormolekul ver-
mittelt. Dieses kontrolliert die Transkription der Gene, welche die Funktion von Vitamin D an
den Zielzellen vermitteln (HAUSSLER et al., [1988).

Die Regulation der genetischen Transkription ist von MINGHETTI und NORMAN| (1988) flir
Uber 60 Gene beschrieben worden, die damit direkt oder indirekt in die Calcium- und Phosphor-
HomOostase eingreifen.

Der Vitamin D-Rezeptor (VDR), mit einem Molekulargewicht zwischen 60 und 70 Kilodalton,
bindet 1,25(0OH),D3 mit einer héheren Spezifitat als andere Vitamin D-Metaboliten, wie z.B.
25(0OH)D3 oder Vitamin D3 (PIKE]|1984).

Diese Spezifitat verhalt sich umgekehrt zu der des Serum-Transportproteins, welches
25(0OH)D3 und 24,25(0H), D3 fester bindet als 1,25(0OH).D3. Dieser Sachverhalt erlaubt den in-
trazellularen Rezeptoren 1,25(0OH)2D3 in den Vitamin D-Zielzellen zurlickzuhalten und zu kon-
zentrieren (MANOLAGAS und DEFTOS,1981). Die Rezeptoren treten sowohl im Zytoplasma
als auch im Zellkern fast aller kerntragenden Zellen des Kérpers auf, die somit zu potentiellen
Zielzellen werden.

An das Rezeptorprotein gekoppelt, gelangt 1,25(0OH),D3 in den jeweiligen Zellkern, wo es durch
die DNA-bindende Doméne des Vitamin D-Rezeptors an die Promotorregion des chromoso-
malen DNA-Stranges anknupft (NORMAN et al.,|1992). Durch den Komplex mit dem Rezeptor
wird wie bei den Steroidhormonen die Transkription spezifischer messenger-RNA induziert,
welche ein spezielles Protein kodiert. Dieses wird wahrend der anschlieBenden Translation in
der Zelle gebildet.

GroBRe Ahnlichkeit zu den klassischen Glucocorticoiden und Steroidhormonen hat der Mecha-
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nismus, mit dem 1,25(0OH),D3 die Calcium-Homdostase regelt (FRASER;, [1995).

Die Expression des CaBP, einem Vitamin D induzierten Protein zur Calciumbindung, stellt ein
Beispiel fur eine gut untersuchte Genregulation dar (MINGHETTI und NORMAN, |1988). Zur
Aufrechterhaltung der Calcium-Homdostase wird Calbindin hauptséchlich im Darm und den
Nieren exprimiert, wo es vor allem dem Calciumtransport dient. Dabei stellt es das Transport-
mittel fir Calcium durch die Zelle bis hin zur Basolateralmembran dar, von wo es mittels einer
Calciumpumpe aktiv aus der Zelle geschleust wird (CHRISTAKOS et al., 2003). Weitere Wir-
kungen sind zum einen die Steuerung der Insulinfreisetzung aus den Langerhans’schen Insel-
zellen des Pankreas Uber die intrazelluldare Calciummenge (SOOQY et al.,[1999) und zum ande-
ren der Schutz der Zellen vor apoptotischem Zelltod durch die puffernde Wirkung von Calcium
(GUO et al, [1998). Alles in allem kann Calbindin der Schutz vor zelluldren Beschadigungen
zugesprochen werden.

2.1.3.2 Physiologische Zellantwort

Vitamin D wirkt jedoch nicht nur auf dem oben beschriebenen genomischen Weg, sondern ist
auch in der Lage auf physiologischem Weg direkt eine Wirkung zu erzielen. Diese durch die so-
genannten ,rapid responses” ausgeldsten Zellantworten rufen im Gegensatz zum genomischen
Weg eine noch schnellere Wirkung hervor. Genauer gesagt, sind die ,rapid responses” schon
nach wenigen Sekunden bis Minuten messbar, wahrend eine Zellantwort mit Hilfe der Tran-
skription bestimmter Proteine frihestens nach 60 Minuten zu erwarten ist (NORMAN et al.,
1992).

Ein gut untersuchtes Beispiel fir eine schnelle Zellantwort stellt die Stimulation der Calcium-
aufnahme aus dem Darm dar, auch Transcaltachia genannt (NEMERE und NORMAN| |{1988).
Hierbei kommt es durch Bindung von 1,25(OH),D3 an einen zellstandigen Rezeptor zur Freiset-
zung von secondmessenger-Botenstoffen, welche die Regulation von Zellfunktionen vermitteln
(NORMAN et al., [1999).

Ebenfalls zu den ,rapid responses” zahlt die Aktivierung der Calciumkanéle in der Darmwand,
die eine gesteigerte Calciumabsorption aus dem Nahrungsbrei zur Folge haben.
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2.1.4 Calcium- und Phosphor-Homoostase

Der Spiegel an extrazellularen Calcium- und Phosphorionen wird in Sdugetieren von homdosta-
tischen Mechanismen, welche die Nebenschilddriisen, die Calcitonin-sezernierenden C-Zellen
der Schilddriise, die Nieren, den Knochen und das Intestinum einschlieBen, iberwacht und
reguliert (BROWN, 1991; BRINGHURST et al.,|1998). Diese Mineralien werden in Darm und
Niere verstarkt aufgenommen bzw. rlickresorbiert, wahrend sie in den als Speicher dienen-
den Knochen eingelagert bzw. aus diesen freigesetzt werden. Die Regulation erfolgt Gber die
Hormone Calcitonin und Parathormon, sowie Gber das Steroidhormon Calcitriol (1,25(OH)2D3).
Die folgende Darstellung der beteiligten Hormone und Mechanismen soll einen Einblick in de-
ren Funktionen in der Calcium- und Phosphor-Homdostase vermitteln.

2.1.4.1 Parathormon

Das Parathormon (PTH) ist ein Polypeptidhormon, bestehend aus 84 Aminosauren, das in den
Hauptzellen der Nebenschilddriise (Epithelkdrperchen) gebildet wird. Es ist das wichtigste, re-
gulierende Hormon des Calciumstoffwechsels. Die PTH-Sekretion wird tber das extrazellulare,
nicht komplexierte oder an Protein gebundene Calcium und Magnesium reguliert, welche beide
die Hormonfreisetzung beim Vorliegen eines hohen Blutspiegels hemmen (negative Rickkopp-
lung) und bei niedrigen Plasmakonzentrationen stimulieren (positive Rickkopplung).

Zudem kann die Sekretion von PTH durch Katecholamine, Histamin, 1,25(OH),D3, Glucocor-
ticosteroide, Calcitonin, Prostaglandine, Prolactin und anderen Stoffen modifiziert werden (FI-
SCHER und BLUM, [1980).

Niere und Skelett sind die wichtigsten Zielorgane von PTH. Effekte am Darm entfaltet das PTH
vor allem indirekt via 1,25(0OH),D3, dessen Produktion in den Nieren primar durch PTH stimu-
liert wird. Dort induziert das Parathormon die Bildung des Enzyms 1«-Hydroxylase, wahrend
es gleichzeitig die 24-Hydroxylase hemmt. Dies hat zur Folge, dass vermehrt 1,25(0OH),D3 und
weniger 24,25(0H).D3 gebildet wird. Mit diesem Mechanismus zeigt das Parathormon eine ge-
gensatzliche Wirkung zu 1,25(0OH),D3, das mit Induzierung der 24-Hydroxylase und Hemmung
der 1a-Hydroxylase seine eigene Inaktivierung auslést (ZIEROLD et al., 2003).

Des Weiteren férdert PTH die Ausscheidung von Phosphat, Natrium und Bicarbonat Uber den
Harn und senkt die Ausscheidung von Calcium, Magnesium und Wasserstoff (MUFF et al.,
1992). PTH verhindert die Phosphatreabsorption in den proximalen Tubuli und férdert die Cal-
ciumreabsorption in verschiedenen Abschnitten des Nephrons. Dies hat zur Folge, dass der
Phosphatspiegel im Serum auf Grund der erhéhten Ausscheidung von Phosphat tiber den Urin
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sinkt, weshalb mehr frei ionisiertes Calcium vorliegen kann und nicht mehr im Komplex mit
Phosphat gebunden ist. In hohen Konzentrationen bt PTH einen katabolen Effekt auf das
Skelett aus, indem es vor allem Uber eine Aktivierung der Osteoklasten die Mobilisation von
Calcium und Phosphat stimuliert und dadurch eine Knochendemineralisation herbeifihrt.

2.1.4.2 Calcitriol

Calcitriol (1,25(0H);D3) wird, wie oben ausgefiihrt, in den Mitochondrien der Niere durch
Hydroxylierung gebildet. Durch sinkende Calcium- und Phosphatspiegel, sowie durch
Wachstums- und Sexualhormone, wird die Bildung von Calcitriol aus 25(OH)D3 angeregt. Um
unphysiologisch hohe Mengen an Calcium im Blut zu vermeiden, hemmt 1,25(OH)»D3 sowohl
die Bildung des Parathormons, als auch die 1a-Hydroxylase in der Niere (ZIEROLD et al.,
2003). Die Regulation seiner eigenen Bildung Ubernimmt ein Feed-back-Mechanismus. Eine
gewisse Menge an Calcitriol im Serum induziert die Bildung der 24-Hydroxylase in den Nieren,
womit es zu einer vermehrten Bildung von 24,25(0OH),D3 aus 25(0OH)D3; kommt (JONES et al.,
1998).

2.1.4.3 Calcitonin

Das Calcitonin, auch Thyreocalcitonin genannt, ist ein in den parafollikularen C-Zellen der
Schilddrise (und teilweise der Nebenschilddriise) aus 32 Aminosauren gebildetes Polypep-
tidhormon. Es stellt den wichtigsten Antagonisten des Parathormons dar. Mit dem Uberschrei-
ten des oberen physiologischen Grenzwertes der Calciumkonzentration in der extrazellularen
Flussigkeit kommt es bereits innerhalb von Minuten zu einer zusatzlichen Calcitoninfreisetzung
Uber die standige basale Sekretion hinaus (BLUM et al., 1994). Wahrend es an der Niere fir
die vermehrte Exkretion von Calcium und Phosphat verantwortlich ist, bewirkt es am Knochen
einen vermehrten Einbau dieser Mineralien. Als direkter PTH-Antagonist hemmt es auch die
Osteoklastenaktivitat am Knochen, was eine Hemmung der Calciumfreisetzung aus dem Kno-
chen zur Folge hat.

2.1.4.4 Calciumresorption aus dem Darm

Die Calciumresorption im Darm erfolgt Gber zwei verschiedene Mechanismen.
Ein aktiver, transzellularer Transportprozess von der luminalen auf die basolaterale Seite fin-
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det hauptséachlich im Duodenum und Jejunum statt. Ein passiver, parazellulérer Transport von
Calcium verteilt sich Uber die gesamte Lange des Darmes (BRONNER et al., 1986).

Der aktive Calciumtransport

Drei Phasen kennzeichnen den aktiven Calciumtransport vom Darmlumen durch die Zellen der
Darmwand hindurch. In Phase eins kommte es zum passiven Eintritt von Calcium in die Zellen
des Blrstensaums. Die zweite Phase beinhaltet den Calciumtransport innerhalb der Zellen und
endet in der dritten Phase mit dem Ausstol3 des Calciums in den Blutstrom auf der serosalen
Seite des Darmes (BOUILLON et al., 2003).

Vitamin D3 kann dabei an folgenden Punkten Einfluss nehmen (WASSERMAN,|1997) :

e Epitheliale Calciumkanale sind membranstandige Kanéle an der luminalen Darmseite
und sorgen fir einen unbeschrénkten Calciumeinstrom in das Zellinnere. Ihre Bildung
wird durch 1,25(0OH)2D3 gesteigert (HOENDEROP et al., 1999).

e Der intrazelluldre Transport von Calcium findet an Calbindin gebunden statt. Zusatzlich
wirkt Calbindin fiir die Calciumionen in der Zelle als Puffer vor apoptotischem Zelltod
(GUO et al.,[1998) und beschleunigt den Calciumaussto3 aus der Zelle, indem es mittels
Bindung die Calcium-ATPase stimuliert. Das Vitamin D macht seinen Einfluss auf das Cal-
bindin geltend, indem das Hormon an den im Zellkern befindlichen Vitamin D-Rezeptor
bindet und dadurch die DNA-bindende Doméane des VDR an die Promotorregion des
chromosomalen DNA-Stranges anknlipft. Dadurch bt es einen direkten Einfluss auf die
Calbindinproduktion aus (CHRISTAKOS et al., 1992; NORMAN et al., [1992).

e An der serosalen Seite (Blrstensaummembran) erfolgt der Calciumexport aus der Zel-
le mittels einer Ca?*-Pumpe (Ca?*-ATPase) sowie eines durch den transmembranalen
Natrium-Gradienten angetriebenen Na*/Ca?*-Austauschers (SCHWEIGERT, 2005),
wobei der Na*t/Ca?*-Austauscher nicht durch das Vitamin D3 zu beeinflussen ist.

Schon bei geringen Calciumkonzentrationen im Darmlumen ist dieser Transportweg allerdings
gesattigt und bendtigt metabolische Energie. Durch einen erhéhten Bedarf, z.B. wahrend der
Graviditat oder Laktation, wird dieser Mechanismus hochreguliert. Dagegen fiihrt ein Anstieg
des Minerals in der Nahrung zu einer Drosselung, da in diesem Falle der passive Transport ent-
lang des Konzentrationsgefélles Gberwiegt. Die hormonahnliche Wirkung von Vitamin D steuert
diese Regulation (SLEPCHENKO und BRONNER! [2001). Die Ausschleusung des Calciums
stellt keinen limitierenden Faktor dar. Vielmehr Gbernimmt das Calcium-bindende Protein diese
Rolle, indem der transzellulare Calciumtransport direkt proportional mit dem Gehalt an CaBP
zunimmt (BRONNER; 2003), dessen Vorkommen vollstdndig von der aktiven Form des Vit-
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amin D abhangt.
Der passive Calciumtransport

Der passive Transport erfolgt nach dem Prinzip des Konzentrationsgefalles zwischen Darmlu-
men und Blutplasma durch Diffusion und ist direkt abhdngig vom Calciumgehalt der Nahrung
und der Verweildauer des Chymus in den jeweiligen Darmabschnitten. BRONNER und PAN-
SU| (1999) untersuchten die Passagedauer des Nahrungsbreies im Darm von Ratten und be-
schrieben das lleum als Ort der ldngsten Verweildauer mit der héchsten Calciumresorption.
Limitierend hierbei ist allein das Calciumangebot im Chymus. Nur bei normalem bis hohem
Calciumgehalt reicht das Konzentrationsgefélle fir eine Aufnahme aus. Wenn der Calciumge-
halt im Nahrungsbrei zu niedrig ist, findet die Resorption des Minerals hauptsachlich tber den
energieabhangigen transzelluldren Weg statt (PANSU et al., 1993).

2.1.4.5 Calciumresorption aus der Niere

Calcium wird im Wesentlichen Uber die Nieren ausgeschieden. Das nicht an CaBP gebundene
Calcium (60%) wird glomerulér filtriert. Etwa 90% der glomerulér filtrierten Ca?*-Menge wird
im proximalen Tubulus und der Henle-Schleife hauptsachlich parazellular und ohne Regulation
resorbiert (LOFFLER und BRINGELIUS-FLOHE, 2007). Die Regulation der Ausscheidung
erfolgt im distalen Tubulus (Pars convoluta) durch Parathormon und 1,25(OH),;D3, welche dort
die Calciumreabsorption stimulieren und so die renale Calciumausscheidung vermindern. Hier-
fOr sind spezielle Transportmechanismen vorhanden (CRAVISO et al., [1987).

Gegenteilig verhélt es sich mit der Phosphatdiurese. Wahrend hier Parathormon die Ausschei-
dung férdet, verursacht 1,25(0OH),D3 eine erhéhte Phosphatreabsorption aus dem Priméarfiltrat.
So bleibt die Phosphatkonzentration in Serum konstant (DELUCA,|1974).

2.1.4.6 Einfluss auf den Knochenstoffwechsel

Das Knochengewebe besteht aus drei Komponenten:
e den Knochenmineralien, die zum Grof3teil aus Calcium und Phosphor bestehen

e der organischen Matrix, dem so genannten Osteoid, welches sich zu 90 % aus Kollagen
Typ I und zu 10 % aus anderen Proteinen zusammensetzt und

23



2. Literaturtibersicht

e den Knochenzellen: Osteoblasten, Osteoklasten und Osteozyten.

Wéhrend Osteoblasten die Grundsubstanz beim Knochenbau bilden, sind die Osteoklasten fir
dessen Resorption zustandig. Diese Auf- und Abbauprozesse laufen ein Leben lang nebenein-
ander her und missen, damit die Knochenmasse konstant bleibt, gut aufeinander abgestimmt
sein. Osteozyten gehen aus Osteoblasten hervor und liegen einzeln in Knochenzellhéhlen, wel-
che durch zahlreiche Kanalchen miteinander in Verbindung stehen. Osteozyten besitzen einen
intensiven Stoffwechsel, der fir die Erhaltung des FlieBgleichgewichts der Knochenbestandtei-
le von Bedeutung ist (MARTIN, [1993).

Osteoblasten selbst sind mesenchymalen Ursprungs und produzieren das Osteoid, die Grund-
substanz des Knochens. Daneben bilden sie aber auch Osteocalcin, welches flir den Transport
der Calciumionen aus dem Blutplasma in den Verkalkungsbereich des Knochens zustandig ist.
Untersuchungen konnten zeigen, dass Osteoblasten tUber 1,25(0OH),D3-Rezeptoren verfligen
(NIJWEIDE et al.,[1986) und damit dem direkten Einfluss von 1,25(0OH),D3 bezlglich ihrer Pro-
liferation, Differenzierung und Proteinsynthese unterliegen (KANIS et al.,|1988). In vivo konnte
sowohl bei Tieren, als auch beim Menschen eine durch 1,25(0OH),D3 induzierte gesteigerte
Osteocalcinproduktion der Osteoblasten beobachtet werden (ERBEN et al.,[1997; PRICE und
BAUKOL, 1981; MARKOWITZ et al., [1987).

Von den anderen Vitamin D3-Metaboliten halten ORNOQY et al.| (1978) das 24,25(OH),D3 flr
eine ausreichende Mineralisierung des Skelettes flir unentbehrlich. In Studien von NAKAMU-
RA et al.| (1987) flhrte es in hohen Dosen zu einer Erhdhung des Knochenvolumens, ohne
dabei die Entwicklung der KnochengréBe zu stéren.

Nach einer Langzeitfitterung von 57 Wochen untersuchten IKEZAKI et al. (1999) den Einfluss
von 24,25(0H),D3 auf Ratten und konnte bei einer Dosierung, die das Serumcalcium nicht
chronisch erhéhte, eine Verdickung der Cortex am Femur feststellen.

Ein synergistischer Effekt von 1,25(0OH),D3 und 24,25(0OH),D3 war in Studien von RAMBECK
und ZUCKER|(1985) anhand des Verkalkungsgrades der Epiphysenfuge der Tibia und anhand
der Eischalendicke Japanischer Wachteln zu beobachten. Bezliglich des synergistischen Effek-
tes auf die Eischalendicke dirfte allerdings zunachst eine Umwandlung des 24,25(0OH);Ds in
1,24,25(0H)3D3 durch die 1a-Hydroxylase der Niere nétig sein.

1988 zeigten RAMBECK et al. ebenfalls eine synergistische Wirkung von 1,25(0OH),D3 und
24,25(0H),D3 auf die Knochenmineralisation an verschiedenen Tiermodellen. Nach kombi-
nierter Applikation dieser beiden Metaboliten erhéhte sich der Prozentsatz der Knochenasche
am Gesamttrockengewicht stérker, als aus der Addition der Einzelwirkungen der Metaboliten
zu erwarten war. Im Gegensatz zur Knochenmineralisation konnten bei der Knochenresorption
keine synergistischen Effekte nachgewiesen werden.
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1998 zeigten YAMAMOTO et al.| einen Einfluss von 24,25(0OH),D3 auf Osteoblasten. In Ver-
suchen mit humanen Osteoblasten konnte nachgewiesen werden, dass 24,25(0OH);D3 in den
Osteoblasten den Gehalt an cyclischem Guanosinmonophosphat (cGMP), ein ,second mes-
senger*” der Signaltransduktion, innerhalb von 5 bis 15 Minuten nach Applikation um etwa 200%
erhéht.

PEDROZO et al. (1999) identifizierten einen fir 1,25(0OH).D3 spezifischen Membranrezeptor
bei Chondrozyten in der Wachstumsfuge und wiesen nach, dass er eine schnelle Aktivierung
der Proteinkinase C vermittelt, die eine zentrale Bedeutung bei der Signaltransduktion und so-
mit bei der Regulierung des zelluldaren Wachstums besitzt. Desweiteren wurden auf enchondra-
len Chondrozyten ebenso Membranrezeptoren nachgewiesen, die fir 24,25(0OH).D3 spezifisch
sind. Beide Zelltypen kénnen Rezeptoren fir beide Vitamin D-Metaboliten exprimieren, wobei
ihre relative Verteilung von der Zellreifung anhangig ist. Weitere Erkenntnisse werden unter

2.1.2lund [2.2.2| ausgeflhrt.

Wie AMLING et al.| (1999) an Knockout-Mausen mit deaktivierten Vitamin D-Rezeptoren zei-
gen konnte, stimuliert das Vitamin D in erster Linie die intestinale Calciumresorption und unter-
stitzt dadurch auf indirektem Weg die Mineralisation der Knochen. Die bei Vitamin D-Mangel
vorkommende fehlende Mineralisation der Knochen wird durch unzureichende Calcium- und
Phosphorspiegel im Plasma verursacht. Erst durch die Anwesenheit von Parathormon kommt
es durch Mobilisation von Calcium aus den Knochen bei externer Vitamin D-Gabe zu einem
Anstieg des Calciums im Serum.

Auch der Knochenabbau unterliegt dem Einfluss von Vitamin Ds-Metaboliten. Osteoklasten
stammen von der hAmatopoetischen Zelllinie der Monozyten- und Makrophagen ab (UDAGA-
WA et al., [1990). Bei der Entstehung der Osteoklasten aus dieser Zelllinie ist 1,25(0OH),D3 un-
bedingt notwendig, wie SUDA et al.|(1992) zeigen konnten: die mehrkernigen Praosteoklasten,
eine Zwischenstufe in der Bildung aus Stammzellen des hadmatopoetischen Systems, fusionie-
ren nur in Anwesenheit von 1,25(0OH)2D3 und direktem Kontakt zu Osteoblasten. Die Osteo-
klastenformation kann auf mehreren Wegen angeregt werden, wobei sie durch 1,25(0OH)sD3
initiilert wird, welches eine Rezeptorprasentation induziert. Parathormon, Prostaglandin E2 und
Vertreter der Interleukinfamilie stellen weitere, die Knochenresorption férdernde Faktoren dar
(SUDA et al.,[1992).

In den Osteoblasten wird somit auf verschiedenen Wegen die Bildung eines Osteoklasten-
Aktivierungsfaktors (ODF) induziert, der auf ihrer Plasmamembran prasentiert wird (SUDA
et al., [1992). Aus Versuchen ging hervor, dass nur bei Zellkontakt von Osteoklastenvorstufen
mit ODF-tragenden Osteoblasten eine Differenzierung zu reifen Osteoklasten erfolgen kann.
Die Zielzellen von Parathormon, 1,25(OH),;D3, Interleukinen und weiteren Faktoren sind also
nicht die Osteoklastenvorstufen, sondern stellen nach diesen Erkenntnissen die Osteoblasten
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dar.

MERKE et al.|vermuteten bereits 1986 ein Fehlen von 1,25(OH),D3-Rezeptoren bei Osteoklas-
ten. Sie nahmen an, dass 1,25(0OH),D3 nicht die Aktivitat der Osteoklasten, sondern vielmehr
deren Anzahl beeinflusst.

Neben der in vivo vorliegenden Funktion als ,bone-mobilizing hormone® zeigt 1,25(0OH)2D3 in
vitro auch die Eigenschaften eines ,bone-forming hormone” (SUDA et al., 2003). Dabei spielt
seine Konzentration eine entscheidende Rolle. Zu einer Knochenresorption in vivo kann es
allerdings nur durch pharmakologische Uberdosierungen oder fehlregulierten Mechanismen
kommen.

In vivo verhindert 1,25(0OH),D3 in physiologischer Konzentration die Knochenresorption durch
Unterdriickung der durch Parathormon induzierten messenger-RNA-Synthese und folgender
Osteoklastenaktivierung (ENDO et al., 2000).

Parathormon wirkt in hohen Mengen am Skelett primér katabol. Es fuhrt zur Mobilisation von
Calcium und Phosphat aus dem Knochen. Die Wirkung erfolgt durch Stimulation der Aktivitat
von Osteozyten und Osteoklasten. Das PTH férdert dabei die Umwandlung ,osteogener” in
Losteolytische” Osteozyten. Gleichzeitig sinkt die Anzahl der Osteoblasten. Unter dem Einfluss
von PTH ziehen sich dann die auf der Knochenmatrix liegenden Osteoblasten zuriick, wodurch
den Osteoklasten der Zutritt zur Knochenmatrix geebnet wird (BLUM et al.,[1994). Die Redukti-
on der Osteoblasten hemmt auch die Bildung von Knochenmatrix, das heisst von Kollagen und
Osteocalcin. Zusatzlich zur Hemmung der Kollagensynthese wird die Knochenmatrix durch Sti-
mulation der Kollagenasen abgebaut.

Zur Erzielung des anabolen Effekts werden nur relativ niedrige PTH-Dosen benétigt. Calci-
um wird nun vermehrt absorbiert und im Skelett eingelagert, die Knochenmatrix wird vermehrt
gebildet und die Skelettmasse nimmt zu. Der anabole Effekt beruht vermutlich auf der be-
schleunigten Umwandlung von Préosteoblasten in Osteoblasten. Da dies alles die Gegenwart
von Wachstumhormonen voraussetzt (HOCK und FONSECA, 1990) und PTH die Produktion
von 1,25(0OH);D3 in der Niere stimuliert, kénnte der anabole Effekt auch indirekt durch diese
Hormone und durch zusétzliche (parakrine) Faktoren vermittelt werden (ROSOL et al., (1991).

Im Gegensatz zu Ostrogen, das sowohl die Knochenresorption als auch die Knochenformati-
on behindert, unterdrtickt 1,25(0OH),D3 nur die Resorption, wahrend es die Knochenformation
aufrecht erhalt (SHIBATE et al., 2002). In den Osteoblasten tbt 1,25(0OH)2D3 zudem einen
stimulierenden Einfluss auf die Synthese verschiedener Proteine aus, deren Funktionen in der
Zelladhasion und Matrixverkalkung zu suchen sind (AVIOLI,|{1999).
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Fur die klinische Diagnostik kdnnen einige dieser Proteine als biochemische Marker des Kno-
chenumbaus herangezogen werden.

Als Marker der Knochenresorption dienen zum Beispiel kollagene Abbauprodukte, wie Hydro-
xyprolin, oder TRAP (tartrate-resistant acid phosphatase).

Als Marker der Knochenformation kénnen beispielsweise Beiprodukte der Matrixsynthese, wie
das Osteocalcin, oder das Enzym Alkalische Phosphatase (AP) herangezogen werden. AP fin-
det man sowohl in der Plasmamembran von Zellen der Leber, des Darmes, und der Plazenta,
als auch in Osteoblasten (MOSS, 1987).

Der Alkalischen Phosphatase wird eine Rolle bei der Mineralisation neu formierter Knochen zu-
gesprochen, indem sie durch die Freisetzung von anorganischem Phosphat in die Matrix direkt
die Mineralisation katalysiert und indirekt die Hydroxyapatit-Kristallbildung stimuliert (RINGE
et al., 1994).

Die positive Korrelation zwischen AP und aktiven Osteoblasten lasst darauf schlie3en, dass die
AP als ein Marker fur die Matrixformation und die beginnende Mineralisation fungiert, und nicht
Zeichen einer fortschreitenden Mineralisation ist (VELDE et al., [1985).

2.1.5 Weitere Wirkungen von Vitamin D

Lange wurde angenommen, dass 1,25(0OH)2D3 seine Wirkung lediglich im Calcium- und Phos-
phatstoffwechsel entfaltet. STUMPF et al. entdeckten dann 1979 mit Hilfe von radioaktiv mar-
kiertem 1,25(0OH);D3, dass sich 1,25(OH),D3 nicht nur in den schon bekannten Organen, wie
Darm, Niere und Knochen nachweisen lief3, sondern auch in bis dahin unvermuteten Geweben,
wie den Inselzellen des Pankreas, den Keratinozyten der Haut, dem Mamma- und Ovargewe-
be, den Epithelzellen der Nebenhoden, in manchen Nerven, Promyelozyten, Makrophagen und
T-Lymphozyten.

Dies legte den Grundstein fiir die weiteren Untersuchungen der verschiedenen Wirkungen von
Vitamin Ds.

2.1.5.1 Antiproliferative Wirkung

Nachdem HANCHETTE und SCHWARTZ 1992 beobachteten, dass Menschen in nérdlichen
Breitengraden, die auf Grund der geographischen Gegebenheiten einer geringeren UV-Licht-
Bestrahlung ausgesetzt sind, ein héheres Risiko haben, an Prostatakrebs zu erkranken, kam
HOLICK|2002 zu der Annahme, dass die lokale Produktion von 1,25(0OH),D3 das Zellwachs-
tum reguliere und somit das Risiko einer Entartung herabsetze.
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SCHWARTZ et al.| (1998) beschreiben die Aktivitat der 1a-Hydroxylase, welche Prostatazellli-
nien dazu befahigt, aktives 1,25(OH)2D3 zu produzieren. Dieses wiederum reduziert die Invasi-
vitat humaner Prostatakrebszellen, bis sie Uberhaupt nicht mehr vorhanden sind. 1,25(0OH)2D3
kdnnte somit als Wachstum hemmendes Hormon in der Chemopréavention verwendet wer-
den. Dagegen scheint 25(OH)Ds bei der Inhibition der Zellproliferation im Gegensatz zu
1,25(0OH)2 D3 eine bis zu 30 mal geringere Aktivitat zu besitzen (CHEN et al., 2000).
JOHNSON et al.| (2002) fanden heraus, dass 1,25(0OH);D5 in der Lage ist, den Zellzyklus in
der GO- bzw. G1-Phase anzuhalten und damit die unkontrollierte Vermehrung von Tumorzellen
zu verhindern. Des Weiteren ist 1,25(OH)2D3 in der Lage, durch Erhéhung der intrazellularen
Calciumkonzentration den apoptotischen Zelltod einzuleiten. Diese Eigenschaft kdnnte zum
Einsatz in der Behandlung von Mammakarzinomen genutzt werden, um hier eine Apoptose
der Tumorzellen auszulésen (SERGEEV, 2004).

Momentan ist ein alleiniger Einsatz von 1,25(OH)>D3 aber noch nicht denkbar, da die Neben-
wirkungen auf den Calcium- und Phosphorhaushalt zu gro3 wéren. Es konnte jedoch sowohl
bei in vitro (KOSHIZUKA et al, [1998; WANG et al., [2000; HERSHBERGER et al., 2001}
RASSNICK et al., 2008) als auch in vivo (RASSNICK et al., 2008) durchgefiihrten human-
medizinischen Untersuchungen nachgewiesen werden, dass 1,25(0OH),D3 in der Lage ist, die
antiproliferative Wirkung der Chemotherapeutika Cisplatin, Adriamycin und Paclitaxel zu ver-
starken. Auch fir andere Substanzen konnte ein synergistischer Effekt nachgewiesen werden,
was Anlass zu weiteren Untersuchungen auf diesem Gebiet gibt.

2.1.5.2 Wirkung auf das Immunsystem

Nach der Vorarbeit von STUMPF et al. (1979), welche das 1,25(OH),D3; in Promyelozy-
ten, Makrophagen und T-Lymphzyten nachweisen konnten, entdeckten MANOLAGAS et al.
(1985) kurze Zeit spéter, dass auch B- und T-Lymphozyten, und ebenso Monozyten Vitamin
D-Rezeptoren besitzen, was die immunregulatorische Wirkung von 1,25(0OH),D5 erklart.

Das Vitamin D-Hormon macht seinen Einfluss auf das Immunsystem geltend, indem es in
Th2 T-Helferzellen die Produktion von Transforming-Growth-Factor-51 und Il-4 auslést. Diese
beiden Zytokine wiederum unterdriicken zum einen die TNFa- und Interferon-y-Synthese in
Th1-Zellen, und |6sen zum anderen eine kaskadenartige Immunreaktion aus.

Das aktive Vitamin D3 blockiert die Aktivierung von T-Lymphozyten (LEMIRE et al., [1995).
Antigenprasentierende Dendritische Zellen sind in der Lage, T-Zellen (CD4 = Helferzellen und
CDg = Zytolytische Zellen) zu aktivieren. In vivo und in vitro Versuche konnten zeigen, dass
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1,25(0OH);D3 Uber die Vitamin D-Rezeptoren die Dendritischen Zellen in einer Art Unreifezu-
stand verharren lasst (GRIFFIN und KUMAR), 2003).

Untersuchungen ergaben, dass 1,25(0OH),;D3 und dessen Analoga eine immunmodelierende
Potenz besitzen, ohne dabei die Reaktionfahigkeit des Immunsystems auf Infektionen zu be-
eintrachtigen. So lieBen sich unter anderem autoimmune Krankheiten wie die autoimmune
Encephalomyelitis (LEMIRE und ARCHER]| 1991), durch Kollagen induzierte Arthritis (CAN-
TORNA et al., 1996), Multiple Sklerose, systemischer Lupus erythematodes, durch Borrelia
burgdorferi hervorgerufene rheumatoide Arthritis und Diabetes mellitus Typ | behandeln, bzw.
verhindern. Doch auch hier steht einem therapeutischen Einsatz von Vitamin D-Hormon seine
Auswirkungen auf den Calcium- und Phosphatstoffwechsel entgegen (MAY et al., 2004).

2.1.5.3 Autoimmuner Diabetes Typ |

ROTHE et al.| konnten 1999 nachweisen, dass bei M&dusen die Wahrscheinlichkeit einer
Diabetes-Typ-I-Erkrankung durch die Gabe von 1,25(0OH),D3 deutlich herabgesetzt ist. Die-
ser Diabetestyp ist das Resultat einer T-Zell-vermittelten autoimmunen Reaktion gegen die
insulinproduzierenden (3-Zellen der Langerhans’schen Inseln der Bauchspeicheldrise. Die-
se autoimmune Reaktion kann durch 1,25(0OH),D3 verhindert werden. Zusétzlich unterdriickt
1,25(0OH),D3, wie schon oben beschrieben, die Produktion von Zytokinen und die Reifung der
Dendritischen Zellen (ZELLA und DELUCA, 2003).

2.1.5.4 Wirkung auf das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System dient der Regelung des Blutdruckes und des
Wasser-Elektrolyt-Haushaltes. Der am Vas afferens des Glomerulum der Niere lokalisierte jux-
taglomerulare Apparat registriert Na-Mangel, sowie Hypovoldmie und Hypotonie und antwortet
darauf mit der Freisetzung von Renin. Dieses baut das in der Leber synthetisierte inaktive An-
giotensinogen zum ebenfalls inaktiven Angiotensin | ab. Vorwiegend in der Lunge katalysiert
das Aldosterone-converting-enzyme dessen weiteren Abbau zum stark vasopressorisch wirk-
samen Angiotensin Il. Dieses hemmt die Diurese durch Reduktion der renalen Blutzirkulation
und Ubt Uber einen direkten Angriff am Myokard einen positiv inotropen Effekt auf das Herz aus.
Zusétzlich stimuliert es die Synthese, vor allem aber die Freisetzung des Hormons Aldosteron
in der Nebennierenrinde. Aldosteron férdert die Rickresorption von Natrium- und Chlorionen
und damit auch von Wasser in den distalen Tubuli der Nieren, stimuliert die ADH-Freisetzung
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(Vasopressin) aus dem Hypophysenhinterlappen und hemmt die renale Reninsekretion, womit
sich der Regelkreis schlief3t.

Das Vitamin D-Hormon wirkt in diesem System als negativer Regulator auf die endokrine Gen-
expression von Renin (LI, [2003). Daraus folgt, dass zwischen der Vitamin D-Konzentration im
Blut und dem Blutdruck ein inverser Zusammenhang besteht.

2.1.5.5 Wirkung auf Keratinozyten

Nachdem bereits STUMPF et al. 1979 das Vorkommen von 1,25(0OH);D3 in Keratinozyten
der Haut nachweisen konnten, stellten SMITH et al. kurze Zeit spater (1986) fest, dass Ke-
ratinozyten ebenfalls Vitamin D-Rezeptoren besitzen und dadurch befahigt sind, unter dem
Einfluss von 1,25(0OH)2D3 ihr Wachstum einzuschrénken und ihre Alterung zu beschleunigen.
WéahrendMACLAUGHLIN und HOLICK| den Einsatz zur Behandlung der Psoriasis 1985 noch
theoretisch in Erwagung ziehen, gibt es heute mehrere zugelassene Salben, Cremes, Emul-
sionen und Lésungen zur topischen Behandlung der Schuppenflechte, die Vitamin D3 oder
ein Vitamin D3-Analog enthalten. Silkis® enthélt den Wirkstoff Calcitriol, wahrend Daivonex®),
Psorcutan® oder Calcipotriol Sandoz®) als wirksame Komponente das Vitamin Ds-Analog Cal-
cipotriol enthalten, um nur ein paar Beispiele zu nennen.

2.1.6 Einfluss der Vitamin D - Versorgung auf die Gesundheit

Fast alle Nutztierarten, die heute kommerziell gehalten werden, bendtigen von auf3en zuge-
fihrtes Vitamin D, um ihren Bedarf decken zu kdnnen. Eine Supplementierung ist vor allem flr
folgende Indikationen unerlasslich (KOLB, 1998):

e Forderung des Wachstums, insbesondere der Entwicklung des Skeletts

e Erhaltung des Calciumbestandes bei laktierenden Rindern mit hoher Milchleistung, unter
anderem zur Verhinderung einer Gebarparese

e Erhalt der Fruchtbarkeit

e Steigerung der Leistungsfahigkeit des Immunsystems, vor allem bei neugeborenen Tie-
ren

¢ Bildung einer widerstandsfahigen Eischale, um Verluste wéhrend der Transporte und der
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Inkubation zu verringern

e Wachstum der Feten, die schon frihzeitig in ihrer Entwicklung die aktiven Formen des
Vitamin D bilden

e Verhinderung der Rachitis und Osteomalazie

Wie bereits geschildert, kann der Bedarf des Organismus an Vitamin D Uber die eigene Syn-
these nach UV-Bestrahlung der Haut oder die Versorgung Uber das Futter gedeckt werden.
Durch unzureichende UV-Bestrahlung der Haut, einer ungeniigenden Versorgung Uber das
Futter oder einer Stérung in der metabolischen Aktivierung des Vitamins, kann es zu einem
Vitamin D-Mangel kommen, der die Rachitis des Jungtieres oder die Osteomalazie bei adulten
Tieren nach sich zieht.

