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l. EINLEITUNG

Seltene Erden koénnen die Mastleistung von Schweinen verbessern
(Rambeck, 2000; Borger, 2003; Knebel, 2004), wobei sich allerdings ftr
die mastleistungssteigernde Wirkung zum Teil inkonsistente Resultate
zeigten (Kroth, 2011; Fritsche, 2012). Wahrend Seltene Erden in der
Schweiz bereits vorlaufig als Leistungsforderer zugelassen sind, wird in
der EU eine Zulassung angestrebt. Der Wirkungsmechanismus ist bisher
noch nicht geklart (Kroth, 2011; Fritsche 2012). Es werden sowohl
intestinale Effekte als auch Wirkungen auf den Intermediarstoffwechsel
diskutiert. In der vorliegenden Arbeit sollten insbesondere Fragen zur
Anwendungssicherheit Uberpruft werden. Im Feldversuch wurde
untersucht, inwieweit sich Seltene Erden in verschiedenen Organen, dem
Muskel- und Fettgewebe sowie dem Knochen bei Absatzferkeln
anreichern. Zudem wurden verschiedene Parameter zur Knochenstabilitat
und Knochenzusammensetzung bestimmt. Diese Untersuchungen wurden
durchgefiihrt, da von Rosenberg et al. (2012) einerseits an ovariektomier-
ten Ratten einen positiven Effekt auf den Knochenstoffwechsel zeigen
konnte, andererseits Seltene Erden einen Phosphat-bindenden Effekt
haben, der sich bei wachsenden Tieren auch negativ auf den
Knochenstoffwechsel auswirken konnte. Da Wirkungen auf den
Intermediarstoffwechsel durch Veranderungen der Schilddriise oder des
Insulinstoffwechsels vermittelt werden konnten, wurden hierzu einige
Parameter bestimmt. AuRerdem wurde auch die Mastleistung, sowie die

Futterverwertung Uberpruift.
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Il L ITERATURUBERSICHT

1. Seltene Erden

1.1. Einteilung und Stellung im Periodensystem
Die im Englischen als Rare Earth Elements (REE) bezeichneten Seltenen
Erden stellen eine Gruppe aus 17 Ubergangsmetallen dar, die in der 3.
Nebengruppe des Periodensystems stehen. Es handelt sich hierbei im
Wesentlichen um die Gruppe der Lanthanoide, welche um die Elemente
Scandium (Ordnungszahl 21) und Yttrium (39) erweitert ist. Die Gruppe
der Lanthanoide umfasst 14 Elemente, die im Periodensystem auf das
Lanthan (57) folgen und mit diesem eine enge chemische Verwandtschaft
aufweisen. Dies sind Cer (58), Praseodym (59), Neodym (60), Promethium
(61), Samarium (62), Europium (63), Gadolinium (64), Terbium (65),
Dysprosium (66), Holmium (67), Erbium (68), Thulium (69), Ytterbium (70),
und Lutetium (70). Im engeren Sinne werden mit dem Begriff ,Seltene

Erden” die Oxide dieser Metalle bezeichnet.

Die Seltenenerdmetalle werden in zwei Gruppen unterteilt: Die Ceteriden
oder ,leichten Seltene Erden“, welche die Elemente mit den
Ordnungszahlen 57 bis 63 umfassen und die Yttererden oder ,schweren
Seltene Erden” die sich aus den Elementen mit den Ordnungszahlen 64
bis 71 einschlielBlich des Yttriums zusammensetzen. Das Element
Scandium kann keiner der beiden Gruppen zugeordnet werden
(Gschneider, 1978).

1.2. Vorkommen, Gewinnung und Verwendung
Die Lanthanoide findet man in den Mineralien der Erdkruste, wo sie als
Phosphate, Carbonate aber auch haufig als Silicate vorliegen. Sie machen
zusammen ca. 0,01-0,02 % der Erdkruste aus. So kommen Lanthan (La)
und Cer (Ce) in ahnlichen Konzentrationen in der Erdkruste vor wie zum

Beispiel das essentielle Spurenelement Cobalt (Suss, 2004).
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Die einzelnen Lanthanoide zeigen in ihren Mineralien eine diffuse
Verteilung, wobei nach der Harkinschen Regel Elemente mit einer
geraden Ordnungszahl haufiger vorkommen als Elemente mit einer
ungeraden Ordnungszahl. Zu den wichtigen Lanthanoidmineralien zahlen
Bastnasit, Monazit, Cerit und Allanit, die in erster Linie Ceteriden ent-
halten, sowie Thalenit, Thortveitit und Xenotim in denen uberwiegend
Yttererden enthalten sind.

Die weltweit groRten Vorkommen an Seltenen Erden, ca. 80%, liegen in
China (Brown et al., 1990; Pang, 2002). Die Volksrepublik stellt damit den
Haupthersteller und Weltmarktfiihrer dar, der auch gerade in den letzten
Jahren starken Einfluss auf den Preis fiur Seltene Erden nimmt.
Hauptsachlich erfolgt die Gewinnung aus den primaren Ablagerungen wie
Bastnasit und aus sekundéren Ablagerungen wie Monazitsanden. Die
Gewinnung der Lanthanoide aus den Monazitsanden ist rentabler und
wesentlich einfacher, da in den primaren Monazitlagerstatten nur geringe
Mengen enthalten sind und harte Begleitsteine den Abbau erschweren.
Monazitsande sind durch Verwitterung entstandene sekundare
Lagerstatten (Blume, 2001). Die Hauptlagerstatten an Monazitsanden
liegen man in Skandinavien, Australien, Indien, USA, Zaire, Stdafrika und
auf dem Gebiet der ehemaligen GUS-Staaten. Bastnasit findet man vor
allem in China, den USA, Zaire und auf Madagaskar (Blume, 2001).
Aufgrund chinesischer Ausfuhrbeschrankungen fir Seltene Erden ist ihr
Preis in den letzten Jahren auf dem Welthandelsmarkt stark angestiegen.
Daher beschéftigen sich mittlerweile auch Australien, die USA und Japan

sowie z.B. Kasachstan mit dem Abbau ihrer Seltenen Erdvorkommen.

Die Seltenen Erden werden heutzutage vielfaltig verwendet. Aufgrund
ihrer magnetischen, magnetoptischen, lumineszenzmikroskopischen
sowie ihrer réntgenstreuenden Eigenschaften werden die Lanthanoide auf
unterschiedlichste Art und Weise in der Industrie eingesetzt. Eine
bedeutende Anwendung finden die Seltenen Erden vor allem in der
Keramik- und Glasindustrie, bei der Herstellung von Katalysatoren und
Leuchtstoffrohren sowie in der Radiologie. AuRerdem sind sie praktisch
unersetzbar bei der Herstellung von Handys, Computern,
Flachbildschirmen und beim Bau von Hybridautos.
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Schon seit mehreren Jahrzehnten werden Seltene Erden in der
chinesischen Landwirtschaft als Dungemittel und Leistungsforderer
eingesetzt . Auch in der Humanmedizin werden Lanthanoide angewandt.
So wurden sie friher als Antiemetika, Antikoagulantien und als
Antiinfektiva eingesetzt. Allerdings wurden sie mit der Zeit durch
wirksamere oder nebenwirkungsarmere Mittel ersetzt . Heute werden
Lanthanoide noch zur Behandlung von Brandwunden in Salben , sowie bei
Nierenerkrankungen als Phosphatfanger eingesetzt . Aul3erdem wird
Lanthan in Verbindung mit Bentonit, einer Kleierde, zur Phosphorreduktion
in Oberflachengewassern eingesetzt um das Algenwachstum zu hemmen

z.B. unter dem Namen Phoslock oder Bentophos.

1.3. Chemische und physikalische Eigenschaften

Lanthanoide sind reaktionsfreudige, silberglanzende und an der Luft
schnell oxidierende Metalle. Chemisch sind sie alle eng miteinander
verwandt. Dies beruht auf der Tatsache, dass die mit steigender
Ordnungszahl hinzukommenden Elektronen bei gleichbleibender
Oxidationsstufe in die 4-f-Schale eingebaut werden. Hierdurch
unterscheiden sich die verschiedenen Elemente nur im Aufbau der 4-f-
Schale, die durch die dufRere Elektronenhtlle abgeschirmt ist und so an
keinen chemischen Reaktionen teilnimmt. Bestimmend fur die chemischen
Eigenschaften ist Uberwiegend die 3-d-Schale. Bei den Lanthanoiden
kommt es durch eine Erhéhung der Kernladungszahl ohne gleichzeitige
Besetzung einer neuen Elektronenschale zu einer Abnahme des
lonenradius. Dieses Phanomen ist die sogenannte
Lanthanoidenkontraktion (Wilkinson & Cotton, 1966). Die ahnlichen
chemischen Eigenschaften erschwerten lange Zeit die Isolation einzelner
Seltener Erdenmetalle. Mittlerweile ist dies mit Hilfe der
Elektronenaustauschertechnik allerdings méglich.
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Lanthanoide sind stark elektropositive Metalle mit einer Oxidationszahl
von +3. Tetravalente Stadien kommen bei Ce, Pr, Nd, Tb, Dy und Ho vor.
Bei Sm, Eu, Tm, und Yb kann man auch divalente Formen finden (Evans,
1990). AuRRerdem koénnen sie auch Komplexverbindungen bilden, wobei
Chelatverbindungen am haufigsten vorkommen. Diese verfligen lber eine
hohe geometrische Variabilitdt und haben Komplexzahlen zwischen 6 und
12. In Bezug auf lonenradius, Bindungsart und Koordinationsgeometrie
besteht eine groRe Ahnlichkeit zwischen Lanthanoid- und Calciumionen.
Aufgrund dieser Eigenschaften kdnnen Lanthanoidionen biologische Ca-
Bindungsstellen besetzten und Calcium 2+-lonen isomorph ersetzen
(Evans, 1990). In wassriger Lo6sung sind Seltene Erden mit einer
Hydrathtlle umgeben. Die Chloride der Lanthanoide sind wasserldslich

und es ist moglich sie in Hydratform zu kristallisieren.

1.4. Biochemische und pharmakologische Eigenschaften

Seltene Erden konnen mit Zellbestandteilen wie Aminosauren,
Phospholipiden, Nukleoproteinen und intermediaren Metaboliten reagieren
(Barry & Meehan, 2000). Trotz ihrer Fahigkeit an Membranproteine zu
binden kénnen sie nicht in gesunde Zellen eindringen (Evans, 1990).
Allerdings kann die Bindung der Seltenen Erden an der Aul3enseite der
Zelle zu Veranderungen wie zum Beispiel einer erhdohten Flexibilitat der
Membran oder der oberflachlichen Ladungsverhéltnisse, fihren (Evans,
1990). So kann es zu einer Steigerung des Membranpotentials und der
spezifischen Membranresistenz kommen (Smith et al., 1972). AulRerdem
bewirken Seltene Erden, in héheren Konzentrationen zugesetzt, eine
Aggregation von Zellen und Fusionen von Membranen (Bentz et al.,
1988).

Laut Muroma (1958) verhindern Lanthanoide in hoheren Dosen unter
bestimmten Milieubedingungen das Wachstum von Bakterien, Pilzen und
Hefen, wobei niedrigere Dosen zu einer Stimulation des mikrobiellen
Wachstums fuhren. Aul3erdem wirken hdhere Konzentrationen nicht nur

bakteriostatisch sondern auch bakterizid (Evans, 1990).
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Darlber hinaus wird in der Literatur auch tGber antivirale Eigenschaften der
Seltenen Erden berichtet. Es wird eine direkte Wirkung der Lanthanoide
auf Viren sowie eine indirekte Wirkung durch Steigerung der
Interferonwirkung beschrieben (Sedmak et al., 1986). Es wurden zudem in
Versuchen mit Seltenerdmetallen in Zellkulturen Hemmeffekte auf

Influenzaviren beobachtet.

Lanthanoide konnen, wie bereits bei den chemischen Eigenschaften
erwahnt, verschiedene lonen in ihren biologischen Bindungen ersetzen,
zum Beispiel Calcium (Ca). Die Seltenen Erden und Calcium ahneln sich
in ihren chemischen und physikalischen Eigenschaften sehr, was dazu
fuhrt, dass Lanthanoidionen Calcium in vielen Proteinen an dessen
Bindungsstelle isomorph ersetzen kénnen (Evans, 1990). Aufgrund eines
hoheren Ladungs-Volumen-Verhaltnisses haben sie sogar eine hohere
Affinitat zu den Ca-Bindungsstellen als das Calcium selbst. Es wird
beschrieben, dass so calciumabhangige Zellleistungen, wie zum Beispiel
die Weiterleitung von nervalen Reizen oder Kontraktionen von
Skelettmuskeln und Herzmuskelzellen ebenso wie einige Hormon-

antworten, beeintrachtigt werden.

Die oben beschriebene Literatur Uber die Einteilung der Seltenen Erden,
als auch die Biochemie, die Pharmakologie, die Verwendung und die
Gewinnung, sowie die chemischen und physiologischen Eigenschaften
wurde auch schon unter anderem von Franzke (2007) oder Kroth (2011)

beschrieben und wurde hier noch einmal kurz zusammengefasst.

2. Einsatz Seltener Erden in der Medizin

2.1. Allgemein
Die Seltenen Erden werden heute, wie bereits erwahnt, in der
Humanmedizin vor allem auf drei Gebieten eingesetzt: als Kontrastmittel
bei der Computertomographie, in Brandsalben und als Phosphatfanger bei

Dialysepatienten.
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Bei Vergleichsstudien mit verschiedenen Brandsalben mit und ohne Cer
stellte man fest, dass Cer enthaltende Brandsalben eine bessere
antibakterielle Wirkung zeigten als z.B. Polyvidon-Jod haltige Salben
(Hadjiiski & Lesseva, 1999). Ein weiterer Vorteil der Ce-haltigen
Brandsalben besteht darin, dass ihr Einsatz zu einem lederartigen
Waundschorf fuhrt, der das betroffene Hautareal vor Infektionen schutzt
und es so ermdglicht, Patienten vor einer Operation erst einmal zu
stabilisieren (Vehmeyer-Heeman et al., 2006). Aul3erdem beobachtete (de
Gracia, 2001), dass der Einsatz Cer-haltiger Salben die Reepithelisierung
beschleunigt und man so friher eine maogliche Hauttransplantation

vornehmen kann.

In den letzten zehn Jahren gewann aulerdem La-Carbonat als
Phosphatbinder bei Dialysepatienten an Bedeutung. Phosphor (P) findet
sich in fast allen Lebensmitteln und wird Uber den Verdauungstrakt
aufgenommen und durch die Niere wieder ausgeschieden. Bei Patienten
mit Nierenversagen kommt es so haufig zu einer Hyperphosphatamie.
Diese Hyperphosphatadmie fuhrt in der Regel zu einer Storung des
Zusammenspiels zwischen Ca-Haushalt, dem Parathyroidhormon (PTH)
und dem Vitamin D. Eine langere Zeit anhaltende Hyperphosphatamie
kann so zu Verkalkungen des Herzens, der Lunge und der Gefalde fuhren.
Da eine verringerte P-Aufnahme Uber diatetische MalRnahmen allein nicht
ausreicht um den Phosphatspiegel weit genug zu senken, werden

Phosphatbinder bei Dialysepatienten eingesetzt.

