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Einleitung und Problemstellung

1 EINLEITUNG UND PROBLEMSTELLUNG

Die Welpensterblichkeit bei Hunden im Zeitraum zwischen dem Tag der Geburt bis
zum Absetzalter von acht Wochen liegt bei 18 bis 22 Prozent (KRAMMER, 2001).
Haufigste Ursachen fur die Fruhsterblichkeit sind bakterielle und virale Infektionen,
kongenitale Anomalien und Ernahrungsdefizite bei den Welpen aber auch beim

Muttertier (LOESENBECK, 2004).

Lactoferrin, ein prebiotisch wirksames Glycoprotein, das bereits in einigen in vitro
und in vivo Studien an Mensch und Tier untersucht wurde, zeigte vielfaltige
Wirkungen auf den Organismus. Es ist in der Lage antimikrobiell, antiviral,
antimykotisch, antiprotozoisch, antiinflammatorisch, antiallergisch aber auch

immunmodulierend und hemmend auf die Tumorgenese zu wirken.

In der Humanmedizin wurden bereits erfolgreiche Versuche bei Sauglingen
durchgefuhrt, um deren Krankheitsanfalligkeit in den ersten Lebenswochen durch
Gabe von Probiotika, Prebiotika oder Synbiotika zu minimieren. In der vorliegenden
Studie sollte erstmalig an neonatalen Hundewelpen untersucht werden, wie sich die
Applikation der prebiotisch wirksamen Substanz Lactoferrin auf den

Gesundheitsstatus der Tiere auswirkt.

Dazu wurde, um standardisierte Versuchsbedingungen zu schaffen, das Modell der
mutterlosen Aufzucht gewahlt. 32 Beaglewelpen wurden am dritten Lebenstag von
der Mutter getrennt und blieben bis zur vollendeten 14. Lebenswoche im Versuch.
Sie wurden in vier Gruppen eingeteilt (n = 8), die verschiedene
Lactoferrindosierungen erhielten (0, 30, 60, 120 mg Lactoferrin/kg Milchaustauscher
oder Trockenfertigfutter). Bis zum Absetzen in Woche 8 wurden die Welpen mit
selbst angefertigtem, bilanziertem Milchaustauscher, anschlie®end mit kommerzieller

Trockennahrung gefuttert.

In dieser Studie sollte untersucht werden, ob Lactoferrin Veranderungen der
Gewichtsentwicklung oder des Blutbildes bewirkt und im Besonderen, ob es

Auswirkungen auf den Immunstatus der Tiere zeigt, da diese immunologische

14



Einleitung und Problemstellung

Wirksamkeit als ein Ansatzpunkt flr eine Verminderung der Welpensterblichkeit

diskutiert werden konnte.

15
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2 LITERATUR
2.1 Immunologisch wirksame Nahrungserganzungsstoffe

211  Einflhrung

In den letzten Jahren nehmen natirliche Erganzungsstoffe in der
Gesundheitsvorsorge immer mehr zu. Die positiven Effekte einer gesunden
Ernahrung werden in wachsendem Malde durch wissenschaftliche Studien belegt. So
erfreut sich in der humanen Erndhrung so genanntes “functional food“ immer
grolierer Beliebtheit und auch in der Tierernahrung gibt es inzwischen so genanntes
Jfunctional feed“. Als solche werden Nahrungs- oder Futtermittel bezeichnet, denen
gesundheitsfordernde  Stoffe  zugesetzt werden. Diese koénnen Vitamine,
Spurenelemente, essentielle Fettsauren, Ballaststoffe sowie Mikroorganismen und
eine Vielzahl anderer von Mensch und Tier zu einer gesunden Ernahrung benotigten

Substanzen sein.

Vitamine und Antioxidanzien werden entweder als Zusatzstoffe in Nahrungsmitteln
beziehungsweise Fertigfuttermitteln eingesetzt oder als Einzelpraparate oder
kombinierte Praparate in Form von Pulver, Tabletten, Kapseln, Emulsionen und
ahnlichem verabreicht. Eine wissenschaftliche Bewertung der Supplementierung von
Vitaminen, Mengen- und Spurenelementen beim Menschen wurde durch MCCARTHY
und RAKOWSKI (1996) durchgefihrt.

Besonderer Beliebtheit in der menschlichen Ernahrung erfreut seit einiger Zeit die
Gruppe der Probiotika. Bereits Anfang des 19. Jahrhunderts postulierte ELI
METCHNIKOFF (1908), dass die Ernahrung der Bulgarischen Bevdlkerung, die
besonders viele fermentierte = Milchprodukte  beinhaltete, deren hohe
Lebenserwartung und Gesundheit férdere (YOUNG, 2003). In der Humanernahrung
kann der Gesundheitsbewusste heute vom ,probiotischen Joghurt* tber ,Probiotika-
Drinks“ bis hin zu Kapseln, die getrocknete ,probiotisch wirksame Mikroorganismen®
beinhalten, alles Erdenkliche erwerben.

In der Tiererndhrung reicht die Palette der Futtermittel, die mit
gesundheitsfordernden Substanzen angereichert sind, noch nicht ganz so weit.
Allerdings werden besonders im Kleintiersektor immer neue Produkte auf den Markt

gebracht. Seit die Menschen sich um ihre Haustiere immer intensiver kimmern und

16
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diese immer alter werden, wird auch ihrer gesunden Ernahrung wachsende

Bedeutung beigemessen.

Doch auch im Bereich der Nutztierernahrung gewinnen eine ausgewogene Futterung
und der Zusatz verschiedener biologischer Substanzen, wie zum Beispiel Pre- und
Probiotika, Vitamine, Provitamine, Antioxidanzien, organische Sauren, Enzyme,
Pflanzenextrakte, Mineralstoffe und Spurenelemente, zunehmend an Bedeutung
aufgrund der Wirksamkeit in der Gesundheitsvorsorge und vor allem wegen
leistungssteigernder Effekte. Da die Nutztiere der Ernahrung des Menschen dienen,
kann die gesundheitsfordernde Wirkung der ,functional feed” durch die
Nahrungskette an den Menschen weiter gegeben werden und so ,functional food* fur

die humane Ernahrung entstehen (RAMBECK, 2001).

2.1.2 Vitamine. Provitamine. Antioxidanzien

21.2.1 Definition und Vorkommen

Vitamine sind organische Verbindungen, die vom Korper nicht oder nicht in
ausreichendem MalRe synthetisiet werden und deshalb als essentielle
Nahrungsbestandteile vom Organismus aufgenommen werden mussen. Der Begriff
LVitamin® wurde 1912 von Funk gepragt (WIESNER, RIBBECK, 1991). Der
Vitaminbedarf ist von der Spezies abhangig und variiert je nach Alter,
Gesundheitszustand, Zyklusstand, Leistung und anderen Gesichtspunkten. Es muss
zwischen wasserloslichen und fettloslichen Vitaminen unterschieden werden, da
davon die Speicherungsfahigkeit im Organismus, Transport- und
Ausscheidungswege und auch das Vorkommen abhangen. Eine ausreichende
Aufnahme von Vitaminen ist fur die ,Aufrechterhaltung von Gesundheit und
Leistungsfahigkeit des menschlichen und tierischen Organismus notwendig...”
(ROMPPS, 1987).

Provitamine sind Vorstufen von Vitaminen, die erst durch eine bestimmte Reaktion in

vitro oder in vivo in das Vitamin Uberfuhrt werden.

Der Bedarf an Vitaminen und Provitaminen liegt bei wenigen Mikrogramm bis
Milligramm pro Tag. Jedes einzelne erflllt spezifische physiologische Funktionen.
Friher glaubte man alle Vitamine und Provitamine wirden als Biokatalysatoren
wirken, heute weil® man jedoch, dass deren Wirkungsweisen vielfaltiger sind und sie

zum Beispiel als Coenzyme oder prosthetische Gruppen von Enzymen fungieren
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konnen oder gar in die Regulation des Stoffwechsels eingreifen beziehungsweise als

Hormone wirken (ROMPPS, 1987).

Vitamine und Provitamine findet man vor allem in pflanzlichen und tierischen
Organismen. Sie kdnnen jedoch auch chemisch isoliert beziehungsweise hergestellt
werden und in verschiedenen Formulierungen als Einzelpraparate oder als
Multivitaminpraparate eingesetzt werden oder bereits als vitaminisierte Lebensmittel
oder Futtermittel erworben werden. Fur den Menschen essentiell sind laut WHO und
FAO die Vitamine A, B4, By, Bg, Bi2, C, D, E, K, Nicotinsdure und Folsaure. Die
meisten Saugetiere - auller Primaten und Meerschweine - konnen Vitamin C im

Korper synthetisieren, es ist fur diese also kein essentieller Nahrungsbestandteil.

Wird der Vitaminbedarf Uber langere Zeitraume nicht ausreichend gedeckt, so
entstehen typische Mangelerkrankungen mit mehr oder weniger typischen
Symptomen. Beim Menschen sind solche unter Trivialbezeichnungen wie zum
Beispiel Skorbut, Rachitis oder Beriberi bekannt. Gleiche oder ahnliche Krankheiten

konnen auch beim Tier durch Hypo- oder Avitaminosen hervorgerufen werden.

Hinter Retinol verbirgt sich die Vitamin A-Gruppe. Darunter werden die fettldslichen,
isoprenoiden  C20-Vitamine A1 (Retiniol) und A2  (3-Dehydroretinol)
zusammengefasst. Retinol ist von Bedeutung fiur das Wachstum und die
Entwicklung, den Aufbau und die Resistenz von Haut und Schleimhaut, die
Differenzierung und Integritédt von Epithelien, die Erhaltung des Immunsystems, fur
die Reproduktion sowohl bei weiblichen als auch mannlichen Tieren und flr
funktionelle Ablaufe beim Sehvorgang. Dartber hinaus wird vermutet, dass es eine

Rolle beim Knochenwachstum spielt und antikarzinogen wirkt.

Bei Vitamin A-Mangel kommt es zu trockener Haut, eingeschrankter Sekretion von
Schweil}-, Tranen-, Talg und Magendrusen, Gewichtsabnahme,
Wachstumshemmungen und erhdhter Anfalligkeit gegenuber Infektionen.

Bei Supplementierung Uber den Bedarf hinaus ist eine antikarzinogene Wirkung
beschrieben. Zusatzlich wird es zur unterstutzenden Therapie bei Hauterkrankungen
eingesetzt.

Bei Vitamin A-Unterversorgung konnte in mehreren Studien, vor allem bei der Ratte,

aber auch bei Hund und Katze, eine Verschlechterung der Immunabwehr
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nachgewiesen werden. Diese beruht zum einen auf einer Schadigung der Epithelien
der auferen Haut und der Schleimhaut von Urogenital- und Atmungstrakt, zum
anderen nimmt die Produktion von Immunglobulinen und ,Natural Killercells® (NK-
Zellen) ab und die Funktionalitdt von NK-Zellen, T-Lymphozyten und Neutrophilen
Granulozyten ist gestort (ZHAO und Ross, 1995; ROGERSON, 1979; TVEDTEN und
WHITEHAIR, 1977). Auch auf die lokale Immunabwehr des Darmes wirkt sich eine
Unterversorgung mit Vitamin A negativ aus. So konnten BJERSING et al. (2002) bei
Ratten eine signifikante Reduktion der IgA-Plasmazellen in der Lamina propria und
den CD4+-T-Lymphozyten und in den Peyerschen Platten feststellen. In einer Studie
von SipbiQul et al. (2001), in der freiwillige Testpersonen gegen Tollwut geimpft
wurden, konnten bei der Testgruppe mit Vitamin A-Supplementierung signifikant
hdhere Anti-Tollwut-Antikdrpertiter gemessen werden, als in der Kontrollgruppe.

Bei einer Hypovitaminose kommt es sowohl zu Stérungen der humoralen als auch
der zellularen Immunantwort. Umgekehrt konnte durch eine ibermalRige Versorgung
mit Vitamin A kein stimulierender Effekt auf das Immunsystem nachgewiesen
werden.

Das fettlosliche Vitamin A kommt in Nahrungs- und Futtermitteln tierischer Herkunft
vor. Besonders reich an Vitamin A sind Leber, Eigelb und Milch. Eine weitere Quelle
stellen die in Pflanzen vorliegenden Carotine dar, die im Organismus, auf3er von der
Katze, zu Vitamin A umgewandelt werden konnen. Fur Pflanzenfresser stellen die
Carotine die bedeutendste Vitamin A-Quelle dar. Vitamin A wird in der Leber, bei
Hund und Katze auch in der Niere, gespeichert (WORDEN et al., 1955; SCHWEIGERT
etal., 1991).

Auch bei Vitamin D wird eine Funktion bei der Modulation des Immunsystems
vermutet. Es konnte beobachtet werden, dass der hormonahnliche Metabolit des
Vitamin D, Calcitriol, sich auf die Proliferation und Differenzierung von Makrophagen
und Monozyten und die Produktion von Interleukin-2 und Leukotrien auswirkte
(MANOLAGAS et al., 1985). AulRerdem ist es fur die Regulierung der Calcium- und
Phosphathomdostase und damit des Knochenstoffwechsels verantwortlich und tbt
einen positiven Einfluss auf das Wachstum und die Differenzierung epidermaler
Zellen aus. Das Wachstum von Krebszellen scheint es dagegen zu hemmen. Als

Steroid kann dass Vitamin D an Kernrezeptoren binden und so eine Stimulierung der
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Genexpression hervorrufen (BROWN et al., 1999; RACHEZ und FREEMAN, 2000). Im
Organismus wird es vorwiegend in der Leber gespeichert.

In der Natur kommen zwei Formen von Vitamin D vor: zum einen Ergocalciferol, oder
Vitamin D,, das in Pflanzen und Mikroorganismen gebildet wird und zum anderen
das im tierischen Organismus auftretende Cholecalciferol, oder Vitamin D3, Es kann
in der Haut des Menschen und verschiedener Tiere mit Hilfe von ultravioletter
Strahlung aus Cholesterol gebildet werden (OKANO et al., 1978; LAWSON et al., 1986).
Katzen und Hunde konnen Vitamin D; dagegen nicht synthetisieren (How et al.,
1994). Das fettlésliche Vitamin D3 kommt in hohen Konzentrationen in Leber, Eigelb,
verschiedenen Fischen und in Milch vor.