Infolge einer Ubermafigen Vitamin D-Aufnahme kann es zu Vitamin D-Intoxikationen mit
Calcium- und Phosphatablagerungen in Weichteilgeweben kommen. Vitamin D-Vergiftungen
auf Grund exzessiver Sonneneinstrahlung sind nicht mdéglich.

2.1.6.1 Unterversorgung

POMMER]/ vertrat 1985 die Ansicht, dass es sich bei der Rachitis und der Osteomalazie um
dieselbe Erkrankung handelt und durch Kalkablagerungen zustande kommt.

Nach dem heutigen Kenntnisstand handelt es sich bei der Rachitis um eine Vitamin D-
Unterversorgung, die im Mutterleib und im Wachstum auftritt. Die Erkrankung zieht eine Wach-
stumsretardierung und Skelettdeformationen nach sich und kann das Risiko fur eine spatere
Huoftfraktur erhdhen (HOLICK] 2007). Im Erwachsenenalter kann ein Vitamin D-Defizit Osteo-
penie oder Osteoporose auslésen bzw. verschlimmern, Osteomalazie und Muskelschwéache
verursachen, sowie das Risiko fir Frakturen erh6hen. Chronischer Vitamin D-Mangel kann dar-
iiber hinaus zu Diabetes Typ | (HYPPONEN et al., 2001), verschiedenen Tumorerkrankungen
(ALPERT und SHAIKH, [2007), rheumatoider Arthritis (MERLINO et al., 2004) und Multipler
Sklerose fihren (MUNGER et al., 2004).

Der 25(0OH)D3-Serumspiegel gilt als bester Indikator fiir den Vitamin D-Status (REICHEL et al.,
1989) da die hepatische 25-Hydroxylierung keiner strengen Regulierung, sondern nur einer
mafigen Produkthemmung unterliegt. Uneinigkeit herrscht nach wie vor Gber die Definition,
ab welchen 25(OH)Ds-Konzentrationen im Serum ein Vitamin D-Defizit vorliegt, wobei sich
die meisten Experten auf Werte unter 20 ng pro m/ Serum festlegen (THOMAS et al., [1998;
BISCHOFF-FERRARI et al., 2006; [HOLICK, |2006). DAWSON-HUGHES et al.[(2005) sind
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der Meinung, dass Werte von 21-29 ng 25-Hydroxyvitamin pro m/ Serum kennzeichnend sind
fir einen relativen Vitamin D-Mangel und Werte Uber 30 ng pro m/ Serum flr eine Versorgung
mit Vitamin D ausreichen. Diese Werte gelten fiir den Menschen.

Ohne Vitamin D kénnen nur 10-15% des Calciums und circa 60% des Phosphats aus der
Nahrung aufgenommen werden. Durch die Interaktion von 1,25(0OH),D3 mit dem VDR kénnen
diese Werte auf 30-40% (Ca), bzw. annahernd 80% (P) gesteigert werden (DELUCA, |2004).
Die verminderte Calciumresorption im Darm fiihrt zu einem Anstieg der Parathormonausschit-
tung aus der Nebenschilddriise. Das Parathormon flihrt, wie bereits erlautert, zu einer erhéhten
tubularen Rickresorption von Calcium in den Nieren und stimuliert diese zur Produktion von
1,25(0OH),D3. Zudem aktiviert es Osteoblasten, welche ihrerseits die Umwandlung von Pre-
osteoklasten in reife Osteoklasten stimulieren. Die mineralisierte Kollagenmatrix des Knochens
wird daraufhin von Osteoklasten aufgelést und somit das fehlende Calcium aus dem Knochen
mobilisiert. Dauert der Vitamin D-Mangel langer an, kommt es durch die permanente, maxi-
male Stimulierung der Nebenschilddrise zum Krankheitsbild des sekundéren Parathyreoidis-
mus (MALABANAN et al., [1998). Die Entkalkung des Knochens hat Formveranderungen, vor
allem im Bereich der Wachstumszonen sowie Knochenerweichungen, vor allem der Schadel-
knochen, zur Folge. Dazu tragt auch die erhdhte Phosphatausscheidung Gber die Nieren bei,
die zu einem Phosphatmangel im Serum fihrt. Dieser Mechanismus wird ebenfalls durch das
Parathormon ausgeldst.

Beim Adulten ist die Pathogenese identisch wie bei der Rachitis der Wachsenden, wird aber als
Osteomalazie bezeichnet. Durch den bereits erfolgten Schluss der Wachstumsfugen kommt es
hier neben der Knochenerweichung auch zu sekundaren Ossifikationsstérungen, die zu einer
Verbiegung der Knochenachsen und zu Ermidungsfrakturen fihrt (HOLICK] [2005).

Hypovitaminose D beim Schwein

Bei der Rachitis handelt es sich um eine mangelhafte Mineralisation jugendlicher Knochen.
Dadurch kommt es zur hyperplastischen Osteodystrophia fibrosa des wachsenden Skeletts.
Histologisch sind die Bildung von kalklos bleibendem Knorpel und osteoidem Gewebe im Be-
reich der Epiphysenfugen zu sehen (SI-KWANG, [2002). Ursache ist meist ein sehr schnelles
Wachstum und eine mangelhafte Mineralstoffversorgung.

Die durch die mangelhafte Versorgung des Organismus mit Calcium und Phosphat entste-
henden verschiedenen Krankheitsbilder waren in der Vergangenheit bei schnell wachsenden
Jungtieren, sowie wahrend der Graviditat und Laktation weit verbreitet. Seit der Ergdnzung des
Futters durch Mineralstoff- und Vitaminzusétze sind sie beim Schwein jedoch selten geworden.
Uberdosierungen sind heute in der Praxis dagegen viel haufiger anzutreffen, als Mangelsitua-
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tionen.

Im Gegensatz zum Menschen, liegen beim Schwein andere pathophysiologische Vorgange vor.
Beim Menschen ist die physiologische Konzentration von anorganischem Phosphat im Blutplas-
ma niedrig und es besteht ein essentieller Vitamin D-Bedarf.

Schweine sind dagegen relativ unempfindlich gegenlber Vitamin D-Mangel und sind in der
Lage, Calcium und Phosphor trotz Vitamin D-Unterversorgung gut zu resorbieren, weshalb ei-
ne Vitamin D-Mangelrachitis nur sehr selten vorkommt (LAHRMANN und PLONAIT), 2004).
Vereinzelt wird bei Schweinen ein vererbter Defekt des Vitamin D-Stoffwechsels beobachtet,
wobei die Synthese der biologisch aktiven Form des Vitamin D3 (1,25(0OH)2D3) in der Niere
versagt (KAUNE und HARMEYER, [1987; CHAVEZ et al., [2003). Dadurch sind die zun&chst
scheinbar gesund geborenen Ferkel weitgehend unféahig, Calcium zu resorbieren, was die oben
bereits geschilderten Pathomechanismen zur Folge hat.

Der Mineralstoffmangel kann auch auf ein alimentares Calcium- und Phosphordefizit oder
auf resorptionshemmendes ungespaltenes Phytin im Futter zurlickzufiihren sein (HEINRITZI,
2006a). Das Phytinphosphat bildet mit Calcium einen unléslichen Komplex. Besonders Mais,
Hafer und Sojaschrot gelten als bedenklich, da sie das Phytin-spaltende Enzym Phytase nicht
enthalten. Deshalb wird die Phytase generell allen Schweinefuttermitteln zugesetzt.

Bei Getreidefltterung ist der Bedarf flir Phosphor meist gedeckt, wahrend fiir Calcium stets
Zusatze erforderlich sind.

HARRISON et al.| (1975) stellten in Untersuchungen mit Schweinen fest, dass das Ausmaf3
der Calcium-bindenden Proteine im Darm kein verlasslicher Indikator fiir die Gegenwart oder
Abwesenheit von Rachitis darstellt.

Klinische Symptome zeigen sich durch vermehrtes Liegen, Erregung beim Auftreiben, kurze
Krampfanfélle und einen Gang, der trippelnd, steif und klamm ist. Palpatorisch sind spater
Knochendeformationen und Auftreibungen zu fahlen.

Nicht festzustellen sind Fieber, Durchfall oder respiratorische Erkrankungen (PEPPER et al.,
1978).

Die Osteomalazie steht flir eine Knochenerweichung, die nach Abschluss des Knochenwach-
stums entsteht. Hierbei kommt es zum Umbau bereits mineralisierter Substanz (Osteoklasie)
und zum Ersatz des abgebauten Materials durch kalklos bleibendes Osteoid, teilweise auch
durch fibrindses Gewebe.

Betroffen sind vor allem Muttertiere unmittelbar nach der Laktationsphase. Auslésende Fak-
toren stellen Trachtigkeit, Laktation, Resorptionsstérungen, sowie Calcium-, Phosphor- oder
Vitamin D-Mangel dar.
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Abbildung 2.2: Lauferschweine mit Rachitis und gesunden Wurfgeschwistern im Alter von 14
Wochen (LAHRMANN und PLONAIT, 2004)

Rachitis und Osteomalazie sind morphologisch identische Krankheiten, die sich nur histolo-
gisch voneinander abgrenzen lassen.

Eine mangelhafte Verkn6cherung mit Verbiegung der langen Réhrenknochen (HEINRITZI,
2006a)), sowie eine erhéhte Frakturneigung (THOMPSON und ROBINSON, 1989) ist bei bei-
den Erkrankungen anzutreffen, besonders betroffen sind dabei die Femurdiaphyse und der Be-
reich der Epiphysenfugen. Die Epiphysen und Gelenkflachen sind durch Osteoidanlagerungen
vor allem am Rippenbogen, Karpus und Tarsus verdickt.

Differentialdiagnostisch lasst sich der Vitamin D-Mangel durch einen erhéhten AP-Wert (Al-
kalische Phosphatase) im Plasma bei gleichzeitig niedrigen Ca- und P-Werten von anderen
Stérungen des Mineralstoffwechsels abgrenzen (LAHRMANN und PLONAIT), 2004).

Es gilt, dass 1 .E. Vitamin D einer Menge von 0,025 ng Vitamin D3 bzw. Vitamin D, entspricht
(STANGL, 2008).

Therapeutisch ist darauf zu achten, dass Vitamin D bei Dauerbehandlung ab 1000 /.E./kg
KM/Tag zu Hypercalcdmie, ab 3000 LE./kg KM/Tag zu Organverkalkungen, und ab 10000
I.E./kg KM/Tag zum Tod durch Nierenversagen fihren kann (HEINRITZI, [2006a).
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Tabelle 2.1: Richtwerte fir Nahrstoffgehalte in der Schweinefltterung pro Tier und Tag [T=Tier,
F=Futter] (KAMPHUES et al., 2009)

Ferkel Mastschweine Sauen
1.-3Wo 4.-6Wo 7.-10.Wo 30-60kg 60-120kg tragend saugend

Ca | 1,5-4T 4-6/T 6-11/T 8,7-9,6/T 10,2-11/T 5-6,5kgF 7-8kgF

P| 116/T 1,7-2/T 2-3,5/T 3,8-4,1/T 4,3-3,8/T 4-5/kg F 6/kg F

Vit. D 500/kg F 150-200/kg F 500-700/T  1500/T
(LE.)

2.1.6.2 Uberversorgung

Uberdosierungen von Vitamin D kénnen Schaden zur Folge haben, die in erster Linie auf einer
UbermaBigen Mobilisierung von Calcium und Phosphor aus den Knochen basieren (VIETH,
1990). Dadurch kann es zu Calciumablagerungen in den Arterienwénden, Nierentubuli, Ge-
lenken und anderen Organen kommen. Eine Hypervitaminose D wird praktisch vor allem durch
die Uberdosierung von Vitaminpraparaten ausgeldst (SIMON| [2008).

Anhand von Grasanalysen und Fitterungsversuchen konnten |ZUCKER und RAMBECK
(1981) und  RAMBECKI (1984) nachweisen, dass Goldhafer (Trisetum flavescens) den hormo-
nell aktiven Vitamin D-Metaboliten 1,25(OH)2D3 enthalt. Durch die vermehrte Aufnahme von
Goldhafer kébnnen bei Rindern Kalzinosen auftreten.

Beim Menschen spricht man von einer Vergiftung, wenn die 25-Hydroxyvitamin D-Werte im
Serum Uber 150 ng/ml liegen (HOLICK] 2007).

Bei erh6hten Vitamin D-Konzentration kébnnen auch inaktive Vorstufen des 1,25(0OH);D3 an den
Vitamin D-Rezeptor binden und so dessen Wirkungen vermitteln und die Regelungen Gber-
springen, die sonst die Wirkungen des 1,25(0OH);D3 streng begrenzen (DUSSO et al., 2005).

Die Vitamin D-Intoxikation ist durch eine Hypercalcurie und Hypercalcamie gekennzeichnet
(CASHMANN, [2007). Der erhéhte Vitamin D-Gehalt im Kérper regt die Bildung des Calcium-
bindenden Proteins (CaBP) an, was zu einer vermehrten Calcium- und Phosphorresorption
aus dem Darm fUhrt und eine Hypercalcdmie und/oder eine Hyperphosphatédmie zur Folge hat.
Die vermehrt unkontrolliert aufgenommenen Mineralstoffe aus dem Darm kénnen vom Organis-
mus nicht physiologisch adaquat verstoffwechselt werden, sondern werden in Weichgeweben
eingelagert, was zu einer Verkalkung (Kalzinose) fihrt. Dabei wird vermutet, dass 1,25(0OH),D3
im Gewebe eine Zelldifferenzierung zur Herstellung einer calcifizierbaren Matrix induziert.
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Betroffen sind vor allem Gewebe der Aorta, des Herzens, der Nieren, der Sehnen und Bander,
des Uterus, des Darmes und der Magenschleimhaut (ALLEN und SHAH, |1992). Die Nieren
werden durch die Kalkablagerungen geschadigt, was zu einer verringerten glomerularen Filtra-
tionsrate fuhrt. Andererseits kénnen die Nierentubuli den Urin nicht mehr so gut konzentrieren,
was vorlbergehend zu einer Polyurie und einer sekundaren Polydipsie fihren kann. Beides
fhrt zu einer funktionellen Niereninsuffizienz.

Weitere Symptome, insbesondere durch chronischer Uberdosierung, sind:

e Anorexie und Gewichtsverlust, Erbrechen, Verstopfung, Bauchkrampfe, Bluthochdruck,
Psychosen

e Muskel- und Sehnenschmerzen, Kopfschmerzen
¢ bei Kindern: Wachstumsstérung, persistierende Kérpertemperaturerhéhung, Erregbarkeit
Starke Uberdosierungen kénnen zum Tod fiihren.

Diagnostisch ist die 25(OH)D3-Konzentration im Serum ein guter Biomarker fiir den Vitamin D-
Status. Bei einer Hypervitaminose ist er zwei- bis fiUnfzehnfach erhéht gegeniber dem Normal-
bereich (VIETH,|[1999). Ferner geht damit hdufig eine Hypercalcamie einher, sowie erniedrigte
Parathormon-Spiegel. Ein Frihsymptom kann eine erhdhte Calciumausscheidung im Urin sein
(VIETH, [2007).

Makroskopisch kénnen folgende Veranderungen auffallen:

o unterschiedlich starke Mineralisation der Hauptarterien, vor allem der Aorta

unregelméaBigen Plaques auf der Oberflache der Intima

Verkalkungen der Herzklappen und des cardialen Endothels

Bimssteineffekt in Teilen der Lunge

Verkalkungen von Sehnen und Béndern

Nierenrinde mit weiB3lichen Mineralisationsherden und Nierenmark mit gleichmaBigen,
weiBen Streifen

Zwerchfell mit opaken und rauhen Mineralisationsherden
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e unterschiedlich groBe Herde in der Schilddriise
e granulare Verédnderungen an zahlreichen Gelenkknorpeln

e Verdickung und Verhartung der Gebarmutterwand durch schwerwiegende Verkalkungen

Mikroskopisch sind die Degeneration der elastischen Fasern von Intima und Media der Aorta
und anderen Arterien, sowie dystrophische Verkalkungen an diesen Stellen zu erkennen. Die
Kollagenfasern der Grundsubstanz kénnen ebenfalls betroffen sein und rei3en. Diese Veran-
derungen sind in unterschiedlichem Maf3e auch an den anderen Weichgeweben zu finden.

Aus den USA sind Falle bekannt geworden, bei denen es nach dem Konsum von Milch, die
mit viel zu hohen Dosen Vitamin D angereichert war, zu Symptomen einer Hypervitaminose
gekommen ist (JACOBUS et al., [1992; BLANK et al., [1995;|SCANLON et al., [1995).

In Deutschland wird Cholecalciferol in manchen Rodentiziden neben Vitamin K-Antagonisten
als Wirkungsverstarkung hinzugegeben. In anderen Landern werden Vitamin D-Metaboliten als
gut wirksame Rodentizide gegen einige Nager verwendet (JOLLY et al., [1995).

Hypervitaminose D beim Schwein

Um Mangelerkrankungen vorzubeugen, ist eine ausreichende Versorgung mit Vitamin D beson-
ders auf Grund der hohen Wachstumsgeschwindigkeit und wahrend der Laktation erforderlich.
Die Substitution durch entsprechende Futterzusatze und Injektionen birgt gleichzeitig die Ge-
fahr einer Vergiftung. Vitamin D-Intoxikationen beim Schwein werden von mehreren Autoren
beschrieben (HANI et al., [1975; CHINEME et al., |1976; LONG), |1984; HULSMANN et al.,
1991, |ZENTEK und MISCHOK; 1997; HEINRITZI et al., |2000)

Wie bereits in Kapitel ausgeflhrt, liegt der tagliche Bedarf an Vitamin D3 fur Ferkel
bei 500 /.E./kg Futter und fir Mastschweine bei 150-200 /.E./kg Futter. Von einer Vitamin D-
Vergiftung spricht man bei einer taglichen Aufnahme zwischen 10.000 und 35.000 /.E. Vitamin
D/kg KM:; je nach Dosis und Dauer der Uberversorgung (?). Erlaubt als Zusatzstoff im Schwei-
nefutter fir Mast- und Zuchtschweine sind maximal 2000 /.E./kg Futter (ZENTEK und MI-
SCHOK]| 1997). Uberhdhte Vitamin D-Gaben fiihren zu einem toxischen Effekt an Knochen-
und Organzellen. Durch die Zerstérung der Osteozyten und der damit verbundenen Freiset-
zung von Calcium aus dem Knochen, sowie der erhéhten intestinalen Resorption von Calcium,
kommt es zu einer Hypercalcamie.

Untersuchungen mit Hilfe von Radioisotopen zeigten, dass der Knochen die hauptsachliche
Quelle fir den erhdhten Calciumgehalt im Blut ist (HASCHEK et al., [1978). Der Gewebede-
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generation folgt eine dystrophische Verkalkung, die sich insbesondere im Bereich der Nieren
bemerkbar macht und tubuldre Resorptionsstérungen zur Folge hat. Darliber hinaus bewirkt
die negative Wirkung auf das erythropoetische Gewebe eine Anamie. Pathologisch sind in fast
allen Organen Verkalkungen zu finden.

Klinisch sind chronische Vergiftungen schwer zu diagnostizieren, da zundchst nur verringerte
Gewichtszunahmen und eine schlechte Futterverwertung festzustellen sind. Futterverweige-
rung, Lahmheiten, eine kyphotische Rickenlinie und hdufiges Sitzen, sowie eine aufféllig Poly-
dipsie und Polyurie sind spatere klinische Bilder.

Akute Intoxikationen sind wesentlich seltener, wobei die Symptome bereits innerhalb von we-
nigen Stunden auftreten kénnen. Sie auBBern sich zunachst durch Apathie, Erbrechen infolge
einer hamorrhagischen Gastritis und haufiges Liegen. Es folgen Dyspnoe, Anorexie, Exsikkose,
Zahneknirschen und Diarrhoe, eine auffallend kyphotische Rickenlinie, eingefallene Flanken,
sowie Polyurie und Polydipsie (HEINRITZI et al., 2000). Durch eine Nekrose der Stimmbé&nder
kommt es zur Aphonie. Der Tod erkrankter Tiere tritt binnen Stunden bis Tagen ein (HEINRIT-
Z1,12006a).

Vitamin D-Intoxikationen kénnen bei tragenden Sauen zu Fruchtbarkeitsstérungen in unter-
schiedlichen Stadien der Trachtigkeit fihren. Die Geburt toter, mumifizierter oder lebens-
schwach geborener Ferkel, wie es bei der Parvovirose vorkommt, ist méglich (HEINRITZI,
2006d;; |PALZER et al.; 2006).

Makroskopisch sind Verkalkungen in fast allen Organen und Geweben, eine interstitielle Ne-
phritis, Glomerulonephritis, Tubulonephrose sowie ein katarrhalisch-hdmorrhagische Gastro-
enteritis, interstitielle Pneumonie und Myokarddegeneration zu finden.

Diagnostisch weisen erhdhte Kreatinin- und Harnstoffkonzentrationen im Blut auf eine Nephro-
pathie hin.

Die Vitamin Ds-Intoxikation verlauft in drei Stufen (SPIRICHEV und SERGEEV, [1988). Die
erste Stufe ist gekennzeichnet durch eine Hyperphosphatamie mit kaum veranderten Calcium-
Serumspiegeln. Bei der zweiten Stufe liegen sowohl eine Hyperphosphatéamie, als auch eine
Hypercalcamie vor und die Organverkalkungen beginnen. Nach Absetzen der Vitamin D-Zufuhr
beginnt Stufe 3. Hier ist der Calciumspiegel im Serum wieder normal, aber der Phosphorge-
halt erniedrigt. Die Organverkalkungen bestehen fort und flihren unter anderem dazu, dass die
Tiere in der Entwicklung stark zurtickbleiben (HEINRITZI et al., 2000).

Therapeutisch und prophylaktisch ist auf die Intoxikation kein Einfluss zu nehmen. Wichtig ist
das sofortige Absetzen des Futters und eine ausreichende Wasserversorgung.

Bei parenteraler Gabe von mindestens 100 000 /.E. Vitamin D3 pro Tier und gleichzeitiger Gabe
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von Eisen kann es bei 3-4 Tage alten Ferkeln zur Calciphylaxie kommen, indem durch das
Eisen eine systemische Hypersensibilitét induziert wird (PENN, [1970; HEINRITZI, 2006a).
Die Folge sind Gewebsverkalkungen und dadurch bedingte Todesfalle.

Die gebrauchliche Injektionsdosis bei Ferkeln liegt bei 2000 /.E. Vitamin D3, wobei flr diese
Behandlung keine Indikation besteht. Die Ublicherweise hochkonzentrierten Praparate in der
Nutztierpraxis haben leicht eine Uberdosierung zur Folge (LAHRMANN und PLONAIT, 2004).

2.2 25-Hydroxycholecalciferol

Synonyme
o Calcifidiol

Calcidiol

25-Hydroxycholecalciferol

25-Hydroxyvitamin D3
e 25(0OH)D3

25-Hydoxycholecalciferol stellt ein Zwischenprodukt in der Synthese des aktiven 1,25(0OH);D5
dar. Es entsteht, wie bereits in Kapitel geschildert, durch Hydroxylierung von Cholecalci-
ferol in der Leber.

2.2.1 Historischer Uberblick

Lange wurde angenommen, dass das unveranderte Vitamin D fUr die metabolischen und phy-
siologischen Wirkungen verantwortlich ist. NORMAN et al. demonstrierten 1964 die Gegen-
wart eines aktiven Vitamin D-Metaboliten. Es waren die Arbeiten von |LUND und DELUCA,
die 1966 eindeutig bewiesen, dass ein polarer Vitamin D-Metabolit méglicherweise die meta-
bolisch aktive Form darstellt. Die Wissenschaftler konnten gro3e Mengen dieses Metaboliten in
Knochen, Leber und Blutserum von Ratten nachweisen. Durch Bestimmung der biologischen
Aktivitat war erwiesen, dass es mindestens so aktiv ist, wie Vitamin D selbst. Nach Gabe phy-
siologischer Dosen von Vitamin D war dies der vorherrschende Vitamin D-Metabolit in den
Zielzellen von Intestinum und Knochen (DELUCA et al., [1967). Diese Versuche wurden mit
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Schweinen durchgefiihrt, wobei der Metabolit auch im Plasma anderen Organismen nachge-
wiesen werden konnte.DELUCA (1967) und AVIOLI et al. (1967) erbrachten diesen Nachweis
im Plasma von Menschen und|DRESCHER et al.| (1969) kurze Zeit spater auch im Plasma von
Hihnern.

Weitere Studien zeigten, dass Vitamin D in diesen Metaboliten umgewandelt wird, bevor seine
stimulierende Wirkung auf die Calciumresorption in Darm beobachtet werden kann (DELUCA
et al., [1967).

1968 identifizierten BLUNT et al. dann die neue Substanz als 25-Hyroxycholecalciferol und
postulierten, dass sie die aktive Form des Vitamin D3 darstelle. Im darauffolgenden Jahr wurde
von PONCHON et al.| (1969) berichtet, dass die 25-Hydroxylierung in der Leber stattfindet,
und zwar, wie von BHATTACHARY YA und DELUCA 1974 gezeigt, in den Mikrosomen.

1969 gelangen SUDA et al.| die Isolierung und Identifizierung von 25-Hydroxyergocalciferol,
dem entsprechenden Metaboliten von Vitamin Ds.

Vor allem durch die Arbeitsgruppe um Kodicek und Norman wurde jedoch die Ansicht vertre-
ten, dass 25(0OH)D3 nicht die stoffwechselwirksame Form des Vitamin Dj ist. Dies flhrte zu
Untersuchungen, an deren Ende 1,25(OH);D3 von HOLICK et al.| (1971) und|LAWSON et al.
(1971) identifiziert werden konnte.

2.2.2 Wirkstoff 25-Hydroxycholecalciferol

Gleich wie das Vitamin D3, erhéht 25(OH)D5 die intestinale Calciumabsorption (PHADNIS und
NEMERE| 2003), férdert den intestinalen Phosphattransport und verstarkt die Resorption von
Calcium aus dem Knochen (OLSON und DELUCA, [1969; [TRUMMEL et al., [1969; BELL
et al., [1988; BARGER-LUX et al., [1995; HEANEY et al., | 1997). Dies hat einen Anstieg des
Calcium- und einen Abfall des Parathormon-Spiegels im Serum zur Folge.

25(0OH)Dg ist der im Blutkreislauf hauptsachlich zirkulierende Vitamin D-Metabolit (ZEHN-
DER und HEWISON| [1999). Es ist daher der zweckdienlichste Indikator fir die Vitamin D-
Versorgung (VIETH et al., [1990). Die biologische Halbwertszeit von 25(OH)D3 im Blut betragt
einen Monat (CLEMENTS et al., 1992). Nach seiner Synthese in der Leber wird die weitere
Metabolisierung, streng reguliert durch das Parathormon und Calcium (SHEPARD und DE-
LUCA, 1980), vor allem durch zwei Enzyme bestimmt, der Vitamin D-24-Hydroxylase und der
25-Hydroxyvitamin D-1a-Hydroxylase. Durch diese Enzyme wird 25(OH)D3 weiter metaboli-
siert, nachdem es, ebenfalls wieder an ein Vitamin D-Bindungsprotein gekoppelt, Gber das Blut
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von der Leber zu den Nieren transportiert wurde. Dieses Vitamin D-Bindungsprotein besitzt
eine wesentlich héhere Affinitat fir 25(OH)Ds, als fir 1,25(0OH),D3 (HADDAD und WALGATE,
1976).

24,25-Dihydroxycholecalciferol fungiert zum einen als negativer Regulator im Vitamin D-
Metabolismus, und besitzt andererseits eine eigene Aktivitat (siehe2.1.2)und2.1.4.6).

? identifizierten das 24,25-Dihydroxycholecalciferol als sogenanntes ,hatching hormone®, bzw.
~Schlupfhormon®. In Untersuchungen an Hihnern der Rasse White Leghorn konnte nachgewie-
sen werden, dass Tiere mit einer ausschlieBlichen Supplementierung von 1,25(0OH)2D3 zwar
Eier produzierten, in denen die Embryonen physiologisch heranreiften, es allerdings nicht zum
Schlupf kam. Erst nachdem die Hennen eine Kombination aus 1,25(OH),D3 und 24,25(0OH)2D3
erhielten, konnten gleiche Schlupfergebnisse erzielt werden wie bei einer Supplementierung
mit Vitamin Ds. Diese Ergebnisse konnten 1983 mit Versuchen an Japanischen Wachteln be-
statigt werden ?.

In weiteren Studien am Gefligel wurde nachgewiesen, dass 24,25(0H),D3 bezlglich der Kno-
chenentwicklung und der Frakturheilung in physiologischen Dosen einen essentiellen Vitamin
D3-Metaboliten darstellt (?) und in Kombination mit 1,25(OH),D3 gute Resultate bei der Heilung
von Tibiafrakturen erzielt.

1,25(0OH), D3 stellt das aktive Hormon dar. VIETH et al.| (1990) versuchten in ihren Experimen-
ten mit Ratten eine Beziehung zwischen der Gabe von 25(OH)Ds, der Aktivitat der renalen
1-Hydroxylase und der Produktion von 1,25(OH);D3 herzustellen und fanden heraus, dass ein
direkter Zusammenhang zwischen der Enzymaktivitat, der 1,25(OH),D3-Konzentration und der
verabreichten Dosis an 25(OH)D3 besteht.

Auch in Futtermitteln sind, neben Vitamin D, Spuren von 25(0OH)D3 enthalten, wobei deren Ge-
halte stark schwanken. Die Werte in den Nahrungsmitteln Milch und Fisch sind typischerweise
niedrig, in Fleisch und Innereien etwas héher und mit die héchsten Mengen befinden sich im
Eigelb (OVESEN et al., 2003).

25(0OH)D3 wird besser und schneller absorbiert als natives Vitamin D. Mehrere Studien konn-
ten zeigen, dass Vitamin D vor allem in die Lymphe absorbiert wird (THOMPSON et al., 1966;
BLOMSTRAND und FORSGREN, 1967), wohingegen 25(OH)Dj3 in physiologischen Konzen-
trationen als starker polarer Metabolit schneller und effektiver absorbiert wird. Dies erfolgt auf
direktem Weg aus dem proximalen Jejunum in die Pfortader und geschieht unabhangig von
der Fettresorption (NECHAMA et al.,[1977; MAISLOS et al., [1981;|SITRIN et al., [1982).

25(0OH)D3 weist eine zum Teil starkere Vitamin D-Aktivitat auf, als Vitamin D3, wobei die héhere
Wirkstarke vom bewerteten Kriterium und der verwendeten Dosis abhangt. Aus diesem Grund
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ist es nicht méglich, eine Angabe in Internationalen Einheiten (/.E.) Vitamin D zu geben, wes-
halb die Mengenangabe in ug 25(0OH)D; stattfindet. Dabei entsprechen 1 ;g 25(0OH)D3 etwa
40-80 /.E. Vitamin Dg, je nach Tierart und Wirkkriterium.

So konnte in mehreren Versuchen mit Ratten nachgewiesen werden, dass oral oder paren-
teral verabreichtes 25(OH)D3 (BLUNT et al., |1968b) und 25(OH)D, (SUDA et al., [1970) um
den Faktor 1,3-1,5 bzw. 2 (MIRAVET et al., [1976) aktiver, effektiver und schneller einsetzte
als Vitamin D3. Untersuchte Parameter waren dabei die Calcifikation, die intestinale Calcium-
resorption und die Mobilisation von Calcium aus den Knochen.

2.2.3 25-Hydroxycholecalciferol als moglicher Futtermittelzusatzstoff

Wie bereits unter dargestellt, benttigen kommerziell gehaltene Tierarten von auB3en
zugefihrtes Vitamin D, um ihren Bedarf decken zu kénnen. Vitamin D und seine verschie-
denen Stoffwechselprodukte sind essenzielle Mikronahrstoffe fir die normale Entwicklung
von Mensch und Tier, wobei die beiden Substanzen Vitamin Dy und Vitamin Ds bereits
zugelassene und eingesetzte Zusatzstoffe sind.

Hieraus ergeben sich eventuell mehrere Einsatzmdglichkeiten fur das 25-
Hydroxycholecalciferol, welches in den letzten Jahren vermehrt in den Blickpunkt der
Wissenschaft geriickt ist.

Die folgenden Beispiele sollen einen kurzen Einblick in unterschiedliche Forschungsrichtungen
ermoglichen.

BARNETT et al.| (1982) untersuchten die biologische Aktivitdt verschiedener Vitamin D-
Metaboliten, unter anderem auch 25(OH)Ds, bei der Fitterung von Regenbogenforellen. Ein
Vitamin D-Mangel induziert bei diesen Fischen einen Lordose-ahnlichen, herabhangenden
Schwanz, der auf eine Muskelerschlaffung zurlickzufihren ist. 25(OH)D3 und 1,25(OH)2D3 be-
sitzen bei der Regenbogenforelle zwar eine Vitamin D-Aktivitat, welche aber im Vergleich zu
Chole- und Ergocholecalciferol schlechtere Gewichtszunahmen nach sich zieht. Am Schlech-
testen waren die Zunahmen bei den Kontrolltieren, die keinen Vitamin D-Metaboliten erhielten.
Bei der Fltterung dieser Tiere ist deshalb der Einsatz von 25(OH)D3 als Ersatz fiir Cholecalci-
ferol nicht vorteilhaft.

Es existieren mehrere Verfahren zur Prophylaxe der hypocalcamischen Gebéarparese der
Milchkihe. Als praktikable Methode mit anerkannter prophylaktischer Sicherheit erwies
sich die parenterale Verabreichung von 10 Mio. /.E. Vitamin D3 (GURTLER et al., [1977)
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eine Woche vor dem Abkalben. Auf Grund unbefriedigender Wirkungen (JONSSON und
PEHRSON, {1970; MOSDOL und SKEIE, [1978), der Gefahr einer Kalzinose durch die
allighrliche Applikation (GREIG, 1963 /ALLEN und DAVIS| 1981; ROSSOW et al., |[1994)
und der negativen Beeinflussung des Calciumhaushaltes nach Abklingen der Wirkung der
Praparate (LITTLEDIKE und HORST, |1982), suchen Wissenschaftler nach neuen Methoden
(ZEPPERITZ und SCHWABE, 1993). Beim Einsatz des Metaboliten 25(OH)D3 konnte eine
Uberwiegend gunstige prophylaktische Wirkung beobachtet werden (OLSON et al., 1973,
1974}, FRANK et al., 1977, ZEPPERITZ, [1994). Trotz guter Ergebnisse bei der klinischen
Erprobung von Vitamin D-Metaboliten werden diese in der Praxis unter anderem wegen ihrer
kurzen Wirkungsdauer zur Zeit kaum angewendet.

Eine Ausnahme bildet das synthetisch hergestellte Vitamin Ds-Analog 1a-
Hydroxycholecalciferol. 1973 konnten [HAUSSLER et al. in Versuchen mit jungen Hahnchen
der Rasse White Leghorn nachweisen, dass 1«a-Hydroxycholecalciferol schon 2-3 Stunden
nach Applikation zu einer Verdoppelung der Calciumabsorption fuhrt und eine 10 mal héhere
Aktivitéat in Bezug auf die Calciummobilisation aus dem Knochen und dem Anheben des
Calciumspiegels im Plasma im Vergleich zu Cholecalciferol besitzt.

Es folgten mehrere Studien, die den Einsatz von 1«a-Hydroxycholecalciferol zur Verhinderung
der Gebérparese beim Rind untersuchten. Diese Versuche flihrten zu der Erkenntnis, dass
das Vitamin Ds-Analog die Haufigkeit der Erkrankung deutlich senkie und zu einer schnellen
Erhdhung des Calciumspiegels im Serum flhrte, ohne dabei den Vitamin D-Gehalt der
Milch im Vergleich zur Vitamin Ds-Gabe signifikant zu erhéhen (GAST et al., [1977;|SACHS
et al., 1977}, BAR et al., [1986). In Israel ist der Einsatz von 1«-Hydroxycholecalciferol zur
Verhinderung der Gebarparese des Rindes heute gangige Praxis.

2.2.3.1 Studien zum Einsatz beim Gefligel

MYRTLE und NORMAN (1971) zeigten in einem in vivo Versuch mit rachitischen Kiiken, dass
25(0OH)D3 ann&hrend doppelt so aktiv ist wie Vitamin Ds. In anderen Studien mit Kilkken konn-
te nachgewiesen werden, dass die Aktivitat von 25(0OH)Ds, betreffend der Knochenresorption,
im Vergleich zu Vitamin D3 sogar vier mal so hoch war (HAUSSLER und RASMUSSEN,
1972). Diese Erkenntnisse hatten einige Untersuchungen Uber die Aktivitat von 25(OH)D3 bei
Huhnern zur Folge (SOARES et al., {1995), mit dem Ergebnis, dass 25-Hydroxycholecalciferol
annahernd doppelt so aktiv ist wie Vitamin D3, die Schlupfraten unter 25(OH)D3 verbessert
sind und das Risiko einer Intoxikation durch Gaben zu hoher Mengen der verschiedenen Me-
taboliten bei 25-Hydroxycholecalciferol deutlich geringer ist.

In einer Studie mit isolierten Duodenumzellen von Vitamin D-behandelten Kiken wurde flr
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25(0OH)D3 belegt, dass es in Bezug auf die Stimulation der Calciumabsorption flinf bis sechs
mal potenter ist, als Vitamin D3 (YOSHIMOTO und NORMAN, 1986).

SUNDE| (1975) untersuchte in Fltterungsexperimenten den Einfluss von 25(0OH)D5 auf Bein-
schwéche, Knochenbruchfestigkeit, Knochenasche und Gewicht und konnte aufzeigen, dass
die Effektivitat in Bezug auf eine verminderte Beinschwache bei 25(0OH)D3 etwas besser ist,
als bei Vitamin Ds.

KAETZEL und SOARES|(1979) fanden heraus, dass die Aktivitat von 25(OH)D3 1,5 mal héher
ist, als die von Vitamin D3, wenn es um die Unterstitzung der Calcifizierung der Eierschalen
von legereifen Wachteln geht.

Dagegen zeigten CHARLES und ERNST] (1973), dass die Eiproduktion und Futterverwertung
von Legehennen bei alleiniger Substitution mit 25(OH)D3 abnahmen. In folgenden Versuchen
konnte nachgewiesen werden, dass eine Mischung aus 25(0OH)D3, Vitamin D3 und Austernkalk
die Eischalenqualitét deutlich verbesserte (CHARLES et al., [1978).