Seit den achtziger Jahren werden haufig Ca-haltige P-Binder verabreicht.
Diese als Ca-Carbonat, Ca-Citrat und Ca-Acetat oral verabreichten
Calciumsalze binden zwar im Verdauungstrakt den Phosphor, allerdings
wird das Uberschissige Calcium absorbiert und kann Gber einen langeren
Zeitraum zu einer Hypercalcamie fiuhren, die wiederum metastatische
Verkalkungen der Weichteilgewebe als auch Harnsteine zur Folge haben
kann (Albaaj & Hutchison, 2003).
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Eine weitere  Mdoglichkeit zur  Phosphorreduktion  stellen  die
aluminiumhaltigen Phosphatbinder dar, die in der Form von
Aluminiumcarbonat, Aluminiumoxid und Aluminiumhydroxid im Handel
sind. Diese werden Uber den Verdauungstrakt absorbiert und lber die
Niere wieder ausgeschieden (De Broe & D'Haese, 2004). Allerdings
fuhren diese zu einer weiteren Schadigung der Niere, auRerdem kommt
es zu einer Anreicherung des Aluminiums in den Knochen, welches zu
einer Osteomalazie und dadurch zu Spontanfrakturen der Knochen fiihren
kann (Malluche & Mawad, 2002).

Aufgrund dieser nicht unerheblichen Nebenwirkungen ging man in den
letzten Jahren dazu Uber aluminium und calciumfreie Phosphatbinder
einzusetzen. Da Lanthan ein trivalentes Kation ist, hat es eine hohe
Affinitat zu Phosphat (Malluche & Mawad, 2002). In klinischen Studien
konnte gezeigt werden, dass Lanthan bei einer Dosierung von 3g/Tag die
Serumphosphatwerte bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz
senken konnte (De Broe & D'Haese, 2004). In den Vereinigten Staaten ist
La-Carbonat unter dem Namen Fosrenol® seit 2004 als Medikament zur
Behandlung von Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz zur Senkung
des Serumphosphatspiegels zugelassen. Seit November 2006 ist es auch

in Deutschland auf dem Markt erhaltlich.

Das La-Carbonat bindet im Magen-Darmtrakt an das mit der Nahrung
aufgenommene Phosphat. Da die so entstehenden Komplexe nicht
absorbiert werden kdnnen, gelangt das Phosphat gar nicht erst in den
Blutkreislauf, sondern wird mit dem Stuhl wieder ausgeschieden. La-
Carbonat wird im gesunden Organismus nur in sehr geringen Mengen aus
dem Verdauungstrakt absorbiert und Uber die Leber wieder
ausgeschieden. Allerdings zeigten Versuche bei Ratten mit chronischer
Niereninsuffizienz, dass der Zustand der Niereninsuffizienz die
gastrointestinale La-Absorption erh6hen kann (Bervoets et al., 2009). Die
La-Konzentration der Leber war bei niereninsuffizienten Ratten 2-3 mal
hoher, im Vergleich zu Tieren mit normaler Nierenfunktion. Es wird
vermutet, dass der Zustand der Uréamie entweder die Permeabilitat des
Gastrointestinaltraktes erh6ht oder eine gesteigerte Absorptionsrate zu
diesen Ergebnissen flhrt.
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2.2. Auswirkungen Seltener Erden auf den Knochen
Die Auswirkungen Seltener Erden auf den Knochen wurden
beispielsweise im Osteoporosemodell der ovariektomierten Ratte als

Modell fir die postmenopausale Osteoporose der Frau untersucht.

In einer ersten Studie (Wehr et al., 2006) wurde ein Fitterungsversuch an
60 weiblichen Wistar Han Ratten tUber 6 Monate durchgefiihrt. Die Tiere
wurden in 6 verschiedene Gruppen eingeteilt: eine scheinoperierte
Positivkontrollgruppe, eine nicht therapierte ovariektomierte
Negativkontrollgruppe und vier ovariektomierte Therapiegruppen, die
wiederum in zwei La-Carbonat (1740 mg/kg Futter) und zwei Seltene
Erden Citrat (8000 mg/kg Futter) Gruppen aufgeteilt wurden. Das Futter
jeweils einer Gruppe der 2 unterschiedlichen Therapiegruppen wurde
zusatzlich mit 1500 internationalen Einheiten Vitamin D pro kg Futter
erganzt. Bestimmt wurden hier die Knochendichte, die Knochenlange und
der Knochenaschegehalt an Calcium, Phosphor und Magnesium. Es
konnte ein signifikant erhdhter Ca-Gehalt und eine positive Beeinflussung

der Knochendichte nachgewiesen werden.

Eine zweite Studie (von Rosenberg & Wehr, 2012) zeigte ebenfalls eine
knochenprotektive Wirkung der Seltenen Erden im Osteoporosemodell. In
diesem Versuch wurden 40 weibliche Wistar Han Ratten in einem Alter
von vier Monaten in 4 Gruppen zu je 10 Tieren fur einen
Futterungsversuch Gber 26 Wochen eingeteilt. Diese Gruppen setzten sich
wie folgt zusammen: eine scheinoperierte Positivkontrollgruppe (SHAM),
eine ovariektomierte Negativkontrollgruppe (OVX control) und zwei
ovariektomierte Therapiegruppen (OVX + LaCO3; und OVX + Lancer®).
Dem Futter der Therapiegruppen wurde je nach Gruppe entweder 1,7 g/kg
La-Carbonat oder aber 8 g/kg eines Seltenen Erden-Gemisches (Lancer®)
beigemischt. Das eingesetzte Lancer® war eine Mischung aus 50 %
Maisstarke und 50 % einer Seltenen Erden-Citrat Mischung in der 55 %
Cer, 30 % Lanthan, 10 % Neodymium und 5 % Praseodymium enthalten
waren. Um einen knochenprotektiven Effekt zu zeigen wurde im 4
wochigen Abstand Osteocalcin (Oc) im Serum untersucht sowie die renale
Pyridinolineausscheidung (berechnet als Pyridinoline/Creatinin Quotient

um Abweichungen aufgrund einer unterschiedlichen Harnkonzentration
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auszuschlieBen) bestimmt. AuRerdem wurde am Ende des Versuchs
mittels peripherer quantitativer Computertomographie (pQCT) die
Knochendichte und mit Hilfe eines Micro-Computertomographen (LCT) die
Knochenstruktur der rechten Tibia verglichen. Zudem wurden der Ca-, P-
und Mg-Gehalt der Knochenasche der linken Tibia analysiert. Die
Ergebnisse der Osteocalcin- und der Pyridinolinebestimmung wurden als
»-area under the curve” (AUC) berechnet. Wie aus Tabelle 1 ersichtlich war
der Knochenaufbaumarker Osteocalcin in den Therapiegruppen
gegenuber den beiden Kontrollgruppen signifikant erhoht. Die
Pyridinolineausscheidung (Marker des Knochenabbaus) zeigte sich
sowohl in der ovariektomierten Negativkontrollgruppe als auch in der mit
La-Carbonat therapierten Gruppe gegentber der scheinoperierten
Kontrollgruppe erhodht. Bezuglich der Pyridinolineausscheidung gab es
keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen der mit Lancer®

therapierten Gruppe und der scheinoperierten Positivkontrolle.

Tabelle 1. Osteocalcin (AUC) im Serum und die renale

Pyridinolineausscheidung (von Rosenberg & Wehr, 2012)

Osteocalcin | Pyrdinoline/Creatinin

Sham 643,7 + 124.,6 + 25,9*
147.4

OVX 653,2 + 1924 + 14, 7#
control 2191

OVX + 902,2 + 187,3 +5,6#

Lacos 218, 7% H#H#

OVX + 1016,3 + 160,3 + 31,3
Lancer® | 300,5***###

*p < 0,05, *p < 0,01, **p < 0,001 vs. OVX control,

#p < 0,05, ## p <0,01, ### p <0,001 vs. SHAM
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Die in Tabelle 2 dargestellten Calciumgehalte der Knochenasche als auch
das hieraus berechnete Calcium-Phosphor-Verhaltnis der beiden
Therapiegruppen, zeigten keinen statistisch signifikanten Unterschied
gegenuber der scheinoperierten Positivkontrolle. Sie waren allerdings
signifikant héher im Vergleich zu der ovariektomierten Negativkontrolle.
Bezuglich der Phosphor- und Magnesiumgehalte in der Knochenasche
waren keine Unterschiede feststellbar.

Tabelle 2: Calcium-, Phosphor-, und Magnesiumgehalte der

Knochenasche der linken Tibien (von Rosenberg & Wehr, 2012)

Ca (mg/g P (mg/g | Mg (mg/g | Ca/P der
Asche) Asche) Asche) Asche

Sham 430,7 16456 + | 6,75+0,3 2,63+

28,8* 10,5 0,16*
OVvX 3612 + 173,3+ | 6,75+0,2 2,37 +
control 41 4# 7,5 1,00#

OVX + 432,6 + 1710+ |6,71+0,1 2,40
Lacos 4,4% 4,8 0,47*

OVX + 4339 + 1716+ |6,69+0,3 2,52 +
Lancer® 12.4* 51 0,05*

*p < 0,05 vs. OVX control; #p < 0,05 vs. SHAM
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Die in Tabelle 3 dargestellten Ergebnisse der Knochendichtemessung
(pQCT) zeigen einen leichten Anstieg der Knochendichte der
Therapiegruppen gegeniber der ovriektomierten Negativkontrolle, wobei
die trabekuldre Knochendichte der Lancer®-Therapiegruppe signifikant

hoher war im Vergleich zu der ovariektomierten Negativkontrolle.

Tabelle 3: Knochendichte gesamt und Knochendichte trabekular (mg/cm?®)
der rechten Tibia (von Rosenberg & Wehr, 2012)

Knochendichte Knochendichte
gesamt trabekular
(mg/cm 3) (mg/cm 3)
Sham 865,0 £42,7* 469,5 +
37’0***
OoVvX 685,8 + 222.8 £
control 32,8# 58, 5###
OVX + 757,0 + 2274 +
Lacos 99,7# 68, 1###
OVX + 693,3 + 310,4 +
Lancer® 46,94 82, 1**###

*p < 0,05, **p < 0,01, **p < 0,001 vs. OVX control;

#p < 0,05, ## p <0,01, ### p <0,001 vs. SHAM

Von Rosenberg et al. (2012) konnten mit diesen Ergebnissen eine
knochenprotektive Wirkung von Lancer® im Osteoporosemodell der Ratte
nachweisen. Bei anderen Versuchen mit Ratten zeigte auch La-Carbonat
eine positive Wirkung auf den Knochen. Die Auswirkungen Seltener Erden
auf den Knochen wurden ebenso auch bei Versuchen zum Einsatz von
La-Carbonat als Phosphatbinder fir Dialysepatienten untersucht. Im
Vergleich zu aluminiumhaltigen Phosphatbindern lagert sich La-Carbonat
nur in geringen Mengen im Knochen ab (Bronner et al., 2008). Eine Studie

zeigte eine knochenprotektive Wirkung von La-Carbonat im Vergleich mit
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Ca-Carbonat bei niereninsuffizienten Patienten (Freemont & Malluche,
2005). Allerdings konnten bei hohen Dosen auch umgekehrte Effekte
gezeigt werden. So entdeckten Huang et al. (Huang et al., 2006) bei
Versuchen an Ratten mit La-Nitrat einen Rickgang der
Knochenmineraliendichte und eine verzdgerte Knochenreifung. Auch bei
Versuchen mit sehr hohen Dosen (2000mg/kg Korpermasse/Tag) La-
Carbonat bei Ratten mit induzierter chronischer Niereninsuffizienz zeigten
sich zwar Demineralisierungsdefekte an den Knochen, allerdings waren
diese reversibel nach Absetzen des La-Carbonats. Diese Arbeitsgruppe
zeigte auch, dass diese Effekte auf die hohe Phosphatbindungsfahigkeit
im Magen-Darmtrakt zuriickzufiihren sind (Bervoets et al., 2006). Auch bei
gesunden Katzen konnten keine histomorphologischen Veranderungen
des Knochens nach einer 3-monatigen Futterung von 1g/kg Kérpergewicht

La-Dioxycarbonat festgestellt werden (Nunamaker & Sherman, 2012).

3. Mdogliche Auswirkungen Seltener Erden auf die
Schilddruse

Die Schilddrisenhormone haben im Korper einen bedeutenden Einfluss
auf unterschiedlichste Stoffwechselvorgange. Sie beeinflussen unter
anderem den Sauerstoffverbrauch und die Warmeproduktion in fast allen
Organen, beeinflussen die Kontraktilitdt des Herzmuskels, stimulieren die
Motilitdt des Magen-Darm-Traktes, sind am Knochenauf- und Abbau
beteiligt und nehmen Einfluss auf den Glucosestoffwechsel. Die Synthese
und Freisetzung der Schilddrisenhormone T3 (Trijodthyronin) und T4
(Thyroxin) wird von dem ubergeordneten TRH (Thyreotropin-Releasing
Hormon) aus dem Hypothalamus gesteuert. Dieses stimuliert Uber das
TSH (Thyreoidea-stimulierendes Hormon) aus der Hypophyse die
Freisetzung von Tz und T4 in die Blutbahn und regt die erneute Bildung in
der Schilddrise an. Dieser Vorgang wird Uber einen negativen Feedback-
Mechanismus gesteuert (Kreutzig, 2006). Aul3erdem gibt es zusatzlich
eine Autoregulation der Schilddrise, die Uber die Jodkonzentration im Blut
reguliert wird. So kdnnen hohe Jodgehalte im Blut die Jodaufnahme in die

Schilddriise und die Freisetzung und Bildung von T3 und T, hemmen
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(Kreutzig, 2006). Im Blut liegt ein GrofR3teil des Tz und T4 in inaktiver Form
an Serumproteine gebunden vor. Nur 0,04 % des T, liegt als freies
Thyroxin (fT4) und 0,4 % des Ts liegt als freies Trijodthyronin (fT3) vor.
Hormonell aktiv und fiir die Rickkopplungsmechanismen verantwortlich

sind nur die freien Formen fTz und fT,.

Bereits in den 40er und 50er Jahren des letzten Jahrhunderts wurden
Versuche unternommen durch Thyreostatika wie Thiouracil und
Thioharnstoffderivate durch Hemmung der Schilddrisenfunktion einen
mastleistungssteigernden Effekt zu erzielen (Kline et al., 1949; Schultze et
al.,, 1950). Sie sollten den Grundumsatz herabsetzen und die
Futterverwertung verbessern. In den 60er und 70er Jahren wurden sie
teilweise zur Leistungssteigerung eingesetzt, bis schliel3lich der Einsatz
jeglicher Thyreostatika 1981 aus Grinden des Verbraucherschutzes
verboten wurde. Ihre Wirkung beruhte in erster Linie auf einer vermehrten
Wassereinlagerung ins Gewebe und setzte so die Fleischqualitat erheblich
herab, da das Fleisch beim Garen grof3e Mengen an Wasser verlor und
zah wurde (Zrenner & Haffner, 1999).