Es konnte bisher nicht nachgewiesen werden, dass es positive Auswirkungen hat,
wenn man Vitamin D in Mengen, die den Bedarf Ubersteigen, verabreicht. Aufgrund
der zu erwartenden Hypercalcdmie und der toxischen Wirkung bei Aufnahme

grolierer Mengen von Calciferol ist dieses nicht zu empfehlen.

Vitamin E, auch als Tocopherol bekannt, ist ebenfalls notwendig fur eine
einwandfreie Funktion des Immunsystems. Es beeinflusst die Proliferation und die
Reifung von T-Lymphozyten, die Phagozytoserate und die Migrationsfahigkeit von
Makrophagen. AulRerdem schutzt es den Organismus als potentes Antioxidans vor
Schaden durch freigesetzte Entziundungsmediatoren (MORIGUCHI und MURAGA,
2000). Daneben bendtigt es der Organismus fur die Aufrechterhaltung der
Funktionen von Muskulatur, Nervensystem und Reproduktionssystem.

Bei Zufuhr Uber den Bedarf hinaus werden dem Tocopherol eine Reihe positiver
Effekte zugesprochen. Das Immunsystem scheint optimiert zu werden und aufgrund
seiner antioxidativen Eigenschaft geht man davon aus, dass es den
Alterungsprozess verzogert, bei korperlich belasteten Tieren die Leistungsfahigkeit
steigert beziehungsweise erhalt und vor den Folgeschaden eines Diabetes mellitus
schutzt. Zusatzlich wird ihm eine antikarzinogene Wirkung zugeschrieben. Vitamin E
findet auch zur Unterstitzung der Therapie bei Herz- oder Hauterkrankungen
Anwendung.

Vitamin E gehort zu den fettloslichen Vitaminen und wird ausschlie3lich in Pflanzen
synthetisiert. In besonders hohen Konzentrationen liegt es zum Beispiel in
Pflanzenkeimél, Getreide, frischem Gras und Olsaatkuchen vor (CABELL und ELLIS,

1942). Es ist sehr leicht oxidierbar und deshalb verringert sich der Vitamin E-Gehalt
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in Nahrungs- und Futtermitteln durch Lagerung sehr stark. In Vitaminpraparaten wird
deshalb eine Mischung der D- und L-Isomere von Vitamin E oder Tocopherylacetat
verwendet, das eine stabilere Struktur besitzt und erst nach Spaltung im
Gastrointestinaltrakt seine biologische Aktivitat entfalten kann. Vitamin E wird im
Korper vor allem in der Leber und im Fettgewebe gespeichert (DREVON, 1991).

Eine Uber dem Bedarf liegende Supplementierung bewirkt eine Optimierung des
Immunsystems. Dies konnte durch verschiedene Experimente an Ratten (SAKAI und
MORIGUCHI, 1997; MORIGUCHI und ITOH, 1997; Gu et al., 1999) und am Rind (CHEW,
1995) belegt werden. Es konnte ein positiver Einfluss auf die Differenzierung von
Thymozyten und T-Lymphozyten und die Bildung von Interleukin-2, Immunglobulinen
und Cytokinen verzeichnet werden. In einer Studie von KONJUFCA et al. (2004) an
Broilern wurde eine Stimulierung der Fc-Rezeptor-mediierten Phagozytoseaktivitat
von Makrophagen festgestellt und die Arbeit von PoLITIS et al. (2004) belegt einen

positiven Einfluss auf die Funktion von bovinen neutrophilen Granulozyten.

Ein weiteres Vitamin, das sich auf das Immunsystem auswirkt, ist das Vitamin Bg. Die
phosphorylierten und nicht-phosphorylierten Formen von Pyridoxin, Pyridoxal und
Pyridoxamin gehdren zu der Gruppe des Vitamin Bs. Wahrend in Futtermitteln
pflanzlicher Herkunft hauptsachlich Pyridoxin vorkommt, Uberwiegt in tierischen
Geweben Pyridoxal und Pyridoxamin. Besonders hohe Konzentrationen findet man
in Hefe, Fischmehl, Milch, Luzerne und Getreide, besonders in dessen Kleie.
Weiterhin findet eine Synthese von Vitamin Bg durch die intestinale Mikroflora statt,
welche besonders bei Pferd und Ratte von Bedeutung ist (Sumi et al., 1977).

Es ist fur verschiedene Funktionen von Haut, Herz und Nervensystem unerlasslich
und spielt eine entscheidende Rolle bei der Hamatopoese und der Immunabwehr.
Eine Vielzahl von Versuchen an Ratten belegen, dass Vitamin Bs-Mangel eine
Atrophie des lymphatischen Gewebes und eine verminderte humorale und zellulare
Immunitat hervorruft (ROBSON und SCHWARZz, 1980; CHANDRA und SUDHAKARAN,
1990; RALL und MEYDANI, 1993). Auch bei Hunden mit chronischem
Vitamin Bs-Mangel kam es, neben Anamie und Kachexie, zur Atrophie von Thymus,
Lymphknoten, Milz und Knochenmark (HUMPHRIES et al., 1961).

Es wird im Duanndarm absorbiert und anschlieBend in der Leber zum
Pyridoxalphosphat, der aktiven Form, verstoffwechselt. In erster Linie fungiert es als

Coenzym im anabolen und katabolen Aminosaurestoffwechsel (BAI et al., 1998) und
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entfaltet auRerdem bei anderen physiologischen Stoffwechselvorgangen, wie dem
Lipidmetabolismus oder der Genexpression, coenzymatische Wirkung (TSUGE et al.,
2000). CoBURN und MAHUREN (1987) postulieren eine Abweichung der
Metabolisierung von Vitamin Bg bei der Katze.

Positive Wirkungen bei erhéhter Supplementierung sind nicht nachgewiesen.

Folsaure spielt ebenfalls bei Hamatopoese und Immunabwehr eine nicht unwichtige
Rolle. AuRerdem beeinflusst sie Funktionen von Haut und Schleimhaut und wirkt
antikarzinogen. Bei Ratten, Mausen, Meerschweinen und beim Menschen fuhrt ein
Mangel an Folsaure zu einer Verminderung der zellularen sowie der humoralen
Immunantwort. Es lassen sich eine reduzierte Teilungsrate der T-Lymphozyten, eine
verminderte Zytotoxizitat und eine geringere Immunglobulinproliferation feststellen.
Zusatzlich kommt es in vielen Versuchsreihen zu einer deutlichen Leukopenie und
einer massiven Granulozytopenie.

Es liegen mehrere Derivate mit ahnlicher biologischer Aktivitat vor, von denen die
Folsaure die bekannteste ist. Man findet hohe Konzentrationen in Mikroorganismen
und grunen Pflanzen, aber auch in Hefen und Lebergewebe. Die meisten Tierarten
sind in der Lage Folsaure im Darmtrakt zu synthetisieren. Unter Beteiligung von
Vitamin C wird die im DuUnndarm absorbierte Folsaure zu Tetrahydrofolsaure, der
aktiven Form, metabolisiert (DHUR et al., 1991; Kim et al., 2002).

Die Pantothensaure wird auch als Vitamin Bs bezeichnet und kann als D- und als
L-Pantothensaure vorliegen. Lediglich das D-Isomer ist biologisch aktiv. Hohe
Gehalte sind in Innereien, Hefe, Eigelb, Milch, Luzerne, Olsaatschrot und Kleie
nachgewiesen. Da Pantothensaure ein viskoses, stark hygroskopisches und
instabiles Ol ist, wird sie als Futter- beziehungsweise Lebensmittelzusatz meist in
Form von Kalium- oder Calciumsalzen angewandt. Sie ist essentiell fur die
Aufrechterhaltung von Haut und Haarkleid sowie der Darmschleimhaut und des
Immunsystems. Vermutlich kommt ihr ebenfalls eine Funktion im neurovegetativen
System zu. Sie ist am Metabolismus von Kohlenhydraten, Fetten und Eiweil3en
beteiligt (WITTWER et al., 1990) und wird Uber die Nieren ausgeschieden. Bei
Pantothensauremangel reduziert sich nachweislich die Synthese von
Immunglobulinen und die Menge antikorperbildender Zellen in der Milz (LEDERER et
al., 1975).
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Bei Supplementierung Uber den Bedarf hinaus sind bislang keine positiven

Wirkungen belegt.

Vitamin C ist ein Antioxidans, das von den meisten Saugetieren, aufl3er Primaten und
Meerschweinen, selbst synthetisiert werden kann. Deshalb fallt es bei diesen Tieren
streng genommen nicht unter die Definition eines Vitamins, das als essentieller
Nahrungsbestandteil aufgenommen werden muss. Zusatzliche orale Aufnahme kann
das Immunsystem stimulieren, aber auch den Alterungsprozess verzogern, die
korperliche Leistungsfahigkeit steigern, das Risiko der Entstehung eines Kataraktes
mindern und Folgeschaden, die durch eine Erkrankung an Diabetes mellitus
entstehen, reduzieren. Weiterhin soll der Ascorbinsaure eine antikarzinogene
Wirkung zukommen.

Auch Pflanzen bilden Vitamin C, besonders reichhaltig ist es in Zitrusfrichten,
Spinat, Salaten und verschiedenen Kohlarten vorhanden. Biologische Aktivitat besitzt
lediglich die L-(+)-Ascorbinsaure, die im Korper als Antioxidans wirkt und an
enzymatischen Reaktionen beteiligt ist (PADH, 1991).

Ascorbinsaure ist eines der wichtigsten wasserldslichen Antioxidanzien, das in der
Lage ist freie Radikale, wie zum Beispiel Superoxid-Anionen, Hydroperoxyd- und
Sauerstoffradikale abzufangen und so den Organismus vor oxidativen Schaden zu
schitzen (SIEs et al., 1992). Zusatzlich wird es fur die Regeneration von Vitamin E
bendtigt und ist bei der Absorption von Eisen aus dem Darmtrakt von entscheidender
Bedeutung (REDDY und Cook, 1991; WIENK et al., 1997).

In Stresssituationen steigt der Verbrauch an Vitamin C (NAKANO und Suzuki, 1984).
Die Auswirkungen einer Supplementierung mit Vitamin C auf das Immunsystem,
speziell bei Erkaltungskrankheiten des Menschen, ist wohl eine der bekanntesten
Wirkungen, die diesem Vitamin zugesprochenen werden. Klinische Studien aus der
Humanmedizin ergaben, dass eine zusatzliche Aufnahme von bis zu 1 g Vitamin C
pro Tag zwar nicht die Inzidenz von Erkaltungen senkt, aber deren Dauer verkurzt
und die Symptome mildert (HEMILA, 1992). Die meisten Studien zur Wirksamkeit von
supplementierter Ascorbinsdure auf das Immunsystem haben bis dato beim
Menschen und beim Meerschwein stattgefunden, da diese Spezies keine
Eigensynthese durchfihren. Deshalb lasst sich schwer sagen, ob die Ergebnisse
auch auf unsere Ubrigen Haustiere Ubertragbar sind. Bisher konnte nachgewiesen

werden, dass in den Zellen der Immunabwehr eine wesentlich hdhere Konzentration
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von Ascorbinsaure vorliegt, als im Plasma. Das legt die Vermutung nahe, dass es
durch Schutz vor reaktiven Substanzen, welche bei der Phagozytose von
neutrophilen Granulozyten und Makrophagen freigesetzt werden, eine Funktion im
Immunsystem erfullt (ANDERSON und LUKEY, 1987). Mehrere Studien liefern
aullerdem Hinweise darauf, dass sich Vitamin C auf die Funktion der
phagozytierenden Immunzellen auswirkt. Ob sich eine zusatzliche Vitamin C-
Supplementierung ebenfalls positiv auf das Immunsystem von Tieren auswirkt, die

dieses Vitamin selbst synthetisieren kdnnen, bleibt unklar.

Lutein ist ebenfalls ein nicht-essentielles Antioxidans, das zu den Carotinoiden
gehort. Bei zusatzlicher Aufnahme wirkt es antikarzinogen und soll eine Optimierung
des Immunsystems bewirken. Es kommt als gelbes Pigment vor allem in Pflanzen
vor, besonders reichhaltig in Mais, Luzerne, aber auch in Eigelb.

Bei Ratten konnte nachgewiesen werden, dass sich Lutein nach oraler Aufnahme im
Serum und in der Leber anreicherte (YEUM et al., 1999). Auch bei Hund und Katze
konnten CERVENY et al. (1998) und PARK et al. (1999) die intestinale Absorption
belegen. Es wirkt antioxidativ und unterbricht die Kettenreaktion der
Lipidperoxidation. Kim et al. (2000a) konnten eine immunmodulatorische Wirkung von
Lutein bei Katzen nachweisen. Der Lutein-Plasmaspiegel stieg dosisabhangig und
eine statistisch signifikante Stimulierung der Proliferation von Monozyten, CD4+- und
CD21+Lymphozyten sowie Immunglobulin G konnte nachgewiesen werden. Dies
bestatigt eine positive Wirkung des Luteins auf die zellmediierte sowie die humorale
Immunantwort. Ahnliche Ergebnisse konnten KiM et al. (2000b) bei Hunden
feststellen. Auller den bereits bei Katzen gezeigten Wirkungen, konnten bei den
Lutein-supplementierten Hunden zusatzlich, nach Vakzination, signifikante Anstiege

von Immunglobulin G, nicht jedoch von Immunglobulin M, verzeichnet werden.