In mehreren ahnlichen Versuchen wurde 25(OH)D3 mit Vitamin D3 bei der Fiitterung von Lege-
hennen verglichen, wobei 25(0OH)D5 eine signifikant bessere Eischalenqualitat und eine erhéh-
te Eischalendicke aufweisen konnte (MARRET et al., 1975; MCLOUGHLIN und SOARES,
1976; SOARES et al.,[1976; FRANK, [1977).

Im Gegensatz dazu fanden sich in mehreren Studien bei der Verfitterung von 25(OH)D3 oder
Vitamin D3 keinerlei Unterschiede in Bezug auf Eischalenqualitat und -stabilitat (ROLAND und
HARMS| [1976; COHEN et al., [1978; YANNAKOPOULOS und MORRIS, [1979; JANSSEN
et al., [1981). Es ist allerdings zu beachten, dass das 25(0OH)D; in diesen Studien in sehr ho-
hen Dosen eingemischt wurde und die Rationen zusatzlich auch immer adaquate Dosen von
Vitamin D3 enthielten, weshalb Unterschiede schwer zu beobachten waren.

25-Hydroxycholecalciferol ist ebenfalls in der Lage, bei Uberdosierungen Vergiftungen auszu-
I6sen. Warum allerdings in den Versuchen von MORRISEY et al. (1977) far 25(OH)D3 ein
héheres Intoxikationspotential, als fir Vitamin D3 ermittelt wurde, ist nicht klar, weil dies ande-
ren Studien widerspricht (SOARES et al., 1995).

Es gibt Anzeichen dafir, dass die Aktivitat des Vitamin D-Metaboliten 25(OH)D3 héher ist, als
bisher angenommen. In Fltterungsversuchen konnte gezeigt werden, dass 25(OH)D3 einen
bestéandigen Effekt auf eine Erhéhung des Kérpergewichtes und eine Senkung der Futtermen-
ge bei Broilern nach sich zieht (YARGER et al., 1995 a,b). Die absoluten Zahlen der positiven
Effekte sind nicht sehr hoch, daflir aber der Effekt in Relation zur groBen Menge jahrlich pro-
duzierter Broiler und dafur verbrauchtem Futter.
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Die Tibiale Dyschondroplasie (TD) kann zu Knochendeformationen und klinischer Lahmheit
fihren, was bei den heute im kommerziellen Bereich verwendeten Broiler-Hybriden noch im-
mer ein kritisches Element des Wohlergehens und der Gesundheit der Tiere bedeuten kann
(WHITEHEAD et al., 2004). RENNIE und WHITEHEAD| (1996) konnten in verschiedenen
Studien nachweisen, dass 25-Hydroxycholecalciferol in der Lage ist, das Auftreten der TD in
Abwesenheit von Cholecalciferol effektiv zu senken.

FRITTS und WALDROUP| (2001) zeigten in Fitterungsversuchen mit Vitamin D3 und
25(0OH)D3 unter anderem, dass durch die Supplementierung von 25(0OH)D3 signifikant héhere
Kérpergewichte, Calcium- und Phosphatwerte erreicht, sowie Haufigkeit und Schweregrad der
Tibialen Dyschondroplasie deutlich verringert werden konnten. Diese Ergebnisse konnten von
BAR et al. (2003) allerdings nicht uneingeschrankt bestatigt werden.

HEIM et al. (1990) fanden in Versuchen mit beinschwachen Truthdhnen heraus, dass weder
25(0OH)D3 noch 1,25(0OH),D3 einen positiven Einfluss auf das Krankheitsbild hat. Dies deutet
zum einen darauf hin, dass das Beinschwéache-Syndrom der Mastputen offensichtlich nicht auf
eine Stérung des Vitamin D-Stoffwechsels zuriickzufiihren ist und dass Vitamin D und seine
Metaboliten eine unterschiedliche Wirksamkeit in Bezug auf Beinerkrankungen bei Mastkiken
und Truthdhnen haben.

Weitere Studien verglichen direkt die Wirkung von 1,25(OH)2D3 und 25(OH)D3; (KESHAVARZ,
2003; LEDWABA und ROBERSON, [2003; ATENICO et al., 2005bla). Die unterschiedlichen
und zum Teil auch widersprichlichen Aussagen in den gemachten Beobachtungen haben ver-
schiedene Ursachen. Dazu zahlen unter anderem die Dosis des verabreichten Vitamin D-
Metaboliten, die Dauer der Studien, die Bestrahlung mit UV-Licht, die Anwesenheit anderer
Zusatzstoffe mit Vitamin Ds-Aktivitdt und die H6he der Phosphor- und Calciumsupplementie-
rung. Dies kdnnte die Ursache fir die differierenden Aussagen darstellen.

25-Hydroxycholecalciferol der Firma DSM

Bei dem Produkt 25-Hydroxycholecalciferol der Firma DSM handelt es sich um einen Futterzu-
satzstoff, welcher 12,5 g 25(OH)D3 pro kg enthalt. Die restlichen Bestandteile sind Baumwoll-
samendl (897 g/kg), Fettsauren (40 g/kg), Kolloid-Kieselerde (30 g/kg), welches emulgierende,
staub- und verklebungsschutzende Funktion besitzt, sowie Butylhydroxytoluol (20 g/kg) und Zi-
tronensaure (0,5 g/kg) als Antioxidans.

In einem Gutachten (Opinion) der [ EFSA (2005) tber die Beurteilung der Sicherheit und Wirk-
samkeit von 25-Hydroxycholecalciferol als Futterzusatzstoff fir Masthihner, Masttruthhner
und Legehennen wird belegt, dass durch mehrere Untersuchungen eindeutig nachgewiesen
werden konnte, dass 25(0OH)D3 die Leistung der genannten Zieltierarten mindestens genauso
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wirksam optimiert wie Vitamin Ds.

Zu Recht wird darin empfohlen, Héchstwerte von 100 ng 25(OH)D3 pro kg Alleinfutter fir Mast-
htuhner und -truthihner und 80 pg 25(OH)D3 pro kg Alleinfutter flir Legehennen nicht zu Gber-
steigen, bis weitere detaillierte Informationen vorliegen .

Zudem wird vermutet, dass der Vitamin D3-Gehalt von Gefligelgeweben und -erzeugnissen
(Eiern) durch die Supplementierung mit 25(OH)D3 erheblich verringert wird (EFSA, |2005).

PHILIPPS et al.[(2005) fUtterten verschiedene Dosierungen des 25(OH)D3 und stellten dabei
fest, dass selbst hohe Dosen von 560 pg 25(0OH)D;3 pro kg Futter, statt der empfohlenen 69
png/kg Futter, keine negativen Effekte auf die Leistungen und Ergebnisse der Kiiken haben. Zu-
dem war mit den ansteigenden 25(OH)Ds-Werten (von 35, Uber 70,140 bis 280 ng/kg Futter)
auch ein Anstieg der 25(OH)D3-Konzentration im Plasma, ein zunehmendes Lebendmassege-
wicht und eine héhere Phosphorverwertung verbunden.

SANTOS und SOTO-SALANOVA|(2005) verzeichneten in ihrer Vergleichsfitterung zwischen
25(0OH)D3 und Vitamin D3, fir den Metaboliten 25(OH)D3 héhere Kérpergewichte, eine verbes-
serte Futterverwertung, geringere Tropfverluste wéahrend der Lagerung nach der Schlachtung
und stabilere Knochen im Vergleich zur Supplementierung mit Vitamin Ds.

Ein weiterer Versuch wurde von PAPESOVA et al| 2008 durchgefliihrt, wobei auch hier
25(0OH)D3 und Vitamin D3 gegenlber gestellt wurden. Dabei stellte sich heraus, dass die
mit 25(OH)D3 gefltterten Tiere statistisch signifikant héhere Lebendmassegewichte, héhere
Calciumwerte in der fettfreien Knochenasche und ebenfalls héhere Phosphorwerte vorweisen
konnten. Andere gemessene Parameter, wie die Knochenqualitat, die Futterverwertung und
verschiedene hamatologische und biochemische Parameter zeigten dagegen keine statistisch
signifikanten Unterschiede.

Zwei Firmenschriften der Firma DSM Nutritional Products Ltd. verdeutlichen die positiven
Aspekte von 25(0OH)D3 (DSM, 2008alb).

Allgemeine Vorteile sind die héhere Potenz und Effektivitat von 25(OH)D3 im Vergleich zu Vit-
amin D3, sowohl unter normalen Bedingungen, als auch unter Stress. Zudem tragt 25(OH)D;
zu einer Maximierung der Knochenentwicklung und -dichte bei, flihrt zu einer Reduktion der
Tibialen Dyschondroplasie und wird durch den sich vom Vitamin D3 unterscheidenden Ab-
sorptionsmechanismus im Falle einer Darm- oder Lebererkrankungen nicht an der Aufnahme
behindert. Auch durch erhéhte Gaben von Vitamin D3 seien die durch 25(OH)Ds-Anwendung
erreichten statistisch signifikanten Verbesserungen nicht zu erreichen.

In Bezug auf die Eiqualitat sind eine Starkung der Eischale und eine verbesserte Schlupfrate zu
verzeichnen. Des Weiteren tragt 25(OH)D3 zu einer sichereren, physiologischen, embryonalen
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Entwicklung bei.

Durch die Verabreichung an Kiken kann eine Reduktion der angeborenen oder erworbenen
Rachitis erzielt werden.

In der Fltterung von Broilern sind verbesserte Gewichtszunahmen und eine gesteigerte Fut-
terverwertung zu verzeichnen.

Bei Legehennen wird durch die Gabe von 25(OH)D3 eine Reduktion der Legemudigkeit und
der Legestdrungen erreicht, was eine héhere Produktion von Eiern zur Folge hat. 25(OH)D3
stellt vor und wahrend der Legeperiode optimale Mengen des aktiven Vitamin Ds-Metaboliten
bereit.

2.2.3.2 Studien zum Einsatz beim Schwein

Ein Vitamin D-Mangel erhéht das Riskio von Knochenbrlichen als Folge der Osteomalazie und
fihrt zu einer Abnahme der Muskelstéarke. Deshalb ist eine ausreichende Supplementierung
von Vitamin D im Fitterungsmanagement sehr wichtig. Wahrend Vitamin D3 seit langem Futter-
rationen beigemischt wird (KONIG, 2004), gehen Untersuchungen nun in die Richtung, dieses
in Zukunft eventuell durch 25(0OH)D3 zu ersetzen. Uber die relative Aktivitit der verschiede-
nen Metaboliten bestehen aber nach wie vor unterschiedliche Meinungen (JAKOBSEN et al.,
2007).

Wie den vorherigen Kapiteln entnommen werden kann, ist aus Untersuchungen an Broilern
bekannt, dass durch den Einsatz des Metaboliten 25(OH)D3 eine Dyschondroplasie der Ti-
bia vorgebeugt werden kann. Leistungsverbesserungen in Form von Lebendmassezunahme
und Futterverwertung konnten ebenfalls in einigen Untersuchungen ermittelt werden. Fir das
Schwein liegen bislang nur wenige vergleichbare Studien vor, weshalb hier noch ein grof3er
Untersuchungsbedarf besteht.

JEFFRIES et al.| (2002) untersuchten den Einfluss von 25(0OH)D3 auf Haufigkeit und Schwe-
regrad der Osteochondrose und Arthrosis deformans des Schweines. Dabei konnten sie keine
Anzeichen flr eine Beeinflussung des Krankheitstypes oder des Schweregrades der Erkran-
kung durch 25(0OH)D3 erkennen.

Zu ahnlichen Erkenntnissen gelangen KLUGE et al.| (2006). In einer funfwéchigen Versuchs-
zeit mit Absetzferkeln wurde der Einfluss unterschiedlicher Dosierungen von Vitamin D3 und
25(0OH)D3 auf Leistungs-, Blut-, und Knochenparameter untersucht. Die gepriften Parameter
wurden durch unterschiedliche Konzentrationen beider Metaboliten nicht beeinflusst.
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In einer aktuellen Studie vergleichen| JAKOBSEN et al.|(2007) den Einfluss von 25(OH)D3 und
Vitamin D3 mit folgenden, gemessenen Parametern: der 25(OH)Ds-Gehalt im Plasma, sowie
der Gehalt von Vitamin D3 und 25(OH)D3 in der Leber und der Lende. Die Resultate zeigen,
dass 25(0OH)D3 und Vitamin D3 einen gleichen Einfluss auf das 25(OH)D3 in Plasma, Fleisch
und Leber auslben. Allerdings fuhrt der alleinige Gebrauch von 25(0OH)Ds zu verringerten
Vitamin D3-Gehalten in Fleisch und Leberparenchym. Diese Erkenntnis ist nicht verwunderlich,
wenn man sich vor Augen halt, dass die Hydroxylierung von Vitamin D3 zu 25(OH)D3 durch die
25-Hydroxylase keine reversible Reaktion ist.

25-Hydroxycholecalciferol der Firma DSM

Im Gegensatz zur Gefligelproduktion, ist 25(OH)Ds fiir den Einsatz in der Schweinefitterung
noch nicht zugelassen.

Die Versuche von KLUGE et al. (2006) zeigen, dass Vitamin D3 durch 25(OH)D3 gleichwertig
ersetzt werden kann. Allerdings konnte beim Ferkel, im Gegensatz zum Mastgefligel, keine
Verbesserung von Leistungsparametern und keine Unterschiede im Mineralisierungsprozess
der Knochen festgestellt werden.

Seit einigen Jahren treten vermehrt nichtinfektiése Lahmheiten (Beinschwéchesyndrom), so-
wohl bei wachsenden Tieren, als auch bei Zuchttieren auf. Durch diesen Krankheitskomplex
kommt es zu Beeintrachtigungen von Wachstum, Langlebigkeit und Wohlbefinden der Tie-
re. Die wichtigste Ursache ist die Osteochondrose, welche durch Defekte der Gelenkknorpel
und der knorpeligen Wachstumszonen des Knochens charakterisiert ist (GUTZWILLER et al.,
2007). Die genaue Ursache des Beinschwachesyndroms ist komplex und nicht vollstandig ge-
klart. Als mogliche Ausléser werden das rasche Wachstum (BUKOVSKY und ESTERMANN,
2007) oder ein Protein- und Phosphormangel angesehen (GUTZWILLER et al., 2007).

Ob durch die Verabreichung des Metaboliten 25(OH)D3 krankhafte Verédnderungen an den
Knochen des Schweines vorgebeugt werden kann, lasst sich bisher noch nicht abschlieBend
sagen. Im Gegensatz zur Vorbeugung einer Dyschondroplasie der Tibia bei Broilern, liegen
fr Ferkel wenig vergleichbare Untersuchungen vor. | JEFFRIES et al.| (2002) konnten in ihrer
Studie zum Einfluss von 25(0OH)D3 auf metabolische Parameter und die genetische Expressi-
on der Osteochondrose und Osteoarthrose keine Anzeichen eines méglichen Einflusses von
25(0OH)D3 auf den Schweregrad der Erkrankung feststellen.
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2.2.4 Weitere Anwendungsmaoglichkeiten

Wie bereits unter erlautert, wird das hydrophilere 25(0OH)D3 von Menschen besser und
schneller absorbiert, als natives Vitamin D. Die in diesem Kapitel geschilderten Ergebnisse
stimmen mit klinischen Studien Uberein, welche bei Patienten mit gestorter Fettabsorption eine
bessere Aufnahme von 25(OH)D3 im Vergleich zu Vitamin D zeigten (???).

Die schnellere und bessere Absorption konnte auch bei anderen Krankheitsbildern, wie chro-
nischen Leberleiden (?) und Patienten mit Knochenerkrankungen (?) nachgewiesen werden.

Bei einem Einsatz von 25(OH)Ds ist allerdings zu beachten, dass die Halbwertszeit im Vergleich
zu Vitamin D3 kirzer ist und nur eine pharmakologische Wirksamkeit von 3-5 Tagen besteht
(BRABANT], 2006).

Ziel der vorliegenden Studie war die Untersuchung der Toleranz verschiedener 25(OH)Ds-
Dosierungen und mdgliche Auswirkungen auf Wachstum, Leistung, Gesundheit und laborche-
mische Parameter beim Absetzferkel.
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3.1 Versuchstiere

Bei den Versuchstieren handelte es sich um 24 weibliche und 24 mannlich-kastrierte Absetz-
ferkel der Kreuzung Deutsche Landrasse x Large White x Piétrain. Alle Tiere stammten aus
demselben Betrieb, wodurch genetische Einflisse auf das Versuchsergebnis so gering wie
moglich gehalten werden konnten. Die Ohrmarkennummer des Betriebes war auf der rechten
Seite eingezogen.

Die Tiere waren zu Versuchsbeginn 6 Wochen alt und hatten ein durchschnittliches Gewicht
von 9,1 kg (+ 0,93 kg) .

3.2 Versuchstierhaltung

Der Stall befand sich auf dem Gelédnde der AuBenstelle Oberwiesenfeld des Lehrstuhls
fir Tiererndhrung und Diatetik des Veterinarwissenschaftlichen Departments der Ludwig-
Maximilians-Universitat Miinchen.

Die Aufstallung erfolgte gruppenweise in acht je 7,6 m? groBen Abteilen mit Teilspaltenboden.
Die festen Liegeflachen befanden sich in der Mitte der Buchten und waren mit Gummimatten
ausgelegt.

Auf jeder Seite des Raumes waren 4 Buchten, welche durch 1,05 m hohe Gitterstédbe von-
einander getrennt waren. Es befanden sich Fenster auf beiden Stallseiten. In jeder Bucht war
jeweils an der AuBBenwandseite eine Nippeltranke und an den Seitenwanden 2 Futtertrége mit
einer Breite von 80 cm, sodass alle Tiere jederzeit freien Zugang zu Futter und Wasser hatten.

Zu Beginn wurde eine Stalltemperatur von 26° C, kontinuierlich abnehmend bis auf 22°C am
Ende des Versuchs, durch Liftung und Heizung gewahrleistet. Zusatzlich befand sich Gber
jedem Abteil eine Rotlicht-Warmelampe, welche die ersten 3 Wochen sténdig, anschlielend
nur bei Bedarf brannte.
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3.3 Tierfutter

Tabelle 3.1: Zusammensetzung des Grundfuttermittels

|

Bestandteil Gehaltin % \

Gerste

Weizen

Mais

Hafer
Kartoffeleiweil3
Zuckerriiberbrei
Sojakuchen
Melasse

Sojadl
Sojaextraktionsschrot
Weizenstéarke
Dicalciumphosphat
Diamol

Bioadd
Calciumoxid
Salz
Zusatzstoffe
Vitamine

Lysin
Oligoelemente
Methionin
Cholin

Threonin

Kupfer

29,87
15,0
10,0
10,0
8,0
5,45
5,0
3,5
2,7
2,4
1,6
1,6
1,0
0,8
0,7
0,5
0,5
0,4
0,37
0,3
0,13
0,08
0,05
0,05

Als Beschéaftigungsmaterial wurden Ketten und Bite-Rites (Ferkelbeissspielzeug zum Aufhan-
gen, bestehend aus einem Plastikkegel mit 4 elastischen Plastik-Beissschwénzen) in den
Buchten angebracht.

Nach Anmeldung des Versuchsvorhabens wurde die Studie mit der Genehmigung der Regie-
rung von Oberbayern durchgefihrt.

Das pelletierte Futter fir die Absetzferkel wurde von der Firma DSM Nutritional Products Fran-
ce, Village-Neuf, Frankreich, produziert und bereitgestellt.
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Tabelle 3.2: Aufteilung der vier Gruppen: Kontrollgruppe (T1) und drei Versuchsgruppen (T2,
T3, T4) mit der empfohlenen Dosis (1x), der Zwischendosis (5x) und der hohen
Dosis (10x) von 25(0OH)D3

| Futtermischung | Dosierung pro kg Futter | Wirkstoff |

T1 2000 I.E. Vitamin D3
T2 0,05 mg 25(0OH)Dg
T3 0,25 mg 25(0OH)Dg3
T4 0,50 mg 25(0OH)Dg

In das Grundfutter (siehe Tabelle [3.1) wurden unterschiedliche Gehalte an Vitamin D3 und 25-
Hydroxycholecalciferol eingemischt und die Masse anschlieBend pelletiert.

Eine Ration enthielt die fir Aufzuchtferkel empfohlene Dosis an Vitamin Ds. Die anderen Ra-
tionen wurden angereichert mit unterschiedlichen Gehalten an 25-Hydroxycholecalciferol: die
empfohlene Dosis (1-fache Dosierung), die Zwischendosis (5-fach Uberdosiert) und die hohe
Dosis (10-fach Gberdosiert). Die genauen Dosierungen gehen aus Tabelle [3.2 hervor.

In den ersten 9 Tagen wurden die Tiere restriktiv rationiert gefuttert, um futterumstellungsbe-
dingte Durchfallerkrankungen zu verhindern. Die Tiere erhielten dabei je zwei Mahlzeiten pro
Tag. Ab dem 10. Tag wurde der Fitterungsmodus auf ad-libitum-Ftterung umgestellt.

Nicht aufgenommenes Futter wurde wahrend des ganzen Versuchszeitraumes einmal pro Wo-
che zurlckgewogen. Der Futterverzehr ergab sich aus der Differenz zwischen vorgelegtem
Futter und Rlckwaage am Tag des Wiegens der Schweine.

Das Wasser stand von Anfang an ad libitum zur Verfligung.

3.4 Versuchsaufbau

Gruppeneinteilung

Am Tag der Einstallung wurden alle Tiere gewogen und dann nach Geschlechtern getrennt.
Die weiblichen Tiere erhielten gelbe, fortlaufende Ohrmarken mit Nummern von 1 bis 25; die
mannlich-kastrierten Tiere erhielten griine, fortlaufende Ohrmarken mit Nummern von 26 bis
50. Da nur 48 Tiere fir den Versuch bendtigt wurden, wurde ein weibliches und ein méannliches
Tier aussortiert.

Danach erfolgte eine weitere Aufteilung in je vier Untergruppen, wobei auf eine mdglichst
gleichmafige Verteilung in Bezug auf das Kérpergewicht geachtet wurde.

Letztlich bestand der Versuch also aus acht Gruppen, vier mit weiblichen und vier mit mannlich-
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kastrierten Tieren, zu je sechs Ferkeln.

Die anschlieBende Zuordnung der Tiergruppen zu den vier verschiedenen Rationen erfolgte
nach dem Zufallsprinzip.

Aus Tabelle [3.2] geht die Einteilung der Versuchsgruppen geméan der supplementierten Futter-
zusatzstoffe hervor.

Gesundheitszustand

Durch einen téglichen Stalldurchgang wurden Gesundheitszustand und Verhalten der Tiere
kontrolliert. Dabei wurde unter anderem auf Kotbeschaffenheit, Augen, Haut, Atmung und Be-
wegung geachtet. Gleichzeitig wurden etwaige technische Méngel und andere stérende Ein-
flisse im Stall offensichtlich und konnten so unmittelbar behoben werden.

Einmal wéchentliche erfolgten Einzeltieruntersuchungen, um den genauen Gesundheitsstatus
der Tiere zu erfassen.

Bestimmung der Futteraufnahme

Die Futteraufnahme (FA) pro Woche wurde fiir jede Bucht (6 Tiere) gesondert, durch wdchent-
liche Riickwaage des nicht aufgenommenen Futters, bestimmt.

Lebendmasseentwicklung

Die Entwicklung der Lebendmasse wurde durch eine am Tag des Ankaufs durchgefiihrte Wie-
gung der Tiere und anschlieBende Wiegungen in wéchentlichem Abstand verfolgt. Die Wie-
gungen erfolgten mit einer elektronischen Gitterwaage mit Datenausdruck. Die Waage flhrte
automatisch 20 Wiegungen durch und errechnete dann daraus den Mittelwert.

AuBerdem wurde am Versuchsende die Lebendmasse fiir alle Tiere bestimmt, wobei die Tiere
jeweils am Tag vor der Euthanasie gewogen wurden.

Futterverwertung

Mit den far Futteraufnahme und Lebendmasseentwicklung erhaltenen Daten wurde die Futter-
verwertung (FVW) als benétigte Menge an aufgenommenem Futter in Kilogramm (FA) fir ein
Kilogramm Lebendmassezunahme (LMZ) errechnet:

FA (kg)

FYW = vz (kg)
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Versuchsende

Die Ftterungs-/Versuchsdauer betrug insgesamt 6 bzw. 7 Wochen. Die unterschiedliche Dauer
lag in der sofortigen, pathologischen Untersuchung der Tiere nach der Euthanasie begriindet.
Da dies aus organisatorischen und technischen Grinden nicht am gleichen Tag oder an zwei
aufeinander folgenden Tagen durchgefiihrt werden konnte, blieben je die drei leichtesten Tiere
pro Bucht eine Woche langer im Stall.

Einen Tag vor der ersten Euthanasie, also an Tag 41, wurden noch einmal alle Tiere gewogen
und Blut genommen.

Die Blutentnahme erfolgte aus der rechten Vena jugularis nach Fixierung des Tieres mit ei-
ner Oberkieferschlinge. Die Einstichstelle befindet sich am Rande des M. brachiocephalicus
auf der Linie zwischen dem Vorderrand des Buggelenks und der Spitze des Brustbeins. Dazu
wurden sterile Einmalkanilen, Sterican® der Firma Braun mit einer GréBe von 1,2 x 100 mm
verwendet.

Von jedem Tier wurden jeweils zwei S-Monovetten® mit Gerinnungsaktivator (9 m/, Firma Sars-
tedt) und ein EDTA-R&hrchen (5 ml EDTA-R&hre mit Druckstopfen (Sarstedt)) entnommen.
Die Verarbeitung der EDTA-Blutproben erfolgte innerhalb der nachsten drei Stunden an der
Klinik fir Schweine der LMU Minchen.

Die Serumblutproben wurden noch vor Ort weiterverarbeitet, woflr sie zuerst 15-30 Minuten
stehen gelassen wurden, um anschlieBend bei 3000 U/min fir 10 Minuten zentrifugiert zu wer-
den (Eppendorf Centrifuge 5810 R). Das Uberstehende Serum wurde danach in je drei 2,5
ml-Eppendorf-Cups abpipettiert und bis zur Analyse bei -20°C eingefroren.

Am Tag der Euthanasie erfolgte die Enthahme von Kotsammelproben aus jeder Bucht, wobei
pro Bucht mindestens 6 verschiedene Stellen beprobt wurden.

Zudem wurde, so fern dies méglich war, von jedem Tier eine Urinprobe mittels Cystozente-
se unter Ultraschallkontrolle genommen. Durch den oft stressbedingten Urinabsatz der Tiere
wahrend der Euthanasie, war das jedoch nicht von jedem Tier mdglich. Von manchen Tieren
konnte nur eine Probe direkt wahrend des Urinabsatzes genommen werden.

Die Euthanasie erfolgte, wahrend das Tier mit einer Oberkieferschlinge fixiert wurde, durch
Pentobarbital Natrium (400 mg/1 ml Eutha® 77) 0,1-0,2 ml/kg KG.

Am Institut far Tierpathologie, Tierklinisches Department der LMU Mdinchen, wurden die Tiere
daraufhin an 5 Sektionstischen im Team makroskopisch-anatomisch untersucht, wobei beson-
ders auf eventuelle Verkalkungen und den Gesundheitsstatus des Tieres geachtet wurde.
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Danach folgte die Entnahme der Organe, wobei von Herz, Lunge, Leber, Milz und der linken
und rechten Niere das Gewicht mittels einer Prazisionswaage (Sartorius CP2202S, max. 2200
g, d=0,01 g) ermittelt wurde.

Zur Untersuchung auf 25-Hydroxycholecalciferol und weitere Parameter wurden Gewebepro-
ben von Leber (Lobus hepatis sinister lateralis), Niere (links), Muskel (M. quadriceps femoris,
links), Haut (Thoraxwand, links) und Fett (Inguinalgegend, links) in Plastiktiten gegeben und
danach bei -20°C eingefroren. Der linke Femur, ebenfalls von jedem Tier enthommen, wurde
spater mittels feiner Praparierschere und Einmalskalpell vollsténdig von Muskeln, Sehnen und
Béndern befreit, in mit Ringer-Lésung (Serumwerk Bernburg AG) getrankte Kompressen ge-
wickelt, um eine Austrocknung zu verhindern, und ebenso bis zur weiteren Analyse bei -20°C
eingefroren.

Weitere Gewebeproben fir die patho-histologische Untersuchung von Leber (Lobus hepatis
dexter lateralis), Niere (rechts), Lunge (Lobus cranialis dexter), Herz (Septum), Aorta (A. tho-
racica) und Muskel (M. quadriceps femoris, rechts) wurden ebenfalls in Plastiktiiten gegeben
und blieben zur weiteren Untersuchung am Institut fur Tierpathologie der LMU Miinchen.

Far eventuelle Nachuntersuchungen wurden Gewebeproben von Milz, Thymus, Lymphkno-
ten (Darmlymphknoten), Schilddriise, Nebenschilddriise, Nebenniere, Pankreas und Knochen
(rechts, proximale Metaphyse mit Spongiosa und Kompakta) entnommen, in Formaldehyd fi-
xiert und ebenfalls fiir eine eventuelle patho-histologische Untersuchung am Institut fir Tierpa-
thologie, Tierklinisches Department der LMU Minchen belassen.

3.5 Patho-histologischer Untersuchungsgang

Der patho-histologische Untersuchungsgang (ROMEIS und BOCK, [2009; BURCK, (1988)
wurde von den Mitarbeitern des Instituts fir Tierpathologie, Tierklinisches Department der LMU
Minchen, durchgefliihrt. Die oben genannten Proben wurden zuerst in 7%-ig gepuffertem For-
malin fixiert. Daraufhin folgten verschiedene Einbettungs- und Farbemethoden, wobei von den
in Paraffin eingebetteten Proben eine Hamalaun-Eosin- und eine von-Kossa-Farbung ange-
fertigt wurde und von den in Kunststoff eingebetteten Proben eine Hamalaun-Eosin-Phloxin-
Farbung.
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3.5.1 Einbettungsmethoden

Paraffineinbettung

Zuerst wurden gréBere Gewebestlicke zugeschnitten und in Leitungswasser gespiilt. Danach
folgte eine Entwasserung des Gewebes (Autotechnicon Duo 2a, Technicon Ltd.) und anschlie-
Bend die Einbettung (Tissue Tek Il Tissue embedding Center 4604) in Paraffin (Paraplast®),
Schmelzpunkt 56°C, Monoject Scientific Inc.).

Kunststoffeinbettung

Dieses Verfahren wurde in Anlehnung an die von|HERMANNS et al.[(1981) beschriebene Me-
thode durchgefihrt.

Die Gewebeproben wurden nicht nach dem sonst Ublichen Verfahren in Cacodylat-gepufferter
Formaldehydlésung bei 4°C fixiert, sondern direkt aus der Fixierung in 5%-igem, ungepuffer-
tem Formalin bei Zimmertemperatur in einen Gewebeeinbettungsautomaten (Ditadell 1000,
Shandon) gegeben. Darin wurden die Proben bei Zimmertemperatur zuerst fir vier Stunden in
Cacodylatpuffer gespdlt und danach entwéssert.

Spllflissigkeit

70 g Saccharose (Merck)

735 mg Calcium-Dihydrat (Merck)
1000 m/ Cacodylatpuffer

pH-Wert auf 7,2 einstellen
Entwé&ssern:
2 Std. 30% Ethanol
1 Std. 50% Ethanol
2 Std. 70% Ethanol

4 Std. 96% Ethanol

5 Std. 96% Ethanol
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3 Std. 96% Ethanol

Darauf folgte eine 5-stindige Durchtrankung der Proben in einem Kunststoffgemisch aus
Methacrylsdure-2-hydroxyethylester (GMA, Merck) und Methacrylsdure-methylester (MMA,
Merck) im Verhaltnis 1:1 bei 4°C auf einem Taumelgerat (Heidolph) und schlieBlich wurden
die Gewebestlcke fir 19 Stunden ebenfalls bei 4°C mit dem Einbettungsmedium durchtrankt.

Einbettungsmedium:

60 mlI GMA (Methacrylsaure-2-hydroxyethylester, Merck)
20 ml MMA (Methacrylsdure-methylester, Merck)

16 ml Butylglykol (Ethylenglykolmonobutylether, Merck)
2 ml Polyethylenglykol 400 (Merck)

338 mg Benzoylperoxid (mit 25% H>O, Merck)

Zu jeweils 40 m/ des Einbettungsmediums wurden unmittelbar vor dem Ausgie3en 60 pl N,N-
Dimethylanilin (Merck) als Starter zugegeben. Im nachsten Schritt wurde ein Polyethylenge-
fanB (8,0 m/ von Bender & Hobein) mit Einbettungsmedium geflllt, anschlieBend das Gewebe
auf den Boden des GeféaBBes gelegt und dieses luftdicht verschlossen. Die Polymerisation des
Kunststoffes fand bei 4°C statt. Um die dabei entstehende Polymerisationswarme abzufiihren,
wurden die GeféBe ins Wasserbad gestellt. Nach 24 Stunden konnten die erharteten Blocke
aus den GefaBen entfernt, und durch Anfeilen bis zum Gewebe, zum Schneiden vorbereitet
werden.

3.5.2 Anfertigung histologischer Schnitte

Die Objekttrager (ohne Mattrand, GLW), die zur Anwendung flr Farbungen vorgesehen waren,
wurden durch Tauchen in 96%-igem Ethanol entfettet.

Paraffinschnitte

Mit Hilfe eines Rotationsmikrotoms (Microm) wurden 3-4 um dicke Schnitte angefertigt, im 37°C
heiBen Wasserbad (GFL) gestreckt und auf die vorbehandelten Objekttrager aufgezogen. An-
schlieBend wurden die Praparate bei 42-45°C in einem Brutschrank Uber Nacht getrocknet und
bei Raumtemperatur aufbewabhrt.
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Fir die einzelnen Farbungen wurden die Schnitte 10 Minuten bei 80°C im Brutschrank und
anschlieBend je 10 Minuten in zwei verschiedenen Xylolbadern (Graen) entparaffiniert. Zur
Rehydrierung wurden sie daraufhin in eine absteigende Ethanolreihe (100%, 96%, 80%, 70%,
50%) verbracht und danach kurz in Aqua dest. gespuilt.

Kunststoffschnitte

Die Herstellung der Kunststoffschnitte erfolgte an einem Hartschnittmikrotom (Reichert-Jung
Supercut 2050, Cambridge Instruments GmbH). Die ca. 2 m dicken Kunststoffschnitte wurden
in 37°C warmen Wasser gestreckt, auf entfettete Objekttrager aufgezogen und anschlieBend
auf einer Heizplatte (Gerhardt) bei 50°C getrocknet. Die Lagerung der Schnitte erfolgte bei
Raumtemperatur.

Der Kunststoff musste im Gegensatz zu den Paraffinschnitten vor den Férbungen nicht aus
den Schnitten herausgelést werden, wodurch eine weitere Vorbehandlung der Schnitte nicht
erforderlich war.

3.5.3 Farbemethoden

Hamalaun-Eosin-Farbung

Bei der Hamalaun-Eosin-Farbung handelt es sich um eine einfache, rasch auszufiihrende
Ubersichtsfarbung, welche zur Routine des histologischen Labors gehért. Die Farbung zeigt
Zellkerne, Kalk und grampositive Bakterien blau, alles tbrige in verschiedenen Tonabstufun-
gen rot.

Hamalaun-Eosin-Farbung an Paraffinschnitten
Férbeverfahren

Schnitte entparaffinieren und in Aqua dest. bringen.

5 min in Mayers Hamalaun (Merck) farben
5 min in flieBendem Leitungswasser blauen
ca. 2 sec differenzieren in 0,5% HCI-Ethanol

5 min waéssern in flieBendem Leitungswasser
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1-5 min Eosin-Lésung (1%) (Merck)

AnschlieBend wurden die Schnitte in der aufsteigenden Ethanolreihe aus vergélltem Ethanol
(50%, 70%, 80%, 96%, 100%) dehydriert und in Karbolxylol und Xylol gebracht. Die Schnitte
wurden mit einem xylolhaltigen Einbettungsmedium (Vitro-Clud®) eingedeckt.

Hamalaun-Eosin-Phloxin-Farbung an Kunststoffschnitten

Férbeverfahren

20 min in Mayers Hamalaun (Merck) farben

10 min in flieBendem Leitungswasser blauen

ca. 2 sec differenzieren in 1% HCI-Ethanol

10 min unter flieBendem Leitungswasser wassern

1-5 min Praparate kurz zwischen FlieBpapier legen und dann auf der Heizplatte bei 40°C
trocknen.

2 min in der Eosin-Phloxin-Gebrauchslésung farben

10 min in Leitungswasser spilen

AnschlieBend wurden die Schnitte zwischen FlieBpapier und danach auf der Heizplatte (Ger-
hardt) bei 40°C getrocknet, in Xylol (Graen) gestellt und mit einem xylolhaltigen Einbettungs-
medium (Eukitt®), Kindler) eingedeckt.

Silbermethode nach von Kossa

Diese Methode ist kein spezifischer Calciumnachweis, eher eine histologische Farbetechnik
zur Untersuchung des Knochengewebes. Calcium in den Carbonaten und Phosphaten wird
gegen Silberionen ausgetauscht, die anschlieBend zu metallischem Silber reduziert werden.
Kalkhaltige Areale im Schnitt sind braunschwarz markiert, Kerne entsprechend der Gegenfar-
bung. Dieses Verfahren kann nicht bei Kunststoffschnitten durchgefihrt werden.
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Féarbeverfahren

Schnitte entparaffinieren und in Aqua dest. bringen.

10-20 min in hellem Sonnenlicht: in 5%ige, wéassrige Silbernitratlésung einstellen
1-5 min spilen in Aqua dest.

2 min fixieren in 5%iger Natriumthiosulfatlésung

1-5 min spullen in Aqua dest.

3 min Gegenfarbung der Kerne mit Kernechtrot-Aluminiumsulfat

Abspilen und entwassern.

3.6 Bestimmung zellularer Bestandteile des Blutes

Die hdmatologische Laboruntersuchung wurde noch am Tag der Entnahme durchgefiihrt. Die
Zahl der Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten, der Himoglobingehalt, der Hama-
tokrit und der MCHC wurden mit einem vollautomatischen Blutkdrperchenzéhlgerat (Celltek®),
Bayer Diagnostics, Fernwalde) elektronisch bestimmt. Das Gerat wurde bei Inbetriebnahme ka-
libriert (Para 12@®), Fa. Vaupel GmbH, Hanau).

MCH (Mean Corpuscular Hb = mittlere Hb-Masse/Ery) und MCV (Mean Corpuscular Volume =
mittleres Volumen eines Ery) sind errechnete Werte aus den oben ermittelten Parametern.