Auch bei den Seltenen Erden wird eine Beteiligung der Schilddrise und
ihrer Hormone diskutiert. So fanden He und Rambeck (2000) erniedrigte
Ts-Werte bei einem Versuch an Mastschweinen. Auch in den Versuchen
von Schuller et al. (2001) sowie einem weiteren Mastschweineversuch von
He et al. (2001) konnten signifikant niedrigere T3-Werte im Vergleich zur
Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Eisele (2003) hingegen konnte in
einem ahnlich aufgebauten Versuch diesen Ruckgang nicht nachweisen.
Allerdings zeigte sich in diesem Versuch bei einer Konzentration von
300mg/kg Futter eines Seltenen Erden Gemisches sowie bei einer zweiten
Gruppe mit einer Lanthan-Cer-Chlorid- Mischung, die ebenfalls mit
300mg/kg Futter eingemischt wurde, eine signifikant niedrigere Ty-
Konzentration im Vergleich zur Kontrolle. Eine niedrigere T4-Konzentration
bei REE-supplementierten Tieren wird auch in der chinesischen Literatur
bei Versuchen mit Broilern beschrieben (Xie, 1995). Diese niedrigeren T;-
Konzentrationen stehen allerdings im Wiederspruch zu Versuchen an
Broilern von Schuller (2001) und den Ergebnissen von Forster et al.

(2006) bei Schweinen. Sie fanden hdhere T4-Konzentration im Vergleich
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zur Kontrolle. Allerdings wurde in keiner dieser Studien die hormonell

aktive Form der Schilddriisenhormone bestimmt.

4. Bisherige Ergebnisse der leistungssteigernden Wirkag

In China wird schon seit Jahrzehnten von einer mastleistungssteigernden
Wirkung der Seltenen Erden als Futtermittelzusatzstoff fiir viele Spezies
berichtet. Unter anderem sollen Rinder, Schafe, Schweine, Enten, Huhner,
Kaninchen, Garnelen und Fische eine deutliche Verbesserung ihrer
Wachstumsraten und der Futterverwertung zeigen (Shen, 1991; Rosewell,
1995; Duan, 1998). Die Mastleistungsverbesserung soll bei bis zu 29 %
und die Verbesserung der Futterverwertung bei bis zu 24 % liegen
(Redling, 2006).

Unter westlichen Bedingungen sind die Studienergebnisse mit
verschiedenen Seltenen Erden-Verbindungen (sowohl organisch als auch
anorganisch gebunden) wie z.B. Lanthancitrat oder Lanthancarbonat
inhomogen. So konnte Kessler (2004) eine signifikant verbesserte
Gewichtszunahme bei wachsenden Mastschweinen mit einem
Unterschied von 851 g der REE-Gruppe gegenuber 782 g in der
Kontrollgruppe bei einer Zulage von 200mg REE-Citrat feststellen. Die
Versuchsgruppe erreichte ihr Zielgewicht von 104 kg neun Tage friher.
Auch andere Versuche an Schweinen zeigten eine deutliche und
signifikant verbesserte Gewichtsentwicklung und Futterverwertung (He &
Rambeck, 2000; He et al. 2001; Borger, 2003). Bei Versuchen von Eisele
(2003) wie auch bei einigen anderen folgenden Studien konnten allerdings
nur numerische Verbesserungen festgestellt werden, die bei der
Auswertung keine statistische Signifikanz ergaben (Gebert, 2005; Recht,
2005; Miller, 2006). Bei Versuchen an Mastbullen und wachsenden
Kalbern (Schwabe et al., 2010; 2012) konnte wie auch bei Miller (2006)
keine signifikante Steigerung der Mastleistungsparameter festgestellt
werden. Versuche an Broilern hingegen zeigten durchaus positive
Resultate. So konnten He et al. (2006), Franzke (2007) und Halle (2003)
sowohl eine signifikant verbesserte Futteraufnahme, als auch eine

verbesserte Gewichtsentwicklung nachweisen. Allerdings gab es auch
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beim Gefliigel Studien an japanischen Wachteln und Broilern von Schuller
(2001) die beim Einsatz einer anorganischer Seltenen Erden-Verbindung
keine positiven Effekte aufzeigen konnten.
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[l. M ATERIAL UND METHODEN

1. Versuchstiere, Versuchstierhaltung und Versuchsaufau

1.1. Versuchstiere
Die Versuchsschweine wurden in Zusammenarbeit mit dem Nationalen
Institut fur Tierzucht (Krakau, Polen) in Krakau aufgezogen. Die
Probenentnahme erfolgte wahrend zwei aufeinander folgender
Ferkelaufzuchtversuchen. Bei den Schweinen handelte es sich um eine
Kreuzung aus Polnischer Landrasse mit einer Duroc/Pietrain-Kreuzung
(Polnische Landrasse x Duroc-Pietrain). Da der erste Versuchsdurchgang
zum Teil auch der Auswahl der zu untersuchenden Parameter galt,
wurden nicht alle Untersuchungen, die im spateren 2. Versuch

durchgeftihrt wurden, auch im ersten Versuch durchgefihrt.

1.2. Versuchstierhaltung und Gruppeneinteilung
Im ersten Versuchsdurchgang wurden 144 Ferkel (68 weibliche und 76
mannliche Tiere) mit einem Alter von vier Wochen von der Muttersau
abgesetzt. Sie hatten zu Versuchsbeginn eine mittlere Kérpermasse von 8
kg. Im zweiten Durchgang lag die Gesamtzahl bei 44 Ferkeln (24 weiblich,
20 ménnlich) mit dem gleichen Anfangsgewicht.

Zu Beginn der Aufzuchtversuche wurden die Tiere in zwei Gruppen
aufgeteilt, jeweils eine Kontrollgruppe und eine Seltenen-Erden-
Versuchsgruppe. Die Tiere wurden in Achtergruppen pro Bucht gehalten.
Die Futterungsdauer im ersten Versuchsdurchgang dauerte 42 Tage und
die Tiere wurden direkt im Anschluss mit einem Gewicht von ca. 21 kg
geschlachtet. Die Tiere des zweiten Versuchsdurchgangs erreichten ein
Gewicht von ca. 30 kg und wurden nach einer 60-tagigen

Futterungsphase geschlachtet.
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1.3. Fltterung
Beide Gruppen in beiden Durchgéangen erhielten das gleiche Futter, wobei
in das Futter der Seltenen Erden-Versuchstiere zusammen mit dem
Mineralfutter die Seltene Erden-Mischung Lancer® 500 (entspricht 250 mg
Seltene Erden pro kg Futter) mit eingemischt wurde. Den Gruppen stand
Futter und Wasser ad libitum zur Verfigung. Die Zusammensetzung des
Grundfutters ist in den folgenden Tabellen aufgefuhrt.

Tabelle 4: Zusammensetzung des Grundfutters beider Versuche (in %)

Rohstoff Anteil
Weizen 53,86
Sojaextraktionsschrot 17,0
Gerste 10,0
Mais 6,0
Trockenmolke 5,0
Magermilchpulver 5,0
Lutamix PP Grower (0,5 %) 0,5
L-Lysin 0,14
Natriumchlorid 0,2
Calciumcarbonat 0,9
Monocalciumphosphat 0,9
Konservierungsmittel 0,5

Tabelle 5: Energie- und Nahrstoffgehalte in einem kg Futter

Umsetzbare Energie (MJ) 13,2
Rohprotein (Q) 176,0
Lysin (g) 10,1
Methionin und Cystin (g) 6,0
Thryptophan (g) 2,12
Threonin (g) 6,4
Calcium (g) 9,29
Phosphor (g) 6,44

Die umsetzbare Energie wurde mit Hilfe der Ergebnisse der Weender-
Analyse des Futters mit der Schatzformel fir Schweinefutter aus der
Anlage 4 der Futtermittelverordnung berechnet.



I1l. Material und Methoden 19

1.4. Koérpergewichtsentwicklung und Futteraufnahme
In beiden Durchgdngen wurde das Korpergewicht aller Tiere zu
Versuchsbeginn und anschlieRend einmal wochentlich ermittelt. Die Tiere
wurden einzeln gewogen und die tagliche Gewichtszunahme wurde fur
jede Gruppe durchschnittlich berechnet. Die Futteraufnahme wurde
ebenfalls einmal wdchentlich bestimmt und daraus die durchschnittliche,
tagliche Futteraufnahme pro Gruppe errechnet.

1.5. Versuchsende
Am Ende des ersten Versuches wurden willkirlich sowohl aus der
Kontrollgruppe als auch aus der Seltenen Erden-Gruppe drei mannliche
Tiere ausgewahlt, welchen zunéchst Blut enthommen wurde.
Anschlieend folgte die Schlachtung zur weiteren Probenentnahme
(kompletter linker Hinterlauf) an einem privaten Schlachthof in der Néhe
von Krakau, der mit dem Nationalen Institut fur Tierzucht in Krakau

kooperiert. Diese Tiere wogen zum Zeitpunkt der Schlachtung im Mittel 21
kg.

Bei Versuch 2 wurden jeweils neun Tiere mit einem Endgewicht von ca.
30 kg willkurrlich ausgewahlt, denen direkt vor der Schlachtung mit Organ-
und Knochenentnahme Blut abgenommen wurde. Im Gegensatz zum
ersten Durchgang wurde die Auswahl der Tiere geschlechtsunabhangig
getroffen. Zur Bestimmung ausgewahlter Knochenparameter wurden den
Versuchstieren die kompletten linken Hinterlaufe entfernt und die Tibien
und Femura nachtraglich freipréapariert.
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2. Organprobennahme und Bestimmung der

Organparameter

2.1. Probennahme und Vorbereitung
Den Tieren des zweiten Versuchsdurchganges wurden Herz, Lunge,
Leber, Niere und die Milz entnommen. Dariiber hinaus wurden aus dem
linken Hinterlauf Muskel- und Fettproben gewonnen. Die Organproben

wurden bis zur weiteren Analyse tiefgefroren.

Die Organe wurden von evtl. anhaftendem Fremdgewebe befreit und
anschlieBend einzeln mit einer Messermuhle (Grindomix GM 200, Retsch
GmbH, 42781 Haan) homogenisiert. Danach wurde die Trockensubstanz
und nach saurer Hydrolyse der Calcium-, Phosphor- und
Magnesiumgehalt sowie die Lanthan- und Cerkonzentrationen in den

Organen gemessen.

2.2. Bestimmung der Trockensubstanz
Um die Trockensubstanz zu bestimmen, wurden von jedem
homogenisierten Organ jeweils 10-15g in ein Aluschalchen (Novelis
GmbH, 58840 Plettenberg) eingewogen und bei 103°C bis zum Erreichen
der Gewichtskonstanz im Trockenschrank belassen. Nach Erreichen der
Gewichtskonstanz wurden die Schalen erneut gewogen und nach Abzug
des Leergewichts ergab sich die Trockensubstanz. Je nach
Organbeschaffenheit ~und  Trockensubstanzgehalt  dauerte  der
Trocknungsprozess zwei bis vier Tage. Es wurde von jeder Probe eine
Dreifachbestimmung durchgefihrt und zum Schluss der Mittelwert

errechnet.

2.3. Mikrowellenaufschluss (Saure Hydrolyse)
Um die Gehalte an Calcium, Magnesium, Phosphor und die Konzentration
der Seltenen Erden in den einzelnen Organen zu messen, mussten die
Proben in Loésung gebracht werden. Hierfir bot sich der

Mikrowellenaufschluss an. Dabei werden die Proben unter erhohtem
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atmospharischem Druck in Salpetersdure gekocht, wodurch sie
aufgeschlossen werden und sich somit direkt in Lésung befinden. Bei
dieser Methode der sauren Hydrolyse kann man frische, also
ungetrocknete, Proben verwenden. Ein weiterer Vorteil dieser Methode ist,
dass flichtige Verbindungen nicht entweichen koénnen. Aul3erdem ist
diese Art des Aufschlusses zeitsparend und kostengtinstig. Es wurden von
jedem Organhomogenisat drei Proben entnommen und aufgeschlossen.

Geréate und Materialien

* Mikrowelle MLS 1200 mega mit dem zugehérigen
Steuergerat Terminal 320 und 50 ml Quarzglaseinsatz
(EMLS®© , PFA-C-35/QS-50 Einsatz), MLS GmbH, Leutkich
im Allgéu

e 10 ml Pipette, Eppendorf, Hamburg

e 1000 pl Pipette, Eppendorf, Hamburg

« Salpetersaure ( HNOs), Rotipuran ® 65%ig, Art.Nr.4989.2,
Roth, Karlsruhe

« Wasserstoffperoxid  (H,O0.), Rotipuran ®  30%ig,
Art.Nr.9681.1, Roth, Karlsruhe

« Bidestilliertes Wasser, Reinstwasseranlage aus der Serie
Ultra Clear, SG Wasseraufbereitung und Regenerierstation
GmbH, Barsbduttel

Durchfihrung:

Die homogenisierten Organ-, Muskel- und Fettproben wurden mit Hilfe
einer Analysenwaage in Quarzglaseinsatze eingewogen. Diese Einsétze
wurden anschlieRend in Teflondruckkammern eingesetzt. In die
Quarzglaseinsatze wurden jeweils 5 ml HNO3 pipettiert und in jeden der

Teflontiegel 5ml Reinstwasser und 1 ml H,O, gegeben.

Nach dem Verschrauben der Teflontiegel in speziellen Haltevorrichtungen
wurden diese in das Mikrowellenrondell eingesetzt und in eine der
Kammern ein Temperatursensor eingebracht. Es folgte eine etwa
einstindige Kochphase bei 250-300°C, an die sich eine ca. 30-minutige
Abkuhlphase anschloss, bevor die Teflontiegel wieder entnommen werden

konnten.
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Die nun in Losung befindlichen Proben wurden in 12 ml Rd&hrchen
Uberfihrt und mit Reinstwasser auf die 10 ml Marke verdinnt. Durch
Zugabe von Wasserstoffperoxid wurde eine hohere
Aufschlussgeschwindigkeit und eine Verbesserung der Aufschlussqualitat

erreicht.

2.4. Bestimmung des Calciumgehaltes der Organproben
Die Calciumbestimmung aus den aufgeschlossenen Organ-, Muskel- und
Fettproben (Verdinnung 1:10) erfolgte mittels eines Flammenphotometers
(EFOX 5053, Eppendorf, Hamburg). Einzelne Proben mussten je nach
Calciumgehalt des Organs oder Menge der Einwaage auf 1:20 verdiinnt
werden. Die mit bidestiliertem Reinstwasser verdiinnten Proben wurden
bei der Calciumbestimmung erneut durch eine 1%ige
Lithiumchloridiésung (Art.Nr.0030358.007, Eppendorf) mit Hilfe eines Dual
Diluters 1:20 verdiunnt und dann mit Acetylen verbrannt, wobei diese
Schritte automatisch in dem Flammenphotometer ablaufen. Die
entstehende Farbintensitat der Flamme ist dabei direkt proportional zum

Calciumgehalt der Probe.