2.1.2.3 Anwendung.in der Human- und Tiermedizin

FUr die menschliche Erndhrung gibt es im Handel zahlreiche Vitaminpraparate, die
sowohl als Einzel- meist jedoch als Kombinationspraparate angeboten werden. Viele
moderne Menschen ernahren sich eher einseitig und beziehen wenige frische
Produkte in ihren Speiseplan ein. Deshalb erfreut sich die prophylaktische
Vitaminsupplementierung in Form von Fertigpraparaten, die meist in Kapselform

angeboten werden, immer grélierer Verbreitung.
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Auch bei unseren Haustieren gewinnt die ausreichende Versorgung mit Vitaminen
eine immer groRere Bedeutung. Ein Grol3teil der Tierhalter, die fur ihre Tiere eine
eigene Ration zusammenstellen, geben zu diesem Futter meist kombinierte Vitamin-
Mineralstoff-Praparate hinzu. In den Fertigfuttern, besonders flir Hunde und Katzen,
sind im Allgemeinen samtliche essentiellen Nahrstoffe in ausreichender Menge

vorhanden.

2.1.3  Spurenelemente

2.13.1 Definition und Vorkommen

Spurenelemente gehdren zu den Mineralstoffen. Sie kommen in sehr geringer
Konzentration im Koérper von Mensch und Tier vor. Dementsprechend besteht auch
bei der Nahrungsaufnahme nur ein sehr geringer Bedarf an Spurenelementen. Es
gibt akzidentelle Spurenelemente, die biologisch unwichtig sind, und nur zufallig mit
der Nahrung aufgenommen werden, und essentielle Spurenelemente, die fur die
Vitalfunktionen im menschlichen und tierischen Korper unentbehrlich sind.
Verabreicht werden diese als Nahrungserganzung meist in Form von
Mineralstoffmischungen. Mangelhafte Aufnahme bestimmter Spurenelemente aulert
sich in spezifischen Mangelerscheinungen. Ebenso bewirkt eine Uberversorgung

bestimmte Krankheitsbilder.

Spurenelemente kommen sowohl im Boden als auch in Pflanzen in
unterschiedlichster Konzentration vor. Durch die Nahrungskette kommt es zur

Anreicherung in tierischen Lebens- und Futtermitteln.

2.1.3.2 Wirkung

Spurenelemente  konnen ihre Wirkung nur in ionisch geloster oder
komplexgebundener Form entfalten. Als fur den Menschen wichtige
Spurenelemente, die vor allem katalytische Funktionen bei lebenswichtigen
enzymatischen Prozessen erfillen, gelten laut WHO Zink, Magnesium, Fe2+, Kobalt,
Kupfer, Chrom, Selen und Molybdan. Des Weiteren ist die Aufnahme von Zinn,

Silizium, Mangan, Nickel, Cadmium, Vanadium, Jod und Fluor essentiell.

So ist zum Beispiel Zink ein essentieller Baustein unserer Abwehrzellen. Zinkmangel
fuhrt deshalb zu mangelhafter Immunabwehr, indem die Lymphknoten atrophieren,

eine Lymphozytopenie entsteht, sich das Verhaltnis zwischen Lymphozyten und
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Phagozyten verschiebt, die T-Zell- und B-Zell-abhangige Immunantwort nur noch
unzureichend ablaufen kann und auch der ,Natual Killercell*-Spiegel abnimmt.
Deshalb hat es sich als erfolgreich erwiesen immunsupprimierten Menschen und
Tieren Zink zu verabreichen. Wichtig dabei ist die Dosis, in der es verabreicht wird.
Beim Menschen werden unterschiedliche Tagesdosen in Abhangigkeit der Ursache
des Zinkdefizits propagiert. Sie liegen zwischen 40 und 150 Milligramm pro Tag. In
jedem Fall ist bei Mensch und Tier darauf zu achten, dass die Dosis nicht zu hoch
gewahlt wird, denn das kann zu unerwlnschten Nebenwirkungen wie
Serumcholesterol-Anstieg aber auch zu negativen Effekten auf die Immunantwort
fuhren. Bei Versuchen an Kindern, die an Shigellose erkrankt waren, stellten RAHMAN
et al. (2005) fest, dass durch tagliche orale Zink-Aufnahme (20 mg pro Tag) der Zink-
Serum-Spiegel, im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Zink-Supplementierung,
signifikant erhoht war. Des Weiteren verzeichneten sie eine signifikante Erhéhung
der zirkulierenden B-Lymphozyten und Plasmazellen sowie eine verbesserte

Serokonversion von Shigella-spezifischen Antikorpern.

RAYMAN (2004) konstatiert, dass eine Supplementierung von Selen, durch mit Selen
angereicherte Hefen, positiven Einfluss auf die Immunantwort, auf HIV-Infektion und

auf die Pravention von Krebs ausbt.

Die genaue Wirkung der meisten anderen Spurenelemente auf das Immunsystem

bedarf noch der detaillierten Untersuchung.

2.1.3.3 Anwendung in der Human- und Tiermedizin

Die im Boden vorkommenden Spurenelemente kdnnen direkt Uber die pflanzliche
Nahrung oder indirekt durch Anreicherung in der Nahrungskette von Mensch und
Tier aufgenommen werden. Die Anreicherung in der Nahrungskette kann wiederum
auf naturlichem Wege, durch pflanzliche Kost und Aufnahme von Erde und
ahnlichem, erfolgen oder aber durch Zugabe von Mineralfutter zur Ration. Naturlich
gibt es auch Nahrungs- beziehungsweise Futtermittel, die mit Spurenelementen
angereichert sind, wie zum Beispiel fluoridiertes Trinkwasser oder jodiertes Salz.
Praparate zur Zink-Supplementierung sind im Handel kauflich und finden bereits bei
vielen Menschen Anwendung. In der Tiermedizin hat sich eine Zink-Verabreichung
zur Unterstutzung der Immunabwehr noch nicht durchgesetzt, eher findet es bei

Zink-responsiver Dermatitis Anwendung.
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2.1.4 Andere immunoloaisch wirksame Nahrun rganzun ff

21.4.1 Definition und Vorkommen

Die so genannten PUFAs (polyunsaturated fatty acids) sind eine sehr beliebte
Nahrungs- beziehungsweise Futtererganzung. Zu ihnen zahlen die Linolsaure und
die Linolensaure, die essentielle Nahrungsbestandteile fir den Menschen und die
meisten Tierarten darstellen. Besonders hohe Gehalte an der wichtigsten
ungesattigten Fettsdure, der Omega-3-Fettsaure, findet man in Fischdl,
verschiedenen Algen und verschiedenen Pflanzendlen wie Leindl oder Rapsal.

Linolsaure kommt vor allem in Sojadl, Maisol und Rapsal vor.

2.1.4.2 Wirkung und Anwendung in. der Human- und Tiermedizin

In groReren Mengen aufgenommen bewirken nachweislich vor allem die
Omega-3-Fettsauren positive Effekte auf das Immunsystem, aber auch auf das
Herz-Kreislaufsystem, Haut und Fell. Einige Tiernahrungshersteller entwickelten in
den letzten Jahren Futtermittel, die Omega-6- und Omega-3-Fettsduren in einem
bestimmten Verhaltnis zueinander beinhalten und dadurch positive Effekte auf
Niereninsuffizienz bei Hunden und Katzen ausuben sollen und aulerdem die
Knochendichte und das Knochenturnover verbessern (MARKWELL et al., 1998;
WATKINS et al., 2000; WEHR et al. 2004). Eine Fallstudie von WILLIAMS (1988) zeigt
bei zwei Hunden, die an multizentrischem Lymphom erkrankt sind, eine
Verbesserung von Habitus und Appetit und eine Minderung der VergroRerung der
peripheren Lymphknoten, Hautknoten, Milz und Tonsillen. Eine neue Studie von PLAT
und MENSINK (2005) bestatigt einen entzindungshemmenden Effekt von
Omega-3-Fettsdure aus Fischdl. Ob die gleiche Wirkung auch durch
Omega-3-Fettsdure aus pflanzlichen Ressourcen erzielt werden kann, ist noch
unklar. Eine andere Arbeit von WANG et al. (2004) belegt eine positive Beeinflussung
der passiven Immunitat von frisch geschlipften Kiken, an deren Mutterhennen eine
mit Linolsaure und alpha-Linolensaure angereicherte Ration verfuttert wurde. Diese
Fltterung hatte allerdings keine Auswirkungen auf die humorale Immunantwort der

Hennen selbst.
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2.15 Probiotik

2.15.1 Definition und Vorkommen

Fir den Begriff ,Probiotikum® gibt es eine Reihe von Definitionen verschiedener
Autoren. Sie zielen auf unterschiedliche Kriterien ab und unterliegen einem Wandel

im Laufe der Zeit.

,Probiotikum“ kommt aus dem Griechischen und heil3t wortlich Gbersetzt .fir das
Leben®. Bereits 1908 erkannte der russische Nobelpreistrager ELI METCHNIKOFF den
gesundheitsfordernden Einfluss des haufigen Verzehrs von fermentierten
Milchprodukten in der bulgarischen Bevolkerung. Nach ausgiebigen Untersuchungen
schrieb er den milchsaurebildenden Mikroorganismen einen positiven Einfluss auf die
Darmflora des Menschen zu. Sie sollten im Darm des Menschen ,abtragliche Keime*
zuruckdrangen und dadurch die Belastung des Organismus durch deren
Stoffwechselprodukte reduzieren. Er verwendete in seinen Versuchen ein
grampositves Bakterium, das er Bacillus bulgaricus nannte, das dem heutigen
Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus entspricht. PARKER (1974) benutzte 1974 als
Erster den Begriff Probiotika fur Substanzen und Organismen, die zum Gleichgewicht
der Darmflora beitragen. Immer noch aktuell ist die Definition von FULLER (1989), der
Probiotika als ,lebende mikrobielle Futterzusatze, die sich vorteilhaft auf das Wirtstier
auswirken, indem sie sein intestinales Gleichgewicht verbessern® (FULLER, 1989)
definiert. Die WHO beschreibt 1994 Probiotika im engeren Sinne als ,Produkte zur
Stabilisierung der Darmflora, die aus einem oder wenigen, genau definierten
Mikroorganismus-Stammen bestehen® (BUsCH et al., 1999). Ein wichtiges Kriterium
ist danach, dass die Mikroorganismen lebend den Dickdarm erreichen. Dazu mussen
sie je nach Spezies in bestimmten Mindestmengen aufgenommen werden. SALMINEN
et al. (1999) erweiterten die Definition indem sie ,mikrobielle Zellzubereitungen oder
Bestandteile von mikrobiellen Zellen, die vorteilhafte Auswirkungen auf die
Gesundheit und das Wohlergehen des Wirtes haben® als Probiotika definierten.
Somit muss nach heutiger Erkenntnis ein Probiotikum nicht zwingend ein lebender
Mikroorganismus sein, denn auch von Zellteilen oder nicht lebenden
Mikroorganismen kénnen gesundheitsfordernde Effekte ausgehen (OUWEHAND und
SALMINEN, 1998).

OUWEHAND et al. (1999) verlangen von einem Probiotikum einige Soll-Eigenschaften,

die es zwingend erfullen muss, daneben kann es Uber zusatzliche Eigenschaften
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verfugen, die es flr einen speziellen Einsatz besonders auszeichnen. Zu den
essentiellen Eigenschaften von oral applizierten Probiotika gehéren die Resistenz
gegen Sauren, Gallenflissigkeit und Enzyme des Gastrointestinaltraktes, da nur
dann ihre biologische Aktivitat und ihre Adhasionsfahigkeit wahrend der
Darmpassage erhalten Dbleibt. Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die
Anwendungssicherheit, das heildt, eine Schadigung der intestinalen Muzinschicht
darf nicht erfolgen und jeder probiotische Stamm sollte identifiziert und charakterisiert
werden. OUWEHAND beschreibt noch weitere Kriterien flr die Anwendungssicherheit
von Probiotika, die eingehend in der Dissertation von WEISS (2003) behandelt

wurden.

Bei den gebrauchlichen Probiotika handelt es sich vor allem um milchsaurebildende
Bakterien, zum Beispiel um verschiedene Stamme von Lactobacillen und
Bifidobakterien. Aber auch Enterococcen, Streptococcen, Bacillen, Bacteroides spp.

sowie verschiedene Pilze und Hefen kénnen probiotische Wirkungen aufweisen.

Milchsaurebildende Mikroorganismen kommen in samtlichen so genannten
»milchsauren® Nahrungs- und Futtermitteln vor, wie es Jogurt, Dickmilch, Kefir,

Sauerkraut oder Silage sind.

2.15.2 Wirkung

Die Mikroflora des menschlichen und tierischen Magen-Darm-Traktes besteht aus
Bakterien, Pilzen und Protozoen. Sie setzt sich aus Hunderten von verschiedenen
Arten zusammen. Man unterscheidet zwischen der Haupt-, Begleit- und Restflora
(BuscH et al., 1999). Die gesunde Hauptflora besteht vor allem aus Anaerobiern wie

Lactobacillen, Bifidobakterien, Bacteriodes und Eubakterien.

Man muss zwischen der lokalen Wirkung der probiotischen Mikroorganismen im

Darmtrakt selbst und der Wirkung auf den Gesamtorganismus unterscheiden.

Manchen Probiotika, wie zum Beispiel Lactobacillus rhamnosus GG, konnte beim
Menschen ein positiver Effekt auf das Immunsystem nachgewiesen werden (YOUNG,
2003; IsoLAURI et al., 1995; JUNG, 1999).

Die Hauptwirkung, die bisher in zahlreichen Studien bei Mensch und Tier belegt
werden konnte, spielt sich jedoch direkt im Darmtrakt ab.

Milchsaure produzierende Probiotika setzen antimikrobielle Substanzen im Darm frei

und bilden einen ,Biofilm zum Schutz der Darmschleimhaut® (BUsCH et al., 1999)
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aus. Durch Bildung einer Muzinschicht, in der vor allem die Bakterien der Hauptflora
und Immunglobuline vorkommen, wird eine Barriere gegenuber anderen, fakultativ
oder obligat pathogenen, Bakterien aufgebaut. Der Einsatz von Lactobacillen dient

vor allem der Erhaltung und Wiederherstellung der Eubiose im Darmtrakt.