Zur Erstellung des Differentialblutbildes wurde das EDTA-Blut spétestens drei Stunden nach
Probenentnahme auf einen Objekttrager ausgestrichen und nach Lufttrocknung mit einem au-
tomatischen Farbegerat Hema-Tek® 2000 (Fa. Bayer, Deutschland) nach Pappenheim gefarbt.
Die Differenzierung des wei3en Blutbildes erfolgte dann mikroskopisch, wobei je 100 Zellen
beurteilt wurden. Die Aufteilung der Leukozyten erfolgte nach morphologischen Kriterien in
Lymphozyten, Monozyten, sowie stabkernige und segmentkernige neutrophile, basophile und
eosinophile Granulozyten.

Das Celltek® zahlt die korpuskuléren Bestandteile des Blutes durch Messung der Impendanz-
anderung. Das Vollblut wird zunachst durch Zugabe einer isotonen Lésung im Inneren des Ge-
rates nach dem Ansaugen der Probe verdiinnt. Die Elektrolytldsung mit den Blutzellen wird mit-
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tels Unterdruck durch eine mikroskopisch kleine Offnung in das Innere einer Zahlkammer ge-
saugt. Zwei Messelektronen sind innen und auf3en an der Zahlkammer angebracht, zwischen
beiden flieBt ein Konstantstrom. Jedesmal, wenn eine Blutzelle die Messéffnung passiert, steigt
der elektrische Widerstand kurzzeitig an, und zwar proportional zum Volumen der Zelle, da der
elektrische Widerstand der Zellmembran deutlich gréBer ist, als der Widerstand der Elektrolyt-
I6sung. Durch richtige Einstellung der Impulshéhe (Schwellwert) kénnen die Impulse von roten
Blutzellen und Blutplattchen getrennt erfasst und gezahlt werden. Fir die Zahlung der wei3en
Blutzellen werden die roten Blutzellen zuvor durch Zugabe eines Hamolysemittels hAmolysiert.

Diese Untersuchung wurde freundlicherweise von den Mitarbeitern der Klinik fir Schweine,
Tierklinische Department der LMU Miinchen, durchgefihrt.

3.7 Bestimmung klinisch-chemischer Parameter im Serum

Die Gewinnung des Serums gelang durch Zentrifugation (10 min bei 3000 U/min) nach Spon-
tangerinnung des Blutes. Da nicht alle Proben sofort untersucht werden konnten, wurde das
Serum in je drei 2,5 mi-Eppendorf-Cups abpipettiert und bis zur Analyse bei -20°C einge-
froren. Nach dem Auftauen bei Zimmertemperatur erfolgte die Messung der Enzyme AST,
GLDH, AP und GGT, sowie der Substrate Glucose, Harnstoff, Gesamtbilirubin, Gesamtei-
weiB und Albumin, Kreatinin, ebenso wie der Spurenelemente Gesamtcalcium und anorga-
nisches Phosphat vollautomatisch am Autoanalyzer Hitachi 911@®) (Fa. Boehringer Mannheim,
Deutschland), unter Benutzung der dazugehérigen Systempackungen (Fa. Boehringer Mann-
heim, Deutschland). Der Automatic Analyzer Hitachi 911® wurde taglich bei Inbetriebnahme
kalibriert (Calibrator for automated System, Assayed Multisera Normal, Fa. Randox, Crumlin,
United Kingdom). AuBBerdem erfolgte nach jeder zehnten gemessenen Probe eine Kontroll-
messung der einzelnen Parameter mit den daflir bestimmten Reagenzien (Precinorm® U und
Precipath® U Fa. Roche, Mannheim).

Die Elektrolytkonzentrationen von Natrium, Kalium und Chlorid wurden mit Hilfe des Elek-
trolytmessgerats 664 Fast 4 System® (Fa. Bayer, Fernwald) ermittelt. Die BAP (Knochen-
spezifische Alkalische Phosphatase) wurde mit Hilfe eines auf Miktrotiterstreifen beruhenden
Immunoassays gemessen.

Diese Untersuchung wurde freundlicherweise von den Mitarbeitern der Klinik fir Wiederkauer,
Tierklinisches Department der LMU Minchen, durchgeflhrt.
Der Nachweis von 25-Hydroxycholecalciferol erfolgte durch die Laboratorien der DSM Nutri-
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tional Products Ltd (Research & Development, Analytical Research Center, CH-4002 Basel).

3.7.1 Aspartat-Amino-Transferase (AST), Glutamat-Dehydrogenase (GLDH),
Glucose, Harnstoff

Die gesuchten Parameter wurden am Autoanalyzer Hitachi 911® (Fa. Boehringer Mann-
heim, Deutschland) durch den UV-Test ermittelt. Das Prinzip des UV-Tests beruht auf Mes-
sung der katalytischen Aktivitdt von Enzymen. Hierflr liegen Nikotinamidadenindinukleotide
(NAD/NADP) als Messgréen zugrunde. Die reduzierten Formen absorbieren im UV-Bereich,
die oxidierten hingegen nicht. Andert sich wihrend einer Reaktion der Redoxstatus der Adenin-
dinukleotide, so andert sich konzentrationsabhéngig auch die Lichtabsorption und damit bei
spektralphotometrischen Messungen die Extinktion.

Man unterscheidet einfache kinetische Tests (das Adenindinukleotid ist direkt in die Reaktion
des zu bestimmenden Enzyms integriert) und zusammengesetzte kinetische Tests (2- oder
3-Stufenreakionen, bei denen der Reaktion, die das zu bestimmende Enzym katalysiert, eine
oder zwei Reaktionen angeschlossen werden und ein Produkt der ersten oder zweiten Reaktion
unter Beteiligung eines Adenindinukleotids quantitativ umgesetzt wird).

Aspartat-Amino-Transferase (AST)

Die AST katalysiert die Umwandlung von a-Ketoglutarat und L-Aspartat zu L-Glutamat und
Oxalacetat.

a-Ketoglutarat + L-Aspartat 45T | Glutamat + Oxalacetat

Die Aktivitdt des Enzyms wird bestimmt durch die Geschwindigkeit der durch diese Re-
aktion hervorgerufenen Oxalacetat-Zunahme. Diese wird in der gekoppelten, durch Malat-
Dehydrogenase (MDH) katalysierten Indikatorreaktion bestimmt.

Oxalacetet + NADH + H+ 2 | _Malat + NAD+

Dabei wird NADH zu NAD oxidiert. Die Geschwindigkeit der NADH-Abnahme ist direkt pro-
portional der Bildungsgeschwindigkeit von Oxalacetat und somit der AST-Aktivitdt und wird
photometrisch gemessen.

Glutamat-Dehydrogenase (GLDH)

a-Ketoglutarat wird durch GLDH unter NAD*-Bildung zu Glutamat umgesetzt.
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a-Ketoglutarat + NADH + NH} “%2" Glutamat + NAD* + Hy0

Die Geschwindigkeit der NADH-Abnahme ist direkt proportional zur GLDH-Aktivitat und wird
photometrisch (Wellenlange: 344-700 nm) gemessen.

Glucose
Glucose wird durch ATP und Hexokinase (HK) zu Glucose-6-Phosphat (G-6-P) phosphoryliert.
Glucose + ATP % G-6-P + ADP

Glucose-6-Phosphat wird in Gegenwart von NADP durch Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase
(G-6-PDH) zu Gluconat-6-Phosphat oxydiert. Andere Kohlenhydrate werden nicht oxydiert.

G-6-P + NADP+ “=I'P# Gjyconat-6-P + NADPH + H*

Die Geschwindigkeit der NADPH-Zunahme ist direkt proportional zur Glucosekonzentration
und wird photometrisch (Wellenlange: 340-405 nm) gemessen.

Harnstoff
Harnstoff wird durch Urease zu Kohlendioxid (CO2) und Ammoniak (NH;) hydrolysiert.
Harnstoff + HyO V7%%¢ 2 NH; + CO,

Der gebildete Ammoniak reagiert anschlieBend mit a-Ketoglutarat und NADH in Gegenwart
von GLDH zu Glutamat und NAD™.

a-Ketoglutarat + NH} + NADH ““2" | -Glutamat + NAD* + H,0
Die Extinktionsabnahme durch den Verbrauch von NADH wird anschlieBend photometrisch
(Wellenlange: 340-700 nm) gemessen.

3.7.2 Alkalische Phosphatase (AP), Gamma-Glutamyl-Transferase (GGT),
Gesamtbilirubin, Gesamteiweif3, Albumin, Gesamtcalcium, Phosphat,
Kreatinin

Die gesuchten Parameter wurden am Autoanalyzer Hitachi 911®) (Fa. Boehringer Mannheim,
Deutschland) durch den nicht enzymatischen Farb-Test ermittelt. Durch Zugabe von speziellen
Reagenzien zur Probe, kommt es zur Bildung von Farbkomplexen. Die Farbintensitat dieser
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Komplexe ist direkt proportional zu der zu bestimmenden Parameterkonzentration und wird
photometrisch gemessen.

Alkalische Phosphatase (AP)

p-Nitrophenylphosphat wird in Gegenwart von Magnesiumionen durch Phosphatasen in Phos-
phat und p-Nitrophenol gespalten.

p-Nitrophenylphosphat + H,O ar Phosphat + p-Nitrophenol

Das dabei freigesetzte p-Nitrophenol ist proportional zur AP-Aktivitat und wird photometrisch
(Wellenlange: 450-546 nm) gemessen.

Gamma-Glutamyl-Transferase (GGT)

Die Gamma-Glutamyltransferase Ubertragt den v-Glutamylrest von L-v-Glutamyl-3-carboxy-4-
nitroanilid auf Glycylglycin.

L-v-Glutamyl-3-carboxy-4-nitroanilid + Glycylglycin gr L-y-Glutamyl-glycylglycin + 5-Amino-
2-nitrobenzoat

Der dabei freigesetzte Farbstoff 5-Amino-2-nitrobenzoat ist proportional zur GGT-Aktivitat und
wird photometrisch (Wellenlédnge: 415-660 nm) gemessen.

Gesamtbilirubin

Indirektes Bilirubin wird durch ein Detergenz freigesetzt. Dann wird das Gesamtbilirubin in stark
saurer Losung mit 2,5-Dichlorphenyldiazoniumsalz an das entsprechenden Azobilirubin gekop-
pelt.

T . .. SaureLsg. N
Bilirubin + Diazoniumion ~““2%**" Azobilirubin

Die Farbintensitat des gebildeten roten Azofarbstoffs ist direkt proportional zur Gesamtbiliru-
binkonzentration und wird photometrisch (Wellenlange: 660-570 nm) gemessen.

Gesamteiweil3

Zweiwertiges Kupfer reagiert in alkalischer L6sung mit der Peptidbindung der Eiwei3e zum cha-
rakteristischen purpurfarbenen Biuretkomplex. Mit Natrium-Kalium-Tartrat wird die Ausfallung
von Kupferhydroxid und mit Kaliumjodid die Autoreduktion des Kupfers verhindert.
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. AlkalischeLsg. .
EiweiB + Cut ~"*"25*"*" Gu-EiweiB-Komplex

Die Farbintensitat des Biuretkomplexes ist direkt proportional zur EiweiBkonzentration und wird
photometrisch (Wellenlange: 546-700 nm) gemessen.

Albumin

Albumin weist bei einem pH-Wert von 4,1 einen ausreichend kationischen Charakter auf, um
eine Bindung mit dem Anionenfarbstoff Bromcresolgrin (BCG) unter Bildung eines blaugriinen
Komplexes einzugehen.

Albumin + BCG "% Albumin-BCG-Komplex

Die Farbintensitat der blaugriinen Farbe ist direkt proportional zur Albuminkonzentration und
wird photometrisch gemessen.

Gesamtcalcium
Calcium bildet in alkalischer Losung mit o-Kresolphthalein einen violetten Farbkomplex.
. . AlkalischeLsg. . .
Calcium + o-Kresolphthalein-Komplexon — Calcium-o-Kresolphthalein-Komplex

Die Farbintensitat des gebildeten violetten Komplexes ist direkt proportional zur Calciumkon-
zentration und wird photometrisch gemessen.

Anorganisches Phosphat

Anorganisches Phosphat bildet mit Ammoniummolybdat in schwefelsaurer Lésung einen
Ammoniumphosphomolybdat-Komplex nach der Formel:

(NH4)3[PO4(M0O3)12] .

Dieser Komplex wird im ultravioletten Bereich (340 nm) photometrisch gemessen.
Kreatinin

Jaffé-Methode: Nach Zugabe von Pikrinsaure startet die Reaktion:

Kreatinin + Pikrinsaure ""*"*<“/*9" Kreatinin-Pikrinsaure-Komplex

Kreatinin bildet in alkalischer Lésung mit Pikrat einen gelb-orange gefarbten Komplex, dessen
Farbintensitat, direkt proportional zur Kreatininkonzentration, photometrisch gemessen wird.

65



3. Material und Methoden

Bestimmungen unter Anwendung des Rate-Blanking minimieren Stérungen durch Bilirubin.
Serum- und Plasmaproben enthalten Proteine, die unspezifisch mit der Jaffé-Methode rea-
gieren. Um richtige Werte zu erhalten, missen die Ergebnisse fir Serum und Plasma um 0,3
mg/dl bzw. 26 pmol/l korrigiert werden. Diese Korrekturangaben kénnen unter den Geréateein-
stellungen berlcksichtigt werden.

3.7.3 Natrium, Chlorid, Kalium

Beim 664 Fast 4 System® (Elektrolyt-Analysator) handelt es sich um ein Analysengerat, das
mittels ionenselektiver Elekiroden (Potentiometrische Messmethode) die Elektrolyte Natrium
(Nat), Kalium (K*) und Chlorid (Cl~) bestimmt. Die zu untersuchende Probe wird durch das
Gerat aufgesaugt und an drei Messelektroden, sowie an einer Referenzelektrode vorbeigefihrt.
Die Analyse der drei Parameter erfolgt gleichzeitig.

3.7.4 Knochenspezifische Alkalische Phosphatase (BAP)

Der Metra® BAP Immunassay ermdglicht die quantitative Bestimmung der BAP im Serum,
ein Indikator der Osteoblastenaktivitdt. Dabei handelt es sich um einen auf Mikrotiterstreifen
beruhenden Immunassay, bei dem die in der Probe vorliegende BAP an die mit einem mono-
klonalen Anti-BAP-Antikdrper beschichteten Mikrotiterstreifen gebunden wird. Die Enzymakti-
vitat des gebundenen BAP wird mit Hilfe eines pNPP (Para-Nitrophenylphosphat)-Substrates
bestimmt. Die BAP spaltet das pNPP in das gelbe Endprodukt p-Nitrophenol. Die Absorbanz
wird dann bei 405 nm abgelesen. Anhand einer Standardkurve kann nun der dazugehdrige
BAP-Wert ermittelt werden.

Diese Untersuchung wurde freundlicherweise von Mitarbeitern des Lehrstuhls fiir Tierernah-
rung und Diatetik, Veterinarwissenschaftliches Department der LMU Minchen, durchgefihrt.

3.7.5 25-Hydroxycholecalciferol

Diese Untersuchung wurde nicht in den Laboratorien der LMU Minchen, sondern in den La-
boratorien von DSM Nutritional Products Ltd (Research & Development, Analytical Research
Center, CH-4002 Basel) durchgefihrt.

Die Bestimmung von 25-Hydroxycholecalciferol (25(OH)D3) in Plasma, Futter (PATENT,
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2005) und Gewebe basiert auf der Untersuchung einer Isotopenverdiinnung mit Hilfe eines
Agilent 1100 Umkehrphasen-HPLC-MS-Systems (Hochleistungs-Flissigchromatographie mit
Massenspektronomie-Kopplung). Eine Trennsaule dient der quantitativen Bestimmung. Die
Durchfuhrung fir die verschiedenen Matrices sind &hnlich und unterscheiden sich vor allem in
der Probenaufbereitung. Das Verfahren fir die Untersuchung des Plasmas, sowie die wichtig-
sten Unterschiede zu den anderen Materialien, werden unten ausflhrlich beschrieben.

Kurz dargestellt wird 25, 25, 25, 26, 26, 26-hexadeutero-25(0OH)D3 vorher zur Extraktion zu den
Proben hinzugeflgt und als interner Standard genutzt.

Futterproben werden in Wasser dispergiert und mit Tert-Butyl-Methyl-Ether (TMBE) extrahiert.
Ein Aliquot der TMBE-Phase wird zur Reinigung des Extrakts in eine semi-praparative HPLC
gegeben (PATENT) 2005). Die 25(0OH)D3-enthaltende Fraktion wird gesammelt und anschlie-
Bend im HPLC-MS-System untersucht.

Die Plasmaproben werden nach einer Proteinausfallung mit Acetonitril (150/250, v/v) und an-
schlieBender Zentrifugation, direkt analysiert.

Die Gewebeproben werden in kleine Stiicke geschnitten, homogenisiert und danach mit Me-
thanol in einer Kugelmihle extrahiert. Das daraus resultierende Homogenisat wird zentrifugiert
und der Uberstand fiir die HPLC-MS-Analyse verwendet.

Das HPLC-MS-System beinhaltet zwei Trennsaulen und Gradientenelution. Als erste, d.h. ana-
lytische Trennséaule dient eine Aquasil C18, 3x100 mm, 3 pum, verbunden mit Pumpe 1, wahrend
Pumpe 2 mit dem Einspritzventil und einer zweiten Trennsaule zum Auffangen, eine Aqua-
sil C18, 3x10 mm, verbunden ist. Nach 1,65 Minuten schaltet die Auffangtrennsaule fir 0,55
Minuten zu Pumpe 2, schritthaltend mit der analytischen Trennsédule fir den Transfer des auf-
gefangenen 25(OH)Ds. Das Injektionsvolumen betragt 90 i fir die Futter- und Plasma-, sowie
75 pl fOr die Gewebeuntersuchung. Die Retentionszeit von 25(0OH)D3 betragt ungeféhr 4 Minu-
ten. Eluent A besteht aus Wasser mit 0,05% Ameisenséaure, Eluent B1 besteht aus Methanol
mit 0,05% Ameisenséaure, und Eluent B2 besteht aus einem Wasser/Methanol-Gemisch (4/96,
v/v) mit 0,05% Ameisensaure.

Pumpenprogramm fir Pumpe 1 mit einer Durchflussrate von 0,6 ml/min:
e 0-4,4 min:0% B1, 100% Eluent A
e 4,4 -45 min: lineare Zunahme auf 100% B1

e 45-6,5min:100% B1, 0% Eluent A
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e 6,5-6,6 min: lineare Abnahme auf 0% B1
e 6,6 -7,5min:0% B1, 100% Eluent A
Pumpenprogramm fir Pumpe 2 mit einer Durchflussrate von 0,5 ml/min:
e 0-0,5 min:lineare Zunahme von 60% B2 auf 90% B2, Rest Eluent A

0,5 - 2,0 min : 90% B2, 10% Eluent A

2,0 - 2.1 min : lineare Zunahme auf 100% B2

2,1-5,0 min:100% B2, 0% Eluent A

5,0 - 5,1 min : lineare Abnahme auf 60% B2, Rest Eluent A

e 5,1-7,5min:60% B2, 40% Eluent A

Zur Quantifizierung dient ein Agilent 1100 Single Massenspektrometer mit einer APCI
(Atmospheric Pressure Chemical lonization)-Quelle in einem sicheren Verfahren mit ein-
heitlicher Lésung. 25(OH)Ds und der interne Standard werden im SIM-Modus mit Hil-
fe von quasi-molekularen lonen nachgewiesen: die 25(0OH)D3;-Masse betragt 401,3 u, und
die Masse von 25(OH)Ds3-d6 betragt 407,3 u. Die folgende lonenquelle und andere MS-
Instrumentenparameter werden eingesetzt:

Trockengas 9,5 //min bei 225°C
Gasspriithnebel 50 psig bei 250°C
Spannung 3000 V

Stromstéarke 10 pA

Fragmentor 90 V.

Zur Untersuchung der Plasmaproben wird das HPLC-System mit aufbereiteten Rinder-
Serumalbumin-Proben (5% aq.) kalibriert. Zur Qualitatskontrolle werden kommerziell erhaltli-
che Kontrollsera (Chromsystems, Minchen, Deutschland) verwendet. Die Kalibrierung und der
Qualitatsnachweis bei der Untersuchung von Futter- und Gewebeproben wird mit Referenzl6-
sungen durchgeflhrt.
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Folgende untere Nachweisgrenzen wurden ermittelt:
Futter 5 n.g/kg

Plasma 5 ng/ml

Muskel 5 ng/g

Leber und Niere 10 ng/g

Haut und Fett 20 ng/g.

3.8 Bestimmung der Knochenparameter

Die Knochen wurden mittels feiner Praparierschere und Einmalskalpell vollstandig von Mus-
keln, Sehnen und Bandern befreit, in mit Ringer-Lésung (Serumwerk Bernburg AG) getrénkte
Kompressen gewickelt, was eine Austrocknung verhinderte, und bis zur weiteren Analyse bei
-20°C eingefroren.

3.8.1 Knochenlange, -durchmesser und -masse

Von allen Tieren wurden die Masse und die Lange des linken Femurs bestimmt.
Zur genauen Langenmessung erfolgte mit Hilfe einer elektronische Schublehre (Elektr. Digital
Messschieber 150 x 0,01 mm Art. Nr. C229 849, Vogel, Kevelaer).

Die Bestimmung des Durchmessers erfolgte laterolateral mittig am Schaft zwischen Trochanter
minor und den beiden Condylen. Die Lange war definiert vom proximalen Caput femoris dia-
gonal zum distalen Ende des Condylus lateralis ossis femori. Zur Messung des Durchmessers
und der Lange zeigte die Caudalflache des Knochens zur messenden Person.

3.8.2 Bruchlast und Dehnung der Knochen

Diese Untersuchung fand an einer Material-Prifmaschine (DO-FBO0O5TS) der Firma
Zwick/Roell (Ulm) statt und wurde anhand der dazugehérenden Software (TXPERT Maschine
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V.11.0) ausgewertet. Bestimmt wurden die Bruchlast F max in N (Newton) und die maximale
Dehnung e-F max vor der Brechung in mm. Dabei lag der Femur auf der cranialen Fléache,
wobei das Caput ossis femoris und die Trochlea ossis femoris die Auflageflache beriihrten.

Nachfolgend die flr die Messung festgelegten Einstellungen:
Einspannlange 40 mm

LE-Geschwindigkeit 500 mm/min

Vorkraft 5 N

Vorkraft-Geschwindigkeit 150 mm/min
Prifgeschwindigkeit 150 mm/min

Kraftabschaltstelle 80 % F max

Kraftschwelle fir Bruch-Untersuchung 10 N

Obere Kraftgrenze 5000 N

Max. Langendnderung/Dehnung 12 mm

Der Lehrstuhl fir Tierschutz, Verhaltenskunde und Tierhygiene des Veterinarwissenschaftli-
chen Departments der LMU Munchen, stellte freundlicherweise die nétigen Raumlichkeiten
und das Prufgerat zur Verflgung.

3.8.3 Trockensubstanz der Knochen

Nachdem das Gewicht der rohen Knochen in ihrer urspringlichen Substanz (US) bestimmt
war, wurden die Knochen mit einem Vorschlaghammer zerkleinert, und dabei vor allem darauf
geachtet, dass ein groBerer Teil der Markhéhle erdffnet wurde. So passten sie in Porzellantie-
gel (Haldenwanger 79MF1A) und wurden im Trockenschrank (Heraeus Funktion Kine, Firma
KENDRQO, Langenselbold) bei 103° C fir ca. 14 Tage bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Die
Trockensubstanz ergab sich aus dem Gewicht der Tiegel samt getrockneter Knochen, abzig-
lich des Tiegelleergewichtes.
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3.8.4 Veraschung der Knochen

Far die Mineralstoffbestimmung aus den Knochen wurden die getrockneten Knochen zun&chst
im Muffelofen (Thermicon® 114021, HERAEUS, Hanau) verascht. Da die Knochen schon zur
Bestimmung der Trockensubstanz in Porzellantiegel eingewogen worden waren, konnten sie
direkt in den Muffelofen verbracht werden. Der Veraschungsprozess fand bei 600°C statt, wo-
bei der Ofen in Etappen aufgeheizt wurde, um ein Uberkochen und Verbrennen der Probe zu
verhindern. In den ersten 24 Stunden wurde er deshalb kontinuierlich auf 200°C, und in den
folgenden 24 Stunden langsam und gleichméBig auf 600°C aufgeheizt. Nach Erreichen der
Endtemperatur (600°C) verblieben die Proben dort mindestens 7 Tage, bis sie rein weil3 ge-
worden waren. AnschlieBend wurde die Knochenasche in etwa 160 m/ Salzsaure (Rotipuran®
37%, ROTH, Karlsruhe, Art. Nr. 4625.2) aufgenommen und mit bidestilliertem Reinstwasser
(Reinstwasseranlage der Serie ULTRA CLEAR; SG WASSERAUFBEREITUNG UND REGE-
NERIERSTATION GmbH, Barsbittel), mit welchem die Tiegel auch noch einmal nachgespdlt
wurden, auf 250 m/ verdinnt.

3.8.5 Calcium- und Phosphorbestimmung der Knochen

Calciumbestimmung

Die Bestimmung des Calciumgehaltes der Knochen erfolgte mit einem Flammenphotometer
(EFOX 5053, EPPENDORF, Hamburg). Hierzu wurde die Ascheldsung auf ein Verhaltnis von
1:100 mit Reinstwasser verdinnt, in 1,5 m/ Eppendorfcups aliquotiert und anschlieBend ge-
messen.

Die angesaugte Lésung wird im Flammenphotometer durch den Zerstduber mittels Druckluft
fein verteilt. Diese Luft-Lésung (Aerosol) wird mit dem Brenngas (Acetylen) gemischt und in die
Flamme injiziert. Dabei entsteht ein Aufleuchten der Flamme, das durch die Anregung einzel-
ner Atome zustande kommt. Je mehr Atome vorhanden sind, umso stérker ist die ausgestrahlte
Lichtmenge. So kann aus der Messung der Lichtintensitat der Standards und der Lésungen
auf die Konzentration des zu messenden Elementes geschlossen werden. Jedes Element er-
zeugt in der Flamme eine charakteristische Farbe mit einer bestimmten Wellenlange. Durch
das Dazwischenhalten eines Filters I&sst sich fir jedes Element eine bestimmte Wellenlange
selektieren. Das durch den Filter gehende Licht wird photoelektrisch gemessen.

Der Ca-Gehalt der Knochen ergiebt sich aus folgender Formel, wobei der Wert 40,08 g/mmol
das molekulare Gewicht von Calcium darstellt und sich die Einwaage auf das Gewicht der
Knochenasche nach der Veraschung im Muffelofen bezieht:
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@] _ 40, 08[ L] - Messwert[™2°L] . Verd.[ml]

mmol

al g 1000 - Finwaagelg]

Phosphorbestimmung

Der Phosphorgehalt der Knochen wurde mittels Photometer (SPEKTRALPHOTOMETER GE-
NESYS 10 UV, THERMO SPECTOTRONIC, USA) bestimmt. Um die Proben der Knochen-
aschel6sung flir die Messung vorzubereiten, wurde in 12 m/-PP-Rundbodenréhrchen (SARS-
TEDT AG & Co. KG, Nimbrecht) 1 m/ Trichloressigsaure (TCA) vorgelegt, 50 ul der Asche-
I6sung in einer Verdinnung von 1:100 zugegeben und anschlieBend mit einem Vortex (VOR-
TEX MIXER MS2 MINISHAKER, IKA WERKE GmbH & Co. KG, Staufen) durchmischt. Nach
Zugabe von 2 ml einer Mischung aus Ammoniummolybdat- und Ammoniumvanadatlésung (Mi-
schungsverhaltnis 1:1) wurde erneut mit dem Vortex gemischt und die Probe 10 min inkubiert.
Nach der Blindwerteinstellung erfolgte die Messung der Proben bei 366 nm in Messkuvetten
(Plastibrand® Einmalkivetten 2,6 m/ makro PS, Art. Nr. 759005, BRAND, Wertheim).

Bei der Photometrie wird die Durchléssigkeit der Probe mit weitgehend monochromatischem
Licht bestimmt. Durch das vorherige Messen eines Nullwertes (ohne Probe) wird die Durch-
lassigkeit auf 100 % eingestellt. Gibt man zu einer Phosphorlésung enthaltenden, salpetersau-
ren Losung in der Kélte Ammoniummolybdat und Ammoniumvanadat, so entsteht ein orange-
gelb gefarbter Komplex, dessen Intensitat der Phosphorsduremenge entspricht. Diese Farbung
kann als Extinktion bei 366 nm im Photometer gemessen werden.

Der Phosphorgehalt der Knochen ergab sich aus folgender Formel, wobei der Wert 10,5 ein
empirischer Wert und der Wert 0,34 [g/mmol] die Standardkonzentration darstellt. Die Einwaa-
ge bezieht sich auf das Gewicht der Knochenasche nach der Veraschung im Muffelofen:

@] 10,5 Messwert - Verd.[ml]
g 0,34][-2_]-100 - Finwaage[g]

mmol

P|

3.9 Bestimmung der Organparameter

Von allen Tieren wurden am Versuchsende, wie oben schon beschrieben, unter anderem Ge-
webeproben von Niere, Muskel, Leber, Fett und Haut entnommen.

Diese Organe wurden, wie schon das Plasma, fur die Untersuchung auf 25-
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Hydroxycholecalciferol zu DSM Nutritional Products Ltd (Research & Development, Analytical
Research Center, CH-4002 Basel) geschickt.

Vom Nierenmaterial erfolgte zusétzlich die Bestimmung der Trockensubstanz, des Asche- und
des Calciumgehalts.

3.9.1 25-Hydroxycholecalciferol

Das Nachweisverfahren fir 25(OH)D3 wurde, wie bereits unter dargestellt, von den La-
boratorien der DSM Nutritional Products Ltd (Research & Development, Analytical Research
Center, CH-4002 Basel) durchgefihrt.

3.9.2 Untersuchung des Nierenmaterials

Die linke Niere wurde, um eine bessere Homogenitat zu gewéhrleisten, vor der weiteren Unter-
suchung von ihrer Kapsel befreit und mit Hilfe eines Mixstabes (Heidolph Silent Crusher M) zu
einem gleichméBigen Brei zerkleinert.

Trockensubstanz der Niere

Der zuvor hergestellte Organbrei wurde gleich im Anschluss an die Homogenisierung in Por-
zellantiegel (HCT 101/50 DIN) eingewogen und daraufhin fir ca. 7 Tage bei 103°C bis zur
Gewichtskonstanz in den Trockenschrank verbracht und anschlie3end erneut gewogen. Die
Trockensubstanz ergab sich nach Abzug des Leergewichts des Porzellantiegels.

Veraschung der Niere

Auch diese Veraschung fand im Muffelofen statt, da die Proben fir einen Aufschluss im Mikro-
wellenverfahren zu gro3 waren. Die schon fir die Bestimmung der Trockensubstanz in Porzel-
lantiegel eingewogenen Proben konnten ohne weitere Bearbeitung in den Muffelofen verbracht
werden. Innerhalb von 5 Stunden wurde der Ofen langsam und gleichmaBig bis zum Erreichen
der endguiltigen Temperatur von 550°C aufgeheizt. AnschlieBend verblieben die Proben dort
fir 72 Stunden bei 550°C. Die erhaltene Asche wurde in ca. 7 ml 37%iger Salzsaure geldst,
verschlieBbare 12 mi-Réhrchen (SARSTEDT, Nimbrecht) Uberflihrt und mit Reinstwasser bis
zur 12 mi-Skalierung aufgefullt.
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Calciumbestimmung der Niere

Ebenso wie bei der bereits oben aufgefiihrten Calciumbestimmung der Knochen, fand die Ca-
Analyse der Niere statt. FUr die Messung konnten die Lésungen aus der Veraschung im Muf-
felofen ohne weitere Verdiinnung verwendet werden. Der Calciumgehalt ergab sich auch hier
aus folgender Formel:

40,08[—%] - Messwert[™22L] . Verd.[ml]

mmol

mg

Ca™d) =

g 1000 - Finwaagelg]

3.10 Bestimmung der Urinparameter

Der Urin wurde jeweils am Tag der Euthanasie enthommen. Nach Méglichkeit geschah dies
mittels Cystocentese mit sterilen Einmalkantlen (SUPRA Einmal-Kanullen mit Lanzettenschiliff,
2.00 x 80 mm, Ehrhardt Medizinprodukte GmbH, Geislingen) und 10 m/-Spritzen (Norm-Ject,
Henke Sass Wolf, Tuttlingen) unter Ultraschallkontrolle. Durch die Muskelerschlaffung nach
dem Tode, setzten allerdings manche Tiere unkontrolliert Urin ab, so dass dieser nur noch mit
einem Becher aufgefangen werden konnte und deshalb nicht mehr steril war. Manche Tiere
setzten auch auf Grund des Stresses schon vor der Euthanasie in der Box den Urin ab, so
dass von diesen Tieren kein Untersuchungsmaterial gewonnen werden konnte.

Noch am Tag der Entnahme wurde die Urinstick-Schnelldiagnostik und makroskopische Un-
tersuchung durchgefiihrt und der Urin gleich im Anschluss, abgefillt in verschlieBbare 12 ml-
Réhrchen (SARSTEDT, Numbrecht), bei -20°C tiefgefroren. Fir die weiteren Bestimmungen
wurde der Urin jeweils kurz vorher bei Zimmertemperatur aufgetaut und sofort analysiert.

3.10.1 Urinstick-Schnelldiagnostik und makroskopische Untersuchung

Die Bestimmung der Parameter erfolgte noch am Tag der Euthanasie mit frischem Urin, da
dieser fir die Stickuntersuchung nicht langer als 4 Stunden gestanden haben soll.

Urinstick-Schnelldiagnostik

Fir diese Untersuchung erfolgte mit Hilfe eines semiquantitativen Testverfahrens. Daflr wurden
Urinsticks (HENRY SCHEIN®), Urispec PLUS, Item code: 900-2622) kurz (fUr ca. 2 sec.) in die
Urinprobe eingetaucht, wobei darauf zu achten war, dass alle Testfelder benetzt waren. Uber-

74



3. Material und Methoden

schussiger Urin wurde Uber die Kante des Streifens am Rand des Sammelgefa3es abgestreift.
Wahrend der Inkubationszeit von 60 sec. (Leukozyten 60-120 sec.) war darauf zu achten, dass
die Teststreifen waagrecht gehalten werden, um Interferenzen zwischen den Reaktionszonen
zu vermeiden. Die Reaktionsfarben wurden daraufhin mit der Farbskala der Stick-Dose ver-
glichen und somit eine visuelle, semiquantitative Auswertung vorgenommen. Somit konnten
folgende Parameter untersucht werden:

e Bilirubin [-/+]

e Urobilinogen [mg/dl]

o Keton [-/+4]

e Glucose [mg/di]

e Protein [mg/dl]

e Blut [Ery/ul]

o Nitrit [-/+]

e pH[5-9]

¢ Dichte/spezifisches Gewicht [ 1000-1030]

e Leukozyten [Leuko/ul]

Makroskopische Untersuchung

Zeitgleich mit der Stickuntersuchung erfolgte die Bestimmung von Farbe, Geruch, Transparenz
und Beimengungen des Urins. Dabei wurde vor allem auf Verfarbungen (z.B. rétlich durch
eventuelle Blutbeimengungen) und Beimengungen geachtet.

3.10.2 Calcium-, Phosphor- und Kreatininbestimmung im Urin

Bei MessgréBen mit stark schwankender Urinausscheidung ist es von Vorteil, die gemessene
Konzentration nicht auf ein bestimmtes Urinvolumen, sondern auf die gleichzeitig gemessene
Kreatininkonzentration zu beziehen, die weitgehend unabhangig von der Harnmenge ist. Der
Urin-Kreatinin-Gehalt wird als fixe BezugsgréBe flr andere HarnmessgréBen herangezogen,
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um dadurch besser quantitative und reproduzierbare Ergebnisse zu erzielen. Als eigene Mess-
groBe ist der Wert wenig aussagekraftig.

Calcium- und Phosphorbestimmung

Wie bei der bereits oben genannten Mineralstoffbestimmung von Calcium und Phosphor der
Knochen, erfolgte die Messung auch im Urin mit denselben Geréten.

Vor der Untersuchung wurde der Urin 1:1 mit Salzs&ure verdiinnt und dadurch angesauert, um
eventuelle Calciumsalze zu I6sen. AnschlieBend wurde die Probe zur Vermeidung méglicher
Prazipitate zentrifugiert und in 1,5 m/ Eppendorfcups aliquotiert. Aus dieser Lésung konnten
dann mittels der bereits oben beschriebenen Gerate (Flammenphotometer, Spektralphotome-
ter) die Mineralstoffe Calcium und Phosphor gemessen werden.

Kreatininbestimmung

Zur Durchfiihrung wurden folgende Materialien und Geréate benétigt:

o Mikrotiterplatten mit je 96 Kavitaten, Greiner BIO-ONE GmbH, Frickenhausen

e Creatinin Assay KIT Metra®, OSTEOMEDICAL GmbH, Biinde, bestehend aus 3
Creatinin-Standards mit 5, 20 und 40 mmol/l Urin-Puffer-Matrix, 1 Creatinin Low Con-
trol sowie 1 Creatinin High Control, Farbreagenz: 14 ml/ 0,14% Pikrins&ure + 2 m/ NaOH

o Multipipette, Firma EPPENDORF, Hamburg

e Assay Reader Sunrise Remote, TECAN, Crailsheim

Die Kreatininbestimmung im Urin basiert auf einem modifizierten Verfahren nach Jaffé aus dem
Jahre 1886. Hierbei reagiert alkalische Pikrinsdure mit Kreatinin unter Bildung eines gelben
Farbkomplexes, dessen optische Dichte direkt proportional zur Kreatininkonzentration in der
Probe ist, und diese somit photometrisch gemessen werden kann.

Nachdem auf die erste Mikrotiterplatte 190 ul Reinstwasser und 10 pl Urin aufgetragen wur-
den, wurde mit Hilfe zweier weiterer Mikrotiterplatten eine Verdinnungsreihe erstellt, sodass in
der dritten Platte der Urin in einer Verdiinnung von 1:40 vorlag. Nach Zugabe der 0,14%igen
Pikrinsadure und einer 30 mindtigen Inkubationszeit erfolgte die photometrische Messung bei
490 nm mit einem ELISA-Plattenleser.
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3.10.3 Mikroskopische Untersuchung des Urins

Bei dieser Untersuchung wurde vor allem auf die nicht-16slichen Bestandteile des Urins (Blut-
zellen, Epithelien, Harnzylinder, Krankheitserreger, Kristalle und Zelldetritus) geachtet.