Die Berechnung der Konzentration erfolgte nach folgender Formel:

Ca (mg/g)= 40,08 (g/mmol) x Messwert (mmol/l) x Verdiinnung (ml)
1000 x Einwaage (g)

2.5. Bestimmung des Phosphorgehaltes der Organproben
Um die Phosphorkonzentration in den Proben zu bestimmen wurde ein
Spektralphotometer (Spektralphotometer Genesys 10 UV, Thermo
Spectronic, Rochester NY USA) eingesetzt. Hierbei wurden 50 pul der
aufgeschlossenen Organlosung in der 1:10 bzw. 1:20 Verdlinnung (je
nach Organ, Menge der Einwaage und HOohe des Phosphorgehalts im
Organ) in 12 ml Rundbodenréhrchen (Sarstedt AG& Co. KG, Nimbrecht)
mit 1 ml Trichloressigsdure mit Hilfe eines Vortexers vermischt. Hierauf

erfolgte die Zugabe von 2 ml einer 1:1 Mischung aus Ammoniummolybdat
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und Ammoniumvanadat, erneute Vermischung mit dem Vortexer und eine
10 mindtige Inkubationszeit. Die Proben wurden nun in 2,5 ml
Messklvetten (Plastibrandt Einmalmesskivetten, Brand, Wertheim)
umgefillt und nach Einstellung des Leerwertes im Vergleich zu einem
Standard bei einer Wellenlange von 366 nm gemessen. Die
Phosphorkonzentration der Proben in mg/g Probenmaterial wurde anhand
folgender Formel berechnet:

P (mg/g) = Messwert der Probe x Konz. Standard (0,5) x Verdinnung
Messwert Standard x Einwaage (Q)

2.6. Bestimmung des Magnesiumgehaltes
Da die Elemente typische Absorptionslinien im elektromagnetischen
Spektrum zeigen, kann mit Hilfe der Atomabsorptionsspektrometrie (AAS)
der Gehalt einzelner Elemente in Lésungen bestimmt werden. Bei der
Atomabsorbtionsspektrometrie wird der ultraviolette oder sichtbare Bereich
des elektromagnetischen Spektrums verwendet. Um die Atome anzuregen
wird die zu untersuchende L6sung in eine Flamme (Ethin/Pressluft oder
Ethin/Lachgasgemisch) eingespriht. Nun wird hinter der Flamme
gemessen, wieviel des eingestrahlten Lichts einer bestimmten

Wellenlange durch die zu messenden Elemente absorbiert wird.

Durchfihrung

Die Messung der Aschelésung aus den Organen erfolgte mit dem
Atomabsorbtionsspektrometer A- Analyt 800 (Perkin Elmer, Rodgau-
Jirgesheim), unter Zuhilfenahme des Autosampler AS-90 (Perkin Elmer,
Rodgau-Jigesheim), einer Magnesiumstandardlésung (Magnesiumnitrat
in Salpetersaure, 0,5 mol/l, Art.Nr. 1.19788, Merck, Darmstadt) und des
Computerprogramms Winlab 32 for AA.
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Zur Bestimmung der Organaufschlisse wurden 1:1000er Verdinnungen
hergestellt, die man in 10 ml-PP-Rundbodenrdhrchen verteilte. Aus diesen
fand die Magnesiumgehaltsbestimmung statt. Um die Konzentration zu
bestimmen, musste man nun die Einwaagen und die Verdinnung in das
Programm des Analysegerats eingeben und die Konzentration wurde in

mg/kg Ursprungssubstanz der Organe berechnet.

2.7. Bestimmung der Lanthan- und Cergehalte der Organe
Die Messung der Gehalte an Seltenen Erden der Organe, der Muskeln
und des Fettes fand mittels Massenspektrometrie mit induktiv
gekoppeltem Plasma (Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry,
ICPMS) in einem Labor in Prag (Tschechien) statt. Dies ist eine sehr
empfindliche Analysemethode der anorganischen Elementanalytik.

Bei der ICPMS wird durch hochfrequenten Strom ionisiertes Argon
produziert und die Probe auf 5000-10000°C erhitzt. Hierdurch werden die
in der Probe befindlichen Atome ionisiert und es entsteht eine Art Plasma.
Nun werden die im Plasma erzeugten lonen in Richtung des Analysators
des Massenspektrometers durch ein elektrisches Feld beschleunigt. Im
Analysator werden die einzelnen Elemente und deren Isotope
messtechnisch erfasst. Durch die Methode der ICPMS werden fur die
meisten Elemente des Periodensystems Nachweisgrenzen im Bereich von
Nanogramm pro Liter erreicht. Im Fall von Lanthan und Cer lagen die

Nachweisgrenzen bei 5 pg/kg Ursprungssubstanz.

Fur die Analyse wurden jeweils die drei Mikrowellenaufschlisse der
Organe, der Muskeln und des Fettes fur jedes Tier und Organ gepoolt und

jeweils 20 ml an das Labor versandt.
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3. Hamatologie,  Blutchemie  und  endokrinologische

Parameter

3.1. Blutprobenentnahme
Den Schweinen wurde kurz vor ihrer Schlachtung, nach einer Ruhepause
vom Transport, Blut aus der rechten Vena Jugularis externa entnommen.
Die Tiere wurden zur Blutentnahme mit einer Oberkieferschlinge fixiert.
Zur Blutentnahme wurden Einmalkantlen (Sterican 1,1x50mm Firma B.
Braun Melsungen AG, 34209 Melsungen) verwendet und zweli
Monovetten EDTA 9ml (SARSTEDT AG & Co., 51582 Numbrecht)
entnommen. Aullerdem wurden zwei Monovetten Serum 9 ml und ein
Rohrchen Glucose Fluoride (SARSTEDT) zur Bestimmung der Blutchemie
und des Blutglucosespiegels enthommen. Das Serum wurde direkt nach
der Probenentnahme mit 3000 Umdrehungen pro Minute abzentrifugiert
und in Eppendorfcups (Eppendorf AG, Hamburg) abpipettiert. Diese
wurden fur den Transport in Trockeneis aufbewahrt und anschliessend bis

zur Analyse bei minus 79 °C gelagert.

3.2. Hamatologie
Die hamatologische Untersuchung fand in der Klinik fir Schweine der
Tierarztlichen Fakultat der Ludwig-Maximilians-Universitat statt. Zur
Erstellung des Differentialblutbildes wurde der scil vet abc Apparat (Animal
blood count, Scil animal care company GmbH, 68519 Viernheim)

verwendet.

3.3. Blutchemie
Die Blutchemie wurde in der Klinik fur Wiederk&uer der Tierarztlichen
Fakultat der Ludwig-Maximilians-Universitat bestimmt. Es wurden folgende
blutchemischen Parameter und Elektrolyte untersucht: Glucose (Glu),
Harnstoff, Creatinin (Crea), Gesamteiweiss (GE), Albumin (Alb), Globulin
(Glo), Albumin/Globulin-Quotient, Aspartat-Aminotransferase (AST),
Gammaglutamyltransferase (GGT), Creatin-Kinase (CK), Alkalische

Phosphatase (AP), Calcium, Magnesium, Phosphor, Natrium, Kalium,
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Chlorid, Zink und Kupfer.

3.4. Bestimmung der Stoffwechselparameter aus dem Serum
Die Bestimmung ausgewahlter endokrinologischer Parameter wurde von
einem Labor der Laboklin GmbH & Co.KG (Bad Kissingen) ausgefihrt.
Folgende Stoffwechselparameter wurden bestimmt: Thyreoidea-
stimulierendes-Hormon (TSH), Triiodthyronin (T3), Thyroxin (T4), freies

Thyroxin (fT4), Insulin und Fructosamin.
Messmethoden

Fur die Untersuchung des T, Gehaltes wurde der Immulite 2000 (Siemens
Healthcare Diagnostics, 65760 Eschborn) verwendet. Zur Bestimmung
des TSH-, Ts-, fT4 und Insulinspiegels wurde der Advia Centaur (Siemens
Healthcare Diagnostics, 65760 Eschborn) herangezogen. Mit beiden
Geraten wurde ein Chemielumineszenz-Assay zur Probenbestimmung
durchgefihrt. Die Bestimmung der Fructosamingehalte fand mittels des P-
800 Modular (Roche, Basel, Schweiz) statt, wobei hier die Methodik der
Photometrie angewandt wurde.

4. Bestimmung der Knochenparameter

4.1. Dichtemessung mittels peripherer quantitativer Compuiter-
tomographie (pQCT)

Die periphere quantitative Computertomographie (pQCT) basiert auf der
Grundlage eines schmalen Facherrontgenstrahls der mittels einer
Rontgenrbhre und eines Blendensystems erzeugt wird. Der auf den
Knochen treffende Facherstrahl wird in Abh&ngigkeit der vorhandenen
Strukturen verschieden stark absorbiert. Ein Detektorkranz misst die
abgeschwachten Strahlen, wandelt diese in ein elektronisches Signal und
sendet dieses an ein angeschlossenes Computersystem, das aus diesen
Informationen ein Absorptionsprofil erstellt. Anschliel3end dreht sich das
Rohren-Detektor-System um eine zuvor festgelegte Gradzahl weiter und

sendet erneut einen Facherstrahl durch den Knochen. Das Ro6hren-
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Detektor-System wandert insgesamt um 360°.

Mit diesem System konnen viele verschiedene Projektionen derselben
Schicht und Schichtdicke erstellt werden. Durch mathematische
Berechnung von mdoglichst vielen Absorptionsprofilen in  den
unterschiedlichen  Winkelstellungen lassen sich  Querschnittsbilder
erstellen, die dem Knochenabschnitt weitestgehend entsprechen. Diese
Methode wird auch als gefilterte Rickprojektion bezeichnet. Durch eine zu
Beginn erfolgte Kalibrierung mittels mehrerer aus bekannten
Hydroxylapatitkonzentrationen bestehenden Phantomen lassen sich die
Schwachungskoeffizienten in Dichtewerte (mg/cm3) umrechnen.

Die Messung der Knochendichte wurde im Anatomischen Institut der
Medizinischen Universitdt Midnchen unter Anleitung von Frau Maiko
Matsuura durchgefihrt. Zur Dichtemessung wurden die Femura des linken

Hinterschenkels der Tiere des zweiten Versuchdurchgangs verwendet.

Aufgrund der Knochengrof3e mussten diese gekirzt werden, um die
Messung in der Diaphyse durchfiihren zu kénnen. Hierzu wurde die Lange
der Knochen mittels einer Schublehre bestimmt. Die Messung erfolgte
vom Trochanter major zum Condylus medialis. Anschlielend wurde der
Mittelpunkt bestimmt und der Knochen jeweils 2cm ober- und unterhalb
der Mitte durchtrennt. Nach Einbringen des Knochenfragments in eine
50ml Spritze, dem Auffullen mit isotonischer Kochsalzlésung und dem
Justieren der Spritze bzw. des Knochenfragmentes in der hierfur

vorgesehenen Einspannvorrichtung erfolgte die Messung.

4.2. Bestimmung der Knochenbruchlast
Die Messung der Knochenbruchfestigkeit und Dehnung erfolgte mit der
Materialprifmaschine ,Z005* (DO-FB 005 TS, Baujahr 2004, Firma
Zwick/Roel, Ulm). Hierbei wird der Knochen auf einen Biegetisch aufgelegt
und anschlieBend wird ein langlicher Bolzen, der an den
Prufmechanismus angeschlossen ist, bei gleichbleibender
Prufgeschwindigkeit auf den Knochen herabgelassen bis dieser
vollstandig bricht. Es wird hierbei sowohl die Dehnung in mm als auch die

maximal notwendige Kraft ( F max ) in Newton gemessen. Die Auswertung
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erfolgte mit der Priifsoftware testXpert® V 11.0.

Die Knochenbruchlastmessung wurde an den Tibien des Ilinken
Hinterschenkels der Tiere durchgefuhrt. Zur Justierung und um die beste
Knochenauflagemdoglichkeit zu eruieren, wurden mehrere Tibien von
Tieren gleichen Alters aus der Pathologie des Landesamtes fir

Gesundheit und Lebensmittelsicherheit benutzt.

Um die Knochen fir die Messung vorzubereiten wurden samtliche Muskel-
und Sehnenansatze manuell mit einem Skalpell entfernt. Um eine
Austrocknung zu vermeiden wurden sie zusatzlich mit in isotonischer
Kochsalzlosung getrankten Tupfern umwickelt. Die Messung fand im
Institut flr Tierhygiene der Veterinarmedizinischen Fakultat der Ludwig-

Maximillians-Universitat unter Anleitung von Herrn Dr. Frank Ahrens statt.

4.3. Bestimmung der Trockensubstanz
Zur Bestimmung der Trockensubstanz wurden die Knochen nach
Bestimmung des urspringlichen Gewichts (US), in Porzellantiegeln bis
zum Erreichen der Gewichtskonstanz bei 103°C im Trockenschrank
getrocknet. Die Trockensubstanz errechnet sich aus dem Gewicht der
Tiegel samt der getrockneten Knochen abziglich des Leergewichts der

Tiegel.

4.4. Veraschung der Knochen im Muffelofen

Um die Mineralstoffgehalte bestimmen zu kénnen mussten die Knochen
zuerst im Muffelofen (Thermicon® Il 4021, Heraeus, Hanau) verascht

werden. Die bereits durch die Bestimmung der Trockensubstanz in
Porzellantiegel eingewogenen Knochen konnten direkt in den Muffelofen
verbracht werden. Der Veraschungsvorgang dauerte zwischen 10-14
Tage bis die Knochen eine rein wei3e Oberflache aufwiesen. Nach
Abkuhlen der Knochen in speziellen Exsikkatoren und dem erneuten
Auswiegen der Knochen, wobei sich die Knochenasche wie zuvor die

Trockensubstanz aus Gesamtgewicht minus Leergewicht der Tiegel
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errechnete, wurde die Knochenasche mit Hilfe von rauchender Salzsaure

( 37%ig) und Reinstwasser in Lésung gebracht und auf 250 ml verdinnt.

4.5. Calciumbestimmung

Wie bei der Calciumbestimmung der Organveraschungen wurde der
Calciumgehalt der Knochen mit Hilfe des Flammenphotometers
(Flammenphotometer EFOX 5053, Eppendorf AG, Hamburg) bestimmt.
Hierzu wurde eine Verdinnung mit Reinstwasser von 1:250000
hergestellt, da die Messwerte niedrigerer Verdinnungen die
Messwertobergrenze des Gerates Uberschritten. Um die Messung
durchzufiihren wurden je 0,75 ml in 1,5 ml Eppendorfcups aliquotiert und
gemessen. Der Calciumgehalt errechnete sich aus folgender Formel,
wobei der Wert 40,08g / mmol das molare Gewicht von Calcium darstellt.

Ca (mg/g)= 40,08 (a/mmol) x Messwert (mmol/l) x Verdinnung (ml)
1000 x Einwaage (g)

4.6. Phosphorbestimmung
Die Phosphorkonzentration der Knochen wurde ebenso wie die
Organveraschungen mit einem Photometer (Spektralphotometer Genesys
10 UV, Thermo Spectronic, USA) bestimmt. Auch hier musste die
1:250000er Verdinnung angewendet werden. Der Phosphorgehalt der
Knochenasche errechnete sich nach folgender Formel:

P (mg/g) = Messwert der Probe x Konz. Standard (0,5) x Verdinnung
Messwert Standard x Einwaage (Q)

4.7. Magnesiumbestimmung
Die Magnesiumbestimmung erfolgte mittels der Atomabsorbtions-
spektrometrie analog der Vorgehensweise bei den Organveraschungen.
Bei der Bestimmung fand erneut die 1:250000er Verdinnung Anwendung.
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Nach Eingabe der Einwaagen in g und der Verdinnung errechnete das
Analysegerat automatisch die Magnesiumgehalte in mg/kg Knochen-

asche.