Probiotika konkurrieren mit den pathogenen Mirkoorganismen um die freien
Bindungsstellen an der Darmwand. Die Permeabilitat der Darmschleimhaut und die
Produktion von schadigenden Metaboliten wird durch Lactobacillus rhamnosus GG
reduziert (YOUNG, 2003; GUPTA et al. 2000). Des Weiteren sollen Probiotika in der
Lage sein Toxinrezeptoren der intestinalen Mukosa zu zerstoren und die schadliche
Wirkung bakterieller Toxine dadurch zu vermindern (CONWAY et al., 1997). Sie
konnen im Darmtrakt zur Bildung flichtiger Fettsauren fuhren, auf die viele
Pathogene aulerst empfindlich reagieren. Dadurch wird ihre Keimzahl gesenkt, was
wiederum die Produktion von schadlichen Stoffwechselprodukten wie Ammoniak
oder biogene Amine, die Uber die Leber ausgeschieden werden mussen reduziert
(GEDEK, 1993). Durch die Produktion von Milchsaure wird der pH-Wert im Darmtrakt
gesenkt, was sich wiederum negativ auf das Wachstum der meisten pathogenen
Mikroorganismen auswirkt. Des Weiteren konnen Probiotika sogar in der Lage sein,

Bakteriozine, das sind bakterizide Substanzen, zu produzieren.

Es ist bekannt, dass die bakterielle Flora des Gastrointestinaltraktes grof3en Einfluss
auf entzindliche Erkrankungen des Darmes ausubt. Tierversuche haben gezeigt,
dass einige Probiotika entzindliche Darmerkrankungen verhindern oder heilen
konnen. Einigen Studien am Menschen haben ebenfalls positive Effekte auf die
Besserung von Erkrankungen an chronischer Tranensackentzindung, ulzerativer

Colitis oder Morbus Crohn gezeigt (MARTEAU et al., 2001; GIONCHETTIN et al., 2000).

In vitro sind Probiotika in der Lage das Wachstum vieler verschiedener
Bakterienarten (Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Clostridium perfringens, Clostridium difficile) zu inhibieren (FiLHO-LIMA et al., 2000;
SiLVA et al., 1999).

In vivo kann die orale Aufnahme von Probiotika neben lokalen Effekten im Darm
auch auf den gesamten Organismus wirken. So konnten CHRISTENSEN et al. (2002)
zeigen, dass Probiotika die dendritischen Zellen, die zu den Antigen-prasentierenden
Zellen in der Darmmukosa gehoren, positiv beeinflussen. Sie initileren eine lokale
Immunantwort und spielen eine zentrale immunregulatorische Rolle im Gleichgewicht
zwischen T-Helferzellen, Th1, Th2 und Th3. Die verschiedenen Lactobacillus

30



Literatur

Species zeigen sehr unterschiedliche Aktivierungsmuster der dendritischen Zellen.
Klar ist, dass nicht alle Probiotika die gleichen immunmodulatorschen Eigenschaften
besitzen und dass sie auf manche Parameter gegensatzliche Wirkung zeigen
konnen. Aullerdem ist die Beeinflussung der Immunantwort sehr stark
dosisabhangig. Die bakterielle DNA besitzt immunstimulierende Sequenzen, die als
potente Aktivatoren der angeborenen Immunitat fungieren und anti-apoptotische
Eigenschaften in der Mukosa des Darmtraktes entwickeln (RACHMILEWITZ et al.,
2002).

ISOLAURI et al. (2000) stellten die Hypothese auf, dass Probiotika zur Verhutung oder
Therapie von Allergien bei Kindern eingesetzt werden konnen. Sie fihrten dazu zwei
Studien durch. Babies, die bis zum Beginn der Studie mit Muttermilch ernahrt
wurden, wurden in zwei Versuchsgruppen, die mit Milchersatz mit Zugabe von
Bifidobacterium lactis Bb12 beziehungsweise Lactobacillus rhamnosus GG und eine
Placebogruppe, die mit Milchersatz, ohne probiotische Zusatze, ernahrt wurden,
eingeteilt. Alle Babies wiesen zu Beginn der Studie atopische Ekzeme auf. Nach
zweimonatiger Behandlungsdauer konnte eine signifikante Verbesserung der
atopischen Dermatitis bei beiden Probiotikagruppen nachgewiesen werden. In der
zweiten Studie, die KALLIOMAKI et al. (2001) durchflihrten, wurde untersucht, ob durch
die Verabreichung derselben Probiotika das Auftreten von atopischer Dermatitis bei
Sauglingen, die einer erhdhten Risikogruppe angehorten, verhindert werden kann.
Dazu wurde das Probiotikum bereits pranatal den werdenden Muttern und nach der
Geburt, sechs Monate, lang den Sauglingen verabreicht. 46 % der Placebogruppe
entwickelten eine atopische Dermatitis, jedoch nur 23 % der Probiotikagruppen. Die
Mechanismen dieser antiallergenen Wirkung konnten bisher nicht geklart werden.
Nach SUTAs et al. (1996) verbessert Lactobacillus rhamnosus GG die Symptomatik
von erwachsenen Patienten mit atopischer Dermatitis ebenfalls wesentlich. Wahrend
in einer Studie von HELIN et al. (2002) die Applikation von Lactobacillus rhamnosus
GG bei Teenagern und jungen Erwachsenen mit Allergien gegen Birkenpollen oder

Apfelblutenpollen keine Wirkung zeigte.

2.1.5.3 Anwendung. in der Human- und Tiermedizin

Probiotika konnen sowohl prophylaktisch als auch therapeutisch eingesetzt werden.
Es gibt Einzel- und Kombinationspraparate. Wahrend beim Menschen und beim

Kleintier meist gesundheitsfordernde Effekte erzielt werden sollen, stehen bei
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Nutztieren leistungssteigernde Effekte wie die Verbesserung der Gewichtszunahme

oder der Futterverwertung im Vordergrund.

In der Humanmedizin werden Probiotika vor allem zur Begleittherapie bei viral oder
bakteriell induzierten Durchfallerkrankungen eingesetzt, aber auch als Prophylaxe
bei erhohter Krankheitsanfalligkeit aufgrund einer geschadigten Darmflora durch
Antibiose, HIV-Infektion oder bei chirurgischen Eingriffen. Auch als Prophylaxe von
Colon-Karzinomen gewinnen sie immer groRere Bedeutung (GoLDIN, 1990). BROWN
und VALIERE (2004) berichten von weiteren medizinischen Anwendungsmaoglichkeiten
fur Probtiotika wie Gastroenteritiden, entziundliche Darmerkrankungen, Intoleranzen
bei der Lactoseverdauung, Immunsuppression, Allergien bei Kindern,
Hyperlipidamie, Lebererkrankungen, Infektionen mit Helicobacter pylori oder

Infektionen des Urogenitaltraktes.

2.1.6  Prebiotika, Synbjotika

2.16.1 Definition und Vorkommen

GIBSON und ROBERFROID (1995) definierten Prebiotika als unverdauliche
Nahrungsbestandteile, die sich, uber die Stimulation von Wachstum und/oder
Aktivitat bestimmter im Darm siedelnder Bakterienspezies, gunstig auf den
Wirtsorganismus auswirken. Im engeren Sinne versteht man unter Prebiotika zum
Beispiel bestimmte Oligosaccharide, bei denen zwei bis zehn Monosaccharide
B-glykosidisch  verknUpft sind. Zu den Prebiotika gehdren verschiedene
Nahrungsbestandteile wie resistente Starke, Oligofructose (zum Beispiel Inulin),
Oligogalactose aber auch Lactulose und I6sliche Ballaststoffe aus Haferkleie und
Hulsenfrichten (HAMM, 2000).

Oligosaccharide kommen in der Natur, vor allem in Obst in Form von Fructo-
Oligosacchariden (FOS), aber auch in Gemuse und Hulsenfriichten vor. Um sie in
der Nahrungsmittel- und Futtermittel-Industrie einzusetzen werden sie auch kunstlich
synthetisiert, was durch Biosynthese aus naturlichen Zuckern oder Polysacchariden

geschieht (DELZENNE, 2003).

Eine Ubersicht Uber die verschiedenen Prebiotika, die (blicherweise eingesetzt

werden gibt Tabelle 1.

32



Literatur

Tabelle 1: Prebiotika, die den hauptsachlichen Marktanteil bilden (nach RASTALL, 2002)

Fructo-Oligosaccharide (FOS)
Inulin
Galacto-Oligosaccharide
Lactulose

Lactosucrose
Isomalto-Oligosaccharide
Sojabohnen-Oligosaccharide
Xylo-Oligosaccharide
Gentio-Oligosaccharide

Als Synbiotika bezeichnet man die Kombination von Prebtioka und Probiotika
(GiBSON und ROBERFROID, 1995). Es wird vermutet, dass sich die positiven
Eigenschaften  beider  Stoffgruppen  potenzieren, wenn man sie als
Kombinationspraparat verabreicht, da das Probiotikum durch die Anwesenheit des
Prebiotikums im Verdauungstrakt des Zielorganismus optimale
Stoffwechselbedingungen vorfindet. Das Prebiotikum dient im Synbiotikum also vor

allem der probiotischen Substanz als Nahrsubstrat.

2.1.6.2 Wirkung

Prebiotika kdnnen aufgrund ihrer Bindungsstruktur durch kérpereigene Enzyme nicht
aufgespalten werden, sondern gelangen unverdaut in untere Abschnitte des
Verdauungstraktes, wo sie als Substrat fur im Darm erwlnschte Keime wie zum
Beispiel Lactobacillen oder Bifidobakterien fungieren. Durch eine gezielte Férderung
der Vermehrung dieser Mikroorganismen wird das Wachstum krankmachender
Mikroorganismen gleichzeitig gehemmt (HAvMM, 2000). Die saccharolytischen
Darmbakterien sind bei Anwesenheit von Prebiotika im Vermehrungsvorteil
gegenuber nicht-saccharolytischen Keimen. Durch die Verabreichung geeigneter
Prebiotika kann so die Zusammensetzung der Darmflora modifiziert werden, indem
die erwunschte Flora stabilisiert und unerwinschte, pathogene oder fakultativ
pathogene Bakterien zurtiickgedrangt werden (GiBSON und ROBERFROID, 1995).

Des Weiteren wird durch die Beeinflussung der Bakterienflora die Immunabwehr des
Darmtraktes gestarkt und so das Eindringen pathogener Keime aus der Nahrung

erschwert. Es wird diskutiert, ob Prebiotika in der Lage sind Anheftungsstellen fur
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Pathogene zu besetzen oder ob sie sich direkt an die Pathogene binden und diese
dadurch blockieren (KUHN et al., 1999).

Bei der Verdauung von ,resistenter Starke“ entsteht Buttersaure, eine kurzkettige
Fettsaure, die als Schutzstoff der Darmschleimhaut und Energielieferant der
Darmzellen fungiert (HAMM, 2000). Allgemein gilt als erwiesen, dass durch die
Fermentation der Prebiotika Metaboliten, wie vor allem kurzkettige Fettsauren
(Acetat, Propionat, Butyrat, Lactat u.v.a.), von den Darmbakterien freigesetzt werden,
die eine direkte oder auch indirekte Wirkung auf die Darmzellen austiben. Dadurch
kame den prebiotischen Substanzen eine Rolle bei der Kontrolle verschiedener
Prozesse wie Mucosaproliferation, Entzindungsprozesse, colorektale
Carzinogenese oder Mineralienabsorption im Darmlumen zu (MARTI DEL MORAL,
2003).

Neben der positiven Beeinflussung der nattrlichen Darmflora beginstigen Prebiotika
aullerdem das Wachstum und die Kolonisation des Darmtraktes durch Probiotika.
Gelingt es Spezies-spezifische Prebiotika zu finden, ware eine Komposition effektiver
Synbiotika moglich. Zu einigen Prebiotika gibt es bereits Untersuchungen, welche
Baktarienarten sie besonders fordern. Eine Studie von BIELECKA et al. (2002) testet in
vitro die wachstumsférdernden Eigenschaften von Inulin  und Fructo-
Oligosacchariden auf verschiedene Bifidobakterien-Subspecies. Die Testergebnisse
waren Grundlage fur die Zusammenstellung von Synbiotika, die dann in einer in vivo
Studie an Ratten verabreicht wurden. Es gab Synbiotika-Gruppen und eine Gruppe,
die ausschlieBlich Fructo-Oligocaccharide bekam. Bei allen Ratten zeigte sich eine
Erhohung der Bifidobakterien-Zahl und eine Erniedrigung des Anteils an Coliformen.
Dennoch konnte kein Unterschied zwischen den Synbiotika-Gruppen und der reinen

Prebiotikum-Gruppe nachgewiesen werden.

Sehr viel versprechende Ergebnisse konnten mit Synbiotika, basierend auf
resistenter Starke, verzeichnet werden (CRITTENDEN et al., 2001). Die sogenannte
resistente Starke, die gegenuber den Verdauungsenzymen der Saugetiere mit
einhohligem Magen unempfindlich ist, entsteht durch Retrogradation von
verkleisterter Starke wie sie bei der Verarbeitung von starkehaltigen Lebensmitteln
entsteht. Beim Vorhandensein von resistenter Starke zeigte besonders
Bifidobakterium lactis gutes Wachstum und Uberstand auRerdem eine simulierte
Magen-Darmpassage unversehrt, so dass ein synbiotisches Joghurt mit beiden

Bestandteilen kreiert wurde.
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Der protektive Einsatz eines Synbiotikums bei Mausen zum Schutz vor einer
Manifestation von Salmonella enterica Serovar Typhimurium ist ASAHARA et al.

(2001) gelungen.