Um die festen Bestandteile des Urins mikroskopisch besser beurteilen zu kénnen, wurde dieser
durch die Herstellung eines Harnsediments aufbereitet. Dabei wurden von jedem Tier 2 m/
Urin bei 2000 U/min fir 5 min in eine Zentrifuge (Eppendorf Centrifuge 5810 R) verbracht,
der Uberstand verworfen und ein Tropfen des Sediments auf einen Objekttrager pipettiert. Zur
Betrachtung wurde der Tropfen unbehandelt abgedeckt und in einem Lichtmikroskop (Leica
WILD M3Z) mit dem 40er-Objektiv angeschaut. Es wurden ca. 20 Blickfelder betrachtet und
bei den Kristallen der Durchschnitt der gesehenen Objekte notiert.

3.10.4 pH-Wert-Bestimmung des Urins

Der pH-Wert des Harns wurde durch elektrometrische Messung mittels digitalem pH-Meter
nach vorheriger Eichung des Gerétes eruiert. Bei dem verwendeten Messgerat handelte es
sich um das pH 325 WTW Mess- und Analysegerate GmbH (Wien, Osterreich), mit der pH-
Elektrode Sen Tix 97/T WTW Mess- und Analysegerdte GmbH (Wien, Osterreich).

Zur Bestimmung wurde die Sonde des Gerates direkt in den kurz zuvor aufgetauten Urin ge-
taucht, welcher zum Zeitpunkt des Messens eine Temperatur von 20-22° C hatte. Nachdem ein
konstanter Wert erreicht war, wurde dieser notiert. Sowohl vor, als auch nach jeder Analyse
wurde die Sonde mit destilliertem Wasser gespult und anschlieBend in Kaliumchlorid getaucht
gelagert.

3.10.5 Spezifisches Gewicht des Urins

Das Spezifische Gewicht zeigt die Konzentration Iéslicher Substanzen im Urin an. Man erhalt
daraus einen Hinweis auf die Wasserriickresorptionsfahigkeit des Tubulussystems. Das spezi-
fische Gewicht des Urins wurde mit Hilfe eines Handrefraktometers (Leo Kibler GmbH, 7500
Karlsruhe) gemessen, unter Verwendung des kurz zuvor aufgetauten Urins. FUr diese Unter-
suchung wurde mit einer Pipette jeweils soviel Harn aus den Réhrchen enthommen, dass die
Messflache des Refraktometers damit vollstandig benetzt werden konnte, anschlieBend das
Refraktometer gegen eine Lichtquelle gehalten und das Ergebnis an der nun sichtbaren Skala
abgelesen. Nach jeder Untersuchung erfolgte eine griindlich Reinigung der Mef3flache.
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3.11 Bestimmung der Kotparameter

Am Ende des Versuchs wurden von jeder Bucht Sammelkotproben genommen und anschlie-
Bend weiter untersucht.

3.11.1 Optische Parameter des Kotes

Die optischen Parameter des Kotes wurden sowohl wahrend des Versuchs, als auch am Ver-
suchsende erfasst. Hierbei wurde vor allem auf Farbe, Konsistenz und eventuelle Beimengun-
gen, wie Blut oder zelluldre Bestandteile geachtet.

3.11.2 Parasitologische Untersuchung des Kotes

Am Lehrstuhl fir Vergleichende Tropenmedizin und Parasitologie, Veterindrwissenschaftliches
Departement der LMU Minchen, wurde eine Flotation auf Magen-Darmparasiten und eine
MIFC (Merthiolat-Jod-Formalin-Concentration) auf Giardien durchgefiihrt. Das Flotationsver-
fahren mit einer gesattigten Salz- oder Zuckerlésung hat den Nachteil, dass die Flotation sofort
mikroskopiert werden muss, da die Oozysten durch die gesattigte Flotationslésung austrock-
nen und zerstdért werden. Dieses Verfahren kann deshalb aus arbeitstechnischen Griinden fiir
den Giardien-Nachweis nicht empfohlen werden.

Flotationsverfahren

Das Prinzip des Verfahrens beruht auf einer Anreicherung von Wurmeiern mit einer geringen
Dichte, die in Lésungen mit héherem spezifischem Gewicht an der Oberflache schwimmen.

Fir die Untersuchung wurden ca. 3 g Kot in einer Petrischale mit der Flotationsflissigkeit
(Zinkchlorid-Kochsalz-Lésung) gut vermischt und die Aufschwemmung anschlie3end mit Hilfe
eines Trichters durch ein Sieb (Maschenweite 300 pm) in ein Zentrifugenréhrchen gegossen.
Danach wurde der Oberflachenmeniskus von Luftblasen befreit und ein Deckglaschen aufsetzt.
Dieser Schritt kann auch, nach Zentrifugieren der Flotationsfllssigkeit, durch eine Probenent-
nahme an der Fliissigkeitsoberflache mit einer Ose ersetzt werden. Zentrifugiert wird dabei 3
Minuten lang bei 1500 - 2000 U/min.

Das Deckglaschen wurde auf einen Objekttrager (iberfiihrt, bzw. das Probenmaterial der Ose,
und bei 100facher VergréBerung unter dem Mikroskop untersucht.
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MIFC

Das MIFC-Verfahren ist gut geeignet, um Rund-, Saug- und Bandwurmeier, sowie alle
Protozoen-Oozysten und Wurmlarven anzureichern, und stellt eine deutliche Verbesserung ge-
genlber der herkdmmlichen Flotation dar.

Bei dem MIFC-Verfahren handelt es sich um ein modifiziertes Sedimentationsverfahren. MIFC
steht fiir Merthiolat-Jod-Formalin-Concentration und wird vom Bundesministerium fiir Gesund-
heit als Methode der Wahl empfohlen. Eine kirschgroBe Kotmenge wurde mit der Formalin-
Merthiolat-L&sung und Ethylenazetat gut gemischt und dann abzentrifugiert. Der Uberstand
aus MIFC-Lésung, Ethylenazetat und groben Kotbestandteilen wurde verworfen und im Sedi-
ment waren dann die Oozysten angereichert. Durch das Formalin erfolgt eine Stabilisation der
Oozystenmembran und durch das Jod erschien der Oozysteninhalt leicht angefarbt. Das Sedi-
ment wurde auf einen Objekttrager aufgebracht, mit einem Deckglaschen abgedeckt, und dann
das gesamte Deckgldschen mit dem 20er- bzw. 40er-Objektiv durchgemustert. Die Identifizie-
rung erfolgte anhand der Morphologie.

3.12 Bestimmung der Futterparameter

Hierflir wurden von jedem frisch angebrochenen Futtersack einer Versuchsgruppe je eine Pro-
be von ca. 500 g entnommen. Diese Einzelproben wurden am Ende zusammengemischt und
zerkleinert, um eine mdglichst hohe Homogenitat zu erreichen.

3.12.1 Weender-Analyse

Das in Weende bei Goéttingen 1864 von Henneberg und Strohmann entwickelte Verfahren
der chemischen Futtermittelanalyse stellt auch heute noch eine Grundlage der Futtermittel-
analytik dar und dient zur Bestimmung der Nahrstoffe. Hierbei wird der Gehalt an Rohwas-
ser/Trockensubstanz, Rohprotein, Rohfett, Rohfaser und Rohasche ermittelt; im vorliegenden
Versuch von den vier verschiedenen Futtermischungen (T1-T4).

Trockensubstanz-Bestimmung

Zur Bestimmung der Trockensubstanz des Futters wurden von den homogenisierten Proben
jeweils 10-13 g in Aluschélchen (NEOLAB, Heidelberg) eingewogen und bis zur Gewichtskon-
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stanz bei 103°C in den Trockenschrank verbracht. Die Trockensubstanz in % der urspringli-
chen Substanz setzt sich aus samtlichen nichtfllichtigen Bestandteilen des Futters zusammen.

Rohprotein-Bestimmung

Zur Durchfiihrung wurden folgende Materialien und Gerate benétigt:

e Foss Kjeltec 2400, Dispenser 0-25 ml, FOSS, Hamburg

e Schwefelsaure H,SO,4 98%ig, Art.Nr. 100748, MERCK, Darmstadt
e Natronlauge NaOH 21%ig, Art.Nr. 105593, MERCK, Darmstadt

e Natronlauge NaOH 32%ig, Atr.Nr. 105590, MERCK, Darmstadt

e Salzsiure HCI 0,2n, Art.Nr. 113134, MERCK, Darmstadt

e Borsaureldsung 1%ig, Art.Nr. 100160, MERCK, Darmstadt

e Kjeltabs Cu/3,5 (3,5 g K»SO, + 0,4 g CuSO, x H.0), VWR INTERNATIONAL GmbH,
Wien, Osterreich

Die Bestimmung des Rohproteins erfolgte nach dem Prinzip des Kjeldahlverfahrens, bei dem
der gesamte, im Futter enthaltene organisch gebundene Stickstoff ermittelt wird. Anschlie3end
wurde der Proteingehalt in % mit Hilfe eines Umrechnungsfaktors (N x 6,25) berechnet.

Zur Durchfiihrung wurden 0,5 bis 1 g Futter in seiner urspriinglichen Substanz eingewogen,
und ein bis zwei Kjeltabs und 15 m/ konzentrierte Salzsaure (H.SO,) mit dem Dispenser zuge-
geben. Danach wurde die Probe bei 380°C im Aufschlussblock gekocht, wobei der Stickstoff
(N) in Ammoniumsulfat ((NH4)2SQOy) tbergeht. Im anschlieBenden Destillierprozess wurde der
Stickstoff (N) unter Zugabe von Natronlauge (NaOH) als Ammoniak (NHs) in eine Vorlage aus
Borsaure (H3BO3) tberfihrt. Durch Titration konnte daraufthin mit Salzsdure (HCI) der Ammoni-
umhydroxid (NH,OH)-Gehalt der Vorlage ermittelt und so die Stickstoffmenge erfasst werden.
Die Umrechnung von Stickstoff auf % Rohprotein erfolgte automatisch.

Rohfett-Bestimmung

Zur Durchfiihrung wurden folgende Materialien und Geréate benétigt:

e Soxtec Avanti 2050, FOSS, Hamburg
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Soxlet-Hulsen, FOSS, Hamburg

Siedesteinchen (Glasperlen), bezogen von VWR INTERNATIONAL GmbH, Wien, Oster-
reich

Petrolether (40-60°C), Art-Nr. T173.3, ROTH, Karlsruhge

Trockenschrank Heraeus Funktion Kine, KENDRO, Langenselbold

Glasmorser (AHOO STAATL. Berlin)

Exsikkator aus Glas, bezogen von VWR INTERNATIONAL GmbH, Wien, Osterreich

Von den in einem Mérser zerkleinerten Futterproben wurden per Analysenwaage 1 bis 2 g mit
Hilfe eines Hilsentragers in die Filterhllsen eingewogen. Der untere Topf mit drei Siedestein-
chen wurde ebenfalls gewogen. AnschlieBend wurden die Probegefal3e in den Fettextractor
gestellt, die Extraktionshllsen mit 80 m/ Petrolether beflillt und mit der Programmeinstellung 1
bei 135°C extrahiert. Es folgte eine Trocknung des Probenmaterials tber 60 min bei 103°C im
Trockenschrank, mit anschlieBender Abklhlphase im Exsikkator. Durch die entstandene Ge-
wichtsdifferenz konnte das Rohfett in % bestimmt werden.

Rohfaser-Bestimmung

Zur Durchfuhrung wurden folgende Materialien und Geréate benétigt:

e Foss Fibertoc hot extractor 2010, FOSS, Hamburg

e Fibertoc cold extractor 1021, FOSS, Hamburg

o Glasfiltertiegel mit eingeschmolzenem gesintertem Glasfilter, FOSS, Hamburg
o Filtrationshilfsmittel: Celite 545, Art.Nr. 102693, MERCK, Darmstadt

e Antischaummittel Octanol, Art.Nr. 100991, MERCK, Darmstadt

e Schwefelsaure 1,25%ig, Art.Nr. 109912, MERCK, Darmstadt

e Kalilauge 1,25%ig, Art.Nr. 109918, MERCK, Darmstadt

¢ Bidestilliertes Wasser, Reinstwasseranlage der Serie ULTRA CLEAR, SG WASSERAUF-
BEREITUNG UND REGENERIERSTATION GmbH, Barsbttel
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e Trockenschrank Heraeus Funktion Kine, KENDRO, Langenselbold
o Muffelofen Controller P320 30-3000° C, NABERTHERM, Lilienthal

o Exsikkator aus Glas, bezogen von VWR INTERNATIONAL GmbH, Wien, Osterreich

Fir die Bestimmung der Rohfaser wurden die getrockneten Futterproben aus der Trockensub-
stanzbestimmung verwendet. Nach dem Wiegen der leeren Fritten erfolgte die Futtereinwaage
von ca. 1 g (auf 0,1 mg genau) und als Filtrationshilfsmittel wurde jeder Probe etwa 0,2 g (auf
0,1 mg genau) Celite zugegeben.

Es folgte ein Kochvorgang im Fibertec hot extractor mit Schwefelsdure (H2SOy4, 1,25%ig) und
anschlieBend mit Kalilauge (KOH, 1,25%ig). Um das Aufschaumen der Proben zu verhindern,
wurde bei jedem Anzeichen von Schaumbildung 1 Tropfen Octanol zugegeben. Nach Beendi-
gung der beiden Kochgange erfolgte eine Reinigung der Glasfiltertiegel mit Reinstwasser und
anschlieBBend eine Trocknungsphase von 1 Stunde bei 103°C im Trockenschrank. Um der Kon-
denswasserbildung vorzubeugen und damit die Gewichtskonstanz beizubehalten, erfolgte die
AbkUhlung der Glasfiltertiegel Uber einen Zeitraum von 30 Minuten im Exsikkator. Anschlie-
Bend wurden die Futterproben mit der Analysenwaage gewogen und im Muffelofen bei 550°C
verascht. Durch die Differenz der Glasfiltertiegel mit der Futtereinwaage als Trockensubstanz
vor der Analyse, und dem Gewicht des Glasfiltertiegels nach der Veraschung im Muffelofen,
abzlglich der Celiteeinwaage, errechnete sich die Rohfasermenge im Futter.

Rohasche-Bestimmung

Das Futter in seiner urspriinglichen Substanz wurde in Porzellantiegel eingewogen und im Muf-
felofen bei 550°C Uber einen Zeitraum von 36 Stunden verascht. Die entstandene Rohasche
wurde gewogen und als Prozentwert der urspriinglichen Substanz berechnet.

3.12.2 Calcium-, Phosphor- und Natriumgehalt des Futters

Wie bei der bereits oben genannten Mineralstoffbestimmung von Calcium und Phosphor in
Knochen und Urin, erfolgte die Messung auch im Futter mit denselben Geraten.

Die Futterproben wurden im Muffelofen bei 550°C Uber 36 Std. verascht und anschlieBend in
etwa 5 m/ 37%iger HCL geldst und auf 10 m/ mit deionisiertem Reinstwasser verdinnt. Mittels
der bereits oben dargestellten Gerate (Flammenphotometer, Spektralphotometer) konnten aus
diesen Lésungen die Mineralstoffe Calcium und Phosphor gemessen werden.
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Natriumbestimmung

Die Natriumbestimmung im Futter erfolgte, wie die Calciumbestimmung, mit Hilfe eines
Flammenphotometers (EFOX 5053, EPPENDORF, Hamburg). Hierzu wurde die Aschelésung
in 1,5 ml Eppendorfcups aliquotiert und anschlie3end gemessen.

Der Natriumgehalt ergab sich aus folgender Formel, wobei der Wert 22,99 g/mmol das mole-
kulare Gewicht von Natrium darstellt und sich die Einwaage auf das Gewicht der Futterasche
nach der Veraschung im Muffelofen bezieht:

Nal £ = 229l Meswert{™7] - Verd i)
9

1000 - Einwaagelg]

3.12.3 Starke- und Gesamtzuckergehalt des Futters

Diese Untersuchungen wurden von der Landwirtschaftlichen Untersuchungs- und Forschungs-
anstalt LUFA-ITL GmbH Kiel durchgefiihrt.

Starkegehalt

Die Bestimmung des Starkegehaltes erfolgte polarimetrisch (§ 64 LFGB L 17.00-5). Das Polari-
meter dient zur Bestimmung der Drehung der Polarisationsebene des Lichts in potisch aktiven
Lésungen. Seine wesentlichen Konstruktionselemente sind ein Polarisator, der sich vor der
Probe befindet, und ein Analysator hinter der Probe, die sich gegeneinander verstellen las-
sen. Auf diese Weise lasst sich der Drehwinkel der Schwingungsebene beim Durchgang durch
optisch aktive Substanzen bestimmen.

Gesamtzuckergehalt

Der Gesamtzuckergehalt wurde nach Inversion (Hydrolyse) durch die Methode nach Luff-
Schoorl (amtliche Methode, VDLUFA 11l 7.1.1) analysiert.

Diese Messung beruht auf einer reduktometrischen Reaktion. Reduzierende Zucker kénnen
Cu?*-lonen zu Cu™ reduzieren, wahrend sie selbst oxidiert werden.

duzi deZucker
20Ut + HyO + 2~ "eMierendeZucker o1 0 4 oH*

Cu,O fallt als Niederschlag aus. Diese Eigenschaft wird ausgenutzt, indem die Glucoselésung
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mit einer definiert hergestellten Kupfer(ll)-lonen-haltigen, carbonatalkalischen Lésung (Luff-
sche Lésung) versetzt und erhitzt wird. Die reduzierten Kupferionen fallen dann als Cu,O aus.
Nun wird der noch vorhandene Uberschuss an Cu?*-lonen iodometrisch bestimmt. Sie bilden
aus im Uberschuss zugesetztem Kaliumiodid zuerst Culs, bevor daraus das unldsliche Cul und
I entstehen.

2Cu?t + 41~ — 2 Culy, — 2 Cul + Iy
Die lodmolekiile werden anschlieBend durch S,02~ zu I~ -lonen reduziert.
l + 28,02~ — 21~ + S,0%~

Wenn eine Probelésung keine reduzierenden Substanzen enthalt, ist die Konzentration an
Kupfer(ll)-lonen maximal. Demnach entsteht auch eine maximale Menge an |,, die den hichst-
mdglichen Verbrauch an Thiosulfat (S2O§‘) verursacht. Ist in der Probe dagegen viel Glucose
vorhanden, wird eine groBe Menge Cu?* reduziert, d.h. es entstehen weniger lodmolekiile I,;
der Verbrauch an S,03~ ist geringer.

3.12.4 Bestimmung der Energiedichte des Futters

Der Bruttoenergiegehalt (GE = gross energy) wird durch Verbrennung im Bombenkalorimeter
(IKA-Werke Staufen, C 2000 Basic) bestimmt. Der Bombenkalorimeter dient zur Bestimmung
des Brennwertes eines Stoffes unter Sauerstoffatmosphére und hohem Druck. Hierzu wird in
einem mit temperiertem Wasser geflllten Stahlcontainer, der als adiabat (thermodynamischer
Vorgang, bei dem ein System von einem Zustand in einen anderen Uberfiihrt wird, ohne ther-
mische Energie mit seiner Umgebung auszutauschen) angenommen werden kann, eine so-
genannte Bombe eingelassen. In der Bombe herrscht eine Sauerstoffatmosphére unter einem
Druck von 20—30 bar. Der zu bestimmende Stoff wird in einem Tiegel in der Bombe platziert
und durch einen Lichtbogen gezlindet und verbrannt. Durch die Messung der Erwarmung des
Bombenkalorimeters kann auf den Brennwert geschlossen werden.

Diese Untersuchung wurde freundlicherweise von Frau Stadler an der AuBenstelle Oberwie-
senfeld des Lehrstuhls flr Tierernahrung und Diatetik, Veterinarwissenschaftliches Department
der LMU Minchen durchgefihrt.
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3.12.5 Bestimmung von 25-Hydroxycholecalciferol im Futter

Das Nachweisverfahren fir 25(OH)D3 wurde wie bereits unter erlautert von den Laborato-
rien der DSM Nutritional Products Ltd (Research & Development, Analytical Research Center,
CH-4002 Basel) durchgefihrt.

3.13 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Versuchsergebnisse erfolgte mit Hilfe des Statistikprogramms
SIGMASTAT, Version 3.0, SYSTAT SOFTWARE Inc., Richmond, CA, USA.

Die daraus resultierenden Ergebnisse werden als arithmetischer Gruppenmittelwert und der
dazugehorigen Standardabweichung (Z + o) angegeben.

Die durchgeflihrten Vergleichsuntersuchungen zwischen den Gruppen erfolgte mit Hilfe der
einfaktoriellen Varianzanalyse (One way ANOVA), wobei die unterschiedlichen Gruppen (T2-
T4) versus der Kontrollgruppe (T1) verglichen wurden. Hierbei kam die Dunn’s Methode flr
nicht verbundene Stichproben zur Anwendung. Wurde dabei ein signifikanter Unterschied ge-
genlber der Kontrollgruppe gefunden, wurde fiir jedes Gruppenpaar p angegeben.

Dabei steht p fur die Irrtumswahrscheinlichkeit, d.h. wenn p<0,05 ist, liegt die Irrtumswahr-
scheinlichkeit unter 5%, und zwischen den beiden verglichenen Gruppen besteht ein signifi-
kanter Unterschied.

Mittelwerte, die sich signifikant unterschieden, wurden ab einer Irrtumswahrscheinlichkeit von
p<0,05 mit einem * gekennzeichnet.

Kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden verglichenen Gruppen besteht fir p>0,05.
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4 Ergebnisse

4.1 Gesundheitsstatus

Der Gesundheitsstatus der Tiere wurde taglich kontrolliert und Auffalligkeiten dokumentiert.
Zusatzlich fand einmal pro Woche eine klinische Untersuchung jedes Ferkels statt.

Ferkel 17, aus Gruppe T3, zog sich 14 Tage nach der Aufstallung eine Schnittwunde am linken
Ohrgrund zu. Diese Wunde wurde an der Klinik flir Schweine, Tierklinisches Department der
LMU Minchen, unter Narkose [Ketamin (Ursotamin®) 15 mg/kg KG, Azaperon (Stresnil®)
2 mg/kg KG und Isofluran 1,5 Vol%)] gereinigt und genaht. Noch am selben Tag, sowie an
den 5 Folgetagen erhielt das Tier Meloxicam (Metacam®) 0,5 mg/kg KG und Cefquinom
(Cobactan®) 2 mg/kg KG gegen die Wundinfektion. Da am Tag 21 die Wunde immer noch
stark eitrig und die Wundrander eingerissen waren, wurde das Tier zur erneuten Wundrevision
in die Klinik fir Schweine gebracht. Diese Behandlung erfolgte ebenfalls unter Narkose [Keta-
min (Ursotamin®) 15 mg/kg KG, Azaperon (Stresnil®) 2 mg/kg KG und Isofluran 1,5 Vo/%)].
Zur weiteren Behandlung wurde parenteral Uber 4 Tage Meloxicam (Metacam®) 0,5 mg/kg
KG und Enrofloxacin (Baytril® 2,5%) 2,5 mg/kg KG verabreicht. Die Wunde heilte daraufhin
ohne weitere Komplikationen aus. Das Ferkel war Uber den gesamten Behandlungszeitraum
bei gutem Allgemeinbefinden.

Mehrere Schweine, vornehmlich aus Gruppe T3, zeigten 16 Tage nach Versuchsbeginn ein
struppiges Haarkleid und wassrig-gelb-braunen Durchfall. Deshalb wurden Kotproben von ver-
schiedenen erkrankten Tieren zur Untersuchung an das Institut fir Medizinische Mikrobiologie,
Infektions- und Seuchenmedizin, Veterinarwissenschaftliches Department der LMU Minchen
Ubersandt. Wegen des schlechten Gesundheitszustandes mehrerer Ferkel erfolgte sofort ei-
ne vorlaufige Behandlung. Auf Grund des Verdachtes einer Coronavirusinfektion, erhielten alle
Tiere zur Unterstitzung der Abwehr und zur Ausschaltung mdglicher Sekundarinfektionen eine
Behandlung mit Tiamulinfumarat (Tiamutin® 10% oral) 10 mg/kg Uber das Futter. Die Tiere
mit schlechtem Allgemeinbefinden erhielten auf Grund der verminderten Futteraufnahme zu-
satzlich parenteral verabreichtes Tiamulin (Tiamutin® 10% pro inj.) 12 mg/kg KG.
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In der mikrobiellen Untersuchung (aerob) konnten hamolysierende E.-coli und andere En-
terobakterien, aber keine Salmonellen nachgewiesen werden. Dem Ergebnis des Antibio-
gramms entsprechend, erhielten alle Tiere Uber 7 Tage eine orale Behandlung mit Colistinsulfat
(Animedistin® 12% N) 5 mg/kg KG und die Tiere mit schlechtem Allgemeinbefinden zusatz-
lich einmalig Dexamethason-21-isonicotinat (Voren-Suspension®) 0,02 mg/kg KG parenteral
und Uber sieben Tage Enrofloxacin (Baytril®) 2,5%) 2,5 mg/kg KG parenteral. Die Symptome
verschwanden daraufhin vollstéandig.

Ferkel 45, aus Gruppe T3, verstarb 18 Tage nach der Einstallung infolge der E.-coli-Erkrankung
und wurde bis zur weiteren Untersuchung bei -20°C eingefroren.

Ferkel 5, aus Gruppe T3, verletzte sich 17 Tage nach Versuchsbeginn ebenfalls am linken
Ohrgrund. Diese Verletzung &hnelte dem Ohrschnitt von Ferkel 17. Da die Wunde aber nicht
so tief war, genlgte eine 5-tdgige, konservative Behandlung mit Cefquinom (Cobactan®) 2
mg/kg KG und einem filmbildenden Aluminium-Mikronisat-Spray. Die Verletzung heilte ohne
weitere Komplikationen ab.

Uber den gesamten Versuchszeitraum konnten keine auf die 25-Hydroxycholecalciferol-
Fltterung zurlickzufiihrenden Symptome festgestellt werden.

4.2 Mastleistungsparameter

Die Tiere wurden zu Beginn des Versuchs, einmal wéchentlich Gber den gesamten Versuchs-
zeitraum, und am Versuchsende gewogen.

In den ersten 9 Tagen erhielten die Tiere eine restriktive Fltterung, um futterumstellungsbe-
dingte Durchfallerkrankungen zu verhindern. Die Tiere bekamen dabei je zwei Mahlzeiten pro
Tag. Ab dem 10. Tag wurde der Fitterungsmodus auf ad-libitum-Ftterung umgestellt.

Die Mastleistung der Schweine wurde mit Hilfe der Parameter durchschnittliche tégliche
Futteraufnahme, durchschnittliche tagliche Zunahme und durchschnittlicher Futteraufwand je
Kilogramm Lebendmassezunahme ermittelt.

Die statistische Untersuchung ergab keine signifikanten Unterschiede der 25-
Hydroxycholecalciferolgruppen T2-T4 fir die untersuchten Mastleistungsparametern im
Vergleich zur Kontrollgruppe T1.
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Das vorzeitig verstorbene Tier 45 wurde nicht in die statistischen Berechnungen mit einbezo-
gen, woraus folgende Probenzahl resultiert:

Kontrolle T1 n=12
Gruppe T2 n=12
Gruppe T3 n=11

Gruppe T4 n=12

4.2.1 Futteraufnahme

In Tabelle [4.1] sind die gesamte Futteraufnahme Gber den Versuchszeitraum von 42 Tagen und
die durchschnittliche tagliche Futteraufnahme pro Tier angegeben.
Die Futteraufnahme der Gruppe T2 war im Vergleich zu den anderen Gruppen mit einer Ge-
samtmenge von 29,85 kg und einer taglichen Futteraufnahme von 711 g/d am Héchsten. Die
anderen 3 Gruppen bewegten sich in einem &hnlichen Rahmen. Alle Versuchsgruppen wiesen
keine statistisch signifikanten Unterschiede zur Kontrollgruppe auf.

4.2.2 Lebendmasseentwicklung und Futterverwertung

Zu Beginn des Versuches hatten die Versuchstiere ein durchschnittliches Gewicht von 9,1 kg
(£ 0,93 kg). Am Versuchsende waren die Tiere der Gruppe T2 mit einem durchschnittlichen
Gewicht von 27,71 kg (+5,04) am Schwersten. Uber den gesamten Versuchszeitraum konnte
jedoch kein statistisch signifikanter Gewichtsunterschied der Gruppen T2, T3 und T4 gegen-
Uber der Kontrollgruppe T1 festgestellt werden.

In Tabelle [4.2)ist die durchschnittliche Entwicklung der Kérpergewichte dargestellt.

Die durchschnittlichen Gesamtzunahmen der Einzeltiere im Versuchszeitraum (Tag 0-42)
[kg] und die durchschnittlichen téglichen Zunahmen [g/d] der Einzeltiere der verschiedenen
Versuchsgruppen sind in Tabelle [4.3|zusammengefasst.

Die aus Futteraufnahme und Lebendmassezunahme errechnete Futterverwertung [kg/kg] pro
Tier geht ebenfalls aus Tabelle [4.3] hervor.
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schnittliche tagliche Futteraufnahme (pro Tier)

Futteraufnahme Téagliche
gesamt Futteraufnahme
kg g
X X
Kontrolle T1 27,70 660
Gruppe T2 29,85 711
Gruppe T3 27,15 646
Gruppe T4 27,05 644
* p<0,05 vs. Kontrollgruppe T1

Tabelle 4.2: Mittlere Kérpermasse [kg] (MW=+SD) der Tiere im Versuchsverlauf

Tag Tag Tag Tag Tag Tag Tag
1 8 15 22 28 36 42

KontrolleT1 7z 9,09 10,17 12,23 14,63 17,40 22,31 26,42
o +095 £1,18 +£213 £267 £356 +449 +527

Gruppe T2 7= 9,10 10,23 12,45 1546 18,59 23,55 27,71
o £09 £1,038 £1565 £221 =£3,13 £4,06 =£5,04
Gruppe T3 = 9,07 10,13 12,33 14,77 17,56 22,95 27,15

o £098 £1,11 £1588 £227 £294 £381 £44

Gruppe T4 = 9,09 10,12 12,35 14,82 1723 21,85 26,03
+1,00 £1,00 +£150 +£1,79 +2,12 +247 +282

)

* p<0,05 vs. Kontrollgruppe T1

Tabelle 4.1: Gesamte Futteraufnahme Uber den Versuchszeitraum von 42 Tagen und durch-
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Tabelle 4.3: Durchschnittliche Gesamtzunahmen im Versuchszeitraum (Tag 0-42), durch-
schnittliche tégliche Zunahmen und Futterverwertung (MW+SD) pro Tier in den

Versuchsgruppen

Zunahmen gesamt Zunahmen téglich Futterverwertung

kg g =FVZ/LMZ
x o x o x o
Kontrolle T1 17,33 +4,73 413 +113 1,70 +0,42
Gruppe T2 18,61 +4,25 443 +101 1,69 +0,43
Gruppe T3 18,07 +3,67 430 +87 1,56 +0,32
Gruppe T4 16,93 +2,42 403 +55 1,63 +0,25

* p<0,05 vs. Kontrollgruppe T1

FA

FVW = —

LMZ

Dabei wiesen alle Gruppen einen &hnlichen Bereich auf: pro kg Lebendmassezunahme wurde

bei allen Fiutterungsrationen durchschnittlich 1,56 bis 1,70 kg Futter benétigt.

4.3 Patho-histologische Parameter

Am Versuchsende wurde den Tieren am Institut fir Tierpathologie, Tierklinisches Department
der LMU Miinchen, zur Erfassung der Gewichte die Organe Herz, Lunge, Leber, Milz, rechte

und linke Niere enthommen.

Auch hier zeigten sich statistisch keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen T2,
T3, T4 und der Kontrollgruppe T1.
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4. Ergebnisse

Tabelle 4.4: Masse der Organe Herz, Lunge und Leber (MW+SD) in den Versuchsgruppen

Herz Lunge Leber
g g g
x o x o x o
Kontrolle T1 153,44 +14,93 450,28 +98,84 1129,03 +143,33
Gruppe T2 159,32 +19,53 499,93 +103,19 1107,75 +209,35
Gruppe T3 158,45 422,76 475,50 +101,03 1140,62 +130,43
Gruppe T4 145,90 413,11 448,18 +107,06 1117,27 +76,17
* p<0,05 vs. Kontrollgruppe T1

4.3.1 Organmassen

Das vorzeitig verstorbene Tier 45 wurde auf Grund der geringeren Organgewichte nicht in die
Berechnungen einbezogen.
Dadurch ergibt sich folgende Probenanzahl:

Kontrolle T1 n=12
Gruppe T2 n=12
Gruppe T3 n=11

Gruppe T4 n=12

Masse der Organe Herz, Lunge und Leber

Statistisch ergab sich fir die Masse der Organe Herz, Lunge und Leber der drei Versuchsgrup-
pen T2, T3 und T4 keine signifikanten Unterschiede gegeniber der Kontrollgruppe T1.

Die ermittelten Gewichte gehen aus Tabelle 4.4| hervor.

Die Tiere der Gruppe T2 besal3en sowohl die hchsten Herz-, als auch Lungenmassen.

Im Falle der Masse der Leber wiesen die Tiere der Gruppe T3 die héchste Durchschnittsmasse
auf.
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4. Ergebnisse

Tabelle 4.5: Masse der Organe Milz, rechte und linke Niere (MW=+SD) in den Versuchsgruppen

Milz Niere rechts Niere links
g g g

T o x o x o
Kontrolle T1 76,21 128,18 91,96 15,67 96,68 118,22
Gruppe T2 72,23 433,21 92,97 +20,04 95,43 419,59
Gruppe T3 72,27 421,30 88,46 +19,27 87,90 427,13
Gruppe T4 75,72 +25,90 91,62 +10,32 95,33 413,59

* p<0,05 vs. Kontrollgruppe T1

Masse der Organe Milz, rechte und linke Niere

Die Tiere der Gruppe T1 besaBen sowohl fir die Milz, als auch fir die Durchschnittsmasse aus
beiden Nieren, die hdchste Organmasse. Die Unterschiede zu den anderen Gruppen waren
gering, und es bestand kein statistisch signifikanter Unterschied flr die Masse der Organe Milz,
rechte und linke Niere zwischen den Versuchsgruppen (T2, T3, T4) und der Kontrollgruppe T1.
Die ermittelten Organmassen gehen aus Tabelle hervor.

4.3.2 Makroskopische und histologische Parameter

Bei allen Gruppen waren sowohl makroskopisch, als auch histologisch keine Anzeichen meta-
statischer Verkalkungen zu finden.

Makroskopische Parameter

Eine makroskopische Untersuchung wurde von allen Tieren durchgeflhrt.

Die Tiere waren in einem guten Ernahrungszustand. Neben Organveranderungen, die auf eine
Euthanasie hindeuten (akute Stauungshyperamie der Lungen, lokale Odeme und Emphyseme
der Lunge, Dilatation der Herzventrikel, Hyperamie in Milz, Niere, Leber und Thymus), waren
an manchen Tieren Cyanosen der Ohren und des ventralen Abdomens zu erkennen, die auf
den Transport in das Institut fir Tierpathologie nach der Euthanasie zuriickzufihren sind.
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4. Ergebnisse

Tabelle 4.6: Makroskopische Befunde aller Tiergruppen

katarrhalische  Hyperplasie Hyperplasie Magen:
Enteritis peripherer  mesenterialer Hyperkeratose
Lymphknoten Lymphknoten Pars proventricularis

Kontrolle T1 3 1 1 1
Gruppe T2 2 1 10 5
Gruppe T3 2 1 2 4
Gruppe T4 3 keines 10 4

Tabelle 4.7: Makroskopische Befunde aller Tiergruppen

Zusétzlich auffallende Befunde und die jeweils betroffenen Tierzahlen sind Tabelle [4.7| zu ent-
nehmen.

Zur genaueren Abklarung wurde eine mikrobiologische Untersuchung mancher Tierproben ein-
geleitet, mit folgenden Ergebnissen:

e Ein Tier der Gruppe T1: E. coli + / Enterokokken ++ / Coronaviren positiv
e Ein Tier der Gruppe T2: E. coli + / Coronaviren positiv

e Ein Tier der Gruppe T4: Mikrobiologische Untersuchung unspezifisch / Coronaviren posi-
tiv

Makroskopische und histologische Untersuchung der Gruppen T2 und T4

Um die Vertraglichkeit von 25(OH)D3 auch auf organischer Ebene zu beurteilen, wurden Or-
ganproben der T2- und T4-Tiere auch histologisch untersucht. Hier wurde vor allem Wert auf
madgliche Verkalkungen in den Geweben gelegt, die die primare Folge einer Uberdosierung
mit 25(OH)D3 darstellen. Die Resultate und Angaben der erkrankten Tierzahlen werden aus
Tabelle [4.8] ersichtlich. Auch hier wurden keinerlei Anzeichen einer metastatischen Verkalkung
gefunden.
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4. Ergebnisse

Tabelle 4.8: Makroskopische und histologische Befunde der Tiergruppen T2 und T4

Anzeichen  Nierenzyste  Verdacht generalisierte
Brachyspiren rechts Balantidium Hyperplasie der
(Dysenterie) Lymphknoten
Gruppe T2 6 1 keines keines
Gruppe T4 6 keines 1 1

4.4 Parameter der Blutuntersuchung

Allen Tieren wurde am Vortag der Euthanasie Blut enthommen.
Dies war von Tier 45 aus Gruppe T3 nicht mehr méglich, da es wahrend des Versuches ge-
storben ist. Somit ergibt sich folgende Probenanzahl:

Kontrolle T1 n=12
Gruppe T2 n=12
Gruppe T3 n=11

Gruppe T4 n=12

4.4.1 Hamatologie

Die hamatologische Laboruntersuchung wurde noch am Tag der Blutenthahme von Mitarbei-
tern der Klinik fiir Schweine, Tierklinisches Department der LMU Minchen, durchgefiihrt und
dabei die Zahl der Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten, der Hamoglobingehalt, der
Hamatokritwert, ein Differentialblutbild sowie die Werte MCH, MCV und MCHC bestimmt. Da-
bei konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede festgestellt werden.

Die Referenzwerte sind dem Standardwerk KRAFT et al. (2005) enthnommen.
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4. Ergebnisse

Tabelle 4.9: Erythrozyten- , Leukozyten- und Thrombozytenzahl (MW+SD) in den
Versuchsgruppen
Erythrozyten Leukozyten Thrombozyten
x103/pl x103/pul x103/pul
Referenzbereich 5,8-8,1 10-22,0 220-620
x o x o x o
Kontrolle T1 6,65 +0,48 16,63 +3,54 468,17 +76,07
Gruppe T2 6,73 +0,41 16,99 +£3,29 507,50 +66,12
Gruppe T3 6,64 +0,49 15,67 +2,34 465,55 +133,28
Gruppe T4 6,45 +0,47 15,41 +1,20 44467 +112,59
* p<0,05 vs. Kontrollgruppe T1

Erythrozyten-, Leukozyten- und Thrombozytenzahl

In Tabelle [4.9] sind die Ergebnisse der Blutuntersuchung wiedergegeben, welche alle im Re-
ferenzbereich lagen. Die Tiere der Gruppe T2 zeigten die héchsten Werte der Erythrozyten-,
Leukozyten- und Thrombozytenzahl, wobei die Differenz zu den anderen Gruppen nicht sehr
hoch ausfiel und zudem nicht statistisch signifikant war.