4.8. Bestimmung der Gehalte an Lanthan und Cer
Die Messung des Lanthan- und Cergehaltes der Tibien des zweiten
Versuchdurchgangs fand in einem Labor der Firma Treibacher Industrie

AG (Althofen, Osterreich) statt.

Die Messung der Gehalte an Seltenen Erden im Knochen wurde mittels
des oben beschriebenen Verfahrens, der ICPMS, durchgefiihrt. Fur die
Analyse wurde ein Teil der 1:250000er Verdinnung an die Laboratorien

versandt. Auch hier liegt die Nachweisgrenze bei 5 pg/kg Knochenasche.
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V. ERGEBNISSE

1. Gewichtszunahme und tagliche Futteraufnahme

1.1. Gewichtszunahme
Die durchschnittliche Gewichtszunahme wurde einmal wo6chentlich
bestimmt. Tabelle 6 und 7 zeigen das Durchschnittsgewicht der REE- und
der Kontrolltiere des ersten und zweiten Versuchdurchgangs zu den
jeweiligen Wiegeterminen. In Versuch 1 zeigte sich Gber den gesamten
Versuchsdurchgang ein hoheres Durchschnittsgewicht der REE-Tiere.
Dieser Unterschied war allerdings nur an Tag 7 statistisch signifikant im
Vergleich zur Kontrolle. Auch in Versuch 2 lagen die Gewichte der REE-
Gruppe durchgehend Uber denen der Kontrolltiere. Dieser Unterschied
war fur die Tiere der REE- Gruppe in Versuch 2 an Tag 42 statistisch

signifikant.

Tabelle 6: Durchschnittliches Koérpergewicht in kg Versuch 1

Tag Kontrolle n = REE n =69
65
1 7,97 +0,58 7,99 + 0,56
7 8,94 +0,74 9,22 + 0,86*
14 10,29 +1,12 10,69 +1,32
21 12,05 +1,62 12,64 +1,93
28 14,19 + 2,19 14,86 + 2,60
35 16,45+ 2,73 17,47 + 3,20
42 19,48 +3,41 20,69 * 3,66

*(p< 0,05) vs. Kontrolle
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Tabelle 7: Durchschnittliches Kérpergewicht in kg Versuch 2

Tag Kontrolle n = REE n = 28
16

1 8,11 + 0,45 8,20 £ 0,55
7 9,33 +0,96 9,70 +£ 0,80

14 10,93 +1,29 11,48 +1,20
21 12,82 +1,84 13,32 +1,53
28 14,90 + 2,15 15,93 +2,18
35 17,63 + 2,57 19,15 + 2,82
42 20,31 +2,94 22,94 +3,60*

*(p< 0,05) vs. Kontrolle

Durchschnittliche tagliche Gewichtszunahme:

Tabelle 8 und 9 zeigen die durchschnittliche tagliche Gewichtszunahme
der beiden Versuchsdurchgange in den ersten 42 Tagen der
Versuchsfitterung. Fur Versuch 1 ergab sich eine statistisch signifikant
verbesserte Gewichtszunahme wéahrend der ersten Woche und berechnet
auf den gesamten Versuchszeitraum. In Versuch 2 zeigte sich eine
statistische Signifikanz in der letzten Woche der Wiegeperiode und

bezogen auf die gesamten ersten 6 Wochen der Versuchsfitterung.
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Tabelle 8: Durchschnittliche tagliche Gewichtszunahme in g Versuch 1

Woche Kontrolle n = REE n =69
65
1-2 165 + 62 193 + 72*
3-4 278 £ 97 298 +107
5-6 378 £121 416 + 111
1-6 274 £ 77 302 + 82*

*(p<0,05) vs. Kontrolle

Tabelle 9: Durchschnittliche tagliche Gewichtszunahme in g Versuch 2

Woche Kontrolle n = REE n =28
16
1-2 20177 234 +78
3-4 283 £93 318 £99
5-6 387 £ 88 501 + 124**
1-6 291 £65 351 + 82*

*(p<0,05), **(p<0,01) vs. Kontrolle
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1.2. Futteraufnahme und Futterverwertung
Die durchschnittliche tagliche Futteraufnahme in g und die durch-
schnittliche tagliche Futterverwertung in kg/kg Gewichtszuwachs des
ersten Versuchsdurchgangs sind in Tabelle 10 dargestellt. Weder fur die
durchschnittliche tagliche Futteraufnahme, noch fir die durchschnittliche
Futterverwertung ergab sich eine statistische Signifikanz zwischen den

beiden Gruppen.

Tabelle 10: Durchschnittliche tagliche Futteraufnahme und die

durchschnittliche Futterverwertung der Tiere des ersten Versuches

Tagliche Futteraufnahme Durchschnittliche
(9) Futterverwertung (kg/kg)

Woche Kontrollen= | REEn=69 | Kontrollen= | REE n=69

65 65
1-2 360 +44 357 £57 2,00 1,85
3-4 649 + 89 620 + 68 2,30 2,14
5-6 838 + 26 812 +42 2,24 1,99

1-6 617 +44 596 + 50 2,23 2,01
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Fir die in Tabelle 11 dargestellte durchschnittliche tagliche
Futteraufnahme in g und die durchschnittliche tagliche Futterverwertung in
kg/lkg Gewichtszuwachs des zweiten Versuches ergab sich keine

statistische Signifikanz zwischen den beiden Gruppen.

Tabelle 11: Durchschnittliche tagliche Futteraufnahme und die

durchschnittliche Futterverwertung der Tiere in Versuch 2

Tagliche Futteraufnahme Durchschnittliche

(9) Futterverwertung (kg/kg)

Woche Kontrollen= | REEn=69 | Kontrollen= | REEn =69

65 65
1-2 399 + 148 415 +121 1,98 1,77
3-4 608 + 214 644 +194 2,14 2,03
5-6 912 + 205 1008 + 233 2,36 2,01

1-6 640 + 159 689 + 132 2,20 1,96
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2. Blutparameter

2.1. Hamatologische Parameter
Weder in Versuch 1 noch in Versuch 2 gab es bei den hamatologischen
Parametern statistisch signifikante Unterschiede zwischen Versuchs- und
Kontrolltieren (Tab. 12 und Tab. 13).

Tabelle 12: Hamatologische Parameter der Schweine aus Versuch 1 (MW
+ SD)

Parameter Einheit Versuch 1 Referenzwerte
Kontrolle REE
n=3 n=3
Ery (T 6,8+0,6 6,8+0,9 6-8
Hb (g/dl) 100+1,6 9,7+1.38 10,8-14,8
Htk (%) 32,7+5/4 32,8+5/4 33-45
MCHC (g/dh 30,3+0,8 29,6 £0,8 30-35
Leukos (G/L) 30,4 £25,5 255+7,0 10-22
Baso (%) 0,3+0,6 0,0+- 0-2
Eos (%) 0,7+1,2 0,0+- 0-6
Stab (%) 7,7+3.2 53+15 0-7
Segm (%) 54,7+8,1 39,0 £ 20,0 10- 39
Lymph (%) 35,3+12,7 54,3 +£19,6 49 -85
Mono (%) 0,7+0,6 10+- 0-5
Thrombo Gl n.a. n.a. 440 - 1050

n. a. = nicht analysiert
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Tabelle 13: Hamatologische Parameter der Schweine aus Versuch 2 (MW
+ SD)

Parameter Einheit Versuch 2 Referenzwerte
Kontrolle REE
n=9 n=9
Ery (T 7,2+0,6 6,8+0,9 6-8
Hb (g/dl) 105+15 102+1.3 10,8-14,8
Htk (%) 38,0+ 3,3 351+4,1 33-45
MCHC (g/dl) 276 +2,7 28,8 +0,8 30-35
Leukos (G/L) 275+43 30,3+4,0 10 - 22
Baso (%) 0,2+04 0,1+0,3 0-2
Eos (%) 0,7+0,7 0,1+0,3 0-6
Stab (%) 42+17 41+16 0-7
Segm (%) 50,3+2,6 54,9+6,5 10-39
Lymph (%) 40,4 +4,7 36,7+55 49 — 85
Mono (%) 41+0,8 4,0+0,9 0-5
Thrombo G/l 430,8 +85,3 | 515,7 +164 440 - 1050

2.2. Klinische Chemie

In Versuch 1 gab es bei der klinischen Blutchemie keine signifikanten
Unterschiede zwischen Versuchs- und Kontrollgruppe. Im zweiten
Versuch ergab sich sowohl fur die Glucose, gemessen im Plasma, als
auch fur die Glucose, gemessen im Natrium-Fluorid stabilisierten Blut,
eine signifikant (p<0,05) hohere Blutglucosekonzentration der REE-Tiere.
Bei den restlichen Blutchemieparametern zeigten sich in beiden
Versuchsdurchgangen keine statistischen Unterschiede zwischen
Versuchs- und Kontrolltieren (Tab.14 und Tab. 15).
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Tabelle 14 : Klinische Blutchemie der Schweine Versuch 1 (MW + SD)

Parameter Einheit Versuch 1 Referenzwerte
Kontrolle REE
n=3 n=3
Glucose
(Natrium- mmol/| n. a. n. a. 25-6,6
Fluorid)
Glucose mmol/l 6,80 6,60 25-6,6
(Serum)
Harnstoff: mmol/| 5,23 6,43 <55
Creatinin pumol/l 61,59 59,68 <110
Gesamteiweiss g/l 64,97 62,77 40 - 80
Albumin gll 27,90 26,23 <40
Bili pumol/l 1,15 0,35 <8,5
AST ul/l 59,53 46,77 <80
GGT ul/l 33,10 22,53 <36
GLDH ul/l 2,00 1,05 <16
CK ul/l 870,67 683,67 < 245

n.a. = nicht analysiert

Tabelle 15: Klinische Blutchemie der Schweine Versuch 2 (MW + SD)

Parameter Einheit Versuch 2 Referenzwerte
Kontrolle REE
n=9 n=9
Glucose + +1 2
(Natrium- mmol/l 5.6+08 74x13 2,5-6,6
Fluorid)
52+0,7 6,8 +£0,7*
Glucose mmol/l ' ' ' ' 25-6,6
(Serum)
+ +
Harnstoff mmol/l 56+11 54£0.7 <5,5
- 106,8+12,0 | 98,2 £ 10,6
Creatinin pmol/l <110
I 712+36 | 71,5+4,1
Gesamteiweil3 g/l 40 - 80
40 + 3,3 375+4,4
Albumin o/l <40
+ +
Billi pmol/l 46£24 2,3 £1,9 <8,5
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39

+ +

AST Uil 66,5+17,9 |53,2+125 <80
+ +

GGT Uil 359+10,1 | 32,2+9,2 <36
+ +

GLDH u/l 1915 1.2+04 <16

4306 + 2772 +
CK ul/l 2070 2676 <245

*(p<0,05) vs. Kontrollgruppe

2.3. Mengen- und Spurenelemente im Plasma

Die Tabellen 16 und 17 zeigen die Mengen- und Spurenelementgehalte im

Plasma der

beiden Versuchsdurchgéange.

In keinem der

beiden

Durchgange konnte eine systematische Verdnderung der REE-Tiere

gegeniber den Kontrolltieren nachgewiesen werden.

Tabelle 16: Mengen- und Spurenelemente im Plasma Versuch 1 (MW *

SD, n=3)
Kontrolle REE
MW = SD MW £ SD Referenzwerte
Ca (ges.) (mmol/l) 24+0,1 25+0,3 2-3
P (mmol/l) 2,6+0,5 2,3+0,0 1,5-3,0
Mg (mmol/l) 0,9+0,1 0,8+0,1 07-14
Na mmol/l 137,4+4,9 137,3+6,9 135 -150
K mmol/| 46+0,8 49+1,0 4-5
Cl mmol/I 90,7 £22,4 81,6 £13,6 90 — 105
Zn pumol/l 12,8+2,2 10+3,1 10-20
Cu pumol/l 246 £3,2 26,6 £17,5 8-39
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Tabelle 17: Mengen- und Spurenelemente im Plasma Versuch 2 (MW %

SD, n=9)
Kontrolle REE
MW = SD MW = SD Referenzwerte
Ca (ges.) mmol/l 24+0,1 24+0,1 2-3
P mmol/l 31 +0,3 29104 15-3,0
Mg mmol/l 09+0,1 1,0£0,1 0,7-1,4
Na mmol/l 138,7+3,3 | 137,9+2,0 135-150
K mmol/l 4,8+0,9 4,1+0,8 4-5
Cl mmol/l 97,0+£2,7 96,4 +1,8 90 - 105
Zn umol/l 24,1 +14,7 17,4+ 3,2 10-20
Cu umol/l 30,3+3,9 29,1+3,9 8-39

Bei den angegebenen Referenzwerten fur

klinische Blutchemie handelt es sich um

die Hamatologie und die

die von den Herstellern

angegebenen Referenzwerte, welche die Messmethodik und das Tieralter

berticksichtigen.

2.4. Serologie

Die Bestimmung des Insulinplasmaspiegels sowie der Schilddriisen-

hormone und der Fructosamine wurde nur in Versuch 2 durchgefihrt.

2.4.1. Fructosamin und Insulin

In Versuch 2 konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen

Versuchs- und Kontrolltieren beim Fructosamingehalt festgestellt werden

(Tab18). Auch fir die Insulingehalte sowie den Glucose/Insulinquotienten

ergab sich keine statistische Signifikanz.
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Tabelle 18: Fructosamin (Versuch 2) (MW=SD, n =9 pro Gruppe)

REE
MW + SD
228,4
20,9

Kontrolle

MW = SD

2335+
15,9

Fructosamin| umol/l

Tabelle 19: Insulin (Versuch 2) (MW %, n=9 pro Gruppe)

Kontrolle |REE
MW £ SD | MW = SD
Insulin pU/ml | 66 £54 | 50+5,1
2.4.2. Schilddrisenhormone

In Versuch 2 waren bei den Schilddrisenhormonen fir T3, T4, fT3 und TSH
keine signifikanten Unterschiede feststellbar. Auffallig war jedoch ein
statistisch signifikant (p<0,05) niedrigerer fT4,-Gehalt bei den Tieren der
REE-Gruppe (Tab 20).