Um Prebiotika in Zukunft definiert einsezten zu kdnnen, sind Untersuchungen zur
Aufklarung der spezifischen Wirksamkeit von Prebiotika gegenluber bestimmten
Bakterienstammen gefordert. Mit steigendem Wissen Uber die Zusammensetzung
der Darmflora wird es immer wichtiger das passende Prebiotikum mit den
entsprechend gewinschten modulatorischen Effekten zur vorliegenden Mikroflora zu
wahlen. So ist nachgewiesen, dass die Darmflora gestillter Sauglinge stark von der
mit Milchersatzpraparaten gefutterter Sauglinge abweicht. Die Flora der mit
Muttermilch erndhrten Kinder besteht hauptsachlich aus Lactobacillen und
Bifidobakterien, wahrend die mit Milchersatz ernahrten Kinder eine den Erwachsenen
ahnliche, vielfaltigere Flora aufweisen (HARMSEN et al., 2000). Da Sauglinge, die mit
Muttermilch ernahrt werden wesentlich weniger an bakteriellen Infekten leiden, ware
es von Vorteil, Prebiotika zu finden, die die Species von Bifidobakterien und

Lactobacillen, die bei muttermilcherndhrten Babies vorherrschen, fordern.

2.1.6.3 Anwendung.in der Tiermedizin

Es liegen noch keine genauen Erkenntnisse der Anwendungsmoglichkeiten von
Prebiotika in der Tierernahrung vor. Bisher beschrankt sich der Einsatz von
Prebiotika auf Jungtiere, deren Darmflora stabilisiert werden soll, um so vor
Infektionen zu schitzen und bei Nutztieren eine frihe, effiziente Verwertung der
Nahrungsbestandteile zu férdern. SCHLEY und FIELD (2002) postulieren auch einen
immunstimulierenden Effekt von Prebiotika, der sich vor allem in der Modulation von
Immunparametern im GALT (Gut Associated Lymphoid Tissue), sekundaren

lymphatischen Geweben und auch der peripheren Zirkulation zeigt.

In der vorliegenden Studie sollte deshalb die Wirkung von Lactoferrin, einer

prebiotisch wirksamen Substanz, auf neonatale Hundewelpen untersucht werden.
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2.1.7 Lactoferrin — eine prebiotisch wirksame Substanz
Lactoferrin ist ein eisenbindendes Protein. Es ist nahe verwandt mit dem Plasma-

Protein Transferrin, das fir den Eisentransport im Blut verantwortlich ist.

1960 wurde es von GROVES (1960) und JOHANSSON (1960) aus humaner Milch isoliert
und in der Zwischenzeit in der Milch verschiedener anderer Saugetiere (Maus, Rind,

Pferd, Ziege, Schwein) nachgewiesen.

In der Human- und Veterindrmedizin wird es seit einiger Zeit zur positiven
Beeinflussung der Darmflora sowie zur Steigerung von Wachstum und Immunabwehr
eingesetzt. Nicht fur alle Tierarten gelten vergleichbare Effekte. Aus diesem Grund
wurde die vorliegende Studie an Beaglewelpen durchgefuhrt, um die Auswirkungen

von Lactoferrin auf neonatale Hundewelpen zu untersuchen.

2171 Biochemische Struktur und natiirliches Vorkommen

Lactoferrin ist ein eisenbindendes Glycoprotein der Transferrin-Familie. Es besteht
aus einer einstrangigen Aminosaurenkette, die zweilappig gefaltet ist, und zwei
N-glycosidisch gebundenen Glykanen. Die beiden Lappen bestehen aus homologen
Sequenzen. Jeder Lappen ist in zwei Domanen unterteilt, zwischen denen sich die
Bindungsstelle fur ein dreiwertiges Eisen-lon (Fe3+) befindet. In Anwesenheit eines
Bicarbonat-lons  oder eines Carbonat-lons kann jeder Lappen ein Fe3+-lon
reversibel binden (BRock, 2000; NAibu, 2000). Das gesattigte Lactoferrin-Molekdil
tragt zwei Eisen-lonen. In eisenreichen Losungen kann es auf der Molekuloberflache
zusatzliche Eisen-lonen binden (NAGASAKO, 1993). Die Lappen bilden eine Alpha-
Helix-Struktur. Durch die Eisenaufnahme beziehungsweise -abgabe verandert sich
die Struktur des Lactoferrins und es liegt als offenes beziehungsweise
geschlossenes Molekul vor. Die geschlossene Form ist resistenter gegen Proteolyse.
Vermutlich aufgrund einer basischen N-terminalen Region kann sich Lactoferrin
.pseudospezifisch® an saure (negativ geladene) Molekile wie Heparin und
verschiedene Zell-Oberflachen-Molekile binden. Das Molekulargewicht liegt bei etwa
80 Kilodalton. Die Aminosauresequenzen des Lactoferrins von unterschiedlichen
Spezies zeigen Abweichungen von bis zu 30 %. Humanes und bovines Lactoferrin

zeigen eine groRe Homologie (NORRIS et al. 1982).

Im Korper vorliegendes Lactoferrin ist zu 15 bis 20 % mit Eisen gesattigt und wird als
holo-Lactoferrin bezeichnet. Wenn die Eisensattigung weniger als 5 % betragt, wird
36



Literatur

es als apo-Lactoferrin bezeichnet (STEIUNS und VAN HOOIDONK, 2000). Die hohe
Eisen-Affinitat des Lactoferrins bleibt auch bei niedrigem pH-Wert erhalten. Erst bei
pH-Werten unter 4 erfolgt die Freisetzung des Eisens. Diese Tatsache ist fur die
physiologischen Funktionen von Lactoferrin bei septischen Vorgangen von

Bedeutung, da in diesem Fall niedrige pH-Werte vorliegen.

Die meisten exokrinen Sekrete (Milch, Tranenflissigkeit, Speichel, Galle,

Pankreassaft u.a.) beinhalten apo-Lactoferrin.

Als erstes wurde Lactoferrin in der Milch, in der es in hohen Konzentrationen
vorkommen kann, nachgewiesen. Die Konzentration in der Milch ist von der Tierart
abhangig und des Weiteren von der Laktationsphase (MASSON und HEREMANS,
1971). Heute ist bekannt, dass es im menschlichen Korper hauptsachlich in zwei
Reservoiren vorliegt, einem stationaren Pool auf den Schleimhautoberflachen und
einem zirkulatorischen Pool in den polymorphkernigen, neutrophilen Granulozyten
(PMN) (NAIDuU, 2000). Eine geringe Blutplasmakonzentration ist nachweisbar. Diese
resultiert aus der Degranulation der neutrophilen Granulozyten, in deren Granula das
Lactoferrin gespeichert ist (BRock, 2000). Bei Infektionen und Entzindungen steigt

die Konzentration durch vermehrte Degranulation an.
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Abbildung 1: Schematische Struktur eines Lactoferrin-Molekdls (nach NAIDU, 2000)

2.1.7.2 Metabolismus von Lactoferrin:

Im Verdauungstrakt von Tier und Mensch kann Lactoferrin abgebaut werden,
deshalb erreicht nur ein Teil unversehrt den Darmtrakt. Eine Hydrolyse durch Pepsin
oder saure Proteasen im Magen setzt Lactoferricin, eine antimikrobielle Sequenz des
N-terminalen Lappens, frei. Dieses verfugt Uber eine starke biologische Aktivitat

(WEINBERG, 2001). In erster Linie weist Lactoferricin eine bakterizide Wirkung auf.

Bei der Elimination des Lactoferrins aus dem Plasma spielt die Leber eine zentrale
Rolle. Es wird durch spezifische Rezeptoren im endothelialen Retikulum der Leber
aufgenommen und abgebaut, wobei die Abbauprodukte uber die Galle
ausgeschieden werden (MCABEE und ESBENSEN, 1993).

Lactoferrin-Rezeptoren konnten im Intestinaltrakt (IYER und LONNERDAL, 1993), sowie
in Zellen, die der Immunabwehr dienen, wie Lymphozyten und dem Monozyten-

Makrophagen-System (BIRGENS et al., 1984) nachgewiesen werden. Des Weiteren
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befinden sich auf neutrophilen Granulozyten (EDA et al., 1997) aber auch auf
Bakterien (BENNETT und DAvis, 1981) Lactoferrinrezeptoren. Die genauen
Mechanismen und Aufgaben der Rezeptoren sind zwar noch ungeklart, aber es ware
denkbar, dass Lactoferrin Uber die Rezeptoren immunologische Vorgange

beeinflusst.

2.1.7.3 Wirkung

Lactoferrin spielt bei vielen physiologischen Vorgangen eine regulatorische Rolle.

immunmodulatorisch
A
antitumoros antiparasitar

antifungal
antiinflammatorisch 9

Hypoferramie \ antiviral
ha /

—5 antibakteriell

Eisenabsorption ¢———

Transkriptionsfaktor « \?A Pistasea
/ Protease-Inhibitor

Granulopoese

Ribonuclease
Autoantikorper

¢ Prokoagulans

kationisches Peptid

Abbildung 2: Mdgliche Funktionen von Lactoferrin (nach BRock, 2002)

2.1.7.3.1 Beeinflussung des Eisen-Metabolimus

Die strukturelle und biochemische Ahnlichkeit zu Transferrin legte die Vermutung
nahe, dass Lactoferrin eine fundamentale Rolle im Eisen-Metabolismus als
Transportmolekll spielt. Bisher ist der Nachweis dieser Theorie noch nicht
hinreichend gelungen. Unter physiologischen Bedingungen findet man, wenn
uberhaupt, Lactoferrin nur in sehr geringen Konzentrationen im Blut und im Gewebe.
Im Gegensatz dazu scheint bei Entzindungsprozessen die erhohte Freisetzung von

Lactoferrin aus neutrophilen Granulozyten den Eisenmetabolismus zu beeinflussen.
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Lactoferrin wurde vor vielen Jahren ein Beitrag zum Ausgleich des bei entziindlichen
Prozessen auftretenden Eisenmangels zugesprochen, indem es Eisen aus
Transferrinmolekulen herausldsen und es zurlick zu den Macrophagen transportieren
sollte (VAN SNICK et al., 1974). Die langsame Interaktion, die unter physiologischen
pH-Werten zwischen Transferrin und Lactoferrin stattfindet, spricht allerdings gegen
diese Theorie. Dennoch scheint Lactoferrin zu einer lokalen Eisenanreicherung im
Fall einer Entzindung beizutragen. In dieser Situation fordert der niedrigere pH-Wert
den Austausch des Eisens mit Transferrin (BROCK, 2002).

Der derzeitige Stand der Forschung lasst vermuten, dass Lactoferrin zwar keine
grosse Rolle  beim physiologischen Eisenmetabolismus  spielt, bei
Entzindungsprozessen aber durchaus einen wichtigen Beitrag leistet. Sein
Chararkteristikum, Eisen binden zu koénnen, legt die Vermutung nahe, dass es

ebenfalls an anderen physiologischen Vorgangen beteiligt ist.

2.1.7.3.2  Antimikrobielle Wirkung

2.1.7.3.2.1 Antibakterielle Wirkung

Die Fahigkeit das Wachstum von Bakterien zu verhindern, ist eine der ersten
Eigenschaften, die dem Lactoferrin zugeschrieben wurde. Es gibt verschiedene

Wirkungsmechanismen auf denen diese Eigenart beruht.

2.1.7.3.21.1 Bakteriostatische Wirkung

Eine der ersten entdeckten Wirkungen von Lactoferrin ist seine Fahigkeit in vitro das
Wachstum von Bakterien zu inhibieren (BRock, 2002). Dies gelingt dadurch, dass
Lactoferrin das Eisen, das die Bakterien fur ihr Wachstum bendtigen, bindet. Es hat
sich gezeigt, dass die hohe Eisenbindungsaffinitat des Lactoferrins das Wachstum
vieler Bakterienarten hemmt oder zumindest reduziert. Durch Zugabe von Eisen
kann dieser bakteriostatische Effekt aufgehoben werden. Aulierdem gibt es
Bakterienspezies, die in der Lage sind das gebundene Eisen mit Hilfe von
Lactoferrinrezeptoren ~ wieder  herauszuldsen oder durch Bildung von
Chelatkomplexen die Bindung des Eisens an Lactoferrin zu verhindern und es auf
diese Art selbst wieder zu verstoffwechseln (GRAY-OWEN und SCHRYVERS 1996; Yu
und SCHRYVERS, 2002). Apo-Lactoferrin wird von neutrophilen Granulozyten
sezerniert und kann somit auch in vivo das Eisen, das die Bakterien bendtigen,

binden und deren metabolische Aktivitat hemmen.
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2173212 Bakterizide Wirkung

ARNOLD et al. stellten im Jahr 1977 eine bakterizide Wirkung von apo-Lactoferrin
fest. Gereinigtes humanes apo-Lactoferrin wurde von ihnen mit verschiedenen
Bakterienstammen inkubiert. Streptococcus mutans und Vibrio cholerae wurden
dabei abgetotet. Die Zugabe von Eisen anderte die Ergebnisse nicht. In spateren
Jahren (1980/81) arbeitete die Arbeitsgruppe um ARNOLD daran, den Grund fur die
bakterizide Wirkung des Lactoferrins zu entschlisseln, konnte aber keine
Zusammenhange zwischen der Morphologie der Bakterien und deren Empfindlichkeit

gegenuber Lactoferrin verzeichnen (ARNOLD et al. 1980; ARNOLD et al., 1981).

Dieser Nachweis der direkten bakteriziden Wirkung konnte von anderen
Arbeitsgruppen nicht nachvollzogen werden. Es liegen Hinweise vor, dass der
bakterizide Effekt durch die Art der Testdurchfuhrung von ARNOLD hervorgerufen
worden sein konnte. In vitro konnte die direkte bakterizide Wirkung bisher nicht

eindeutig bewiesen werden (NAIDU, 2000).

2.1.7.3.2.2 Hemmung der bakteriellen Adhasion

Ein bedeutender Punkt bei der Entstehung einer bakteriellen Erkrankung ist in vivo
das Anheften der Pathogene an Zelloberflachen. Substanzen, die diese Adhasion

der Bakterien storen sind daher prophylaktisch sowie therapeutisch sehr wertvoll.

In vitro konnte ein Inhibitionseffekt von Lactoferrin gegenliber der Anheftung von
Streptococcus mutans nachgewiesen werden (VISCA et al., 1989). 1997 untersuchten
ALUGUPALLI und KALFAS (1997) den Mechanismus der Adhasionshemmung durch
Lactoferrin anhand verschiedener Bakterien. Sie fanden Hinweise darauf, dass die
Bindung von Lactoferrin sowohl an die Bakterien als auch an das Substrat

entscheidend flr seine inhibitorische Wirkung ist.