Hamoglobingehalt und Hamatokritwert

Der Hamoglobingehalt war in allen Gruppen geringflgig unter dem angegebenen Referenzwert
von 10,8 g/dl.

Den unteren Referenzwert des Hamatokritgehaltes von 33% erreichten die Tiere aller Gruppen
auBBer denen der Gruppe T4, welche mit einem Durchschnittswert von 32,78 geringfligig dar-
unter lagen.

Die genauen Ergebnisse gehen aus Tabelle [4.10| hervor.

Mittleres Erythrozytenvolumen (MCV), Mittlerer Hamoglobingehalt der Einzelerythrozy-
ten (MCH) und Mittlere Hamoglobinkonzentration der Erythrozyten (MCHC)

MCV (Mean Corpuscular Volume = mittleres Volumen eines Ery), MCH (Mean Corpuscu-
lar Hb = mittlere Hb-Masse/Ery) und MCHC (Mean Corpuscular Hb-Concentration = mittlere
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4. Ergebnisse

Tabelle 4.10: Hamoglobingehalt und Hamatokritwert (MW+SD) in den Versuchsgruppen

Hamoglobin Hamatokrit
g/dl Y%
Referenzbereich 10,8-14,8 33-45
x o x o
Kontrolle T1 10,21 +0,59 33,44 +1,72
Gruppe T2 10,34 +0,63 33,48 +1,96
Gruppe T3 10,36 +0,55 33,84 +2,01
Gruppe T4 9,97 +0,79 32,78 +2,63
* p<0,05 vs. Kontrollgruppe T1

Hamoglobin-Konzentration in den Erys) sind errechnete Werte aus den oben festgestellten Pa-
rametern. Da der Hamoglobingehalt aller Gruppen (s. Tabelle etwas zu niedrig war, fiel
als Folge auch der MCH-Wert zu gering aus, da es sich um einen errechneten Parameter han-
delt.

Relativ gleichmaBige Werte fur die Gruppen T1-T4 lagen fiir die Parameter MCH und MCHC
vor. Dagegen lagen die Tiere der Gruppe T2 fir den MCHC, im Gegensatz zu den anderen
Tieren, etwas unter dem angegebenen Referenzbereich, wobei auch hier kein statistisch signi-
fikanter Unterschied zwischen den Gruppen bestand.

Differentialblutbild

Die Bestimmung der zellularen Zusammensetzung der Leukozyten erganzte das vorangegan-
gene kleine Blutbild. Alle Werte der untersuchten Parameter lagen fir die jeweiligen Gruppen
im angegebenen Referenzbereich und zeigten keine statistisch signifikanten Unterschiede zwi-
schen den Gruppen T2-T4 und der Kontrollgruppe T1.

Die Ergebnisse des Differentialblutbildes sind in den Tabellen[4.72Jund[4.13|zusammenfassend
wiedergegeben.
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4. Ergebnisse

Tabelle 4.11: MCV- , MCH- und MCHC-Werte (MW=+SD) in den Versuchsgruppen

MCV MCH MCHC
fl pPg g/dl
Referenzbereich 50-65 17-21 30-35
T o T o T

Kontrolle T1 50,25 41,66 15,37 +0,75 30,52 40,67
Gruppe T2 49,83 41,64 15,36 +0,58 30,89 40,49
Gruppe T3 51,00 +2,32 15,64 40,96 30,62 40,81
Gruppe T4 50,83 +1,59 15,46 +0,60 30,40 +0,52

* p<0,05 vs. Kontrollgruppe T1

Serum der Versuchsgruppen

Tabelle 4.12: Lymphozyten, Monozyten, basophile und eosinophile Granulozyten (MW+SD) im

Lymphozyten Monozyten basophile eosinophile

Granulozyten Granulozyten

% % % %

Referenzbereich 49-85 0-5 0-2 0-6
x o x o x o x o
Kontrolle T1 54,08 +6,61 2,67 40,89 0,17  +0,39 0,83 +0,83
Gruppe T2 51,92 +10,25 2,42 41,08 0,33 +0,65 1,67 £1,50
Gruppe T3 56,27 +6,12 2,73 +1,10 0,09 +0,30 1,45 £0,82
Gruppe T4 56,67 +8,06 2,58 +2,11 0,08 +0,29 1,17  £1,03

* p<0,05 vs. Kontrollgruppe T1
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Tabelle 4.13: Metamyelozyten, stabkernige neutrophile Granulozyten und segmentkernige neu-
trophile Granulozyten (MW+SD) im Serum der Versuchsgruppen

Metamyelozyten Stabkernige Segmentkernige
Neutrophile Neutrophile
% % %
Referenzbereich nicht bekannt 0-7 10-39
T o xT o T o
Kontrolle T1 0,83 +1,40 4,75 +2,18 36,50 +6,70
Gruppe T2 1,33 +1,37 5,92 +3,68 36,42  +8,03
Gruppe T3 0,45 +1,04 436 +3,53 34,27 16,18
Gruppe T4 1,17 +2,25 492 +247 33,42  +8,58
* p<0,05 vs. Kontrollgruppe T1

4.4.2 Klinisch-chemische Parameter

In den Serumproben wurden verschiedene Enzyme (AST, GGT, GLDH, AP, BAP), Glucose,
Harnstoff, Kreatinin, Gesamtbilirubin, Gesamteiwei3 und Albumin, sowie mehrere Mineralstoffe
(Natrium, Kalium, Chlorid, Phosphor, Gesamtcalcium) und 25-Hydroxycholecalciferol bestimmt.
Die ermittelten Werte ergaben lediglich flr das 25-Hydroxycholecalciferol statistisch signifikan-
te Unterschiede.

Die angegebenen Referenzwerte gelten fir Schweine der Deutschen Landrasse im Alter von
10-12 Wochen nach HEINRITZI (2006c).

4.4.2.1 Enzyme

Aspartat-Amino-Transferase (AST), Gamma-Glutamyl-Transferase (GGT) und Glutamat-
Dehydrogenase GLDH)

Sowohl die Enzymaktivitdt der AST, als auch der GGT lagen bei allen Tieren Uber den
angegebenen Referenzwerten. Der Normbereich der AST liegt bei 6,8 bis 30,4 U/, wobei die
Werte in allen Gruppen auf einen Bereich von 38,31 bis 40,53 U/l angestiegen waren. Der
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4. Ergebnisse

Tabelle 4.14: Aspartat-Amino-Transferase (AST), Gamma-Glutamyl-Transferase (GGT) und
Glutamat-Dehydrogenase (GLDH) (MW+SD) im Serum der Versuchsgruppen

AST GGT GLDH
u/l u/i u/l
Referenzbereich 6,8-30,4 0-29,2 0-1,2
z o x o x o
Kontrolle T1 38,31 +7,19 42,67 +15,62 0,81 +0,35
Gruppe T2 39,19 16,57 43,76 +10,62 0,61 +0,31
Gruppe T3 39,57 +13,46 42,64 +17,00 0,81 +0,23
Gruppe T4 40,53 +6,06 43,38 +10,06 0,84 +0,25
* p<0,05 vs. Kontrollgruppe T1

Referenzbereich der GGT befindet sich zwischen 0 und 29,2 U/l und war hier auf Werte von
42,64 bis 43,76 U/l erhéht.

Die Aktivitat der GLDH war bei den Tieren der Gruppe T2 am Geringsten. Jedoch konnte weder
hier noch bei den anderen Ergebnissen ein statistisch signifikanter Unterschied nachgewiesen
werden.

Die genauen Ergebnisse sind in Tabelle [4.14] dargestellt.

Alkalische Phosphatase (AP) und knochenspezifische alklische Phosphatase (BAP)

Die Tiere der Gruppe T2 wiesen sowohl fir die AP, als auch flr die BAP, eine hhere Enzymak-
tivitat im Vergleich zu den anderen Tiergruppen auf. Die AP-Werte bewegten sich flr alle Tier-
gruppen im angegebenen Referenzbereich. Weder fur die AP-, noch fur die BAP-Ergebnisse
ergaben sich statistisch signifikante Unterschiede.

Tabelle [4.15| gibt einen Uberblick (iber die dargestellten Ergebnisse der AP- und BAP-Aktivitét.
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4. Ergebnisse

Tabelle 4.15: Alkalische Phosphatase (AP) und knochenspezifische alkalische Phosphatase
(BAP) (MW=+SD) im Serum der Versuchsgruppen

AP BAP
u/i u/l
Refernzbereich 130-494 nicht bekannt
T o T o
Kontrolle T1 189,81 +64,33 92,25 128,68
Gruppe T2 224,88 143,30 114,97 +£23,65
Gruppe T3 197,90 +47,30 103,47 +£17,78
Gruppe T4 208,49 453,01 102,53 +£24,62
* p<0,05 vs. Kontrollgruppe T1

4.4.2.2 Glucose, Harnstoff, Kreatinin, Gesamtbilirubin, Gesamteiwei3 und Albumin

Glucose, Harnstoff und Kreatinin

Alle Ergebnisse der drei untersuchten Parameter lagen im angegebenen Referenzbereich und
wiesen statistisch keine signifikanten Unterschiede auf. Die Glucose-, Harnstoff- und Kreatinin-
resultate waren in allen Gruppen sehr &hnlich und reichten von 5,54 bis 5,86 mmol/l fir die
Glucosewerte, 2,34 bis 2,68 mmol/l fur die Harnstoffwerte und 65,39 bis 71,75 pmol/l fir die

Kreatininwerte.

In Tabelle sind die genauen Ergebnisse dieser Untersuchung zusammengefasst.

Gesamtbilirubin, GesamteiweiB3 und Albumin

Far alle drei Parameter lagen in den einzelnen Gruppen nur geringe, nicht statistisch signifi-
kante Unterschiede vor. Zudem waren alle Ergebnisse im angegebenen Referenzbereich.
Tabelle [4.17]gibt die genauen Werte der Untersuchung wieder.
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Tabelle 4.16: Glucose, Harnstoff und Kreatinin (MW+SD) im Serum der Versuchsgruppen

Glucose Harnstoff Kreatinin
mmol/l mmol/l pmol/l
Referenzbereich 3,7-7,3 1,8-5,5 40-100
T o T o T o
Kontrolle T1 5,54 40,97 2,68 40,59 71,75 +10,55
Gruppe T2 5,72 40,48 2,68 40,44 69,00 47,74
Gruppe T3 5,86 +1,16 2,46 +0,57 65,39 +15,09
Gruppe T4 5,56 40,69 2,34 40,86 65,59 1947
* p<0,05 vs. Kontrollgruppe T1

Tabelle 4.17: Gesamtbilirubin, Gesamteiwei3 und Albumin (MW+SD) im Serum der

Versuchsgruppen
Gesamtbilirubin GesamteiweiB3 Albumin
pmol/l g/l g/l

Referenzbereich 0-2,2 49,6-72,4 26,6-38,6

T o xT o xT o
Kontrolle T1 0,42 +0,38 55,43 +5,46 33,20 +3,47
Gruppe T2 0,29 +0,25 55,22 +7,25 34,24 +6,10
Gruppe T3 0,22 +0,22 56,86 +5,84 34,44 +4,90
Gruppe T4 0,37 +0,62 54,61 +4,20 32,13 +3,09

* p<0,05 vs. Kontrollgruppe T1
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Tabelle 4.18: Natrium, Kalium und Chlorid (MW=+SD) im Serum der Versuchsgruppen

Natrium Kalium Chlorid

mmol/l mmol/I mmol/Il

Referenzbereich 137-149 4,4-6,9 100-111

T o T o T o
Kontrolle T1 135,44 413,56 6,57 43,89 93,50 49,80
Gruppe T2 139,24 +7,83 5,17 40,36 96,47 14,93
Gruppe T3 135,78 +16,30 5,35 41,20 93,93 +11,04
Gruppe T4 140,38 +5,69 5,31 +0,59 97,11 43,30
* p<0,05 vs. Kontrollgruppe T1

4.4.2.3 Mineralstoffe

Natrium, Kalium und Chlorid

Mit 135,44 mmol/l Natrium (Gruppe T1) und 135,78 mmol/| Natrium (Gruppe T3) im Serum
lagen diese Durchschnittswerte geringgradig unter dem angegebenen Referenzbereich von
137-149 mmol/l. Die niedrigeren Resultate fir die Gruppen T1 und T3 wiesen statistisch keine
signifikanten Unterschiede gegenliber den Gruppen T2 und T4 auf.

Die durchschnittlichen Kaliumwerte der Gruppe T1 lagen etwas Uber den Werten der ande-
ren Gruppen, allerdings ohne einen statistisch signifikanten Unterschied. Der Kaliumgehalt der
Tiere aller vier Gruppen war im angegebenen Referenzbereich.

Die mittleren Chloridgehalte der einzelnen Gruppen lagen mit Werten von 93,50 bis 97,11
mmol/l etwas unterhalb der Norm von 100 bis 111 mmol/l Serum. Es wurden keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe T1 und den Gruppen T2, T3 und T4
festgestellt.

Die Ergebnisse der Natrium-, Kalium- und Chloridanalyse sind in Tabelle [4.18] aufgefiihrt.

Phosphor und Gesamtcalcium

Der Phosphorgehalt im Serum lag bei allen Tieren mit &hnlichen Werten von 3,75 bis 3,97
mmol/l etwas Uber dem angegebenen Referenzbereich von 2,5 bis 3,4 mmol/l.
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Tabelle 4.19: Phosphor und Gesamtcalcium (MW=+SD) im Serum der Versuchsgruppen

Phosphor Gesamtcalcium
mmol/| mmol/I
Referenzbereich 2,5-3,4 2,5-3,3
x o x o
Kontrolle T1 3,78 +0,50 2,39 +0,80
Gruppe T2 3,81 +0,35 2,66 +0,24
Gruppe T3 3,75 +0,56 2,64 +0,34
Gruppe T4 3,97 +0,31 2,67 +0,13
* p<0,05 vs. Kontrollgruppe T1

Die durchschnittlichen Gesamtcalciumwerte waren fir die Gruppen T2, T3 und T4 mit sehr
ahnlichen Werten innerhalb des Referenzbereichs, wahrend der mittlere Gesamtcalciumgehalt
der Gruppe T1 geringfligig darunter lag.

Fir beide Parameter wurden statistisch keine signifikanten Unterschiede ermittelt.

Die Ergebnisse der Phosphor- und Gesamtcalciumgehalte sind in Tabelle [4.19 zusammenge-
fasst.

4.4.2.4 25-Hydroxycholecalciferol

Die Ermittlung des 25-Hydroxycholecalciferolgehaltes im Plasma wurde in den Laboratorien
von DSM Nutritional Products Ltd (Research & Development, Analytical Research Center, CH-
4002 Basel) durchgefuhrt.

Der 25(0OH)D3-Gehalt nahm von Gruppe T1 bis Gruppe T4 deutlich zu. Dabei ergaben die
Gehalte im Plasma der Gruppe T3 mit 13,7-fach und die Gruppe T4 mit 21,8-fach héheren
Werten statistisch signifikante Unterschiede (p<0,05) gegenlber der Kontrollgruppe T1.
Tabelle fohrt die mittleren 25-Hydroxycholecalciferolgehalte im Plasma der Tiergruppen
auf.
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Tabelle 4.20: 25-Hydroxycholecalciferolgehalt im Plasma (MW+SD) der Versuchsgruppen

25(0OH)D3
ng/ml
x o
Kontrolle T1 16,50 +3,29
Gruppe T2 64,10 +7,30
Gruppe T3 226,70 +29,81 «
Gruppe T4 360,00 +49,55 «
* p<0,05 vs. Kontrollgruppe T1

4.5 Knochenparameter
Der am Institut fir Tierpathologie, Tierklinisches Department der LMU Minchen, entnommene
linke Femur wurde spéter weiter untersucht.

Das vorzeitig verstorbene Tier 45 wurde nicht in die Berechnungen mit einbezogen, woraus
folgende Probenzahl resultiert:

Kontrolle T1 n=12
Gruppe T2 n=12
Gruppe T3 n=11

Gruppe T4 n=12

4.5.1 Knochenlange

Die Lange der Femurknochen wurde vom proximalen Caput femoris diagonal zum distalen En-
de des Condylus lateralis ossis femoris gemessen. Zunachst erfolgte ein Vergleich der absolu-
ten Langen, wobei mit einer durchschnittlichen Lange von 137,67 mm +0,80 nur geringgradige
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Tabelle 4.21: Absolute Lange der Knochen und relative L&nge der Knochen bezogen auf 10 kg
Kérpermasse (MW+SD) in den Versuchsgruppen

Absolute Relative
Lange Lange

mm mm/10 kg KM

x o x o
Kontrolle T1 137,53 +£5,18 53,71 +9,31
Gruppe T2 138,38 +4,07 51,42 19,05
Gruppe T3 138,16 +£3,71 52,09 18,28
Gruppe T4 136,59 +£5,90 53,05 +£6,05

* p<0,05 vs. Kontrollgruppe T1

Unterschiede zwischen den Gruppen auftraten.

Desweiteren wurde die Lange der Knochen in Relation zur Kérpermasse der Tiere gesetzt.
Hierbei ergaben sich geringe Unterschiede, die statistisch keine Signifikanz aufwiesen. So
waren die Knochen der Kontrollgruppe T1 mit durchschnittlich 53,71 mm/10kg KG +9,31 die
langsten Knochen im Vergleich zu den kirzesten Knochen der Gruppe T2 mit im Mittel 51,42
mm/10kg KG £6,05.

Tabelle [4.21] enthalt die absoluten und relativen Knochenléangen der Versuchsgruppen.

4.5.2 Knochendurchmesser

Der Knochendurchmesser wurde laterolateral mittig am Schaft zwischen Trochanter minor und
den beiden Condylen gemessen. Wie schon bei der Knochenlange wurde zunéchst der ab-
solute Durchmesser verglichen und daraufhin der ins Verhaltnis zur Kérpermasse der Tiere
gesetzte Durchmesser der Knochen.

Wie schon bei der Knochenlédnge wiesen die absoluten Durchmesser der Femurknochen mit
durchschnittlich 16,66 mm 40,15 nur geringgradige Unterschiede zwischen den Gruppen auf.
Auch vergleichbar der Knochenlange besafBBen die Knochen der Kontrollgruppe T1 mit 6,56
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Tabelle 4.22: Absoluter Durchmesser der Knochen und relativer Durchmesser der Knochen
bezogen auf 10 kg Kérpermasse (MW=+SD) in den Versuchsgruppen

Absoluter Relativer
Durchmesser Durchmesser
mm mm/10 kg KM

T o T o
Kontrolle T1 16,83 +0,70 6,56 +1,06
Gruppe T2 16,73 +0,97 6,19 40,96
Gruppe T3 16,52 40,74 6,22 +0,99
Gruppe T4 16,54 +0,55 6,43 10,78

* p<0,05 vs. Kontrollgruppe T1

mm/10kg KG +1,06 den gréBten relativen Durchmesser. Dagegen wiesen die Knochen der
Gruppe T2 mit 6,19 mm/10kg KG +0,96 den geringsten Durchmesser der Tiere auf, wobei
zwischen den Versuchsgruppen kein statistisch signifikanter Unterschied bestand.

In Tabelle [4.22]sind die Werte der absoluten und relativen Knochendurchmesser aufgefiihrt.

4.5.3 Knochenmasse

Gleich der Knochenldnge und dem Knochendurchmesser wurden auch bei der Knochenmas-
se zunachst die absoluten Werte verglichen, und daraufhin die ins Verhaltnis zur Kérpermasse
der Tiere gesetzte Masse der Knochen. Wie schon bei der Knochenlédnge und dem Knochen-
durchmesser unterschieden sich die absoluten Massen mit durchschnittlich 112,86 g +0,69
nur gering voneinander.

Die durchschnittliche relative Knochenmasse der Gruppe T1 war mit 43,62 g/10kg KG 45,54
die héchste und die der Gruppe T2 mit 41,54 g/10kg KG +4,19 die geringste Knochenmasse
der Versuchsgruppen, ahnlich der Knochenlange und dem Knochendurchmesser, wobei der
Vergleich der absoluten und relativen Knochenmassen keine statistisch signifikanten Unter-
schiede aufwies.

Die genauen Werte der absoluten und relativen Knochenmasse sind Tabelle [4.23] zu entneh-
men.
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Tabelle 4.23: Absolute Masse der Knochen und relativer Durchmesser der Knochen bezogen
auf 10 kg Kérpermasse (MW=+SD) in den Versuchsgruppen

Absolute Masse Relative Masse
g 9/10 kg KM
T o T o
Kontrolle T1 113,17 +£13,88 43,62 45,54
Gruppe T2 113,33 +£12,03 41,54 44,19
Gruppe T3 113,09 +9,7 42,41 46,16
Gruppe T4 111,83 +£11,82 43,29 45,24
* p<0,05 vs. Kontrollgruppe T1

4.5.4 Bruchlast und Dehnung

Die fiir das Brechen des Femurs benétigte Kraft Fmax, wies bei den Gruppen T1 und T2, die
sich nur gering voneinander unterschieden, mit durchschnittlich 1642,53 N +2,53 die niedrigs-
ten Werte auf. Mit steigendem 25-Hydroxycholecalciferolgehalt im Futter nahm auch die bené-
tigte Bruchlast zu, allerdings ohne statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen
zu ergeben.

Die Dehnungsfahigkeit der Knochen stieg mit zunehmendem 25(OH)D3-Gehalt im Futter. Dabei
lagen die Werte der konventionell mit Vitamin D3 gefltterten Tiere (T1) zwischen der Dehnung
der Knochen der Gruppen T2 und T3. Trotz der sichtbaren Steigerung waren keine statistisch
signifikanten Unterschiede festzustellen.

Die Ergebnisse der Bruchlast- und Dehnungsuntersuchung sind in Tabelle [4.24| zusammenge-
fasst.

4.5.5 Knochenaschegehalt

Der Knochenaschegehalt der Versuchsgruppen wurde sowohl auf die urspriingliche Substanz,
als auch auf die nicht fettfreie Trockensubstanz der Knochen bezogen. Weder in Bezug auf
die urspriingliche Substanz, noch auf die Trockensubstanz, waren statistisch signifikante Un-
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Tabelle 4.24: Bruchlast F max und Dehnung e-Fmax der Knochen (MW=+SD) in den

Versuchsgruppen

Bruchlast F max Dehung ¢ - F max
mm
x o x o
Kontrolle T1 1640,74 +291,13 6,21 +0,93
Gruppe T2 1644,32 +419,34 6,04 +0,79
Gruppe T3 1734,26 +245,91 6,36 +0,51
Gruppe T4 1765,78 +197,92 6,61 40,79
* p<0,05 vs. Kontrollgruppe T1

terschiede festzustellen.

Nur die Gruppe T4 wies geringgradig héhere Werte im Vergleich zu den anderen Versuchs-

gruppen auf.

Tabelle gibt den Aschegehalt in Prozent der urspriinglichen Substanz und in Prozent der

nicht fettfreien Trockensubstanz wieder.

Knochencalciumgehalt und -phosphorgehalt

Beim Knochencalciumgehalt waren keine gro3en Unterschiede zwischen den Gruppen zu er-
kennen. Lediglich die Gruppe T2 wies geringgradig héhere Werte als die anderen Versuchs-
gruppen auf, allerdings ohne statistisch signifikante Unterschiede.
Der Vergleich des Phosphorgehalts der Femora ergab einen geringflgig niedrigeren Wert fur
die Gruppe T2. Im Mittel unterschieden sich die Versuchsgruppen nur wenig und statistisch

nicht signifikant voneinander.

Tabelle fihrt die mittleren Calcium- und Phosphorgehalte der Femora auf.
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Tabelle 4.25: Aschegehalt der Knochen bezogen auf US und nicht fettfreie TS (MW=+SD) in
den Versuchsgruppen

Asche Asche
% US % TS
x o x o
Kontrolle T1 18,09 +1,10 41,80 =+1,83
Gruppe T2 18,16 +1,67 41,66 +2,44
Gruppe T3 18,03 +1,11 41,80 +1,89
Gruppe T4 18,92 40,52 43,24 +1,36
* p<0,05 vs. Kontrollgruppe T1

Tabelle 4.26: Calcium- und Phosphorgehalt der Knochen (MW=+SD) in den Versuchsgruppen

Calcium Phosphor

mg/g Asche mg/g Asche

x o x o
Kontrolle T1 347,67 +5,88 172,68 +3,51
Gruppe T2 352,25 16,03 171,40 +3,88
Gruppe T3 346,94 +4,08 174,86 +3,21
Gruppe T4 345,35 +6,62 174,24 46,13

* p<0,05 vs. Kontrollgruppe T1
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4.6 Organparameter

4.6.1 25-Hydroxycholecalciferol

Der Nachweis von 25-Hydroxycholecalciferol in den Organen erfolgte durch die Laboratorien
der DSM Nutritional Products Ltd (Research & Development, Analytical Research Center,
CH-4002 Basel).

Die Ergebnisse mancher Gruppen, vornehmlich der Kontrollgruppe T1, lagen unter der
Nachweisgrenze (LLQ). Um die gemessenen Werte der anderen Gruppen trotzdem statistisch
auswerten zu kénnen, wurde hypothetisch der gerade nicht mehr messbare Wert (auch nicht
aufgerundet) als héchstmdgliches Ergebnis herangezogen.

Folgende Nachweisgrenzen wurden far das 25-Hydroxycholecalciferol-
Untersuchungsverfahren ermittelt:

Muskel 5 ng/g

Leber und Niere 10 ng/g

Haut und Fett 20 ng/g.

Somit ergeben sich folgende hypothetische LLQ-Werte als hdchste anzunehmende Messwerte:
Muskel 4,44 ng/g

Leber und Niere 9,44 ng/g

Haut und Fett 19,44 ng/g.

4.6.1.1 Fett- und Hautgewebe

Beim Fettgewebe konnte weder fiir die Kontrollgruppe T1, noch fiir die Gruppe T2 ein 25-
Hydroxycholecalciferolwert ermittelt werden, da dieser unter der Nachweisgrenze von 20 ng/g
lag. Mit dem dafir eingesetzten Wert von 19,44 ng/g unterschieden sich die hdher dosierten
Gruppen mit Werten von 35,78 ng/g +8,73 der Gruppe T3, und 52,76 ng/g +9,35 der Gruppe
T4 statistisch signifikant (p<0,05) von der Kontrollgruppe T1.

Auch beim 25-Hydroxycholecalciferolgehalt der Haut konnten statistisch signifikante Unter-
schiede (p<0,05) ermittelt werden. Wahrend sich die Gruppe T2 im Verhaltnis nur gering von
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Tabelle 4.27: 25-Hydroxycholecalciferolgehalt der Fett- und Hautgewebe (MW+SD) in den Ver-
suchsgruppen, max. angenommener Wert 19,44 ng/g fir T1 und T2 (LLQpett, Haut

20 ng/9)
25(OH)D; 25(OH)D;
Fett Haut
ng/g US ng/g US
x o x o
Kontrolle T1 LLQ 21,29 13,81
Gruppe T2 LLQ 27,84  +9,55
Gruppe T3 35,78 +£8,73 « 97,27 +34,39
Gruppe T4 52,76 +9,35 « 158,50 +59,17 «
* p<0,05 vs. Kontrollgruppe T1

der Kontrolle T1 unterschied, wiesen die Gruppen T3 und T4 einen um etwa 4,6-fach bzw. 7,5-
fach héheren 25-Hydroxycholecalciferolgehalt auf. Um diese Werte erhalten zu kénnen, musste
fur vereinzelte Tiere der Gruppe T1 und T2 der hypothetische LLQ-Wert von 19,44 ng/g ange-
nommen werden.

In Tabelle sind die 25-Hydroxycholecalciferolwerte des Fett- und Hautgewebes der Ver-
suchsgruppen dargestellt.

4.6.1.2 Muskel- und Lebergewebe

Die Nachweisgrenze des 25-Hydroxycholecalciferolgehaltes im Muskel betragt 5 ng/g. Dieser
Wert wurde fiir alle Tiere der Gruppe T1 und fir vereinzelte Tiere der Gruppe T2 nicht erreicht,
weshalb bei diesen Tieren von einem hypothetisch maximal anzunehmenden Wert von 4,44
ng/g ausgegangen wurde. Dadurch ergaben sich statistisch signifikante Unterschiede (p<0,05)
der Kontrollgruppen T1 zu den Gruppen T3 und T4. Die Gruppe T3 wies etwa das 4,4-fache
und die Gruppe T4 etwa das 6,3-fache an 25(OH)D3 im Muskel auf, als die Gruppe T1.

Flr das Lebergewebe liegt die Nachweisgrenze bei 10 ng/g. Auch hier musste fur die Gruppe
T1 der hypothetisch maximal anzunehmende Wert, in diesem Falle 9,44 ng/g, eingesetzt wer-
den, da bei diesen Tieren kein 25(OH)D3s-Wert ermittelt werden konnte. Die 25(OH)Ds-Werte
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Tabelle 4.28: 25-Hydroxycholecalciferolgehalt der Muskel- und Lebergewebe (MW+SD) in den
Versuchsgruppen, max. angenommener Wert 4,44 bzw. 9,44 ng/g fur T1 und z.T.
T2 (LLQ]V[uskel 5 ng/g: LLQLeber 10 ng/g)

25(OH)D; 25(OH)D;
Muskel Leber
ng/g US ng/g US
x o x o
Kontrolle T1 LLQ LLQ
Gruppe T2 537 £1,17 17,83 +3,96
Gruppe T3 19,55 43,47 «x 48,22 +14,52 «*
Gruppe T4 27,86 +842 x 8164 =+1823 «
* p<0,05 vs. Kontrollgruppe T1

der Gruppe T2 lagen zwar fast doppelt so hoch wie die angenommenen Werte der Gruppe T1,
allerdings ohne sich statistisch signifikant zu unterscheiden.

In Gruppe T3 betrug die Differenz des héheren 25(0OH)D3-Werts gegentber Gruppe T1 das
5,1-fache und ergab somit einen statistisch signifikanten Unterschied (p<0,05).

Die Gruppe T4 wies mit einem um das 8,7 fach héheren Wert ebenfalls einen statistisch signi-
fikanten Unterschied (p<0,05) zur Kontrollgruppe T1 auf.

In Tabelle [4.28]sind die 25-Hydroxycholecalciferolwerte des Muskel- und Lebergewebes aufge-
fahrt.

4.6.1.3 Nierengewebe

Auch bei der Nierenuntersuchung musste der hypothetisch maximal anzunehmende Wert von
9,44 ng/g fur die Gruppe T1 gesetzt werden, da alle Werte unter der Nachweisgrenze lagen.
Die Tiere der Gruppe T2 wiesen einen etwa um das doppelte h6heren 25(OH)Ds-Wert im Ver-
gleich zum hypothetischen T1-Wert auf, allerdings ohne statistisch signifikante Unterschiede.
Die Gruppe T3 unterschied sich mit einem etwa 6,1-fach héheren 25(OH)D3-Wert statistisch
signifikant (p<0,05) von der Gruppe T1, die Gruppe 4 sogar mit etwa dem 9,0-fachen Wert im
Vergleich zu T1.
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Tabelle 4.29: 25-Hydroxycholecalciferolgehalt der Nierengewebe (MW+SD) in den Versuchs-
gruppen, max. angenommener Wert 9,44 ng/g fur T1 (LLQxere 10 Ng/9)

25(OH)D;
Niere
ng/g US
z o
Kontrolle T1 LLQ
Gruppe T2 17,25 +£3,45
Gruppe T3 57,75 +£9,92 «x
Gruppe T4 84,68 +11,80 «
* p<0,05 vs. Kontrollgruppe T1

In Tabelle sind die genauen 25-Hydroxycholecalciferolgehalte des Nierengewebes ange-
geben.

4.6.2 Nierenparameter

Trockensubstanz

Zwischen den Trockensubstanzwerten der verschiedenen Gruppen fielen keine statistisch si-
gnifikanten Unterschiede auf.
Die ermittelten Ergebnisse sind in Tabelle aufgefihrt.

Nierenaschegehalt

Der Nierenaschegehalt der Versuchsgruppen wurde sowohl auf die urspriingliche Substanz,
als auch auf die Trockensubstanz der Nieren bezogen.

Fir beide Vergleiche ergaben sich statistisch keine signifikanten Unterschiede.

Wahrend die Tiere der Gruppe T4 den niedrigsten Aschegehalt in Bezug auf die urspriingliche
Substanz aufwiesen, wurde bei ihnen in Bezug auf die Trockensubstanz der héchste Aschege-
halt festgestellt. Die Unterschiede zu den anderen Gruppen fielen jedoch nur sehr gering aus.
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Tabelle 4.30: Trockensubstanzgehalt der Nieren (MW=+SD) in den Versuchsgruppen

Trockensubstanz
% US

x o
Kontrolle T1 16,94 +1,17
Gruppe T2 17,28 +1,06
Gruppe T3 17,06 +0,74
Gruppe T4 16,34 +1,33

* p<0,05 vs. Kontrollgruppe T1

Die Ergebnisse des Vergleichs der Nierenaschegehalte sind in Tabelle zusammengefasst.

Calciumgehalt der Nieren

Beim Vergleich der Calciumgehalte der Nieren fielen mit Werten von durchschnittlich 0,10 mg/g
US nur geringfligige und statistisch nicht signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen auf

(siehe Tabelle |4.32).

4.7 Urinparameter

Nach Mdglichkeit wurde die Urinentnahme mittels Cystocentese durchgefiihrt. Durch die
Muskelerschlaffung nach dem Tode setzten allerdings manche Tiere unkontrolliert Urin ab,
sodass dieser nur noch mit einem Becher aufgefangen werden konnte. Manche Tiere setzten
auch auf Grund des Stresses schon vor der Euthanasie in der Box Urin ab, sodass von diesen
Tieren kein Untersuchungsmaterial gewonnen werden konnte. Dadurch kommt eine Proben-

zahl von je 6 Tieren pro Gruppe zustande.
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Tabelle 4.31: Aschegehalt der Nieren bezogen auf US und TS (MWZ+SD) in den

Versuchsgruppen
Asche Asche
% US % TS
xT o xT o
Kontrolle T1 1,06 +0,03 6,28 +0,36
Gruppe T2 1,06 40,03 6,15 +0,32
Gruppe T3 1,06 40,04 6,18 +0,31
Gruppe T4 1,08 +0,03 6,35 +0,45
* p<0,05 vs. Kontrollgruppe T1

Tabelle 4.32: Calciumgehalt der Nieren (MW=+SD) in den Versuchsgruppen

Calcium

mg/g US

x o
Kontrolle T1 0,09 +0,01
Gruppe T2 0,10 +0,02
Gruppe T3 0,10 +0,02
Gruppe T4 0,10 +0,01

* p<0,05 vs. Kontrollgruppe T1
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4.7.1 Semiquantitative Parameter

Die Urinstick-Schnelluntersuchung ergab keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen
den Gruppen.

Alle Tiere wiesen im Urin weder Glucose, noch Ketonkdrper, noch Leukozyten auf.

Blut im Urin wurde bei insgesamt 3 Tieren, zwei Tiere der Gruppe T1 (+ und ++) und ein Tier
der Gruppe T4 (+), festgestellt.

14 der 24 untersuchten Tiere enthielten Spuren (trace) von Protein im Urin.

Bilirubin und Urobilinogen war bis auf ein Tier in allen untersuchten Proben negativ. Dieses Tier
der Gruppe T4 hatte sowohl Bilirubin (+) als auch Urobilinogen(2) im Urin.

Das spezifische Gewicht und der pH-Wert wurden an dieser Stelle zwar mit untersucht, al-
lerdings spater durch genauere Messmethoden abgesichert. Hier nur kurz die festgestellten,
durchschnittlichen Ergebnisse der pH-Wert-Untersuchung der verschiedenen Gruppen: (T1)
6,0 +1,4; (T2) 6,3 +1,3 ; (T3) 5,1 +0,2 und (T4) 5,3 +0,5 . Der Vollstdndigkeit halber seien
hier auch die durchschnittlichen spezifischen Gewichte der Versuchsgruppen aufgefihrt: (T1)
1019,2 N/m? £10,68 ; (T2) 1018,8 N/m? +10,59 ; (T3) 1023,3 N/m* +7,53 und (T4) 1021,3
N/m? £10,03.

4.7.2 Makroskopische Parameter

Bei der makroskopischen Urinuntersuchung konnte zwischen den verschiedenen Gruppen kein
Unterschied festgestellt werden. Der Urin hatte einen physiologischen Geruch, die Farbe war
hellgelb bis dunkelgelb und die Transparenz bei den meisten Tieren klar. 6 Tiere aus verschie-
denen Gruppen wiesen einen leicht getribten Harn auf, wobei dies bei den betroffenen Tieren
auf die Art der Urinentnahme (bei all diesen wurde der Urin im Becher aufgefangen) zurtickzu-
fOhren ist.

4.7.3 pH-Wert

Der mittels pH-Meter ermittelte pH-Wert wies statistisch keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen den Gruppen auf.

Der pH-Wert ist erheblich durch die Futterung beeinflussbar und liegt bei Schweinen dadurch
physiologisch zwischen 5,5 und 8,0 (KRAFT et al., 2005). Der durchschnittliche pH-Wert im
Urin der Versuchstiere wies mit 6,53 40,28 einen leicht sauren Wert auf, der somit im Normbe-
reich lag.
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Tabelle 4.33: pH-Wert und spezifisches Gewicht (MW=+SD) im Urin in den Versuchsgruppen

pH spezifisches Gewicht
N/m3
x o x o
Kontrolle T1 6,67 +1,26 1020,83 +9,02
Gruppe T2 6,85 41,30 1020,33 +6,19
Gruppe T3 6,23 +0,94 1021,50 +7,82
Gruppe T4 6,37 +1,07 1022,00 +8,72
* p<0,05 vs. Kontrollgruppe T1

In Tabelle [4.33]sind die durchschnittlichen pH-Werte der Versuchsgruppen angegeben.

4.7.4 Spezifisches Gewicht

Auch bei der Urinuntersuchung mit Hilfe eines Handrefraktometers ergaben sich keine statis-
tisch signifikanten Unterschiede fir das durchschnittliche, spezifische Gewicht zwischen den
Versuchsgruppen.

Der Referenzbereich ist je nach Wasseraufnahme und -abgabe grof3en physiologischen
Schwankungen unterworfen und reicht beim Schwein von 1001 bis 1040 N/m? (KRAFT et al.,
2005). Somit lagen die untersuchten Harnproben mit einem spezifischen Gewicht von durch-
schnittlich 1021,17 N/m3 +£0,73 im Normbereich.

In Tabelle [4.33]sind die durchschnittlichen, spezifischen Gewichte der Versuchsgruppen ange-
geben.