Tabelle 20: Schilddrisenhormone im Plasma (Versuch 2)

Kontrolle |REE
MW £ SD |[MW = SD
Ta na/ml 56,1 + 52,8 +
9 13,6 15,8
Ta pg/dl 34+05|3,1+0,7
14,0 + 11,9 +
fTa pmol/l 13 1.8*
fT3 pmol/l 30+051|28+0,5
0,05 + 0,02 +
TSH pU/ml 0.04 001

*(p<0,05) vs. Kontrollgruppe
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3. Ergebnisse der Untersuchungen der Knochen

3.1. Bruchlastmessung
Bei der Bruchlastmessung gibt F-max die bendétigte Kraft zum Brechen der
Knochen in Newton an, wahrend ¢-F- max die Dehnbarkeit in mm bis
zum Bruch darstellt. Die Bruchlast war bei den Tieren in Versuch 1, die
nach 42 Tagen geschlachtet wurden, signifikant niedriger als bei den
Tieren des zweiten Versuchsdurchganges, bei welchen die Schlachtung
nach 60 Tagen erfolgte. In beiden Versuchen war die Bruchlast der REE-

Tiere signifikant niedriger im Vergleich zu den Kontrolltieren.

Tabelle 21: Bruchlastmessung Tibia Versuch 1 (MW + SD, n= 3)

Kontrolle REE
F- mﬁx N 112003+ | 10627 +
68,7 83,2*
"F'rmx N1 724 7.4 +
0.5 1.6

*(p<0,05) vs. Kontrollgruppe

Tabelle 22: Bruchlastmessung Tibia Versuch 2 (MW+SD, n=9)

Kontrolle REE
F- me N 120680+ | 1751,4 +
219,2 233,3**
e-F max in
mm 7,3+ 7,6
0,6 1,1

** (p<0,01) vs. Kontrollgruppe
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3.2. Knochendichtebestimmung
Die Bestimmung der Knochendichte wurde mittels pQCT an der Diaphyse
der Femura der Tiere des zweiten Versuchsdurchganges durchgefihrt.
Hierfir wurden 3 Messpunkte ausgewahlt: der Knochenmittelpunkt sowie
jeweils 1 cm ober- und unterhalb der Knochenmitte. Die Tiere der REE-
Gruppe wiesen einen statistisch signifikant niedrigeren Knochen-
mineralstoffgehalt (bezogen auf den Gesamtknochen-mineralstoffgehalt)
als auch einen signifikant niedrigen  cortikalen-subcortikalen

Knochenmineralstoffgehalt auf (Tab 23).

Tabelle 23: Knochenmineralstoffgehalt und Knochenmineralstoffdichte
Versuch 2 (MW = SD, n=9):

Einheit |Kontrolle REE
Knochenmineralstoffdichte 5904 + 562.8 +
mg/cms3
gesamt 45,9 71,6
Knochenmineralstoffgehalt 1815 + 159.6 +
mg/cm .
Knochenmineralstoffdichte 124.,0 + 121,4 +
mg/cm3
trabekular 30,9 37,0
Knochenmineralstoffgehalt 16,5+ 16,0 +
mg/cm
trabekular 3,6 40
Knochenmineralstoffdichte 9539 + 963,52 +
mg/cms3
cortikal- subcortikal 47,7 25,5
Knochenmineralstoffgehalt 165,0 + 143,6 +
mg/cm .
cortikal- subcortikal 17,9 22,7

*(p<0,05) vs. Kontrollgruppe
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3.3. Mengenelementgehalte der Knochen
In der Tabelle 24 sind die Calcium,- Phosphor,- und Magnesiumgehalte
der Tibien des zweiten Versuchsdurchganges in g/kg Knochenasche
dargestellt. Die Analyse wurde mit der oben erwdhnten 1:250000

verdiunnten Knochenaschelosung durchgefihrt.

Tabelle 24: Calcium-, Phosphor-, und Magnesiumgehalte der Tibien
Versuch 2 (MW = SD, n=9)

g/kg Asche Kontrolle MW £ SD REE MW + SD
Calcium 350,8 £12,7 352,8+11,1
Phosphor 189,0+£17,8 185,0 + 30,8

Magnesium 7,0£0,5 7,0+£0,3

Tabelle 25 zeigt die Calcium- und Phosphorkonzentrationen der Tibien
des zweiten Versuchsdurchganges nach Umrechnung der Analyse-
ergebnisse auf die Ursprungssubstanz. Die Ergebnisse zeigen eine
numerisch niedrigere Ca-Konzentration der Knochen der REE-Tiere im
Vergleich zur Kontrolle, wobei dieser Unterschied nicht statistisch
signifikant ist. Die P-Konzentration der Tibien der REE-Tiere war
signifikant niedriger im Vergleich zur Kontrollgruppe (p<0,05)

Tabelle 25: Calcium- und Phosphorgehalte der Tibien in der
Ursprungssubstanz Versuch 2 (MW £ SD, n=9)

g/kg US Kontrolle REE
MW + SD MW + SD

Calcium 80,9+6,9 71,4+11.8

Phosphor 43,45+3,7 | 37,1+6,8*

*(p < 0,05) vs. Kontrolle
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Calcium-Phosphorverhaltnis

Das durchschnittliche Ca/P der Tibien des zweiten Versuches liegt bei den
Kontrolltieren bei 1,87 (+ 0,15) im Vergleich zu 1,95 (+ 0,32) der REE-
Es

Abweichung festgestellt werden.

supplementierten Tiere. konnte keine statistisch signifikante

3.4. REE-Gehalte der Tibien
In Tabelle 26 sind die Lanthan- und Cergehalte der linken Tibien der Tiere
des zweiten Versuches in pg/kg Knochenursprungssubstanz dargestellt.
Der Lanthangehalt der Tibien war bei den Versuchstieren signifikant
(p<0,05) hoher im Vergleich zu den Kontrolltieren. Fur den Cergehalt

ergaben sich keine signifikanten Unterschiede.

Tabelle 26: Lanthan-und Cergehalte der Tibien Versuch 2 (MW = SD,
n=9)
pg/kg US | Kontrolle REE
MW +SD | MW £ SD
Lanthan | 28,1 +8,8 36,5+
5,8*
Cer 18,8+9,3 | 21,5+6,0
*(p<0,05) vs. Kontrollgruppe
4. REE- und Mengenelementgehalte in den Organen

4.1. REE-Gehalte der Organe

4.1.1.

Gehalte an Praseodym und Neodym
bei

unterhalb der

Die Gehalte an Praseodym und Neodym lagen sowohl den

Kontrolltieren als auch bei der Versuchsgruppe

Nachweisgrenze von 0,005 mg/kg Ursprungssubstanz.
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4.1.2. Lanthangehalte der Organe

In Tabelle 27 sind die durchschnittichen Lanthangehalte der
entnommenen Organe in der Ursprungssubstanz dargestellt. Ein Grol3teil
der gemessenen Proben lag unterhalb des messbaren Bereichs von 0,005
mg/kg Ursprungssubstanz. Bei der statistischen Auswertung war sowohl
bei reiner Auswertung der messbaren Proben, als auch bei einer
Auswertung mit der Annahme, dass alle nicht messbaren Proben mit
0,004 mg/kg dicht unter der Nachweisgrenze liegen, keine Signifikanz

feststellbar.

Tabelle 27: Lanthangehalte der Organe Versuch 2 (MW * SD, n=9)

Lanthan Kontrolle | REE Kontrolle | REE Kontrolle | REE
mg/kg US | <0,005 <0,005 | > 0,005 >0,005 | mg/kg mg/kg
MW £SD | MW =
SD
Leber 7 5 2 4 0,009 0,013
+ 0,001 +
0,012
Lunge 6 6 3 3 0,012 + 0,016
0,007 +
0,007
Herz 6 5 3 4 0,009 +0,010
0,001 +
0,007
Muskel 5 5 4 4 0,041 +0,011
0,060 +
0,010
Niere 8 6 1 3 0,006 0,007
+- +
0,002
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Milz 8 7 1 2 0,020 0,006
+ - +

0,001

Fettgewebe | 4 6 5 3 0,016 0,017
0,006 +

0,015

Die Spalten 2-4 zeigen die jeweilige Probenanzahl, die tiber oder unter dem messbaren Bereich
liegt. Die Spalten 6 und 7 zeigen den Mittelwert und die Standardabweichung der messbaren

Proben in mg/kg Ursprungssubstanz.

4.1.3. Gehalte an Cer in den Organen

Die Tabelle 28 zeigt die durchschnittlichen Cergehalte der entnommenen
Organe in der Ursprungssubstanz. Die Nachweisgrenze fur die
Bestimmung des Cergehaltes liegt bei <0,005 mg Cer. Die meisten der
gemessenen Proben liegen unterhalb dieser Nachweisgrenze. Bei der
statistischen Auswertung war sowohl bei reiner Auswertung der
messbaren Proben als auch bei einer Auswertung mit der Annahme, dass
alle nicht messbaren Proben mit 0,004 mg/kg dicht unter der

Nachweisgrenze liegen, keine Signifikanz feststellbar.

Tabelle 28: Cergehalte der Organe Versuch 2 (MW £ SD, n=9)

Cer Kontrolle | REE Kontrolle | REE Kontrolle | REE
mg/kg US | <0,005 <0,005 | > 0,005 >0,005 | mg/kg mg/kg
MW = SD | MW =

SD
Leber 7 2 2 7 0,011 +|0,013
0,001 +
0,017
Lunge 4 5 5 4 0,010 + 0,017
0,005 +

0,008
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Herz 5 3 4 6 0,010 /0,010
0,003 +
0,009
Muskel 7 8 2 1 0,008 +|0,017
0,026 +
Niere 8 6 1 3 0,007 0,009
* - +
0,004
Milz 8 9 1 0 0,019 -
+ -
Fettgewebe | 3 6 4 5 0,019 <+0,019
0,010 +
0,022

Die Spalten 2-4 zeigen die jeweilige Probenanzahl, die Gber oder unter dem messbaren
Bereich liegt. Die Spalten 6 und 7 zeigen den Mittelwert und die Standardabweichung der

messbaren Proben in mg/kg Ursprungssubstanz.

4.2. Mengenelementgehalte der Organe im Versuch 2

4.2.1. Calcium- und Phosphorgehalte

In Tabelle 29 sind die durchschnittlichen Calcium- und Phosphorgehalte in
g/kg Trockensubstanz der enthommenen Organe dargestellt. Der Ca-
Gehalt von Herz und Niere war bei den REE-Tieren niedriger im Vergleich
zur Kontrollgruppe. Dieser Unterschied war fiur das Herzgewebe
signifikant (p<0,05) und fir die Nieren hochsignifikant (p<0,01). Auf3erdem
zeigte sich bei den REE-Tieren ein signifikant (p<0,05) hoherer
Phosphorgehalt im Lebergewebe und ein hochsignifikant (p<0,01) hoherer
Phosphorgehalt im Muskel verglichen mit der Kontrollgruppe. In den
restichen Organen war weder fir den Calcium- noch fir den

Phosphorgehalt ein signifikanter Unterschied feststellbar.
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Tabelle 29: Calcium- und Phosphorgehalt der Organe in Versuch 2 (MW %

SD, n=9)
akg TS Calcium Calcium Phosphor Phosphor
Kontrolle REE MW | Kontrolle REE MW
MW + SD +SD MW + SD +SD
Leber 0,22+0,01 | 0,24+0,04 13,73 £ 15,22 + 2, 4*
0,65
Lunge 0,54 +0,07 | 0,57+0,08 12,35 + 12,87 £1,17
1,48
Herz 0,43+0,04 | 0,37 £0,07* | 9,45+£0,5 9,99+0,81
Muskel 0,19+0,02 | 0,20£0,02 | 9,34+£0,34 | 9,90+0,28**
Niere 0,49 +£0,04 | 0,42+0,06** 14,00 14,27 + 0,76
0,53
Milz 0,29+0,02 | 0,29+0,01 13,97 + 14,46 + 0,92
0,80
Fettgewebe | 0,11+0,03 | 0,09+0,02 | 0,33+0,11 0,45 +17

*(p<0,05) vs. Kontrolle, **(p<0,01) vs. Kontrolle
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4.2.2.

Far

Magnesiumgehalte der Organe

die Magnesiumgehalte der Organe ergab sich im zweiten

Versuchsdurchgang keine statistische Signifikanz zwischen den Gruppen.

Tabelle 30: Magnesiumgehalte der Organe Versuch 2 (MW + SD, n=9)

g/kg TS |Magnesium | Magnesium
Kontrolle REE

MW + SD MW + SD
Leber 0,90+0,1 | 0,89+0,04
Lunge 0,71+0,07 | 0,74 +£0,03
Herz 0,77 +£0,07 | 0,77 £0,07
Muskel 1,15+0,08 | 1,11+0,11
Niere 0,87 +0,07 | 0,85+0,07
Milz 0,87+0,12 | 0,94 +0,83
Fettgewebe | 0,03 £0,01 | 0,04 £0,03
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V. DISKUSSION

Die vorliegende Arbeit sollte zum einen die eventuelle Akkumulation von
Lanthan und Cer in den Organen und Knochen beim Absatzferkel beim
Einsatz von 250 mg REE/kg Futter in der Vormast untersuchen und zum
anderen Hinweise auf Nebeneffekte der mastleistungssteigernden
Wirkung der Seltenen Erden liefern. AufRerdem sollten mdgliche
Auswirkungen der Seltenen Erden auf den Knochen, seine Stabilitat und

seine Zusammensetzung analysiert werden.

1. Kritik der Methoden

1.1. Zu den Tieren
Da Seltene Erden in der Schweiz seit 2003 als Futterzusatzstoff fir Ferkel
und Mastschweine vorlaufig zugelassen sind und Mastschweine neben
Broilern die Hauptzieltierart fir den Einsatz Seltener Erden als
Mastleistungsforderer darstellen, wurde diese Tierart fir den Versuch

ausgewahlt.

1.2. Zur Tierzahl
Die Anzahl von insgesamt 144 Tieren im ersten Versuchsdurchgang und
44 Tieren im zweiten Versuch wurden gewéhlt, da diese bei Schweinen in
der Regel ausreichen, um einen deutlich leistungssteigernden Effekt
nachweisen zu konnen. Die geringe Tierzahl von n= 3 pro Gruppe in
Versuch 1 zur Abklarung der Knochen und der Blutparameter erklart sich
dadurch, dass hierbei erste Erkenntnisse uber die zu untersuchenden
Parameter gewonnen werden sollten. Die Tierzahl von n= 9 im zweiten
Versuchsdurchgang wurde gewahlt, da diese als ausreichend erachtet
wurde, um eine fir den Verbraucher relevante Anreicherung (diese wird
iIm Zusammenhang mit der Anreicherung der Seltenen Erden weiter unten
ausfuhrlich diskutiert) der Seltenen Erden in den Organen und im Knochen

nachzuweisen, und Auswirkungen auf den Knochen oder den
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Intermediarstoffwechsel untersuchen zu koénnen. Die statistisch
signifikanten Ergebnisse bezuglich der Blutglucosekonzentration, der
Bruchlastmessung, der Knochendichtemessung sowie der Anreicherung

des Lanthans im Knochen, unterstreichen diese Annahme.

1.3. Zum Versuchszeitraum
Der Fitterungszeitraum des ersten Versuches wurde dem Alter und dem
Gewicht der Tiere entsprechend gewéhlt (8 kg bis ca. 21 kg). Die
Futterungsdauer des zweiten Versuchsdurchgangs wurde bewusst auf 60
Tage erhoht, um einen ausreichend langen Futterungszeitraum zu
gewahrleisten, um eine mdgliche Anreicherung der Seltenen Erden in den
Organen nachweisen zu konnen. Eine gemeinsame Auswertung der
beiden Versuche war aufgrund des Altersunterschiedes und der

unterschiedlichen Futterungsdauer nicht mdglich.