2173221 Lactoferricin

Lactoferricin ist eine antimikrobiell wirkende Sequenz von Lactoferrin, die in der
N-terminalen Region sitzt. Es entsteht durch die im Magen mittels Pepsin
stattfindende Spaltung des Lactoferrins. Seine bakterizide Aktivitat ist hdher als die
von intaktem Lactoferrin (TOMITA et al., 1994; BELLAMY et al. 1992). Es ist gegen
gramnegative und grampositive Bakterien wirksam. Die Mechanismen dieser
Wirkung sind derzeit noch nicht bekannt. Vermutet wird, dass Lactoferricin nach der

Bindung an die Bakterien zur Cytoplasmamembran gelangt und diese beschadigt.

41



Literatur

Dafir wird ein Kationen-Effekt verantwortlich gemacht. Lactoferricin besteht aus 18
Aminosaureresten, die durch eine Disulfid-Brickenbindung zwischen zwei
Cysteinresten zu einer Schleife geformt werden. Sie enthalt viele basische Reste und
scheint sich auf der Oberflache des Moleklls zu befinden. Dadurch ist eine
Interaktion mit den Zellmembranen von Bakterien moglich. Es gibt einige andere
Proteine mit ahnlicher kationischer Natur wie Magainin, Cecropine, Defensine oder
Indolicidin. Alle besitzen eine hohe Affinitat sich an negativ geladene Elemente in der
Bakterienzellmembran zu binden. Negativ geladene Elemente sind bei
gramnegativen Bakterien die Lipopolysaccharide (LPS), bei grampositiven Bakterien
die Teichoinsaure (VORLAND et al., 1999). Sie besitzen haufig die Fahigkeit die
Zellwand von Bakterien zu penetrieren. Besonders die Zellwand von gramnegativen
Bakterien kann destabilisiert werden. Dadurch kommt es zur Abgabe von
Lipopolysacchariden aus den Bakterien und zur Bindung von Lactoferrin oder der
anderen Kationen an die LPS und zur Erhéhung der Membranpermeabilitat (ELLISON
und GIEHL, 1991).

Anders als das native Protein behalt Lactoferricin seine bakterizide Wirkung auch

unter Zugabe von freiem Eisen bei.

2.1.7.3.2.3 Antivirale Wirkung

Lactoferrin reduziert die Infektiositat einiger Virusstamme. Die Mechanismen sind
noch unklar, doch vermutlich werden die Interaktionen zwischen Virus und Zielzelle
blockiert. LU et al. (1987) fanden heraus, dass holo-Lactoferrin die Uberlebensrate
von Mausen, die mit SFF-Virus infiziert wurden erhdhte und den Virustiter
verringerte. Lactoferrin wirkt jedoch nicht direkt antiviral, sondern, indem es die
Produktion von ,Natural Killercells“ steigert. Dieser Mechanismus ist noch nicht
vollstandig erfasst, fest steht jedoch, dass Lactoferrin nicht direkt sondern Uber die T-
Zellen auf die NK-Zellen wirkt (SHIMIzU et al., 1996). Lactoferrin und Lactoferricin
blockieren das Eindringen des Cytomegalievirus in Fribroblasten (ANDERSEN et al.,
2001). Das Hepatitis C Virus wird hingegen lediglich vom intakten Lactoferrin inhibiert
(IKEDA et al., 2000). Fur eine Aktivitat gegen Herpesvirus wird vor allem der N-

Lappen verantwortlich gemacht (SICILIANO et al., 1999, GIANSANTI et al. 2002).
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2.1.7.3.2.4  Antiprotozoische Wirkung

Die antiprotozoische Wirksamkeit des Lactoferrins ist noch nicht hinreichend
untersucht. Doch konnte in Tierversuchen nachgewiesen werden, dass die
Infektiositat von Toxoplasma gondii- und von Eimeria stiedai-Sporozoiten durch
bovines Lactoferrin reduziert werden konnte (OMATA et al., 2001). Vermutet wird ein
Effekt des Lactoferrins auf die Zellmembran der Parasiten und/oder eine Interaktion
mit dem Wirtsgewebe. So vermindert in vitro die Inkubation von Fibroblasten mit
Lactoferrin zum Beispiel die Fahigkeit von Plasmodium berghei sich an die sauren
Oberflachenmolekile der Fibroblasten zu binden (SHAKIBAEI und FREVERT, 1996).
Eine weitere antiparasitare Wirkung scheint auf der Konkurrenz von Lactoferrin und
der Parasiten um Eisen zu beruhen, zum Beispiel bei Pneumocystis carinii (CIRIONI et
al., 2000). Andere Protozoen wie Tritrichomonas foetus scheinen dagegen
Lactoferrin als spezifischen Eisen-Donor zu nutzen (TACHEZzY et al., 1996). Weitere

Arbeiten auf diesem Gebiet waren sicherlich von Interesse.

2.1.7.3.25 Antimykotische Eigenschaften

Lactoferrin und Lactoferricin besitzen gegenuber Pilzen eine antimikrobielle Aktivitat.
Der Mechanismus dieser antimykotischen Wirkung ist bisher noch nicht
entschlusselt. In vitro konnte beobachtet werden, dass die Zellmembran von Candida
albicans durch Lactoferricinzugabe zerstort wurde. Beim Meerschweinchen konnte
durch Verabreichung von Lactoferrin eine eindeutige Verbesserung der Symptome

einer Erkrankung mit Trichophyton mentagrophytes erzielt werden.

WAKABAYASHI et al. (1996) entdeckten, dass Lactoferrin synergistisch mit
Antimykotika, die Azol-Struktur besitzen, wirkt. Bei Anwesenheit von Lactoferrin oder
Lactoferricin konnte die minimale Hemmkonzentration von Clotrimazol und
Ketokonazol auf ein Viertel bis ein Sechzehntel der sonst bendtigten Menge gesenkt

werden.

2.1.7.3.3 Antiinflammatorische Wirkung

Abgesehen von der mdglichen Rolle Lactoferrins beim Eisenmetabolismus wahrend
eines Entzindungsprozesses gibt es einige Arbeiten, die einen direkten Einfluss

Lactoferrins auf das Entzindungsgeschehen belegen. Man weil3, dass Lactoferrin an
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bakterielle Endotoxine (Lipopolysaccharide = LPS) binden kann, die als wichtige
Mediatoren bei bakteriellen Entzindungsprozessen dienen (MiYAZAWA et al., 1991).
Eine Folge davon ist, dass die Interaktion von LPS mit den Rezeptoren gestort wird
und dadurch die Freisetzung von Cytokinen reduziert wird (BAVEYE et al., 1999). Eine
andere wichtige Rolle von Lactoferrin bei Entziindungsgeschehen ist die Bindung
freien Eisens, was praventiv gegen die Bildung von freien Radikalen in den
Phagozyten wirkt (TRIF et al., 2001; GUILLEN et al., 2000). Des Weiteren ist
Lactoferrin in der Lage Hautentzindungen zu verringern, indem es die Migration von

Langerhanszellen inhibiert (GRIFFITHS et al., 2001).

Einige Studien belegen die Wirksamkeit von Lactoferrin beim Schutz vor durch
Helicobacter felis verursachter Gastritis (DIAL et al., 2000), bei der Pravention von
Endotoxamie (ZAGuULskl et al., 1989) und als Schutz der Darmflora bei der
Auseinandersetzung mit LPS (KRUzEL et al., 2000).

Die Wirkung des Lactoferrins bei Entziindungen scheint auf einer Kombination aus
verschiedenen Mechanismen zu beruhen: zum einen die Bindung von freiem Eisen
und bakteriellen Endotoxinen, zum anderen auf der Verminderung der Produktion

von Cytokinen und der Hemmung der Bildung freier Radikale.

21.7.34 Antiallergene Eigenschaften

Einige Studien belegen, dass Lactoferrin moglicherweise eine wichtige Rolle bei der
Pravention allergischer Entziindungen in Haut und Lunge aufweist. Nachdem Ratten
metallischen Aerosolen ausgesetzt waren, zeigte sich eine erhebliche Erhohung des
Lactoferrinspiegels in der Lunge (GHIO et al., 1998). Weiter konnten von VAN DE
GRAAF et al. (1991) bei Asthma erhohte Lactoferrinlevel im Bronchialsekret
festgestellt werden. In einem Modellversuch mit allergisch bedingtem Asthma bei
Schafen konnte gezeigt werden, dass die Luftwegsobstruktion und
Hyperresponsivitat in der Spatphase der Erkrankung bei Behandlung mit Lactoferrin-
Aerosol ausblieb (ELROD et al., 1997). Der Mechanismus der in vivo Wirkung des
Lactoferrins wurde dabei nicht geklart, doch zeigte die gleiche Studie, dass in vitro
eine Destabilisierung der aktiven Form der Tryptase, ein hochpotenter Ausldser von
Asthma, durch Lactoferrin statt fand. Auch bei allergischen Hautreaktionen ist
Lactoferrin ein wichtiger Regulator. Es wird in der Epidermis der intakten Haut
produziert (CUMBERBATCH et al., 2000). Bei allergischen Prozessen steigt der

Lactoferrinspiegel in der Haut (LERCHE et al., 1988; ZWEIMANN et al., 1990).
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Rekombiniertes Mause-Lactoferrin kann nach WARD et al. (1997) und CUMBERBATCH
et al. (2000) die allergeninduzierte Hautentzindung bei Mausen verhindern. Es
inhibiert dosisabhangig die allergisch induzierte Migration von Langerhanszellen aus
der Epidermis und die Akkumulation von dendritischen Zellen in den regionaren
Lymphknoten. Beides wird hervorgerufen durch Cytokine, die in den
Langerhanszellen produziert werden und durch Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a),
das von Keratinozyten produziert wird (CUMBERBATCH und KIMBER, 1992, 1995;
CUMBERBATCH et al., 1994, 1997). Die Studien zeigen, dass eine Interaktion von
Lactoferrin mit den Keratinozyten vorliegt, da dadurch direkt die Reduktion von TNF-
a, das der ausschlaggebende Faktor fur die Migration der Langerhanszellen ist,
hervorgerufen wird. Es konnte nachgewiesen werden, dass die Keratinozyten
spezifische Lactoferrinrezeptoren haben. Der gleiche Mechanismus konnte von
GRIFFTHS et al. (2001) auch beim Menschen beobachtet werden. Es zeigte sich, dass
rekombinantes humanes Lactoferrin ebenfalls protektive Effekte gegenlber
allergeninduzierten Hautentzindungen aufweist. Es hemmte allergische
Hautreaktionen indem es die Migration der Langerhanszellen inhibierte und die

lokale entziindliche Hautreaktion verminderte.

Die Entdeckung, dass Lactoferrin die TNF-a-mediierten  allergischen
Immunantworten in der Haut unterbricht, lasst vermuten, das Gleiches auch im
Gastrointestinaltrakt oder anderen Schleimhauten, in denen Lactoferrin produziert

wird, erfolgen kann.

2.1.7.3.5 Immunmodulation

Einer der ersten Abwehrmechanismen des Saugetierkdrpers bei Kontakt mit einem
Antigen ist die Abwehr durch Sekrete der Schleimhautoberflachen. Diese Sekrete
beinhalten eine Vielzahl von antimikrobiell wirksamen Proteinen und Peptiden, die
den Wirt gegenltber mikrobiellen und anderen Umwelteinflissen schutzen (HANCOCK
und DIAMOND, 2000). Aufgrund seines Vorkommens in den meisten dieser
Schleimhautexkrete und seiner antimikrobiellen Eigenschaften wird die Rolle von

Lactoferrin in diesem lokalen Immunsystem diskutiert.

Lactoferrin Ubt viele verschiedene Wirkungen auf das Immunsystem aus, die sowonhl
in vitro als auch in vivo nachgewiesen wurden. Einige dieser Beobachtungen sind

Phanomene, deren zugrunde liegende Mechanismen absolut ungeklart sind.
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Lactoferrin scheint, durch eine Modulation der Eisenvorrate in der Milz, eine
Typ 1 T-Zellantwort hervorzurufen (BRock, 2002). Die meisten immunologischen
Mechanismen sind stark von Zell-Zell Interaktionen abhangig. Die Eigenschaft von
Lactoferrin an Zelloberflachen binden zu kénnen, legt die Vermutung nahe, dass es
auf diese Art diese Parameter beeinflussen kann und dadurch eine Steigerung der
Immunantwort auslost. Andere Studien belegen, dass es sowohl die Proliferation als
auch die Differenzierung von Immunzellen beeinflussen kann (WARD et al., 2002). Es
konnte gezeigt werden, dass Lactoferrin sowohl positive als auch negative Effekte
auf die Myelopoese, die Produktion eines Faktors, der das Granulozyten-
Makrophagen-System stimuliert (HANGOC et al., 1991; SAwWATzKI und RicH, 1989) und
die Lymphozytenproliferation ausubt (Bl et al., 1997; RICHIE et al., 1987). Neben den
Auswirkungen auf das Zellwachstum unterstutzt Lactoferrin auch die Differenzierung
von unreifen B-Lymphozyten sowie T-Lymphozyten (ZIMECKI et al., 1995, 1991). In
einer experimentellen Arbeit kam es unter Applikation von Lactoferrin zu einer
erhohten Produktion von ,Natural Killercells®, CD4- und CD8-T-Zellen im Darmtrakt
von gesunden sowie krebskranken Mausen (lico et al., 1999; WANG et al., 2000;
KUHARA et al., 2001). In einer weiteren Studie zeigten sowohl die Peyerschen
Platten als auch die Splenozyten unter Einfluss von Lactoferrin eine erhohte
Proliferation von Immunglobulin A (IgA) und Immunglobulin G (IgG). Antikorper
gegen Lactoferrin (IgA und IgG) konnten im Darmsekret nachgewiesen werden. Der
Gesamt-Immunglobulintiter im Intestinalsekret war hdher als in der Vergleichsgruppe,
im Serum fanden sich keine Anti-Lactoferrin Antikérper (DEBBABI et al., 1998). Diese
Ergebnisse legen nahe, dass Lactoferrin einen immunstimulierenden Einfluss auf das
lokale Mukosa-abhangige Immunsystem des Darmtraktes ausubt, der durch die
Eigenart des Lactoferrins zustande kommt, sich an die Zellen der intestinalen
Schleimhaut binden zu kénnen. WANG und KUHARA (2000, 2001) wiesen im
Dunndarm von Mausen die Steigerung der Sekretion von Interleukin (IL-18) durch
Lactoferrin nach. NAKAJIAMA et al. (1999) konnten neben der erhdhten
Interleukinsekretion auch eine Anregung der Interferon-gamma-Produktion

beobachten.