4.7.5 Mikroskopische Parameter

Zur mikroskopischen Urinuntersuchung (40er Objektiv) wurde ein Tropfen des zuvor herge-
stellten Harnsediments verwendet. Pro Tier wurden 20 Blickfelder ausgewertet und der daraus
errechnete Durchschnitt bestimmt. Dabei konnten keine gruppenspezifischen Unterschiede,
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die auf die unterschiedlichen Zusatzstoffe oder Dosierungen zuriickzufiihren sind, festgestellt
werden.

Trotz der Entnahme mittels Cystocentese waren in allen Proben unterschiedliche Mengen an
Verunreinigungen und Bakterien zu finden. Desweiteren wiesen alle Gruppen unterschied-
lich viele und unterschiedlich groBBe Kristalle auf (Calciumoxalat-dihydrat- und Calciumoxalat-
monohydrat-Kristalle). Im Durchschnitt lag die Kristallanzahl pro Blickfeld bei 8,25 +9,49 (T1);
6,33 +4,55 (T2); 2,83 +1,72 (T3) und 8,33 +5,85 (T4).

Darlber hinaus waren keine Besonderheiten festzustellen.

4.7.6 Mineralstoffgehalt

Der Urincalcium- und Urinphosphorgehalt wurde als Quotient des Kreatiningehalts im Harn
angegeben. Tabelle [4.34] stellt den Calcium-Kreatinin-Quotienten und den Phosphor-Kreatinin-
Quotienten dar. Fir beide Parameter ergaben sich statistisch keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen.

Der Calcium-Kreatinin-Quotient der Gruppe T1 wies mit 1,39 +0,82 den héchsten Wert auf,
wahrend die anderen 3 Gruppen mit einem durchschnittlichen Quotienten von 0,99 +0,09 sehr
ahnliche Ergebnisse verzeichneten.

Die Werte des Phosphor-Kreatinin-Quotientenen reichten von 0,26 +0,42 g/mmol Krea der
Gruppe T1 bis 1,23 +2,33 g/mmol Krea der Gruppe T3, mit im Verhaltnis hohen Standardab-
weichungen.

4.8 Parameter des Kotes

4.8.1 Optische Parameter

Die optischen Parameter des Kotes wurden im Rahmen der tédglichen Untersuchungen erfasst.
Abgesehen von der E.coli-Infektion, als der Kot eine gelblich-graue, wassrige Konsistenz auf-
wies, war der Kot der Versuchsgruppen dickbreiig und olivgrin-braunlich gefarbt. Zu keiner Zeit
waren Beimengungen wie Blut, Parasiten oder sonstige Fremdkdérper im Kot zu finden.
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Tabelle 4.34: Calcium-Kreatinin-Quotient und Phosphor-Kreatinin-Quotient (MW=+SD) im Urin

der Tiere in den Versuchsgruppen

Calcium Phosphor
mmol/mmol Krea g/mmol Krea
x o x o
Kontrolle T1 1,39 +0,82 0,26 +0,42
Gruppe T2 0,90 +0,58 1,22 +2,58
Gruppe T3 1,07 +0,32 1,23 42,33
Gruppe T4 1,00 +0,44 0,68 +1,08
* p<0,05 vs. Kontrollgruppe T1

4.8.2 Parasitologische Parameter

Diese Untersuchungen wurden freundlicherweise durch die Mitarbeiter des Lehrstuhls fur Ver-
gleichende Tropenmedizin und Parasitologie, Veterindrwissenschaftliches Departement der

LMU Munchen, vorgenommen.

Flotationsverfahren

Im Flotationsverfahren auf Magen-Darmparasiten wurden fir die mannlichen Tiere der Gruppe
T4 und der Gruppe T2 vereinzelt Isospora-Oozysten diagnostiziert. Bei den restlichen Tiere der
Versuchgruppen konnten mit diesem Verfahren keine Parasiten nachgewiesen werden.

MIFC

Mit Hilfe der MIFC (Merthiolat-Jod-Formalin-Concentration) konnten bei fast allen Gruppen ver-
einzelt Balantidium-Zysten nachgewiesen werden. Davon ausgenommen waren lediglich die
weiblichen Tiere der Gruppen T3 und T4, welche laut MIFC keine Zysten aufwiesen.
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Tabelle 4.35: Nahrstoffgehalte im Futter der Versuchsgruppen nach Weender-Analyse

TS Rp Rfe Rfa Ra

% US %US %US %US %US

Kontrolle T1 90,52 18,04 5,14 3,79 5,99
Gruppe T2 90,38 18,09 5,04 4,06 5,83
Gruppe T3 90,01 18,00 4,70 3,79 5,71
Gruppe T4 90,20 17,86 5,01 3,83 5,71

4.9 Futterparameter

4.9.1 Weender-Analyse

Von dem Futter der Tiergruppen wurden die Trockensubstanz (TS), der Rohproteingehalt (Rp),
der Rohfettgehalt (Rfe), der Rohfasergehalt (Rfa) sowie der Rohaschegehalt (Ra) bestimmt.
Die Untersuchung erbrachte fur die verschiedenen Gruppen sehr &hnliche Ergebnisse.

Tabelle [4.35] gibt die prozentualen Anteile der ermittelten Werte wieder.

4.9.2 Starke- und Gesamtzuckergehalt

Zusétzlich wurde an der LUFA-ITL GmbH Kiel der Starke- und Gesamtzuckergehalt im Futter
bestimmt. Tabelle stellt die fur alle Gruppen annahernd gleichen, ermittelten Werte in %

UsS dar.

4.9.3 Energiedichte

Diese Untersuchung wurde freundlicherweise von Frau Stadler an der AuBenstelle Oberwie-
senfeld des Lehrstuhls fur Tiererndhrung und Diatetik, Veterindrwissenschaftliches Department

der LMU Minchen durchgefihrt.

Die ermittelten Werte der Energiedichte GE (gross energy) sind ebenfalls in Tabelle ange-
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4. Ergebnisse

Tabelle 4.36: Starke- und Gesamtzuckergehalt

sowie Energiegehalt

im Futter der

Versuchsgruppen
Starke Gesamtzucker Energie
% US % US MJ GE/kg US
Kontrolle T1 39,9 4.6 17,34
Gruppe T2 39,7 4,6 17,42
Gruppe T3 39,4 47 17,27
Gruppe T4 40,1 4.6 17,44

Tabelle 4.37: Gehalt an Calcium, Phosphor und Natrium im Futter der Versuchgruppen

Calcium Phosphor Natrium

ogkgUS g/kgUS  g/kgUS
Kontrolle T1 7,57 5,35 3,49
Gruppe T2 8,24 5,72 3,33
Gruppe T3 7,60 5,43 3,53
Gruppe T4 8,09 5,84 3,57

geben und wiesen zwischen den Gruppen nur sehr geringe Unterschiede auf.

4.9.4 Mineralstoffgehalt

Von den vier Futtermischungen der Tiergruppen wurde der Calcium-, der Phosphor- und der
Natriumgehalt im Futter bestimmt. Die Ergebnisse, die sich nur geringfligig voneinander unter-
scheiden, sind in Tabelle 4.37|dargestellt.
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4. Ergebnisse

Tabelle 4.38: Erwarteter

tatsachlich

ermittelter

Vitamin Ds-

und 25-

Hydroxycholecalciferolgehalt pro kg Futter der verschiedenen Gruppen

Erwarteter
Zusatzstoffmenge

Ermittelte
Zusatzstoffmenge

Kontrolle T1
Gruppe T2
Gruppe T3
Gruppe T4

2000 IE Vitamin D
0,05 mg 25(0H)D;
0,25 mg 25(0H)D;
0,5 mg 25(0H)Ds

1800 IE Vitamin D3
0,04 mg 25(0OH)D3
0,21 mg 25(0OH)D3
0,41 mg 25(0OH)D3

4.9.5 25-Hydroxycholecaliciferol

Von den verschiedenen Futtervormischungen wurde der tatséchliche Gehalt des jeweiligen
Zusatzstoffes pro kg Futter in den Laboratorien von DSM Nutritional Products Ltd (Research &
Development, Analytical Research Center, CH-4002 Basel) bestimmt.
Die vorgegebenen und tatséchlichen Werte sind in Tabelle [4.38|aufgeflihrt. Dabei fallt auf, dass
der tatsachlich gemessene Gehalt der Zusatzstoffe etwas unter den angegebenen Mengen lag.
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Ziel der vorliegenden Futterungsstudie ist es, die Auswirkungen verschiedener 25(OH)Ds-
Konzentrationen im Futter auf Leistung und Gesundheit von Absetzferkeln zu untersuchen. In
einem sogenannten Toleranzversuch wurde dem Futter der Versuchstiere die empfohlene Do-
sis (1-fache Dosierung), die Zwischendosis (5-fach Uberdosiert) und die hohe Dosis (10-fach
Uberdosiert) 25(0OH)D3 zugesetzt und mit einer Vitamin Ds-supplementierten Kontrollgruppe
verglichen (siehe Tabelle 3.2).

Wie in verschiedenen Arbeitsgruppen gezeigt werden konnte (unter anderem MYRTLE und
NORMAN (1971); YOSHIMOTO und NORMANI|(1986); RENNIE und WHITEHEAD)| (1996);
FRITTS und WALDROUP) (2001)), hat der Einsatz von 25(0OH)D3 beim Gefligel gegentiber
einer Supplementierung mit Vitamin D3 Vorteile in der Wirksamkeit. Da es bis heute kaum In-
formationen zur Absorption und Deposition von 25(0OH)D3; beim Absetzferkel gibt, ist es von
wissenschaftlichem Interesse, eine Supplementierung von 25(OH)D3 und Vitamin D3 bei die-
ser Tierart zu vergleichen.

Es ware denkbar, dass die hohen Gaben von 25(0OH)D3 bei Absetzferkeln, vergleichbar einer
Vitamin D-Intoxikation, makroskopisch Verkalkungen in Organen und Geweben, eine intersti-
tielle Nephritis, Glomerulonephritis, Tubulonephrose, sowie eine katarrhalisch-hamorrhagische
Gastroenteritis, interstitielle Pneumonie und Myokarddegeneration zur Folge haben kdénnten.

5.1 Diskussion des Versuchsaufbaus und der
Versuchsdurchfiihrung

5.1.1 Versuchstiere und Versuchstierhaltung

Bei den Versuchstieren handelte es sich um 24 weibliche und 24 mannlich-kastrierte Absetz-
ferkel, die alle aus demselben Betrieb stammten. Dadurch konnten genetische Einflisse auf
das Versuchsergebnis so gering wie mdglich gehalten werden. Die Tiere waren zu Versuchs-
beginn sechs Wochen alt und wurden randomisiert nach Kérpergewicht (durchschnittliches
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5. Diskussion

Gewicht von 9,1 kg (+ 0,93 kg)) in acht Gruppen aufgeteilt. Durch diese Annaherung innerhalb
der einzelnen Gruppen wurden von der Kérpermasse ausgehende Beeinflussungen der Studie
ausgeschlossen.

Es wurden je sechs Tiere in acht 7,6 m? groBen Abteilen mit Sichtkontakt untereinander aufge-
stallt. Um eine artgerechte Tierhaltung zu erméglichen und mégliche Langeweile mit eventuell
damit verbundenem Kannibalismus zu vermeiden, wurde Beschéftigungsmaterial in Form von
Ketten und Bite-Rites an den Buchtbegrenzungen angebracht. Um stallklimatische Einfllisse
auf einzelne Gruppen auszuschlieBen, wurden die Versuchsgruppen und die Kontrollgruppe
randomisiert auf die verschiedenen Buchten innerhalb des Stalls verteilt. Da die Abteile nur
mit Gitterstdben voneinander abgetrennt waren, konnte nicht génzlich ausgeschlossen wer-
den, dass geringste Futtermengen der unterschiedlichen Gruppen in die Nachbarbox gelangt
sind. Diese geringen Mengen konnten die Versuchsergebnisse aber sicher nicht wesentlich
beeinflussen.

Durch die Einhaltung der optimalen Stalltemperatur, Bellftung, natlrliches Licht und bedarfs-
gerechte Wasserversorgung war, die dem Tieralter und der Tierart entsprechende, artgerechte
Tierhaltung gegeben. Alle Tiere waren dem Sonnenlicht durch die Fensterscheiben in gleichem
MafBe ausgesetzt, wodurch auch dieser Faktor keinen Einfluss auf das Untersuchungsergebnis
haben konnte.

5.1.2 Tierfutter und Dosierung der Wirkstoffkomponenten

Zur Reduzierung futterungsbedingter Durchfélle der Absetzferkel wurden diese zunachst Uber
einen Zeitraum von 9 Tagen restriktiv rationiert gefuttert. Danach wurde die Fitterung auf ad
libitum umgestellt.

Das pelletierte Grundfutter basierte auf den Inhaltsstoffen Gerste, Weizen, Mais, Hafer und
Kartoffeleiweif3 (siehe Tabelle [3.7) und wurde von der Firma DSM Nutritional Products Ltd. be-
reitgestellt. Durch die Darreichung in Form von Pellets konnte gewahrleistet werden, dass das
Futter homogen ist und keine Entmischung stattfindet. Zudem wurde durch die Pellets eine ex-
akte Zuteilung der verschiedenen Zusatzstoffe in der jeweiligen Dosierung sichergestellt.

Alle Tiere erhielten dasselbe Grundfuttermittel, in welches je nach Versuchsgruppe pro kg Fut-
ter 2000 /.E. Vitamin D3 (T1), 0,05 mg 25(OH)D3 (T2), 0,25 mg 25(OH)D3 (T3) oder 0,50 mg
25(0OH)Dj3 (T4) eingemischt waren.

Um die vorgeschriebenen Gehalte zu tberpriifen, fand am Ende des Versuchs eine Uberpri-
fung des Futters auf die tatsachlichen Gehalte der Zusatzstoffe statt (siehe auch Kapitel[5.2.9).
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5.1.3 Versuchsdurchfiihrung

Uber den gesamten Versuchszeitraum von 42 Tagen erfolgten tégliche, visuelle Erhebungen
des Gesundheitszustandes der Versuchstiere und wdchentliche, klinische Einzeltieruntersu-
chungen sowie Wagungen. Im Rahmen der Tieruntersuchungen schenkte man vor allem még-
lichen Anzeichen einer Kalzinose durch die Verfltterung hoher 25(OH)D3s-Mengen Beachtung,
welche jedoch bis zum Ende des Versuches bei keinem Tier festzustellen waren.
Entsprechend den Vorgaben des Anhanges IV der Verordnung (EG) Nr. 429/2008 wurde die
Mindestdauer fur Toleranzstudien von 42 Tagen flr abgesetzte Ferkel eingehalten.

Am Versuchsende wurden einmalig Blutproben der Einzeltiere, Urinproben der Tiere und Kot-
sammelproben der einzelnen Buchten enthommen.

Da eine Urinentnahme durch Cystozentese nicht von allen Tieren méglich war, sondern zum
Teil nur vom urinierenden Tier mit Hilfe eines Bechers aufgefangen werden konnte, wurde dar-
auf in Befunden der Urinstickuntersuchung, der pH-Wert-Messung, der Bestimmung des spe-
zifischen Gewichtes und der Mikroskopie sowie in der statistischen Analyse Ricksicht genom-
men. Es stellte sich heraus, dass die unterschiedliche Art der Urinentnahme keinen Einfluss
auf die gemessenen Parameter hatte, sehr wohl aber der Tatbestand der Entnahme an sich.
Der vom Stallboden aufgenommene Urin eines Tieres wurde nicht ausgewertet, da diese Pro-
be nicht reprasentativ und vergleichbar mit den durch Cystozentese gewonnenen Proben ist.
Nach der Euthanasie erfolgte eine pathologische Untersuchung von jedem Tier. Im Anschluss
wurden die labortechnischen Parameter bestimmt.

Die Versuchsdauer entsprach mit 42 Tagen den Vorgaben der EFSA. Um festgestellte Unter-
schiede signifikant absichern und individuelle Tendenzen der Tiere besser ausschlieBen zu
kénnen, waren héhere Tierzahlen vorteilhaft gewesen.

Die wéhrend der Versuchsperiode festgestellten Veranderungen waren in keinen ursachlichen
Zusammenhang zur Supplementierung mit 25-Hydroxycholecalciferol in den verschiedenen
Dosierungen zu bringen. Ebenso verhélt es sich mit den unterschiedlichen Befunden, die in
der pathologischen Untersuchung sowie der Kot-, Urin- und Futteruntersuchung erhoben wur-
den.

Keines der Tiere zeigte Symptome einer Verkalkung der Organe und Weichgewebe, mit denen
in der 10-fach Uberdosierten 25-Hydroxycholecalciferol-Gruppe gerechnet werden musste.
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5.1.4 Messparameter

Besonderes Augenmerk der Untersuchungen lag auf dem 25-Hydroxycholecalciferol selbst und
dessen Auswirkungen auf den Organismus. In diesem Zusammenhang standen die Calcium-,
Phosphor- und 25(0OH)Ds-Gehalte im Blut, die verschiedenen Knochenparameter (Knochen-
asche, Calcium, Phosphor, BAP, Bruchlastindex, Dehnung, sowie Knochendurchmesser, -lange
und -gewicht) und die Hohe der 25(0OH)D3-Gehalte in den Organen. Die Bedeutung dieser Pa-
rameter erklart sich aus dem Einfluss von Vitamin D3 und seinen Metaboliten auf die Calcium-
und Phosphorhoméostase und auf den Knochenstoffwechsel, wie eingangs unter [2.1] ausfiihr-
lich erlautert wird.

Gerade fir die Knochenparameter des Schweines existieren zwar keine Referenzwerte, aber
durch den Vergleich mit der Kontrollgruppe T1 und anderen Studien kann dennoch eine Aus-
sage Uber die Auswirkungen des 25-Hydroxycholecalciferols getroffen werden.

Ebenso sind in der Literatur keine Referenzwerte flr den Gehalt von 25(0OH)D3 im Blutplasma
und den Organen der Schweine bekannt. Im Vergleich der Gruppen und zu anderen Studien
sind jedoch deutliche Tendenzen zu erkennen und die Ergebnisse somit auch auszuwerten.

Wie zu erwarten war, erhéhten sich die 25-Hydroxycholecalciferolgehalte im Blutplasma und
in den Organ- und Weichgeweben der Tiere statistisch signifikant. Vereinzelt wiesen die Para-
meter der Knochenuntersuchung geringe Unterschiede zwischen den Gruppen auf, allerdings
waren diese nicht statistisch signifikant und nicht eindeutig auf die Supplementierung des Zu-
satzstoffes oder die Dosierung zurlickzufiihren.

Bei den weiteren Ergebnissen der Blutuntersuchung war kein Zusammenhang zum jeweils ver-
abreichten Zusatzstoff oder dessen Dosierung festzustellen.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Gesundheitsstatus

Zwei Ferkel der Gruppe T3, in unterschiedlichen Buchten, zogen sich 14 und 17 Tage nach
Versuchsbeginn Schnittverletzungen am Ohrgrund zu. Nach genauer Betrachtung der Buchten
kamen als mogliche Ursachen nur Randleisten der stahlernen Futtertrége in Betracht. In al-
len Buchten wurden daraufhin die Kanten und Leisten der Trége abgerundet, wodurch weitere
Verletzungen verhindert werden konnten. Da die zwei Tiere durch ihre geringfligigen Verlet-
zungen keine Stérungen des Allgemeinbefindens und des Fressverhaltens aufwiesen, wurden
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sie weiter im Versuch belassen. Durch Reinigung und medikamentelle Versorgung der Wunden
heilten diese gut aus und waren bis zum Versuchsende nicht mehr zu sehen.

16 Tage nach Verbringen der Schweine in den Versuchsstall erkrankte zuerst eines, dann meh-
rere Ferkel (vornehmlich der Gruppe T3) an einem wéssrigen, gelb-braunen Durchfall und zeig-
ten ein reduziertes Allgemeinbefinden und struppiges Haarkleid.

Als Differenzialdiagnosen kommen in dieser Altersgruppe vornehmlich eine Coronavirusinfek-
tion oder eine bakterielle Infektion mit Escherichia-coli infrage. In den Kotproben verschiede-
ner Tiere, die an das Institut fir Mikrobiologie, Infektions- und Seuchenlehre, Veterinarwissen-
schaftliches Department der LMU Miinchen Ubersandt wurden, konnten hamolysierende E.-coli
(+++) und andere Enterobakterien nachgewiesen werden. Nach einer metaphylaktischen und
therapeutischen Behandlung aller Ferkel mit Colistinsulfat und Einzeltierbehandlungen mit En-
rofloxacin und Dexamethason (siehe auch verschwanden die Durchfallsymptome bei allen
Tieren innerhalb von 3-5 Tagen nach Beginn der Behandlung.

Bei der Escherichia-coli-Diarrhoe handelt es sich um einen sekretorischen Durchfall. Dieser
entsteht, wenn sich enterotoxinbildende Stamme von E.-coli (ETEC) im oberen Diinndarm mas-
senhaft vermehren. Trotz der Anheftung der Bakterien am Bulrstensaum der Darmepithelien
mit Hilfe von Fimbrien oder Pili-Antigenen, ist die Dinndarmschleimhaut meist nur wenig oder
nicht geschadigt. Unter der Einwirkung der gebildeten Enterotoxine ist die Sekretion in den
Dinndarm abnorm gesteigert, wahrend die Resorptionsfunktion weitgehend erhalten bleibt.
Die Krankheitserscheinungen bei typischer Colidiarrhoe bestehen ausschlieBlich in einer Ex-
sikkose infolge des Flussigkeitsverlustes (WALDMANN und PLONAIT), [2004).

Bei Absetzferkeln wird die Krankheitsentwicklung durch Futterumstellung und Fltterungsfeh-
ler, die die Vermehrung der Erreger beglnstigen, beeinflusst. Ferkel, die wahrend der Lakta-
tion reichlich mit Antikérpern versorgt waren, hatten keine Gelegenheit eine aktive Immunitat
aufzubauen und sind nach dem Absetzen besonders anfallig (HEINRITZI, 2006Db).

Auf Grund der Durchfallproblematik und der damit verbundenen klrzeren Verweildauer des
Futterbreis im Magen-Darmkanal, muss davon ausgegangen werden, dass in diesen Tagen
etwas niedrigere Resorptionsraten des Versuchsfutters erzielt wurden. Da die Tiere aber sehr
gut auf die Behandlung ansprachen und sich die Durchfallsymptomatik innerhalb weniger Tage
schnell besserte, wurde der Versuch nicht abgebrochen, sondern wie geplant fortgefihrt.

Ein Ferkel verendete an den Folgen der E.-coli-Infektion. Die pathologische Untersuchung (In-
stitut fir Pathologie, Tierklinisches Department der LMU Minchen) ergab keinen zusatzlichen
Befund, der auf einen ursachlichen Zusammenhang zwischen diesem Todesfall und der Ftte-
rung hinwies.
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Im weiteren Verlauf der Studie kam es zu keinen weiteren Todesféllen.

Im gesamten Versuchszeitraum konnten keine gesundheitlichen Verdnderungen festgestellt
werden, die ursachlich in Zusammenhang mit der 25(OH)D3-Wirkung standen. Dieser Tatbe-
stand wurde spéter durch die patho-histologische Untersuchung bestatigt.

5.2.2 Mastleistungsparameter

Futteraufnahme

Die Futteraufnahme wurde bestimmt, um eine mégliche Inakzeptanz des Futters durch die
Schweine, oder andere Ursachen einer Verzehrsdepression festzustellen. Jede Form der Er-
krankung, der Unvertraglichkeit oder der verringerten Schmackhaftigkeit des Futters schlagt
sich sofort in einer verringerten Futteraufnahme nieder. Die Akzeptanz der verschiedenen Fut-
termischungen war in allen Gruppen Uber den gesamten Versuchszeitraum hinweg gut, was
flr eine gute Vertraglichkeit von 25-Hydroxycholecalciferol spricht.

Da die Ferkel in Gruppen gehalten wurden und gemeinsamen Zugang zu den Futtertrégen
hatten, konnte von jeder Versuchsgruppe nur die durchschnittliche Futteraufnahme ermittelt
werden. Die tagliche Futteraufnahme pro Tier und Tag stellt somit einen errechneten Wert dar.
Die Ferkel der einfach dosierten 25(0OH)D3-Gruppe T2 zeigten eine um 7,7% hbhere tagli-
che Futteraufnahme gegentber den anderen Gruppen, was eine bessere Akzeptanz vermuten
Iasst. Diese Differenzen sind statistisch nicht signifikant und besitzen somit eine geringe Aus-
sagekraft.

In ihren Vergleichsfitterungen zwischen 25(0OH)Ds, einfach dosiert, und Vitamin D3 bei Absetz-
und Mastschweinen konnten KLUGE et al.| (2006) und JAKOBSEN et al.| (2007) keine Unter-
schiede in der Futteraufnahme der Tiere und deren Lebendmasseentwicklung feststellen.

Lebendmasseentwicklung und Futterverwertung

Durch die randomisierte Zuteilung der Tiere nach Kérpermasse wiesen die Ferkel zu Beginn
der Studie pro Gruppe ahnliche Kérpermassen auf. Mit diesem Verfahren konnten mdgliche
Abweichungen der Zielparameter der Tiere, die auf einer unterschiedlichen Kérpermasse be-
ruhen, innerhalb der Gruppe ausgeglichen werden.

Mit Hilfe des wdchentlichen Wiegens wurde die Entwicklung der Kérpermassen der einzelnen
Tiere festgehalten. Grundsatzlich zeigten die Tiere &hnliche Zunahmen, wobei die Ferkel der
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Abbildung 5.1: Entwicklung der durchschnittlichen Kérpermassen der Tiere (MW=+SD) in den
Versuchsgruppen im Versuchszeitraum [T1: 2000 /.E. Vitamin D3, T2: 0,05 mg
25(0OH)D3 (1x), T3: 0,25 mg 25(0OH)D3 (5x), T4: 0,50 mg 25(0OH)D3 (10x)]

einfach dosierten 25(OH)D3-Gruppe T2 versus der Kontrollgruppe T1 um 7,4% hdhere Zunah-
men verzeichneten. Auch die 5-fach Uberdosierte 25(0OH)D3-Gruppe T3 wies am Ende des
Versuches ein um 4,3% héheres Endgewicht im Vergleich zur Kontrollgruppe auf. Dagegen la-
gen die Tiere der 10-fach tiberdosierten 25(0OH)D3-Gruppe T4 mit 2,3% geringeren Zunahmen
knapp unter der Kontrollgruppe.

Die unterschiedlichen Zunahmen sind in Abbilddung [5.1] dargestellt ohne statistisch signifikan-
te Differenzen aufzuweisen.

In der Vergleichsstudie von JEFFRIES et al.| (2002) zwischen Vitamin D3 und 25(OH)D3 ent-
wickelten alle Ferkel bis zur 16. Versuchswoche &hnliche Kérpermassen. Ab Woche 21 erziel-
ten die mit 25(OH)D3 behandelten Tiere signifikant héhere Kérpermassen, wobei die Autoren
darauf hinweisen, dass die Ergebnisse auf Grund der relativ geringen Ferkelzahl von 200 Tie-
ren zu keiner statistisch sicheren Aussage fihren wirden.

Die Futterverwertung (kg Futteraufnahme/kg Lebendmassezunahme) der Kontrollgruppe und
der Gruppe T2 (1-fach dosiertes 25(0OH)D3) waren mit 1,70 und 1,69 nahezu identisch. Dage-
gen bendtigte die Gruppe T3 (5-fach Uberdosiertes 25(0OH)D3) nur 1,56 kg Futter pro kg LMZ,
also etwa 8,2% weniger im Vergleich zur Kontrollgruppe. Mit 4,1% weniger bendtigtem Futter
pro kg LMZ versus der Kontrollgruppe, lag die Gruppe T4 (10-fach lberdosiertes 25(0OH)Ds)
zwischen der guten Futterverwertung der Gruppe T3 und jener der Gruppen T1 und T2 (siehe

Abb.52).
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Abbildung 5.2: Durchschnittliche Futterverwertung der Tiere (MW=SD) in den Versuchsgrup-
pen im Versuchszeitraum [T1: 2000 /.E. Vitamin D3, T2: 0,05 mg 25(OH)D3 (1x),
T3: 0,25 mg 25(0OH)D3 (5x), T4: 0,50 mg 25(0OH)D3 (10x)]

Eine verbesserte und damit niedrigere Futterverwertung ist nur durch das optimale Verhaltnis
von Futteraufnahme zu Lebendmassezunahme zu erreichen, und kann einen Hinweis auf die
gute Vertraglichkeit des Produktes geben. Wirde sich, wie anfangs vermutet, die 5- und 10-
fache Uberdosierung von 25(0OH)D5 negativ auf die Toleranz durch die Ferkel auswirken, wiirde
sich die Futterverwertung im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht verbessern. Es bestehen somit
keinerlei Hinweise auf eine Unvertraglichkeit des verabreichten Zusatzstoffes in den jeweiligen
Dosierungen.

Ob die Ergebnisse nur individuelle Tendenzen oder tatsachlich auf den supplementierten Me-
taboliten zurtickzufiihrende Wirkungen darstellen, misste in weiteren Versuchen mit gréBeren
Tierzahlen abgeklart werden, da andere bisher durchgefiihrte Studien mit 25(OH)D3 und Vit-
amin D3 bei Schweinen keine Unterschiede in der Lebendmasseentwicklung und der Futter-
verwertung feststellen konnten (KLUGE et al., 2006; | JAKOBSEN et al., 2007).

5.2.3 Patho-histologische Parameter

Die Ferkel wurden mit Pentobarbital Natrium (400 mg/1 ml Eutha® 77) 0,1-0,2 mli’kg KG
euthanasiert und anschlieBend zur weiteren Untersuchung in das Institut fr Tierpathologie,
Tierklinisches Department der LMU Miinchen, gebracht. Pentobarbital Natrium erméglicht eine
stressfreie Euthanasie, da die Tiere durch den Wirkstoff schnell sediert sind und den Todes-
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kampf somit nicht mehr bewusst wahrnehmen. Der durch den Todeskampf verursachte Stress
hatte Auswirkungen auf verschiedene Parameter, wie beispielsweise der AST im Blut. Zwischen
den Versuchsgruppen und der Kontrollgruppe waren in Bezug auf die Folgen der Euthanasie
keine Unterschiede festzustellen.

Organmassen

Am Versuchsende erfolgte die Bestimmung der Organmassen von Herz, Lunge, Leber, Milz,
sowie der rechten und linken Niere. Dabei waren keine statistisch signifikanten Unterschiede
zwischen den einzelnen Gruppen festzustellen. Daraus lasst sich schlie3en, dass alle Ferkel,
unabhangig von der supplementierten Substanz und Dosierung, eine physiologische Entwick-
lung durchlaufen hatten. Desweiteren waren keine Hinweise auf Verkalkungen der Gewebe
festzustellen.

Makroskopische und histologische Parameter

Der Euthanasiewirkstoff Pentobarbital Natrium gehdrt der Wirkstoffklasse der Barbiturate an
und wird sowohl zur Anésthesie, als auch in Uberdosierung zur Euthanasie eingesetzt. Eine
Uberdosis verursacht bei schneller Injektion eine Lahmung medullarer Zentren mit Atemstill-
stand. Das Herz schlagt weiter, bis Hypoxamie und Hyperkapnie zu einem Herzstillstand flh-
ren.

Durch das Kreislaufversagen stoppt die Blutzirkulation, was eine Blutfllle in den einzelnen Or-
gansystemen zur Folge hat. Post mortem kénnen, wie bei den vorliegenden Versuchstieren,
akute Stauungshyperamien der Lunge, Leber, Milz und der Nieren beobachtet werden. Der
akute Rlckstau des Blutes in den Lungenkreislauf fihrt zu einem FlUssigkeitsaustritt ins Ge-
webe, was das Auftreten der Lungenddeme erklart.

Bei 14 Tieren, verteilt in allen Gruppen, wurde eine gering- bis mittelgradige Hyperkeratose
der Pars proventricularis des Magens diagnostiziert, wobei es sich um Erosionen der Magen-
schleimhaut in der Umgebung der Osophagusmiindung handelt. Dieser Bereich ist mit einer
kutanen Schleimhaut ohne schleimproduzierende Driisen ausgekleidet und damit ungeschutzt
gegenlber der Einwirkung des Magensaftes. Eine beschleunigte Magenentleerung durch fa-
serarmes, feinkérniges Futter stellt dabei einen wesentlichen Faktor dar. Weitere mégliche Ur-
sachen sind hitzebehandeltes Getreide wahrend Trocknung und Pelletierung, sowie Stress der
Tiere durch Stallwechsel, Transport und enge Aufstallung (HEINRITZI,|1987; WONDRA et al.,
1995).

Im Falle der Versuchstiere kann angenommen werden, dass das pelletierte Futter den Ausldser
der leichten Magenulzera darstellte. Diese waren jedoch von so geringem Ausmalf3, dass das
Allgemeinbefinden der Tiere dadurch nicht beeintrachtigt wurde.
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Die makroskopischen und histologischen Befunde einiger Tiere am Darmtrakt, wie Hyperplasie
des GALT (gut associated lymphoid tissue), katarrhalischer Enteritis, Hyperplasie der mesente-
rialen Lymphknoten, herdférmige Schleimretention in Krypten des Dickdarms mit Dilatation und
Herniation in das angrenzende GALT und oberflédchliche Epithelnekrosen, deuteten auf eine In-
fektion mit Brachyspira spec. hin. Zudem wurde bei drei Tieren eine Infektion mit Coronaviren
nachgewiesen. Das Ergebnis einer Untersuchung auf das Circovirus PCV2, die bei manchen
Tieren auf Grund der vergréBerten Lymphknoten eingeleitet wurde, war jeweils negativ.

Da die Tiere kein gestdrtes Allgemeinbefinden zeigten und der Kot gréBtenteils dickbreiig bis
geformt war, ist davon auszugehen, dass diese Darmerkrankungen eher eine untergeordnete
Rolle gespielt haben. Trotzdem sollen beide Infektionen an dieser Stelle kurz dargestellt wer-
den.

Bei einer Coronavirus-Infektion, auch Transmissible Gastroenteritis (TGE) genannt, handelt es
sich um eine meldepflichtige, osmotische Virusdiarrhoe. Coronaviren befallen die Enterozy-
ten der Darmzotten, vornehmlich im Bereich des Jejunums und lleums und flhren zu deren
Schadigung und beschleunigter Degeneration. Das zerstdrte Zottenepithel wird durch Krypten-
zellen ersetzt, welche die digestiven und absorptiven Funktionen nicht tbernehmen kdénnen.
Die Resorptionskapazitat fir Natrium, Chlorid, Monosaccharide und wahrscheinlich auch Ami-
nosauren wird stark reduziert (HEINRITZI, 2006b). Uber drei Wochen alte Schweine sind
weniger empféanglich gegeniber der TGE. Zudem ist die Schadigung des Dinndarmepithels
bei alteren Tieren weniger weitgehend als bei Saugferkeln und wechselt im Ausmaf3. Wenn die
restlichen Epithelzellen zur Aufrechterhaltung der physiologischen Resorption ausreichen, hat
die Infektion keinen Durchfall zur Folge, obwohl Virusausscheidung und spatere Antikdrperbil-
dung stattfinden (WALDMANN und PLONAIT, 2004).

Im vorliegenden Fall handelte es sich wahrscheinlich nicht um ein akutes Geschehen sondern
einen chronisch infizierten Bestand ohne klinische Erscheinungen.

Bei der Durchfallproblematik ab Tag 16 des Versuches wurde schon eine Coronavirusinfektion
vermutet, wobei zu diesem Zeitpunkt die E.coli-Erkrankung im Vordergrund stand, was durch
die Befunde und das schnelle Ansprechen auf die Therapie bestatigt wurde.

Der Erreger der Dysenterie, Brachyspira hyodysenteriae, wird mit dem Kot ausgeschieden und
durch direkten oder indirekten Kotkontakt aufgenommen. Eine Infektion mit Brachyspira hyo-
dysenteriae kann klinisch inapparent oder als Dickdarmentziindung unterschiedlicher Schwere
und Ausdehnung verlaufen. Zum Ausbruch der Erkrankung tragen resistenzmindernde Fakto-
ren, wie Stallwechsel, Transport, Futterumstellung oder schlechtes Stallklima entscheidend bei.
Der Erreger haftet sich an die Krypten der Dickdarmschleimhaut, beginnt sich dort zu vermeh-
ren und dringt in die Becher- und Epithelzellen ein. Es erfolgt die Bildung von Hamolysin und
Endotoxin. Dadurch kommt es zur Schleimsekretion und spéateren Zellproliferation. Im weite-
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ren Verlauf werden diese Zellen zerstdrt und es entwickelt sich innerhalb weniger Tage eine
massive Entziindung mit Schleimhautédem und mukds-fibrindser Exsudation. Zusétzlich kann
es durch Erosion von BlutgefaBen der Schleimhaut zu einem Blutverlust kommen. Der Flis-
sigkeitsverlust resultiert aus mangelnder Rlckresorption, einer Stérung der Transportmecha-
nismen und aus einer sich entwickelnden Hypersekretion (AMTSBERG und MERKT], [1986;
HEINRITZI, 2006b).

Da die Versuchstiere nach der Behandlung der E.coli-Infektion kein gestértes Allgemeinbefin-
den und groBtenteils einen dickbreiigen bis geformten Kot hatten, kann hier von einer klinisch
inapparenten Erkrankung ausgegangen werden, die das Wohlbefinden der Tiere nicht sehr
stark eingeschrankt hat und somit eine medikamentelle Behandlung auch nicht zwingend né-
tig gewesen wére. Zudem hatte das Geschehen keinen Einfluss auf das Versuchsergebnis,
da die Tiere ein ungestortes Allgemeinbefinden und auch keine verminderte Futteraufnahme
aufwiesen.

Der Verdacht einer Balantidium-Infektion lag nach der pathologischen Untersuchung bei einem
Ferkel vor. Dieser Verdacht wurde durch die parasitologische Kotuntersuchung bestatigt. Die
zu den Ziliaten gehérenden Balantidium coli sind weitverbreitete Kommensale des Schweine-
dickdarms. Nach primarer Schadigung der Mucosa kann es durch die vorherige Infektion mit
anderen Erregern oder bei hochgradiger Resistenzschwachung in die Drisengénge eindringen
und diese zerstoren. Es ist unklar, inwieweit die méglichen Symptome einer katarrhalischen bis
hamorrhagischen Kolitis und Typhilitis primér oder gleichzeitig auf einer Schweinedysenterie-
Erkrankung beruhen (HANI und HORNING, |[1974;\WALDMANN und PLONAIT, 2004).

Ein Ferkel zeigte eine einzelne Nierenzyste. Dabei handelte es sich mit gro3er Wahrschein-
lichkeit um eine Entwicklungsanomalie, die sporadisch oder durch Vererbung auftreten kann,
wobei die Funktion der Niere dadurch nicht beeintrachtigt wird (WEISS, 2007).