1.4. Zur Knochendichtebestimmung
Die allgemeine Ermittlung der Knochendichte am Tier wird in der Regel,
sofern keine spezielle Fragestellung vorliegt, wie zum Beispiel Heilung von
Frakturen am Kiefer oder anderer Knochen, an der Tibia vorgenommen. In
diesem Fall ergab sich allerdings das Problem, dass das zur Verfigung
stehende pQCT aus der Humanmedizin stammt und fur die
Friherkennung der postmenopausalen Osteoporose der Frau konzipiert
war. Um eine moglichst geringe Strahlenbelastung zu erreichen, werden
hierbei lediglich einzelne Finger gescannt. Diese Gerate weisen daher nur
einen geringen RoOhrendurchmesser und eine begrenzt erweiterbare
Einspannvorrichtung auf. Die Tibien der Versuchsschweine tberschritten
diesen erheblich, weshalb auf die Diaphyse der Femura ausgewichen
werden musste. Da das pQCT, wie oben bereits erwahnt, auch in anderen
Studien wie z.B. der Kieferuntersuchung bei Kaninchen in der
Humanforschung oder aber bei Versuchen zur Induktion der Osteoporose
beim Schaf eingesetzt wird (Gerlach, 2002; Schorlemmer, 2002), ist es
durchaus moglich auch andere Knochen zur Dichtemessung

heranzuziehen. Da die Knochen aller Tiere gleich behandelt wurden, bei
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jedem Femur ausgehend von der Diaphysenmitte gemessen und jeweils
nur die einzelnen Versuchsdurchgdnge mit gleichaltrigen Tieren
miteinander verglichen wurden, konnte in dieser Studie der Femur zur

Knochendichtemessung verwendet werden.

1.5. Zur Bestimmung der Seltenen Erdgehalte im Knochen nd den
Organen

Die Bestimmung der Seltenen Erden wird aktuell international mittels der
ICP-MS (Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry) durchgefthrt.
Dieses Verfahren ermdglicht die Analyse von Seltenen Erden mit einer
Nachweisgrenze von 0,005mg/kg Ursprungssubstanz und kann somit
schon sehr geringe Mengen an Seltenen Erden bestimmen. Allerdings
muss erwahnt werden, dass trotz allem ein Teil der Organ- und
Muskelproben beider Gruppen (Kontrolle und REE) unterhalb der
Nachweisgrenze lag. Somit konnen statistische Veranderungen die
Anreicherung betreffend, die unterhalb der Nachweisgrenze stattfinden
nicht komplett ausgeschlossen werden. Diese sind allerdings fir den
Verbraucher irrelevant und liegen im Bereich der natirlichen Seltenen

Erdgehalte von Muskeln und Organen.
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2. Besprechung der Ergebnisse

2.1. Anreicherung der Seltenen Erden in den Organen un@dm Knochen
Weder in den in Versuch 2 entnommenen Organen (Herz, Lunge, Leber,
Niere, Milz) noch im Muskel- und Fettgewebe fanden sich signifikante
Anreicherungen an Lanthan und Cer. Die Gehalte an Praseodym und
Neodym lagen in allen untersuchten Organen unterhalb der
Nachweisgrenze. Allerdings konnte in Leber, Niere, Lunge, Herz und
Muskel eine numerische Anreicherung an Lanthan festgestellt werden.
Auch die Cergehalte verhalten sich in Leber, Lunge, Herz und Niere wie in
vorangegangenen Studien beschrieben. So fand Eisele (2003) bei einem
Futterungsversuch mit Mastschweinen Uber einen Zeitraum von 12
Wochen ebenfalls hohere Lanthan- und Cergehalte in gepoolten
Leberproben bei REE-Tieren gegenuber der Kontrolle, wobei in diesem
Versuch keine Anreicherung im Muskel nachweisbar war (Tab. 31).
Schwabe et al. fanden 2012 in einem Mastbullenversuch Gber 47 Wochen
bei einem Seltenen Erden-Citrat Futterungsversuch mit einer
aufsteigenden Konzentration von 100-300 mg REE-Citrat pro kg Futter
TS, einen konzentrationsabhangigen signifikanten Anstieg an Lanthan,
Cer und Praseodym in Leber, Niere und Rippe. Die Anreicherung im
Muskel hingegen war auch in diesem Versuch verschwindend gering. Bei
Studien mit Ratten zur Sicherheit von Lanthancarbonat als
Phosphatbinder fur Dialysepatienten wurden bei wesentlich héheren
Dosen von 3g/100g Futter sowohl bei uramischen als auch bei der
Kontrollgruppe eine deutliche Anreicherung in der Niere, der Leber und im
Femur festgestellt (Slatopolsky et al., 2005).
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Tabelle 31: Vergleichsstudien zur Anreicherung Seltener Erden in

Organen und Knochen

Autor Tierart und Dosis Anreicherung Anreicherung keine
Futterungs- La Ce signifikante
dauer Anreicherung
Schwabe et al., Bullen; 330d 100,200,300mg dosisabhéangig | dosisabhéngig im Muskel
2012 REE / kg Futter TS in Knochen, in Knochen,
Leber, Niere Leber, Niere
signifikant signifikant
Eisele et al., Mastschweine; 300mg REE / kg Leber Leber im Muskel
2003 84d Futter US in 3 (gepoolte (gepoolte
verschiedenen Proben) Proben)
Mischverhaltnisssen numerisch numerisch
Halle et al., 2003 Broiler; 35d 200mg REE / kg _ _ Fett, Haut,
Futter US mit Muskel, Leber,
unterschiedlichen Herz
Tragerstoffen
Slatopolsky et Normale und 3000mg Leber, Niere, Leber, Niere, -
al., 2005 uramische Lanthancarbonat / Femur Femur
Ratten; 45d, 100g Futter US signifikant signifikant
90d, 110d
Eigene Absatzferkel; 250mg REE-Citrat / Tibia - Fett, Muskel,
Untersuchungen 60d kg Futter US Leber, Herz,
Milz, Niere,
Lunge

2.2. Einfluss der Seltenen Erden auf die Kérpergewichtggwicklung

Wie in den Tabellen 7, 8 und 9 oben dargestellt zeigte sich sowohl in

Versuch 1 als auch in Versuch 2 eine verbesserte

tagliche
Gewichtszunahme der Seltenen-Erden-Gruppen. Dieser Unterschied war
fur die Tiere des ersten Versuchs im Zeitraum zwischen der ersten und
zweiten Versuchswoche und fur die Tiere des zweiten Versuchs in der 5.
bis 6. Woche statistisch signifikant. In beiden Versuchsdurchgangen
zeigte sich zudem, auf den kompletten Versuchszeitraum berechnet, eine
statistisch verbesserte durchschnittliche

signifikant tagliche

Gewichtszunahme. Diese Unterschiede bestatigen die Ergebnisse
vorangegangener Studien an verschiedenen Tierarten. Allerdings sollte
hier die Inkonsistenz der mastleistungssteigernden Wirkung erwahnt
werden. So fanden Yuan (1994) und Xu et al. (1999) unter chinesischen
Bedingungen eine leistungssteigernde Wirkung bei Mastschweinen mit

einer bis zu 20% verbesserten Gewichtsentwicklung und einer um 23%
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verbesserten Futterverwertung. Rambeck (Rambeck, 2005) konnte
ebenfalls eine verbesserte Futterverwertung und eine signifikant hohere
Lebendmassezunahme beim Absatzferkel und beim Mastschwein
aufzeigen. Auch Borger (2003) und Knebel (2004) konnten signifikant
verbesserte Tageszunahmen durch die Supplementierung von Seltenen
Erden in unterschiedlichen Dosen erreichen. Eisele (2003) und Recht
(2005) konnten hingegen bei Fltterungsversuchen mit Absatzferkeln und
Mastschweinen keine statistisch signifikanten Verbesserungen der
Mastleistung erzielen. Franzke (2007) zeigte zwar eine signifikant
gesteigerte Lebendmassezunahme und eine verbesserte Futteraufnahme
bei Broilern, allerdings konnte er in einem zweiten Versuch mit Ratten,
ebenso wie van Gemmeren (2008), keine deutliche Verbesserung der
Leistungsparameter nachweisen. Ein Versuch mit Forellen und Karpfen
(Renard, 2005) fuhrte ebenfalls zu keinem positiven Ergebnis. Kroth
(2011) fand bei wachsenden Ratten eine signifikant verbesserte
Trockensubstanz, Bruttoenergie und Rohproteinverdaulichkeit bei der
Futterung eines Seltenen-Erden-Gemisch. Allerdings konnten diese
Ergebnisse in einer ahnlichen Studie von Fritsche (2012) nicht
reproduziert werden. Angemerkt sei hier jedoch, dass in praktisch allen
Versuchen die Leistung der Seltenen Erden-Tiere entweder besser oder
gleichgut war. Eine deutlich schlechtere Mastleistung der Seltenen Erden-
Gruppen, die man bei reinen Zufallsbefunden auch einmal erwarten
wulrde, zeigte sich nicht. Die momentane Ergebnislage lasst vermuten,
dass unter bisher noch nicht genau bekannten Voraussetzungen die
Seltenen Erden einen positiven Effekt auf die Leistungsparameter beim

Masttier haben kdnnen.

2.3. Einfluss der Seltenen Erden auf den Knochen
Entgegen der Ergebnisse von von Rosenberg et al. (2011) und Wehr et al.
(2006) konnten in dieser Studie keine positiven Einflisse auf den Knochen
festgestellt werden. Bei der Bruchlastbestimmung der Tibien zeigte sich
sowohl in Versuch 1 (n= 3) als auch im zweiten Versuchsdurchgang (n= 9)
eine signifikante bzw. hochsignifikante Verringerung der Bruchlast. Der
berechnete Mittelwert der Dehnung, bevor der Knochen bricht, war bei
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beiden Versuchen in den REE-Gruppen hoher im Vergleich zu den

Kontrolltieren. Dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant.

Die Bestimmungen des Knochenmineralstoffgehaltes mittels pQCT
ergaben einen signifikant niedrigeren Mineralstoffgehalt der Femura der
REE-Tiere gegenuber der Kontrolle. Sowohl der Gesamtknochen-
mineralstoffgehalt als auch der Mineralstoffgehalt der cortical-
subcorticalen Region war hiervon betroffen, wobei allerdings keine
signifikante Abweichung der Knochendichte (gesamt, trabecular und

cortical-subcortical) mittels pQCT feststellbar war.

Auch bei der Analyse der Calcium- und Phosphorgehalte aus der
Knochenasche der Knochen konnten nach Umrechnung der Gehalte auf
die Ursprungssubstanz, Unterschiede zwischen den REE-Tieren des
zweiten Versuchsdurchganges festgestellt werden. So war der
durchschnittliche Ca-Gehalt der Tibien der REE-Tiere im Vergleich zur
Kontrolle niedriger, wobei dieser Unterschied allerdings nur numerisch
feststellbar war und keine statistische Signifikanz vorlag. Der P-Gehalt der
Tibien der REE-Tiere war signifikant niedriger im Vergleich zur Kontrolle
(p<0,05). Das Calcium-Phosphorverhaltnis der Knochen wurde durch die
niedrigere Mengenelementkonzentration allerdings nicht signifikant

beeinflusst.

Die verminderte Bruchlast lasst sich mit den Ergebnissen der
Phosphoranalyse aus der Knochenasche sowie den Befunden der pQCT-
Untersuchung erklaren. Bereits Marek und Wellmann (1932) konnten
negative Einflisse und eine verminderte Knochenstabilitat bei Schweinen,
die mit einer phosphorarmen Diat gefattert wurden, nachweisen. In
Studien von Huang et al. (2006) und Bervoets et al. (2006) wurde von
negativen Einflissen einer hochdosierten Seltenen Erden-Futterung
(2000mg Lanthancarbonat/kg Futter), die sich mit einer verminderten
Knochendichte und Mineralisations- sowie Kristallisationsdefekten im
Knochen zeigten berichtet. Bervoets et al. (2006) fuhrten die negativen
Effekte auf die starke Phosphatbindeaktivitat von Lanthan im Magen-
Darm-Trakt zuriick. Dies wéare eine mogliche Erklarung fur den signifikant
niedrigeren P-Gehalt der Tibien. Allerdings lag die Konzentration an

Seltenen Erden, wie bereits erwahnt, bei 250mg/kg Futter. Auch in dem
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Fall, dass jedes Lanthanion der Seltenen Erden-Mischung ein
Phosphation bindet, so erscheint es eher unwahrscheinlich, dass diese
geringfuigige Phosphorabsenkung durch die Bindung im Magen-Darm-
Trakt einen solch starken Effekt auf die Knochenmineralisation austibt. Die
P-Konzentration im Futter lag leicht Gber den Empfehlungen der
Phosphorversorgung in der Vormast (6,4 vs. 6,0 Empfehlung in den
Supplementen  zur Tiererndhrung, 2009), wodurch trotz der
phosphatbindenden Wirkung des Lanthans ausreichend verfugbarer
Phosphor vorhanden war. Wahrscheinlicher erscheint in der vorliegenden
Studie eine direkte Wirkung am Knochen. So ware es vorstellbar, dass die
Seltenen Erden Einfluss auf die Regulation der Calcium- und
Phosphoraufnahme oder der Modifikation im Knochen nehmen. Der
Wiederspruch zu den Ergebnissen von Wehr et al. (2006) und von
Rosenberg et al. (2011) &Rt sich damit erklaren, dass die Versuche der
beiden erwdhnten Studien an ovariektomierten Ratten durchgefihrt
wurden, was die Calcium- und Phosphorhomo6ostase, den
Hormonhaushalt und den Knochenstoffwechsel erheblich beeinflusst. Die
Ergebnisse der Bestimmung des Knochenmineralstoffgehaltes mittels
pQCT unterstreichen die Ergebnisse der  Calcium- und
Phosphorbestimmung, wodurch ein Messfehler bei der
Mengenelementsgehaltsanalyse aus der Knochenasche als
unwahrscheinlich erscheint. Allerdings zeigten die bisher durchgefihrten
Mastleistungsversuche bei Schweinen keine Hinweise darauf, dass die
hier gefundenen Knochenverdnderungen eine Gefahrdung fir den
Bewegungsapparat bei Mastschweinen darstellen, da Ausfélle sowohl bei
Ferkelversuchen als auch bei ausgemasteten Schweinen in den Seltenen-
Erden-Gruppen nicht Uberproportional mit dem Bewegungsapparat

zusammenhingen.
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2.4. Einfluss der Seltenen Erden auf ausgewéahlte Blutpameter

Ein Grol3teil der ermittelten Blutparameter lag innerhalb des angegebenen
Referenzbereiches. Abweichungen waren lediglich beim H&amatokrit in
Versuch bei beiden Gruppen (Kontrolle und REE) sowie in beiden
Versuchsdurchgéngen beim Hamoglobingehalt feststellbar. Zudem gab es
Abweichungen gegeniber den angegebenen Referenzwerten bei der
mittleren korpuskularen Hamoglobinkonzentration, den Leukozyten und
der prozentualen Menge an segmentkernigen Granulozyten bei beiden
Gruppen (Kontrolle und REE) des 2. Versuches. Die prozentuale Menge
an Lymphozyten bei den Kontrolltieren des 1. Versuches, sowie bei
beiden Gruppen in Versuch 2 war leicht erniedrigt. Aul3erdem waren die
Thrombozytenzahlen der Kontrolltiere des 2. Versuches geringgradig
erniedrigt gegentber den angegebenen Referenzwerten. Abweichungen
gegenuber den Referenzwerten ergaben sich fur die klinische Blutchemie
fur den Blutharnstoffgehalt der Kontrollgruppe in Versuch 1 sowie fur die
Creatinin-Kinase (CK) bei beiden Gruppen in beiden Versuchen. Fir die
oben angegebenen hamatologischen und blutchemischen Parameter
ergab sich keine statistische Signifikanz zwischen den Kontroll- und
Versuchsgruppen. Die Abweichungen der oben genannten Blutparameter
weisen weniger auf ein allgemeines Krankheitsgeschehen hin, sondern
sind mit alters- und rassebedingten Abweichungen gegeniber
Referenzwerten erklarbar (Nerbas, 2008). Die besonders aufféallige und
stark gegeniiber dem Referenzbereich erhbhte CK kann mit dem Stress
vor und wahrend der Blutabnahme, durch die Fixation mit der
Oberkieferschlinge und der Manipulation am Tier sowie dem allgemeinen
Stress in der Schlachthalle, wo die Blutabnahme direkt vor der
Schlachtung der Tiere stattfand, erklart werden (Kraft et al., 2005).