Aufgrund der bisherigen Studien kann der Schluss gezogen werden, dass Lactoferrin
die intestinale Immunabwehr verbessert und eine erhdhte Cytotoxizitat im Darm
erreicht. Da im adulten Organismus vermutlich nur eine geringe Menge des

aufgenommenen Lactoferrins im Gastrointestinaltrakt resorbiert werden kann, geht
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man davon aus, dass die in den intestinalen Epithelzellen und den GALT-Zellen
(GALT = Gut Associated Lymphoid Tissue) vorhandenen Lactoferrinrezeptoren eine
entscheidende Rolle spielen. Demnach konnten die durch Lactoferrin aktivierten
Darmzellen mittels der Freisetzung von Cytokinen die zirkulierenden Leukozyten
beeinflussen. Ein direktes Einwirken auf die Leukozyten des GALT erscheint ebenso
moglich (TOMITA et al., 2002). Eine Wanderung der Leukozyten im Organismus und

damit verbunden die Produktion systemischer Immunglobuline ist anzunehmen.

YAMAUCHI et al. (1998) untersuchten die Effekte von Lactoferrin auf das humane
Immunsystem.  Lactoferrin  steigerte  die = Phagocytoseaktivitat und die

Superoxidproduktion der polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten.

2.1.7.3.6 Lactoferrin und Tumorgenese

Eine ganze Reihe wissenschaftlicher Arbeiten geht davon aus, dass Lactoferrin in
vitro inhibierende Eigenschaften bei der Tumorgenese aufweist. Die vermuteten
Mechanismen sind verschiedener Art, doch sie beruhen alle nicht auf der
Eisenbindung durch Lactoferrin. Mogliche antikarzinogene Mechanismen sind die
Regulation der Aktivitat von ,Natural Killercells* (DAMIENS et al., 1998), die
Modulation der Expression von G1-Protein (DAMIENS et al., 1999), die Hemmung der
VEGF(165)-mediierten Angiogenese (NORRBY et al., 2001) und die Steigerung der
Apoptose (Yoo et al., 1997). Einige Studien belegen, dass Lactoferrin die Entstehung
von experimentell hervorgerufenen Tumoren hemmt. So zeigte die Arbeit von TSUDA
et al. (1999), dass die Rate der an durch Applikation von Azoxymethan
hervorgerufenen Adenokarzinom erkrankten Ratten durch die Verabreichung von
bovinem Lactoferrin von 44 % auf 26 % sank. Bei Mausen wurde von liGO et al.
(1999) die Metastaserate von Lungenkarzinomen untersucht. Im Vergleich zur
Kontrollgruppe lag eine Reduktion der Metastasierung bei Lactoferringabe abhangig
von der Dosis von bis zu 43 % vor. Auch ein protektiver Effekt bei der Entstehung
von hepatozellularen Karzinomen bei Patienten, die an chronisch aktiver Hepatitis
erkrankt waren konnte in einer Pilotstudie nachgewiesen werden (TSUDA et al.,
2002).
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2.1.7.3.7 Enzymatische Aktivitat

Lactoferrin existiert in multiplen Isoformen, von denen einige Ribonuclease-Aktivitat
besitzen (FURMANSKI et al., 1989; Devi et al., 1994; YE et al., 2000). Die strukturellen
Unterschiede dieser Isoformen wurden bisher noch nicht untersucht. SORRENTINO et
al. (1999) vermuten einen Zusammenhang zwischen der Komplexbildung von
Lactoferrin mit der niedrig molekularen Ribonuclease, die in der Milch und anderen
biologischen Flussigkeiten enthalten ist. Unklar ist in jedem Fall, welche

physiologische Rolle diese Aktivitat spielt.

QIu et al. (1998) fanden bei Lactoferrin eine Protease-Aktivitat. Diese Eigenschaft
konnte sowohl bei rekombiniertem als auch nativem Lactoferrin nachgewiesen
werden. Die Protease-Aktivitat kdnnte eine weitere Erklarung fir die antimikrobielle

Funktion von Lactoferrin darstellen.

2.1.7.3.8 Beeinflussung des Blutbildes

ZIMECKI et al. (1998) flhrten eine klinische Studie am Menschen durch, bei der die
Auswirkung von Lactoferrin auf verschiedene Immunparameter untersucht wurde. Es
nahmen 17 gesunde Testpersonen teil, denen taglich, oral, 40 Milligramm bovines
Lactoferrin Uber 10 Tage verabreicht wurden. Der Lymphozytengehalt im Serum
nahm wahrend dieses Untersuchungszeitraumes zu, wahrend ein leichter Abfall der
Neutrophilenzahl zu verzeichnen war. Ein signifikanter Anstieg der unreifen
Zellformen war zu verzeichnen, wahrend der prozentuale Anteil an eosinophilen
Granulozyten und Monozyten signifikant abnahm. Im Gegensatz zur
Lymphozytenproliferation waren diese Veranderungen eher regulatorischer Art, da
die Veranderungen auf den individuellen Unterschieden des Blutbildes vor Beginn
der Versuchsperiode beruhten. Die Ergebnisse zeigen, dass die orale Gabe von
bovinem Lactoferrin beim gesunden Menschen einige Immunparameter regulieren

und eventuell den Immunstatus verbessern kann.
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21.7.4 Anwendungsmaglichkeiten in der Human- und Tiermedizin

Der Einsatz von Lactoferrin ist bisher noch nicht sehr verbreitet, allerdings existieren
umfassende Studien Uber seine Wirkung, von denen die meisten am Menschen und

nur wenige an Tieren durchgefuhrt wurden.

Beim Menschen konnte ein positiver Effekt von Lactoferrin auf die Bildung einer
bifidobakterienreichen Darmflora bei untergewichtigen Neugeborenen (KAWAGUCHI et
al., 1989), die Verbesseung der dermatologischen Symptome bei Tinea pedis, einer
Dermatophyten-induzierten Erkrankung (YAMAMAUCHI et al., 2000), oder gar auf die
Verbesserung der Serum-Leberwerte bei Patienten mit chronischer Hepatitis C
(TANAKA et al., 1999), nachgewiesen werden. Eine Studie von CHIERICI et al. (1992)
zeigte, dass Kinder, die ein Lactoferrin-supplementiertes Milchersatzprodukt
bekamen einen signifikant hdheren Ferritingehalt im Blut aufwiesen, als Kinder, die
mit dem gleichen Praparat, ohne Lactoferrinzusatz, ernahrt wurden. Dieses Ergebnis

lasst die Vermutung zu, dass Lactoferrin an der Einsenabsorption beteiligt ist.

Die meisten Ergebnisse zum Einsatz von Lactoferrin bei Tieren gibt es auf dem
Gebiet der neonatalen Tiere oder der Jungtiere. JOSLIN et al. (2002) stellten zum
Beispiel eine stimulierende Wirkung von Lactoferrin, auf das Wachstum und die

Entwicklung bei Kalbern fest.

Aufgrund seines immunstimulierenden Effektes (DeEBBABI et al., 1998) ware es
denkbar, Lactoferrin zur Verhlitung von Infektionskrankheiten oder der Entstehung

von Tumoren einzusetzen.
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3 MATERIAL & METHODEN

3.1 Versuchsaufbau

Der Futterungsversuch wurde am Institut fur Tierernahrung der Ludwig-Maximilians-

Universitdt Minchen in der Veterinarstrasse und an dessen Aulenstelle in

Oberwiesenfeld durchgeflhrt.

Ein Antrag auf Genehmigung eines Tierversuchs nach § 8 Abs. 1 des

Tierschutzgesetzes in der Fassung der Bekanntmachung vom 25.5.1998

(BGBI. I S. 1105) wurde bei der Regierung von Oberbayern gestellt und die

Genehmigung wurde erteilt.

Fir die Studie wurden neonatale Beaglewelpen bis zum Alter von 14 Wochen

mutterlos  aufgezogen.  Ernahrt wurden sie mit  selbstangemischtem

Milchaustauscher, spater mit einem Trockenalleinfutter. Milchaustauscher sowie

Festfutter wurde in verschiedenen Konzentrationen Lactoferrin zugesetzt.

Folgende Parameter wurden wahrend der Versuchsdauer von 14 Wochen bestimmt:
Gewichtsentwicklung

Futteraufnahme (LAUR, 2003)

Kottrockensubstanz sowie pH-Wert, Laktatgehalt und Ammoniakgehalt des
Kotes (LAUR, 2003)

Rotes und weildes Blutbild
Gesamt-IgG- und -IgA-Gehalt im Blutplasma (STRODTBECK, 2006)
Gehalt an IgG gegen Humanes Serum Albumin

Antioxidativer Statuts des Blutes (SCHWARZER, 2003)

Die  weiteren  Auswertungen der  Ergebnisse  von Futteraufnahme,
Kottrockensubstanz, pH-Wert, Laktatgehalt und Ammoniakgehalt des Kotes
erschienen in der Dissertation von LAUR (2003), wahrend die Ergebnisse zum
Gesamt-IgG- und IgA-Gehalt in der Dissertation von STRODTBECK (2006)

veroffentlicht werden.
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Die Versuchsanordnung zur Bestimmung dieser Parameter wird in dem Abschnitt
Material und Methoden der vorliegen Arbeit beschrieben, da diese Parameter von mir

mitbestimmt wurden.

3.2 Versuchstiere

Die Studie wurde mit 32 Beaglewelpen durchgeflhrt, die aus neun verschiedenen
Wirfen stammten. Die Futterungsgruppen bestanden aus acht Welpen pro Gruppe
(Tabelle 2).

Tabelle 2: Geschlechter- und Gruppenverteilung der Welpen in vier verschiedenen
Futterungsgruppen und die Anfangsgewichte der Welpen in g KGW

Laufende Nummer Geschlecht Futterungs- Gezlv?:ggitnarllnd-lt-aasg ’
Gruppe Versuches)
1 mannlich Kontrolle 417
2 weiblich Kontrolle 389
3 mannlich LF 120 454
4 mannlich Kontrolle 382
5 weiblich Kontrolle 336
6 mannlich LF 120 364
7 weiblich LF 120 366
8 mannlich LF 30 466
9 weiblich LF 30 428
10 weiblich LF 30 367
11 weiblich LF 60 526
12 mannlich LF 30 473
13 weiblich LF 30 437
14 weiblich LF 60 575
15 weiblich LF 60 513
16 mannlich LF 30 570
17 weiblich LF 30 528
18 weiblich LF 30 470
19 mannlich LF 120 520
20 weiblich LF 120 469
21 weiblich LF 120 404
22 weiblich LF 120 325
23 weiblich LF 120 438
24 mannlich Kontrolle 554
25 weiblich Kontrolle 533
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Laufende Nummer Geschlecht Futterungs- Gezlv?alggitnindzzg ’
Gruppe Versuches)
26 weiblich Kontrolle 544
27 weiblich Kontrolle 582
28 mannlich LF 60 514
29 mannlich LF 60 474
30 weiblich LF 60 458
31 weiblich LF 60 446
32 weiblich LF 60 490

3.3  Aufzuchtbedingungen

Far die Zeit um die Geburt waren die Mutterhindinnen im Versuchstierbereich des
Klinikums Rechts der Isar untergebracht. Die institutseigenen Hundinnen der
Gynakologischen und Ambulatorischen Tierklinik verblieben flr die Geburt in den
Hundestallungen dieser Klinik. Am dritten Tag nach der Geburt wurden die Welpen
von der Mutter getrennt. Bis zur dritten oder vierten Lebenswoche, waren die
Welpen, in Wurfkisten untergebracht. Als Unterlage dienten frische Handtlcher und
Hundedecken (Heiland), die mindestens einmal taglich gewechselt wurden. Um die
Korpertemperatur aufrecht zu erhalten wurden die Boxen mit Ferkel-Rotlichtlampen
bestrahlt. Im Alter von drei bis vier Wochen wurden sie in groRere Auslaufe
umgesiedelt, die mit Stroh eingestreut waren. In den Auslaufen befanden sich je
nach Gruppengrof’e eine oder zwei Kisten aus Plastik, die mit Decken (s.0.)

ausgelegt waren und den Hunden als Lagerplatz zur Verfigung standen.

Ab der vierten Woche wurde den Welpen aulerdem Spielzeug in Form von Ballen,

Geflechttauen, Socken, Quietschtieren etc. zur Verfigung gestellt.

RegelmaRig wurde in verschiedenen Lautstirken eine Gerdusch-CD von Selgian®
abgespielt, um die Tiere mit unterschiedlichen Umwelt-Gerauschen, vertraut zu

machen.
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3.4 Fltterung

34.1 Einteilun r Ver hstiere in vier Fltterun r n

Die Welpen wurden zufallig, nach Geburtsgewicht und Geschlecht randomisiert und

in vier verschiedene Futterungsgruppen (Tabelle 3) zu je acht Welpen eingeteilt.

Tabelle 3: Fatterungsgruppen

Gruppe 1 Kontrollgruppe Fltterung ohne Zusatz von Lactoferrin

Fitterung unter Zugabe von 30 ppm Lactoferrin zum jeweils

Gruppe 2 30 ppm LF verwendeten Futter

Fitterung unter Zugabe von 60 ppm Lactoferrin zum jeweils

Gruppe 3 60 ppm LF verwendeten Futter

Fitterung unter Zugabe von 120 ppm Lactoferrin zum jeweils

Gruppe 4 120 ppm LF verwendeten Futter

Die Welpen wurden bis zum dritten Tag nach der Geburt bei der Mutter belassen,
damit sie die Moglichkeit hatten ausreichend Kolostrum aufzunehmen. Dann wurden
sie von der Mutter getrennt und mit Milchaustauscher spater mit Trockenfutter
gefuttert. Dem jeweiligen Futter wurde den Gruppen entsprechend Lactoferrin in

verschiedenen Konzentrationen zugesetzt.