Die erhéhte Anzahl pathologischer Befunde in den Gruppen T2 und T4 ist dadurch zu erkla-
ren, dass bei diesen Tieren zusatzlich zur makroskopischen auch eine histologische, und so-
mit intensivere Untersuchung durchgefihrt wurde. Mit der histologischen Untersuchung sollten
eventuelle Verkalkungen im Anfangsstadium, die makroskopisch noch nicht nachweisbar sind,
sichtbar gemacht werden.

Die pathologischen Untersuchungen sind von unabhangigen Gutachtern erstellt worden, fir die
lediglich die Tiernummer, nicht aber die Gruppenzugehdrigkeit ersichtlich war.

Bei einer Vitamin D-Intoxikation sind mikroskopisch die Degeneration der elastischen Fasern
von Intima und Media der Aorta und anderen Arterien, sowie dystrophische Verkalkungen an
diesen Stellen zu erkennen. Die Kollagenfasern der Grundsubstanz kénnen ebenfalls betroffen
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sein und reif3en. Diese Veranderungen sind in unterschiedlichem Maf3e auch an den anderen
Weichgeweben zu finden.

Keiner der beschriebenen Befunde und Erkrankungen kann auf die Supplementierung von Vit-
amin D3 oder 25(0OH)D3, weder in der einfachen, noch in der fiinf- oder zehnfachen Dosierung
zurlckgefihrt werden.

5.2.4 Parameter der Blutuntersuchung

Bei allen Ferkeln wurde am vorletzten Versuchstag Blut enthommen und anschlieBend ein
grof3es Blutbild, sowie serologische Parameter bestimmt.

Hamatologie

Nahezu alle Parameter der hdmatologischen Untersuchung lagen im Referenzbereich und wie-
sen zwischen den Gruppen nur geringe Unterschiede auf. Die davon abweichenden, geringfi-
gig erniedrigeten Hamoglobinwerte aller Gruppen und erniedrigten Hamatokritwerte der Grup-
pe T4, kénnen in einer Hamolyse der Blutproben begriindet sein, wobei sich die Verdnderungen
in einem sehr geringen Rahmen befinden. Da der Hadmoglobingehalt aller Gruppen etwas zu
niedrig war, fiel als Folge auch der MCH-Wert zu gering aus, da es sich hierbei um einen rech-
nerisch ermittelten Parameter handelt.

Die Leukozyten und das Differentialblutbild waren bei keiner Gruppe erhdht, was im Falle eines
akuten Krankheitsgeschehens der Fall gewesen ware. Zudem waren alle Ferkel zum Zeitpunkt
der Blutentnahme in ihrem Allgemeinbefinden ungestért. Diese Ergebnisse bestéatigen die in
Kapitel [5.2.3| getroffene Aussage, dass kein Ferkel akut an Dysenterie oder Transmissibler Ga-
stroenteritis erkrankt war.

Da auch die eosinophilen Granulozyten im Normbereich lagen, ist ein massiver Parasitenbe-
fall auszuschlie3en, und somit sind die Ergebnisse der parasitologischen Untersuchung (siehe
Kapitel als Nebenbefund einzustufen.

Alle Parameter der hamatologischen Untersuchung waren somit unauffallig und in keinen ur-
sachlichen Zusammenhang zum supplementierten Zusatzstoff, bzw. dessen Dosierung zu brin-
gen.

Klinisch-chemische Parameter

Die Messwerte der einzelnen Parameter unterliegen bei gesunden Schweinen biologischen
Variationen, die unter anderem von genetischen Unterschieden, also von der Rasse abhangig
sind. Dieser Sachverhalt ist unter anderem bei den Enzymen AST und GGT zu beachten. Da-
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neben Uben Faktoren wie Geschlecht, Alter, Gewicht und Fortpflanzungsstadium einen Einfluss
auf verschiedene Parameter und deren Referenzwerte aus (MERK||1992).

Die Gamma-Glutamyl-Transferase (GGT) ist in Membranstrukturen lokalisiert und fihrt nur im
Falle einer Erkrankung der Leber und Gallengénge zu einer Aktivitatssteigerung, sodass die
GGT als leberspezifisch angesehen werden kann (KRAFT et al.,[2005). Somit kénnten die ge-
ringgradig erhéhten GGT-Werte fir eine Durchfallerkrankung mit Erregerbefall der Leber spre-
chen.

Allerdings beziehen sich die angegebenen Referenzwerte auf die Schweinerasse Deutsche
Landrasse, wobei im vorliegenden Versuch eine Kreuzung aus Deutscher Landrasse x Lar-
ge White x Piétrain eingesetzt wurde. Es ist somit nicht auszuschlieBen, dass die erhdéhten
GGT-Werte rassebedingt zustande kamen, was bei den geringen, gleichméaBigen Erhéhungen
wahrscheinlich ist.

Das Enzym Aspartat-Amino-Transferase (AST) kann in unterschiedlicher Aktivitat in zahlrei-
chen Geweben und Organen angetroffen werden und ist somit keineswegs organspezifisch.
Hohe Aktivitdten werden im Herz- und Skelettmuskel nachgewiesen, in zweiter Linie auch in
der Leber. Aktivitatssteigerungen bis zum Dreifachen kénnen als leichte Erhéhung bezeichnet
werden (KRAFT et al., [2005). Auch die Aktivitatssteigerung im Falle der AST kann rassebe-
dingt verursacht sein.

Eine andere Ursache kdnnte die Blutentnahme darstellen. Diese bedeutet fir Schweine einen
erhdhten Stress (Herausfangen, Fixation, Abwehrreaktionen), wodurch eine Belastungsmyopa-
thie zustande kommen kann, in deren Folge die AST erhéht ist. Schweine bestimmter Rassen
mit Zlchtung auf einen hohen Muskelfleischanteil am Schlachtkérper, wie z.B. Piétrain, Belgi-
sche Landrasse und Kreuzungen dieser Rassen mit Schweinen der Deutschen Landrasse, sind
genetisch verstarkt empfanglich gegenlber stressbedingter Belastungsmyopathien (HEINRIT-
Zl und PLONAIT)| 2004).

Welche der beiden mdéglichen Ursachen im vorliegenden Fall zutrifft, ist nicht genau zu sagen.
Fest steht allerdings, dass die Erhéhung der AST sehr wahrscheinlich nicht mit einem krank-
haften Geschehen zusammenhéangt und keinen Zusammenhang mit der Supplementierung der
Zusatzstoffe und Dosierungen aufweist.

Die alkalische Phosphatase (AP) ist in fast allen Geweben des Organismus in unterschiedlicher
Aktivitat nachzuweisen. Zu diesen Geweben gehéren Osteoblasten, Darmschleimhaut, Plazen-
ta, Nierentubuluszellen, Gallengangsepithel, Leber und Leukozyten (KRAFT et al., [2005). Die
AP ist an Membranstrukturen der Zellen gebunden, wobei sie weder als leberspezifisches, noch
als knochenspezifisches Enzym anzusehen ist. Die AP in Osteoblasten besitzt bei Jungtieren
eine wesentlich héhere Enzymakiivitat als bei adulten Tieren, was bei der Beurteilung zu be-
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rcksichtigen ist.

Spezifischer fur Hinweise auf den Knochenstoffwechsel ist dagegen die knochenspezifische
alkalische Phosphatase (BAP) (EPSTEIN, [1988; DELMAS, [1991; WITHOLD et al.l |1996).
Da fir dieses Enzym zum momentanen Zeitpunkt keine Referenzwerte fir Absetzferkel oder
Schweine existieren, kénnen die Werte nur untereinander und mit einer anderen Studie ver-
glichen werden. Die Enzymaktivitdten in der vorliegenden Studie, die zwischen Werten von
92 U/l £29 (T1) und 115 U/l £24 (T2) lagen, wiesen nur geringe Unterschiede auf und sind
vergleichbar mit den BAP-Ergebnissen einer Studie von |LIESEGANG et al.| (2002), in der die
Enzymaktivitat der Absetzferkel ebenfalls zwischen 90 und 110 U/ lag.

Sowohl die Natriumwerte in den Gruppen T1 und T3, als auch die Chloridwerte aller Gruppen
waren geringgradig erniedrigt. Dies konnte zum einen eine verminderte Resorption in Folge
der Klinisch inapparenten Coronavirusinfektion verdeutlichen, oder aber noch im Bereich der
natlrlichen Schwankungen liegen.

Betrachtet man die Phosphorwerte im Serum der Versuchstiere, so féllt auf, dass alle Tiere im
Durchschnitt erhdhte Werte im Vergleich zum angegebenen Referenzwert aufwiesen, welcher
fir adulte Tiere angegeben ist. Eine geringe Hyperphosphatéamie ist beim Jungtier allerdings
physiologisch (KRAFT et al.,[2005) und stellt somit kein Anzeichen eines krankhaften Gesche-
hens dar.

Die Ermittlung des 25(OH)D3-Gehalts im Plasma wurde in den Laboratorien von DSM Nutri-
tional Products Ltd (Research & Development, Analytical Research Center, CH-4002 Basel)
durchgeflhrt.

Der 25(0OH)D3-Gehalt im Plasma nahm von Gruppe T1 bis Gruppe T4 dosisabhangig deutlich
zu (siehe Abbildung [5.3). Dabei ergaben die Gehalte im Plasma der Gruppe T3 mit 14-fach
und der Gruppe T4 mit 22-fach héheren Werten statistisch signifikante Unterschiede (p<0,05)
gegeniber der Kontrollgruppe T1. Es ist somit ein direkter Zusammenhang zwischen der Uber
das Futter verabreichten 25(OH)D3s-Menge und dem 25(OH)D3-Gehalt im Plasma zu erkennen,
was in der Vergleichsstudie von KLUGE et al. (2006) ebenfalls beobachtet werden konnte.
25(0OH)D3 wird besser und schneller absorbiert als natives Vitamin D (??). Mehrere Studien
konnten zeigen, dass Vitamin D vor allem in die Lymphe absorbiert wird (THOMPSON et al.,
1966, BLOMSTRAND und FORSGREN, 1967), wohingegen 25(OH)D3 in physiologischen
Konzentrationen als starker polarer Metabolit schneller und effektiver absorbiert wird. Dies er-
folgt auf direktem Weg aus dem proximalen Jejunum in die Pfortader und geschieht unabhangig
von der Fettresorption (NECHAMA et al., 1977; MAISLOS et al., (1981}, |SITRIN et al., [1982).
Dadurch lassen sich die trotz vermeintlich aquivalenter Vitamin D-Futterung der Gruppen T1
und T2 héheren 25(0OH)D3-Gehalte im Plasma der Gruppe T2 gegenlber der Gruppe T1 er-
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Abbildung 5.3: Durchschnittlicher 25-Hydroxycholecalciferolgehalt (MW=+SD) im Plasma der
Versuchsgruppen [T1: 2000 /.E. Vitamin D3, T2: 0,05 mg 25(0OH)Ds (1x), T3:
0,25 mg 25(0OH)D3 (5x), T4: 0,50 mg 25(OH)D3 (10x)]

klaren.

Die statistisch signifikant hdheren Werte der Gruppen T3 und T4 wurden durch die erhéh-
te Zufuhr Uber das Futter verursacht. Allerdings nahm der 25(OH)D3-Gehalt von T3 zu T4 in
geringerem Umfang zu, als von T2 zu T3, trotz Verdopplung der supplementierten 25(OH)D3-
Menge. Dies lasst eine gewisse Sattigung des 25(OH)Ds-Spiegels im Plasma vermuten.

Hinsichtlich der anderen, in dieser Studie untersuchten Blutparameter des gro3en Blutbildes
und der klinisch-chemischen Untersuchung (GLDH, AP, Glucose, Harnstoff, Gesamtbilirubin,
Gesamteiweil3, Albumin, Kreatinin, Gesamtcalcium und Kalium) bestanden nur geringgradige
Auffélligkeiten, weshalb an dieser Stelle nicht ndher darauf eingegangen werden soll.

Weder die Verabreichung von Vitamin D3, noch die von 25(OH)D3 in den unterschiedlichen
Dosierungen, verursachte eine negative Veranderung des Blutbilds der Ferkel.

5.2.5 Knochenparameter

Knochenlange, -durchmesser und -masse

Beim Vergleich der absoluten Zahlen fir Knochenlange, Knochendurchmesser und Knochen-
masse fallen keine Unterschiede auf, die auf den Futterzusatzstoff schlieBen lassen.
Da sich der Knochenbau zeitlebens an verandernde Bedingungen anpasst und damit auch
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Knochenldnge, Knochendurchmesser und Knochenmasse von der Kdrpermasse abhangig
sind, wurde diese in den Berechnungen bertcksichtigt und die Parameter auf 10 kg Kérper-
masse bezogen.

Im Vergleich der Gruppen unter diesem Gesichtspunkt wurde deutlich, dass die Kontrollgruppe
T1 fOr alle drei Parameter die h6chsten Werte aufwies, auch wenn die Differenz zu den anderen
Gruppen nur sehr gering ausfiel. Die einfach dosierte 25(OH)D3-Gruppe T2 besal3 dagegen die
niedrigsten Werte, die mit steigender Dosierung der Gruppen T3 und T4 annahernd bis auf den
Wert der Vitamin D3-Gruppe anstiegen.

Ob dies zufallige, individuelle Tendenzen sind oder tatsachlich eine Aussage Uber die Wirkung
der Supplemente auf das Knochenwachstum getroffen werden kann, ist anhand der geringen
Tierzahl und fehlender statistisch signifikanter Unterschiede nur schwer zu sagen. Bei einer tat-
sdchlichen Einflussnahme wirden diese Ergebnisse bedeuten, dass Vitamin Ds im Vergleich
zu 25(OH)Dj5 eine stéarkere Wirkung auf Osteoblasten austibt, welche wahrend der Wachstums-
vorgange der Absetzferkel zu einer vermehrten Knochenbildung im Bereich der Wachstumsfu-
gen angeregt werden. Dabei wiirde nicht nur das Langen- und Breitenwachstum der Knochen
stimuliert, sondern auch die Mineralstoffeinlagerung in die anorganische Knochenmatrix, was
in einer hbheren Knochenmasse resultieren wirde.

Knochenaschegehalt und Mineralstoffe

Da wahrend des Veraschungsprozesses alle organischen Bestandteile verbrennen, enthalt die
Knochenasche die gesamten Mineralstoffe. Somit gibt der Aschegehalt des Knochens Auskunft
Uber die in die Knochematrix eingelagerten Mineralien.

In dieser Studie wurde fir eingehende Untersuchungen der Knochenzusammensetzung die
Knochenasche, nicht aber die Trockensubstanz bendtigt, weshalb auf die Ermittlung der fett-
freien Trockensubstanz der Knochen verzichtet wurde. Aus diesem Grund ist im Tiergruppen-
vergleich der Bezug des Aschegehaltes zur urspriinglichen Substanz von Bedeutung.

Der Einsatz von 25(0OH)Ds in steigender Dosierung zeigte keine Veranderung im Aschegehalt
im Vergleich zur Vitamin D3-Gruppe, was fir eine gleichmafige und ausreichende Einlagerung
der Mineralstoffe in die Knochenmatrix aller vier Gruppen spricht. Diese Erkenntnis bestatigen
die Ergebnisse der Studie von KLUGE et al.| (2006), die ebenfalls keine Anzeichen einer un-
zureichenden Mineralisierung hinsichtlich LAngenmafBe, Durchmesser, Wandstéarke und Bruch-
festigkeitstest in inrem Vergleich von Vitamin D3 und 25(OH)D3 feststellen konnten.

Bei Betrachtung der durchschnittlichen Calcium- und Phosphorgehalte der Knochenasche, die
nur geringgradige Unterschiede zwischen den Gruppen aufwiesen, konnte ebenfalls keine ur-
sachliche Beziehung zwischen der Dosierung des jeweiligen Zusatzstoffes und den ermittelten
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Abbildung 5.4: Durchschnittliche Bruchlast der Knochen (MW+SD) in den Versuchsgruppen
[T1: 2000 LE. Vitamin D3, T2: 0,05 mg 25(OH)D3 (1x), T3: 0,25 mg 25(OH)D3
(5x), T4: 0,50 mg 25(0OH)D3 (10x)]

Werten festgestellt werden.
Bruchlast und Dehnung

Hinsichtlich der Bruchlast und Dehnungsfahigkeit der Versuchstierknochen sind Tendenzen fir
stabilere Knochen durch steigende 25(0OH)D3s-Dosierungen zu erkennen. Die gemessenen Un-
terschiede sind statistisch nicht signifikant und widersprechen der Aussage von KLUGE et al.
(2006), die keine Beeinflussung der Parameter der Bruchfestigkeit aufzeigen konnten.

Die Abbildungen [5.4] und [5.5| veranschaulichen die Ergebnisse der Bruchlast- und Dehnungs-
messung.

5.2.6 Organparameter

25-Hydroxycholecalciferol in den Organen

Der Nachweis von 25-Hydroxycholecalciferol in den Organen erfolgte durch die Laboratorien
der DSM Nutritional Products Ltd (Research & Development, Analytical Research Center, CH-
4002 Basel).

Die Ergebnisse mancher Gruppen, vornehmlich der Kontrollgruppe T1, lagen unter der Nach-
weisgrenze (LLQ). Um die gemessenen Werte der anderen Gruppen trotzdem statistisch aus-
werten zu kénnen, wurde hypothetisch der gerade nicht mehr messbare Wert (auch nicht auf-
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Abbildung 5.5: Durchschnittliche Dehnung der Knochen (MW=+SD) in den Versuchsgrup-
pen bis zum Zeitpunkt des Brechens [T1: 2000 /.E. Vitamin D3, T2: 0,05 mg
25(0OH)Ds (1x), T3: 0,25 mg 25(0OH)D3 (5x), T4: 0,50 mg 25(OH)D3 (10x)]

gerundet) als héchstmdégliches Ergebnis herangezogen.

Vergleichbar den Ergebnissen der Plasma-Untersuchung erbrachte die Supplementierung von
25(0OH)D3 einen dosisabhangigen Anstieg der 25(0OH)D3-Konzentrationen in den verschiede-
nen Organen (siehe Abbildung[5.6). Dabei unterschieden sich jeweils die 25(0H)D3-Gehalte in
den Gruppen T3 und T4 statistisch signifikant von der Kontrollgruppe T1. Auch die 25(OH)Ds-
Gehalte der Gruppe T2 lagen tber denen der Gruppe T1, allerdings statistisch nicht signifikant,
was auch an den hypothetisch maximal anzunehmenden LLQ-Werten fir T1 liegen kann. Die-
se Werte sind in dieser Studie nur Annahmen, kénnen jedoch in Wirklichkeit nicht messbar
darunter liegen, sodass mit den tatséchlichen Werten eventuell statistisch signifikante Unter-
schiede festzustellen wéren. Doch solange das Untersuchungsverfahren nicht weiter entwickelt
ist, kann Uber diese Annahme nur spekuliert werden.

Die erhdhten 25(0OH)D3-Werte der Organe machen deutlich, dass bei hohen Gaben von
25(0OH)Dg Uber einen langeren Zeitraum durchaus die Gefahr einer Kalzinose bestehen kénn-
te. Die vermehrt aufgenommenen Mineralstoffe aus dem Darm kénnen vom Organismus nicht
mehr physiologisch adaquat verstoffwechselt werden, sondern werden in Weichgeweben ein-
gelagert, was zu einer Verkalkung fuhrt. Davon betroffen sind vor allem Gewebe der Aorta, des
Herzens, der Nieren, der Sehnen und Bander, des Uterus, des Darmes und der Magenschleim-
haut (ALLEN und SHAH, [1992). Dies vorliegenden Fall, bei 10-facher Dosierung Uber sechs
Wochen, ist dies nicht aufgetreten.
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Abbildung 5.6: Durchschnittlicher 25-Hydroxycholecalciferolgehalt der Organe (MW=+SD) in
den Versuchsgruppen [T1: 2000 /.E. Vitamin D3, T2: 0,05 mg 25(OH)D3 (1x),
T3: 0,25 mg 25(0H)D3 (5x), T4: 0,50 mg 25(0OH)D3 (10x)]

Nierenparameter

Um den Einfluss der Wirksubstanzen auf die Niere beurteilen zu kénnen, wurden die Parame-
ter Trockensubstanz, Asche und Calcium bestimmt. Es waren pathologische Veranderungen
in Folge der erhéhten Gabe von 25(0OH)D3; denkbar gewesen. Die vermehrt aufgenommenen
Mineralstoffe aus dem Darm kénnten vom Organismus nicht verstoffwechselt werden, sondern
fOhrten durch den Kompensationsmechansimus der Calciumeinlagerungen zu Weichteilverkal-
kungen (CASHMANN, |2007).

Die Nieren werden als eines der ersten Organe durch die Kalkablagerungen geschadigt, was
zu einer verringerten glomeruléren Filtrationsrate fuhrt. Andererseits kénnen die Nierentubu-
li den Urin nicht mehr effektiv konzentrieren, was voriibergehend zu einer Polyurie und einer
sekundaren Polydipsie fihren kann. Beides flihrt zu einer funktionellen Niereninsuffizienz.

Bei Betrachtung der Werte flr Trockensubstanz-, Asche- und Calciumgehalt der Nieren waren
keine pathologischen Veranderungen oder Unterschiede zwischen den Gruppen festzustel-
len, die auf eine urséchliche Beziehung zu den verschiedenen Zusatzstoffen und Dosierungen
schlie3en lieBen. Die verabreichten Mengen der hohen 25(0OH)D3-Dosierung Uberschritten so-
mit noch nicht die Stoffwechselkapazitat des Kérpers fur das vermehrt resorbierte Calcium.
Diese Schlussfolgerung wird durch die unauffalligen Befunde der Urinuntersuchung bestatigt.

141



5. Diskussion

5.2.7 Urinparameter

Bei der semiquantitativen Urinuntersuchung mittels Urinstick wiesen alle Tiere weder Gluco-
se, noch Ketonkérpter, noch Leukozyten auf. Blut im Urin wurde bei insgesamt 3 Tieren, zwei
Tieren der Gruppe T1 (+ und ++) und ein Tier der Gruppe T4 (+), festgestellt. Nachdem bei
einem dieser Tiere (Gruppe T1) auch geringe Mengen Nitrit nachgewiesen werden konnte und
die Tiere keine weiteren Auffalligkeiten zeigten, kann davon ausgegangen werden, dass der
Nachweis von Blut und Nitrit durch die Art der Urinentnahme zustande gekommen war.

14 der 24 untersuchten Tiere enthielten Spuren von Protein im Urin. Man geht heute davon
aus, dass physiologisch kein Protein im Urin der Tiere sein darf. Ausnahmen von voriber-
gehend messbar erhdhten Proteinmengen im Urin stellen unter anderem starke kérperliche
Belastungen oder psychische Belastungen dar (KRAFT et al., 2005), was im vorliegenden Fall
die kurz zuvor durchgeflihrten Euthanasien gewesen sein kénnten.

Bilirubin und Urobilinogen waren, auf3er bei einem Tier, in allen untersuchten Proben negativ.
Dieses Tier der Gruppe T4 hatte sowohl Bilirubin (+), als auch Urobilinogen(2) im Urin. Das
Vorkommen von Bilirubin kann ebenfalls durch die Entnahme begriindet sein.

Urobilinogen ist bei allen Haussaugetieren negativ oder schwach positiv (KRAFT et al., 2005)
und hier, bestatigt durch das gute Allgemeinbefinden des Tieres, somit zu vernachlassigen.

Der Urin aller Tiere war sowohl makroskopisch, als auch in Bezug auf den pH-Wert und das
spezifische Gewicht, ohne besonderen Befund. Es kann keine ursachliche Beziehung zwischen
dem supplementierten Zusatzstoff, sowie dessen Dosierung, und den ermittelten Werten fest-
gestellt werden.

Mikroskopisch wurden in allen Proben unterschiedliche Mengen an Verunreinigungen und Bak-
terien gefunden. Da die Cystocentese nicht unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt wurde und
von einigen Tieren nur spontan abgesetzter Urin untersucht werden konnte, erkléren sich diese
Ergebnisse durch die Art und Weise der Urinentnahme.

In den Urinproben nahezu aller Tiere der verschiedenen Versuchsgruppen, konnten
unterschiedlich groBe und unterschiedlich viele Kristalle (Calciumoxalat-dihydrat- und
Calciumoxalat-monohydrat-Kristalle) gefunden werden. Calciumoxalate werden im sauren Mi-
lieu gefunden und haben charakteristische Briefkuvertform (regelmaBig geformte Oktaeder).
Calciumoxalate sind in geringen Mengen auch bei gesunden Tieren vorzufinden. Auf Grund
der Tatsache, dass diese Kristalle bei Tieren aller Gruppen nachgewiesen werden konnten, und
hinsichtlich der GréBe und Menge kein Zusammenhang zum jeweiligen Zusatzstoff und dessen
Dosierung herzustellen ist, kann davon ausgegangen werden, dass die leichte Kristallbildung
nicht auf eine Vitamin D-Uberversorgung oder ein pathologisches Geschehen hindeuten.

Die Bildung von Harnsteinen (Urolithiasis) und damit verbundene Kristallurie wird durch ho-
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he Dosierungen von Vitamin D oder Mineralstoffen beglnstigt. Weitere wegbereitende Fakto-
ren fir die Entstehung einer Urolithiasis stellen eine zu geringe Wasseraufnahme und ein ho-
her, alkalischer Harn-pH-Wert dar. Diagnostisch sind sichtbare Harnsteine bei der makroskopi-
schen Urinuntersuchung und Belage oder Gries in der Harnblase von Bedeutung (SCHNURR-
BUSCH und HEINRITZI, 2006). Auf keines der Versuchstiere traf eines der oben genannten
Merkmale zu, weswegen hier von einer tolerierbaren Calciumoxalatmenge ausgegangen wer-
den kann.

Der Urin-Kreatinin-Gehalt wird als fixe BezugsgréBBe fir andere HarnmessgréBen herange-
zogen, um dadurch besser quantitative und reproduzierbare Ergebnisse unterschiedlich kon-
zentrierter Urine zu erzielen. Die dadurch gewonnenen Phosphor- und Calcium-Kreatinin-
Quotienten unterlagen starken individuellen Schwankungen, welche durch die hohen Stan-
dardabweichungen ersichtlich wurden. Es wéare denkbar gewesen, dass durch die erhéhten
Gaben von 25-Hydroxycholecalciferol auch mehr Calcium resorbiert und dadurch auch mehr
Calcium Uber die Nieren ausgeschieden werden wrden.

Auf Grund der stark differierenden Werte, und weil zudem kein ursachlicher Zusammenhang
zum verabreichten Zusatzstoff, bzw. der verabreichten Dosierung zu erkennen ist, besitzen die
ermittelten Werte keinen Einfluss auf das Untersuchungsziel der vorliegenden Studie.

5.2.8 Parameter des Kotes

Die optischen Parameter des Kotes (Farbe, Konsistenz und eventuelle Beimengungen) wiesen,
abgesehen vom Zeitraum der E.coli-Infektion, keine Auffalligkeiten in der Konsistenz und Farbe
auf. Zu keiner Zeit waren Beimengungen wie Blut, Parasiten oder sonstige Fremdkérper im Kot
zu finden.

Die durch die Mitarbeiter des Lehrstuhls flr Vergleichende Tropenmedizin und Parasitolo-
gie, Veterinarwissenschaftliches Departement der LMU Miinchen, vorgenommene parasitolo-
gische Kotuntersuchung, erbrachte den Befund vereinzelt auftretender Isospora-Oozyten bei
den mannlichen Tieren der Gruppen T2 und T4 und in nahezu allen Gruppen den Nachweis
vereinzelter Balantidium-Zysten.

Die Bedeutung des Nachweises der Balantidium-Zysten wird in Kapitel bereits ausfuhrlich
geschildert. Die Balantidium-Infektion spielt wahrscheinlich eine untergeordnete Rolle in Bezug
auf das pathologisch festgestellte, subklinische Durchfallgeschehen.

Oozysten von Kokzidien, zu denen auch Isospora suis zahlt, sind bei der Kotuntersuchung
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von Absetzferkeln ein haufiger Befund, der nur selten mit einer Enteritis in Verbindung steht.
Isospora suis parasitiert in Epithelzellen des Dinndarms und ruft vor allem bei Saugferkeln
zum Teil massive Durchfélle hervor (WALDMANN und PLONAIT, [2004).

Im vorliegenden Fall stellen die gefundenen Oozysten einen Nebenbefund dar und sind klinisch
nicht von Bedeutung.

Im Falle eines massiven Parasitenbefalls sind die eosinophilen Granulozyten im Blutserum er-
hoht (KRAFT et al., |2005). Eine solche Eosinophilie lag bei den Versuchstieren nicht vor. Zu-
dem zeigte keines der Tiere ein gestértes Allgemeinbefinden oder Anzeichen eines klinischen
Druchfallgeschehens.

Somit sind beide oben genannten parasitologischen Befunde nicht von klinischer Bedeutung
und stehen zudem in keinem ursachlichen Zusammenhang zum verabreichten Zusatzstoff,
bzw. zu dessen Dosierung.

5.2.9 Futterparameter

Bei Betrachtung der Ergebnisse der Futtermitteluntersuchung fallen fir die verschiedenen Pa-
rameter nur geringgradige Unterschiede zwischen den vier Versuchsfuttern auf.

Beim Vergleich mit den fir eine Mischung aus Ferkelaufzuchtfutter | und Il empfohlenen Men-
gen dieser Parameter (siehe KAMPHUES et al., 2009) fallt auf, dass der durchschnittliche
Energiegehalt mit 17,37 GE MJ/kg Futter +0,08 Uber der Vorgabe von 13,4 ME MJ/kg Fut-
ter lag. Dies kommt durch die unterschiedlichen Angaben der Energieformen zustande. Bei
der GE (gross energy) handelt es sich um den Bruttoenergiegehalt, der durch Verbrennung im
Bombenkalorimeter bestimmt wird. Erst nach Abzug der Energieverluste durch Kot und Harn
der Tiere erhalt man die umsetzbare Energie ME (metabolizable energy), dessen Wert somit
niedriger ist.

Der Rohfasergehalt von durchschnittlich 3,87 % 40,13 lag im geforderten Bereich von 3-6
%. Hbhere Rohfasergehalte sollen in Kombination mit begrenzten Proteinmengen (max. 18
%) und einer restriktiven Fltterung zu Beginn der Absetzerfltterung E.coli-bedingte Verdau-
ungsstérungen bzw. der Odemkrankheit entgegenwirken (KAMPHUES et al., 2009). Die be-
schriebenen MafBBnahmen waren im vorliegenden Versuch nicht ausreichend, weshalb es trotz
verschiedener Vorsorgemafnahmen zu einer E.coli-Infektion gekommen war. Die Rationen der
verwendeten Versuchsfutter enthielten durchschnittlich 18,00 % +0,10 Rohprotein und waren
somit hinsichtlich der E.coli-Prophylaxe in einem geeigneten Rahmen.
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Laut KAMPHUES et al.| (2009) sind mit durchschnittlich 7,88 g Calcium pro kg Futter +0,34
(gefordert 9 g Ca/kg Futter) zu geringe, und mit durchschnittlich 5,59 g Phosphor pro kg Futter
+0,23 (gefordert 3-3,5 g P/kg Futter) zu hohe Gehalte dieser Mineralstoffe in den Versuchs-
futtermitteln gewesen. Generell soll das Calcium-Phosphor-Verhaltnis zwischen 1:1 und 2:1
liegen und war mit dem vorliegenden Verhaltnis von 1,4:1 im Idealbereich.

Zusatzstoffe

Von den verschiedenen Futtervormischungen wurde der tatséchliche Gehalt des jeweiligen
Zusatzstoffes pro kg Futter in den Laboratorien von DSM Nutritional Products Ltd (Research
& Development, Analytical Research Center, CH-4002 Basel) bestimmt. Dabei fiel auf, dass
der tatsachlich gemessene Gehalt der Zusatzstoffe etwas unter der erwarteten Menge lag,
was durch Verluste wahrend der Lagerung, infolge der Einwirkung von Licht und Sauerstoff
(LEITZMANN et al.,[2003), und durch die Messungenauigkeit verursacht sein kann.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass Vitamin D3 und 25(OH)Ds in der Schwei-
nefltterung dquivalent einzusetzen sind. Zu diesem Ergebnis kommen auch|JAKOBSEN et al.
(2007). Die gute Vertraglichkeit von 25(OH)D3 kann anhand der physiologischen Werte der ver-
schiedenen Untersuchungsparameter deutlich gezeigt werden.

Die erwarteten und gefundenen hohen 25(OH)D3-Gehalte im Blutplasma und den verschie-
denen Organen zeigen, dass beim Einsatz von 25(OH)D3 darauf geachtet werden muss, dass
vorgeschriebene und empfohlene Mengen nicht lberschritten werden, da sonst bei einer langer
andauernden Fitterung die Gefahr einer Kalzinose bestehen kénnte.
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In der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen erhdhter Konzentrationen von 25-
Hydroxycholecalciferol im Futter auf Vertraglichkeit, Leistungsparameter, Gesundheit und még-
liche Organverkalkungen von Absetzferkeln untersucht. Nach der bereits erfolgten Zulas-
sung beim Gefligel soll nun der fir die EU notwendige Unbedenklichkeitsnachweis von 25-
Hydroxycholecalciferol an der Zieltierart Schwein, und hier speziell am Absetzferkel in einer
Toleranzstudie erbracht werden. Diese ist Teil der durch die EFSA aufgestellten ,Guidelines®
far die Durchfihrung des Zulassungsverfahrens neuer Futtermittelzusatzstoffe.

Die Untersuchung wurde als Fltterungsversuch Uber einen Zeitraum von sechs Wochen an 24
weiblichen und 24 mannlich-kastrierten Absetzferkeln der Kreuzung Deutsche Landrasse x Lar-
ge White x Piétrain durchgefiihrt, die randomisiert in die Kontrollgruppe (2000 I.E. Vitamin D3),
die einfach dosierte Versuchsgruppe (0,05 mg 25(0OH)Ds3), die flinffach dosierte Versuchsgrup-
pe (0,25 mg 25(0OH)D3) und die zehnfach dosierte Versuchsgruppe (0,50 mg 25(OH)D3) mit
jeweils 12 Tieren eingeteilt waren. Am Ende der Fltterungsperiode wurden alle Ferkel eutha-
nasiert und im Anschluss einer pathologischen Untersuchung unterzogen.

Zur Bewertung mdglicher Auswirkungen der unterschiedlichen 25-
Hydroxycholecalciferolgehalte wurde in der pathologischen und histologischen Un-
tersuchung auf Verkalkungen der Weichgewebe und Organe geachtet und der 25-
Hydroxycholecalciferolgehalt im Blutplasma und in den verschiedenen Organen bestimmt. Um
mdgliche Auswirkungen der Testsubstanz auf den Knochenstoffwechsel beurteilen zu kénnen,
erfolgte post mortem die Bestimmung verschiedener Knochenparameter. Diese Parameter
waren die Knochenbruchlast und -dehnung, der Knochenaschegehalt und dessen Gehalt an
Calcium und Phosphor sowie die knochenspezifische alkalische Phosphatase im Blutserum.
Erganzt wurden diese Untersuchungen unter anderem durch allgemeine Leistungsparameter
wie Kérpermassezunahme, Futteraufnahme, Futterverwertung sowie verschiedene chemische
und hdmatologische Blutparameter und Untersuchungen von Urin-, Kot- und Futterproben.

Die pathologische Untersuchung zeigte auch bei der héchsten, der zehnfachen Dosierung von
25-Hydroxycholecalciferol keinerlei Veranderungen in den Weichgeweben und Organen der
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Tiere, die einen Hinweis auf Verkalkungen gaben. Die erhéhten Vitamin D-Metabolitgehalte
im Futter wurden gut vertragen, die Gewichtszunahme, die Futteraufnahme und die Futter-
verwertung unterschieden sich in den einzelnen Gruppen nicht voneinander. Wie zu erwar-
ten war, erhdhten sich bei funf- und zehnfacher Dosierung des Zusatzstoffes lediglich die 25-
Hydroxycholecalciferolgehalte im Blutplasma sowie in den Organ- und Weichgeweben der Tie-
re statistisch signifikant gegenlber der Kontrollgruppe.

Keiner der erhobenen Untersuchungsparameter ergab Hinweise auf eine Beeintrachtigung
der Tiergesundheit, die mit der verabreichten fiinf- bzw. zehnfachen Uberdosierung von 25-
Hydroxycholecalciferol in Zusammenhang stehen kdnnte.
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7 Summary

Andrea Erhardt

Investigations on the tolerance of high concentrations of
25-hydroxycholecalciferol in weaning piglets

The main objective of the present study is the evaluation of the effects of elevated concen-
trations of 25-hydroxycholecalciferol in the animal feed on tolerance, performance, health and
potential organ calcification in weaning piglets. While 25-hydroxycholecalciferol is already regis-
tered as a feed additive in poultry, it is on its way for certification in the EU for the target species
pig. A tolerance study is part of the ,Guidelines®, compiled by the EFSA, for the process of
licensing new additives for use in animal nutrition.

The investigation was conducted as a feeding experiment over a six week period. For the study,
24 female and 24 castrated male weaning piglets, a crossbreed of German Landrace x Large
White x Piétrain were allotted to 4 experimental groups of 12 animals each. The experimental
groups were: the control group (2000 I.E. Vitamin Ds), the nominally dosed experimental group
(0,05 mg 25(0OH)Ds3), the fivefold dosed experimental group (0,25 mg 25(0OH)D3) and the tenfold
dosed experimental group (0,50 mg 25(OH)Ds). At the end of the feeding period, all piglets were
euthanized and subsequently subjected to a pathological examination.

In order to evaluate the possible impact of the different concentrations of 25-
hydroxycholecalciferol, possible calcification of soft tissues and organs was checked du-
ring the pathological and histological examination. In addition, the concentration of 25-
hydroxycholecalciferol in blood plasma and various organs was analysed. To evaluate possible
effects on bone metabolism, a post mortem analysis of different bone parameters was made.
These parameters include the bone breaking load and elasticity, the bone ash content and the
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concentration of calcium and phosphorous plus the bone alkaline phosphatase in blood serum.
These results were then completed by the investigation of performance parameters, such as
weight gain, food intake, feed conversion as well as the analysis of chemical and haematologi-
cal blood parameters and samples of urine, faeces and feed.

The pathological investigation showed no calcification of soft tissues and organs of any animals,
even at the highest (tenfold) dose of 25-hydroxycholecalciferol. As expected, the concentration
of 25-hydoxycholecalciferol in blood plasma, organ tissue and soft tissue is increased statisti-
cally significant.

None of the collected data shows an indication of a degradation or impairment of animal health,
which can be associated with the 25-hydroxycholecalciferol concentrations used in the study.
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