Die erhohten Blutglucosewerte der REE-Tiere im Hauptversuch lie3en
sich zwar ebenfalls mit einer Stresshyperglycamie erklaren, allerdings
ergab sich fur die Blutglucosekonzentration sowohl im Plasma wie auch in
einer Natrium-Fluorid stabilisierten Blutprobe, eine statistische Signifikanz
gegenuber der Kontrollgruppe (p<0,05). Durch die zusatzliche
Absicherung des Blutglucoseergebnisses durch die  Natrium-

fluoridstabilisation kann ein Verarbeitungsfehler eher ausgeschlossen
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werden. Da die Blutentnahme verblindet und unter gleichen Bedingungen
durchgefuhrt wurde, erscheint eine reine Stresshyperglycdmie bei den
REE-Tieren eher als unwahrscheinlich. Allerdings ist es nicht vdllig
ausgeschlossen, dass die REE-Tiere rein zufallig erst spater geblutet
wurden und sich so doch durch den Stress in der Schlachthalle der
Glucosespiegel erhdht hat. Wahrend sowohl He et al. (2001) als auch
Borger (2003) keine signifikanten Unterschiede der
Blutglucosekonzentration bei der Zugabe von Seltenen Erden beim
Schwein feststellen konnten, fanden Xu et al. (1999) bei einem &ahnlichen
Versuch ebenfalls erhdhte Blutzuckerwerte. Gegen eine langer anhaltende
Hyperglycamie sprechen allerdings die Fructosaminkonzentrationen, die
bei beiden Gruppen nah beieinander lagen und keine statistische
Signifikanz aufwiesen. Hinweisende, statistisch signifikante Unterschiede
des Insulingehalts oder des Glucose-Insulin-Quotientens waren ebenfalls
nicht feststellbar. Die Auswirkung Seltener Erden auf den
Blutzuckerspiegel sollen in bereits geplanten Studien durch

Glucosetoleranztests an wachsenden Ratten weiter abgeklart werden.

2.5. Einfluss der Seltenen Erden auf die Schilddriisenhonone
Die Bestimmung der Schilddrisenparameter T3, T4, fT3, fT4 und TSH
ergab lediglich fir das fT, einen signifikanten Unterschied. Die
Konzentration an T4 war signifikant niedriger bei den REE
supplementierten Tieren des Hauptversuchs im Vergleich zur
Kontrollgrupe. In vorangegangenen Versuchen wurden schon haufiger
Abweichungen der Schilddrisenhormone zwischen Versuchs- und
Kontrolltieren beobachtet. So fanden He et al. (2001) sowie auch Borger
(2003) erniedrigte T3-Werte und erhdhte T, Werte beim Mastschwein.
Eisele (2003) konnte beim Mastschwein ebenfalls erniedrigte T3. als auch
erniedrigte Ts-Werte nachweisen. Insgesamt erscheint auch hier das
Gesamtbild eher inkonsistent. Allerdings ist die Aussagekraft bei einer
alleinigen Bestimmung der T3 und T4 Konzentrationen begrenzt. Zwar liegt
ein Grol3teil der Schilddriisenhormone in gebundener Form als Tz und T4
vor, allerdings sind die stoffwechselaktiven Hormone nur das freie T3 und
das freie T4, AuRBerdem unterliegen die Schilddrisenhormone
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tageszeitlichen und futterungsabhangigen Schwankungen. Nach den hier
vorliegenden Ergebnissen ist es nicht auszuschlie3en, dass die Seltenen
Erden Einfluss auf die Schilddriise nehmen oder eine hemmende Wirkung
auf die Umwandlung von T4 zu freiem T4 haben. Eine deutliche Hemmung
der Schilddrisenfunktion, die der Wirkung von thyreostatischen
.Leistungsforderern® wie z.B. Thiouracil oder Thioharnstoffderivaten
gleichkdame, st allerdings unwahrscheinlich. Bei den erwahnten
Thyreostatika kommt es zu deutlichen Wassereinlagerungen in die
Muskulatur und einer stark verminderten Fleischqualitéat. In mehreren
vorangegangenen Versuchen (Miller, 2006; Finkenzeller, 2011) konnten
keine Abweichungen der Fleischqualitat beobachtet werden. Es st
aufgrund der inkonsistenten Datenlage auch nicht auszuschliel3en, dass
die Seltenen Erden nur unter bestimmten Bedingungen einen messbaren
Unterschied bei den Schilddrisenhormonen hervorrufen. Vorstellbar ware
zum Beispiel, dass die Jodversorgung Uber das Futter oder bereits die
Versorgung der Ferkel mit Jod Uber die Muttermilch eine Rolle bei der
Auswirkung der Seltenen Erden spielen kdnnte, was in zukinftigen
Studien in diese Richtung berlcksichtigt werden sollte. Aufgrund der
bereits erwahnten Schwankungen der Schilddriisenhormone sollte in
kommenden Untersuchungen auf3erdem eine Bestimmung der
Schilddriisenparameter an mehreren Tagen und zu verschiedenen
Uhrzeiten angestrebt werden, um eventuellen Messfehlern und
Fehlinterpretationen vorzubeugen. Zudem konnte ein Gewichts- und
GroRRenvergleich der Schilddrisen weitere Aufschliisse bringen, da eine
deutliche thyreostatische Wirkung bei Versuchen mit Thiouracil zu einer

OrganvergrofRerung fihrte.
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3. Schlussfolgerungen

Die Bestimmung der Lanthan- und Cer- sowie der Praseodym und
Neodymgehalte der Organe und des Muskel- und Fettgewebes zeigte
keine signifikante Anreicherung der Seltenen Erden bei einer
Supplementierung des Futters mit 250 mg/kg REE-Citrat fir Absatzferkel
bei einem Fltterungszeitraum Uber 60 Tage. Somit erscheint der Einsatz
Seltener Erden in der hier gewahlten Form und Dauer (250 mg REE/ kg
Futter Uber 60 Tage) keine Gefahrdung fir den Endverbraucher
darzustellen. Die Gewichtsentwicklung zeigte, dass Seltene Erden eine
mastleistungssteigernde Wirkung haben kdnnen. Die Bestimmung der
Knochenbruchlast, die Analyseergebnisse der Phosphorbestimmung aus
der Knochenasche und die Befunde der pQCT-Untersuchung zeigen, dass
die Fltterung mit Seltenen Erden bei wachsenden Schweinen einen
maoglichen Einfluss auf den Knochenstoffwechsel nehmen kann, auch
wenn dieser hier eher einen unerwinschten Effekt im Vergleich zu
anderen Studien darstellt. Die bisherigen Mastleistungsversuche bei
Schweinen ergaben allerdings keine Hinweise darauf, dass die hier
gefundenen Verédnderungen der Knochen eine Gefahrdung fir das

Fundament bei Mastschweinen darstellen kénnten.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Eine Mischung der Seltenen Erden, bestehend aus Lanthan, Cer,
Praseodym und Neodym soll langfristig als Futtermittelzusatzstoff in der
EU zur leistungssteigernden Wirkung bei Nutztieren zugelassen werden.
Bei der Zulassung und dem Einsatz von Futtermittelzusatzstoffen spielt
die Ruckstandsproblematik eine entscheidende Rolle. In der vorliegenden
Arbeit sollte im Rahmen zweier Mastleistungsversuche die Anreicherung
der oben genannten Seltenen Erden in den Organen, dem Muskel- und
Fettgewebe sowie im Knochen untersucht werden. Auferdem sollten
potentielle  Nebeneffekte im  Intermediarstoffwechsel und die
Auswirkungen der Seltenen Erdenzufitterung auf die Knochenstabilitat
abgeklart werden. Hierfir wurden im ersten Versuchsdurchgang 144
Absatzferkel (68 weibliche und 76 mannliche) mit einem
Durchschnittsgewicht von 8kg nach dem Zufallsprinzip in eine Versuchs-
und eine Kontrollgruppe aufgeteilt. Im zweiten Versuchsdurchgang wurden
nach dem gleichen Prinzip 44 Absatzferkel (24 weibliche und 20
mannliche Tiere, ebenfalls 8 kg Durchschnittsgewicht) in zwei Gruppen
aufgeteilt. Die Tiere der Versuchsgruppen erhielten ein Futter ad libitum,
das mit 250 mg/kg Futter eines Seltenen Erden-Gemisches (eine an Citrat
gebundene Mischung der oben genannten Elemente) angereichert war.
Die Kontrolltiere erhielten das gleiche Futter ohne den Zusatz von
Seltenen  Erden. Die  Korpergewichtsentwicklung  sowie  die
Futteraufnahme und die Futterverwertung wurden Uber einen Zeitraum
von 42 Tagen dokumentiert. Anschlie3end wurden in Versuchsdurchgang
1 drei Tiere jeder Gruppe mit einem Ko&rpergewicht von ca. 21 kg
randomisiert ausgewahlt und fir die Knochenentnahme geschlachtet. Im
zweiten Versuchsdurchgang wurden 9 Tiere pro Gruppe mit 30 kg zur
weiteren Probenentnahme (Knochen, Muskel und Organe) willkirlich

ausgewahlt und geschlachtet.

Bei der Bestimmung der Gehalte an Lanthan, Cer, Praseodym und

Neodym in den Organen und dem Muskel- und Fettgewebe konnte keine
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statistisch signifikante Anreicherung von Seltenen Erden nachgewiesen
werden. Somit erscheint eine Gefahrdung des Endverbrauchers beim
Einsatz Seltener Erden in der hier gewdahlten Form als sehr
unwahrscheinlich. Allerdings zeigte die Analyse der Lanthan- und
Cergehalte im Knochen, auch bei einer vergleichsweise kurzen
Futterungsdauer der Seltenen Erden eine geringfluigige Anreicherung der
beiden Elemente.

Die Bruchlastbestimmung, die Untersuchung mittels peripherer
guantitativer Computertomographie und die Analyse der Mengenelemente
in der Knochenasche konnten eine statistisch signifikante Beeinflussung
der Seltenen Erden auf den Knochen zeigen. So fihrte die
Supplementierung des Futters mit Seltenen Erden zu einer verminderten
Bruchlast (Durchgang 1: 1062 vs. 1290 Newton bei der Kontrolle;
Durchgang 2: 1751 vs. 2068 Newton in der Kontrollgruppe, p<0,05 und
p<0,01), bei gleichzeitig héherer Dehnbarkeit der Knochen bei den Tieren
der REE-Gruppe. AuRRerdem war ein statistisch signifikant niedrigerer
Phosphorgehalt der Tibien in der REE-Gruppe des zweiten Durchganges
nachweisbar (Versuch 2: P-Gehalt in den Tibien: 37,1 vs. 43,45 mg/kg US
in der Kontrolle, p<0,05).

Die Bestimmung der Schilddrisenhormone zeigte eine signifikant
niedrigere Konzentration des freien T, in der REE-Gruppe, was eine
maogliche Wirkung der Seltenen Erden mittels der Schilddriisenhormone

nicht ausschlieRen lasst.

Zudem konnte durch die Supplementierung des Futters mit 250 mg eines
Seltenen Erden-Gemisches pro kg Futter eine statistisch signifikant

verbesserte Korpergewichtsentwicklung nachgewiesen werden.
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VII. SUMMARY

Rare earth elements (REE) respectively a mixture of lanthanum, cerium,
praseodym and neodym shall be approved in the European Union as a
performance-enhancing feed additive for livestock animals. Residue risks
are an important factor regarding the approval and the use of feed
additives. In the present study the enrichment of REEs in organs, the
muscle, bones and fat tissue as well as the performance-enhancing effect
have been evaluated in two following feeding trials. Furthermore possible
mechanisms of action in the body and effects on bone stability should
have been investigated. 144 weaned piglets (68 female, 76 male) with a
body weight of 8 kg were allocated randomly into two groups. In the
second trial 44 weaned piglets (24 female, 20 male) also with a body
weight of 8 kg were allocated in the same way. The animals of the REE
groups received feed ad libitum supplemented with 250 mg/kg feed of a
rare earth element mixture (Lancer 500®, containing rare earth elements:
lanthanum, cerium, praseodym and neodym). The control groups were fed
ad lib with the same feed without supplementation. Average daily body
weight gain as well as the daily feed-intake and the feed conversion ration
were documented over 42 days. Following this, the animals were
sacrificed with an average body weight of 21 kg (first trial) respectively 30
kg (second trial) for the additional probe sampling (organs, muscle and

bone).

The analyses of the lanthanum- and cerium content of the bone showed a
slight enrichment of both elements even the feeding time was
comparatively short. The measurement of the lanthanum, cerium,
praseodymium and neodymium content showed no significant enrichment
of the REEs in organs, muscle or fat tissue. Regarding to those results the
supplementation of REEs in the described way seems to be no

endangerment to the final consumer.

In both trials a significant reduced breaking strength could be detected
(trial 1: 1062 vs. 1290 Newton in the control; trial 2: 1751 vs. 2068 Newton
in the control, p<0.05 und p<0.01). Furthermore it could be shown, that the
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REEs are influencing the bone content. A significant reduced phosphorus
content in the bone was found in the tibia of the REE-fed animals (trial 2:
P-content of the tibia: 37.1 vs. 43.45 mg/kg original substance in the
control, p<0.05) . This reduction was shown by bone ash analyses as well

as with the findings of the pQCT measurement.

A significant reduction of free T4 could be shown for the REE-group. An

influence of REE on the thyreoid hormons could so not be rouled out.

The supplementation of 250 mg REE / kg feed led in these two trials to a
statistically improved body weight gain.
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