3.4.2 Futterzusammensetzung

3.4.2.1 Zusammensetzung des Milchaustauschers

Tabelle 4: Zusammensetzung des Milchaustauschers pro 100 g
43 g Magermilch, 1,5 % Fett (ultrahocherhitzt)
40¢ Speisequark, Magerstufe
10g Eigelb
69 Sonnenblumendl
1g Mine.rgl-Vitamin—Zusatzfutter, .pulverisiert, je nach Futterungsgruppe Zusatz der
spezifischen Menge Lactoferrin

Tabelle 5: Zusammensetzung der Inhaltsstoffe des Milchaustauschers
(in g/100 g Milchaustauscher) (Meyer et al. 1986)

Eigelb 0,08 1,30 1,10 0,07 0 0,5-0,8
Ol 0 0 6,00 0 0 0,23

Quark 0,40 6,80 0,20 1,08 0 0,19

Milch 0,3 1,46 0,04 2,06 0 0,07
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Mineralmix 0,72 0 0 0 0 0
Summe 1,50 9,56 7,34 3,21 0 0,99-1,29

Tabelle 6: Aminosaurengehalte des Milchaustauschers
(in g/100 g Milchaustauscher) (Meyer et al. 1986)

in g/100g I;gnuorle— lle | Leu | Lys | Met | Cys | Phe | His | Thr | Trp | Val | Arg
Eigelb 0,011 0,07]0,11|0,08 | 0,04 | 0,02 | 0,07 | 0,03 |0,07] 0,020,170 | 0,08
ol 066 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Quark 0 |040]0,74| 062|019 0,06 | 0,37 | 0,24 | 0,32 | 0,07 | 0,40 | 0,32
Milch 0 |009|015)|0,12 | 0,04 | 0,17 | 0,08 | 0,04 | 0,08 | 0,08 | 0,61 | 0,06
Summe 0,67] 056|100 082 ]027]025|052]031]110]0,17 | 1,11 ] 0,46

Tabelle 7: Mineralstoff- und Spurenelementgehalt des Milchaustauschers
(in 100 g Milchaustauscher) (Meyer et al. 1986

in 1009 Ra Ca P Mg K Na Fe Cu Zn Mn J
(mg) | (mg) | (mg) | (mg) | (mg) | (mg) | (mg) | (mg) | (Mg) | (Mg) | (Kg)
Eigelb 0,17| 14,00| 59,00f 1,50/ 14,00 500/ 055 0,03] 046 0 1,00
Ol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Quark 0,40| 28,00| 76,00 4,00 3800 14,00/ 0,20 0 0 0 0
Milch 0,39| 4945| 40,85| 6,45 43,00, 4300/ 003| 0,00 022 022 043
Minmix 0,72| 150,00 20,00/ 3,00/ 4500| 62,00/ 0,21 0,40/ 0,70/ 0,70| 114,0
Summe 1,68| 241,45| 195,85| 14,95| 140,0 | 124,0 099| 043| 138] 092]11543

Tabelle 8: Vitamingehalt des Milchaustauschers
(in 100 g Milchaustauscher) (Meyer et al. 1986)

Pro A D3 E BL | B2 | B6 | B12 | Biotin |\ KOtin-| Panto-
100ml saure | thens.

mar | (B [ (B) | (mg) | (mg) | (mg) | (mg) | (g) | (9) | o | (mg)
Eigelb | 37000| 0 030 | 003 004 | 003| 020| 600 | 001 | 037

ol 0 0 14,00 0 0 0 0 0 0 0
Quark 18,00 0 0 0,02 0,12 0,01 0 0 0,04 0,08
Milch 0 0,01 0,02 0,07 0,82 0,16 1,81 | 12,90 0,47 1,38
Minmix | 300,00 0 0 0 0,52 0,70 0 5,00 1,00 0,05

Summe | 688,00 0,01 | 14,32 0,12 1,50 0,90 2,01 | 23,90 1,52 1,88
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3.4.2.2 Zusammensetzung des Trockenfutters

Tabelle 9: Zusammensetzung des Trockenfutters (Weender Analyse)

in uS (Pellets) Kontrolle 30 ppm 60 ppm 120 ppm
TS 94,43 94,43 92,70 94,69
Asche (%) 6,38 6,87 6,70 6,39
RP (%) 27,30 26,72 25,60 26,42
Rfa (%) 2,60 2,63 2,20 2,90
Rfe (%) 9,93 10,53 8,60 10,05
Nfe (%) 48,22 47,68 47,00 48,94

Tabelle 10:  Mineralstoff- und Spurenelementgehalt des Trockenfutters (in der TS)

Kontrolle 30 ppm 60 ppm 120 ppm
Ca (g/kg) 11,72 13,54 12,68 12,97
P (g/kg) 4,01 4,25 3,91 3,85
Na (g/kg) 2,56 2,62 2,65 2,47
K (g/kg) 417 4,83 4,31 3,87
Zn (mg/kg) 95,18 100,99 101,57 111,85
Cu (mg/kg) 10,16 11,55 12,40 9,87
Mg (mg/kg) 527,70 548,05 504,28 518,14
Fe (mg/kg) 136,96 155,90 164,49 123,06
Mn (mg/kg) 26,40 28,96 26,63 25,90

3.4.3 Fltterungszeiten
In der ersten Lebenswoche wurden die Welpen tagsuber alle drei Stunden, nachts
alle vier Stunden gefittert, so dass sie sieben Mahlzeiten Uber 24 Stunden verteilt

bekamen.

Ab dem achten Tag wurde nachts eine sechsstiindige Futterungspause eingefuhrt.
Tagsuber wurde sechs mal Milchaustauscher verabreicht. Ab Tag 17 wurde nur noch

funf mal taglich gefuttert und eine achtstindige Nachtruhe eingehalten.

Ab der vierten Lebenswoche wurde mit der Beifltterung von Trockenfutter begonnen
und somit auf vier Futterungen taglich reduziert. In der achten Woche wurde der

Milchaustauscher abgesetzt und bis zur 14. Woche dreimal taglich gefuttert.

Frisches Wasser stand ab Beginn der Beifutterung standig ad libitum zur Verfligung.
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3.4.4 Eltterungstechnik
Die Welpen wurden die ersten zwei Tage nach der Geburt bei der Mutter belassen,
um die Aufnahme des Kolostrums zu gewahrleisten. Am Tag drei wurden sie von der

Mutter getrennt und in die verschiedenen Gruppen aufgeteilt.

Wahrend der ersten 21 bis 28 Tage wurden die Welpen mit einem
,Karlie®Saugflaschen-Set‘, 150 ml, D-Haaren gesaugt. Die Erndhrung bestand aus
Milchaustauscher, der jeden Tag in einem elektrischen Standmixer frisch zubereitet
wurde. Er wurde im Kuhlschrank gelagert und vor jeder Fltterung die entsprechende
Menge im ,Petra electric"- Babykostwarmer, Typ BF1 (LZ 025 106), Deutschland, auf
35°C erwarmt. Bis zum 14. Lebenstag wurden die Welpen ad libitum gefuttert. Dann
wurde die Futterungsmenge der individuellen Gewichtsentwicklung des einzelnen
Welpen angepasst. Etwa in der dritten Woche wurden die Welpen daran gewohnt
den Milchaustauscher selbstandig vom Teller aufzunehmen.

Ab der vierten Woche wurde Trockenfutter zugefuttert. Zuerst wurde eine geringe
Menge mit dem Milchaustauscher vermischt. Bis zur achten Woche, in der die
Welpen abgesetzt wurden, wurde die Trockenfuttermenge stetig erhoht, die

Milchaustauschermenge proportional dazu vermindert.

3.45  Kot-und Urinabsatz

Nach jeder Futterung wurden Abdomen und Geschlechtsteile mit einem weichen
Tuch massiert, um den Kot- und Urinabsatz zu stimulieren. Ab der zweiten bis dritten

Lebenswoche waren die Welpen in der Lage selbstandig Kot und Urin abzusetzen.

3.4.6 Entwurmung
Einmal wochentlichen wurde mit Banminth-Paste, Pfizer, sowie einmalig im Alter von
acht Wochen mit Panacur® Tabletten, Hoechst Russel Vet, Unterschleil3heim,

entwurmt.

3.4.7 Impfun nd Applikation von Humanem rum Albumin (HSA

Die Hunde wurden in der achten und zwdlften Lebenswoche geimpft. Dazu wurde ein
Kombinationsimpfstoff gegen Staupe, Hepatitis contagiosa canis und Parvovirosis,
SHP® der Firma Merial (Merial GmbH, 85399 Hallbergmoos, Deutschland)

verwendet und subcutan an der linken Brustwand injiziert.
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Aulerdem wurde zusatzlich zur Impfung frisch zubereitete Humanes-Serum-

Albumin-Lésung an der rechten Brustwand subcutan appliziert.

3.4.7.1 Herstellung. der Humanes-Serum-Albumin-Losung,

34.7.1.1 Verwendete Chemikalien

Humanes Serumalbumin (HSA), kristallin (Albumin from human serum, 97 —
99 % lyophilized powder, Firma Sigma-Aldrich, Produkt-Nr. A9511)

PBS-Lo6sung ohne Tween, pH 7,2
PCSL: Pam3Cys-Ser-(Lys)4x3HCI
Eppendorf-Cups, Nennvolumen 1ml
Eppendorf-Pipette

Sartorius-Waage

3.4.7.1.2 Herstellung

10 mg kristallines HSA wurden in ein Eppendorf-Cup eingewogen und 0,250 ml
PCSL und 0,750 ml PBS-Lésung dazu pipettiert. Mittels eines Vortex-Schuttlers
wurde gut gemischt, bis sich die Kristalle vollstandig gelost hatten.

3.5 Futteraufnahme und Gewichtsentwicklung

Die Futteraufnahme wurde durch Differenzwagung bestimmt. Dazu wurde das
Gewicht der Tiere vor und nach jeder Futterung auf einer Mettler-Waage (SG 8001,

Toledo, Schweiz) gemessen und die Differenz als Futteraufnahme festgehalten.

Des Weiteren wurde jeden Tag das Gewicht vor der ersten Futterung dokumentiert

um die Gewichtsentwicklung beurteilen zu kénnen.
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3.6 Kotuntersuchung

3.6.1 Untersuchungen

Folgende Parameter wurden bestimmt:
Mikrobiologische Untersuchung
Bestimmung der Trockensubstanz
Bestimmung des Laktatgehaltes
Bestimmung des Ammoniakgehaltes
Messung des pH-Wertes

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen wurden in der Dissertation von LAUR (2003)

veroffentlicht.

3.6.2 Entnahmezeitpunkte
Es wurden wochentlich Sammelkotproben der einzelnen Futterungsgruppen
entnommen. Diese wurden nativ bei — 18° C tiefgefroren. Diese Proben dienten der

Bestimmung der Trockensubstanz.

Zu bestimmten Zeitpunkten (Tabelle 11) wurde von jedem einzelnen Welpen Kot
gesammelt, der sofort der mikrobiologischen Untersuchung zugefluhrt

beziehungsweise aufbereitet und im Anschluss daran bei —18° C tiefgefroren wurde.

Tabelle 11:  Entnahmezeitpunkte fir die verschiedenen Kotparameterbestimmungen

Kotuntersuchung Entnahmezeitpunkte (Woche)
mikrobiol. Untersuchung 1 4 8 14
TS-Bestimmung wochentlich Woche 1 bis 14

pH-Messung 1 4 8 14
Laktatgehalt 1 4 8 14
Ammoniakgehalt 1 4 8 14

3.6.2.1 Durchfuhrung der mikrobiologischen Untersuchung

Am Institut fur Tierhygiene und Tierschutz der LMU Munchen, Schwere-Reiter-Str. 9,
unter der Leitung von Herrn Prof. M. Erhard wurde der zu den jeweiligen Zeitpunkten

gesammelte Kot jedes einzelnen Welpen mikrobiologisch untersucht (LAUR, 2003).
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3.6.2.1.1 Untersuchte Parameter

Bestimmt wurden
Gesamtkeimzahl
E. coli-Gehalt
Enterococcen-Gehalt
Lactobacillen- und Leuconostoc-Gehalt

Clostridien-Gehalt.

3.6.2.1.2 Materialien und Nahrbdden

Caso (Merck, Darmstadt)

McKonkey (Merck, Darmstadt)

CNA (Biomérieux, Nurtingen)

Rogosa (Merck, Darmstadt; selbstgegossen)
RCM (Merck, Darmstadt; selbstgegossen)
Enterotube-II-BBL (Becton Dickinson, Reutlingen)
MRS-Agar (Biomérieux, Nurtingen)
Standard-I-Agar (Merck, Darmstadt)

API-Strep System (Biomérieux, Nurtingen)
API-20A-System (Biomérieux, Nurtingen)
Anaerocult C (Merck, Darmstadt)

Anaerocult A (Merck, Darmstadt)
Oxidasestabchen (Baktident Oxidase von Merck, Darmstadt)
Kovacs-Reagenz (Merck, Darmstadt)

VPI (KOH) (Biomérieux, Nurtingen)

VPI2 (alpha-Naphtol) (Biomérieux, Nurtingen)

3.6.2.1.3 Probenaufbereitung und Durchfiihrung

Aus dem frischen Kot wurde eine Verdiinnungsreihe in Zehnerpotenzen von 1:10" bis
1:10"° erstellt. Eine detaillierte Beschreibung zur Durchfithrung der Keimbestimmung

findet sich in der Dissertation von LAUR (2003).
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3.6.2.1.3.1 Bestimmung der Gesamtkeimzahl

Zur Untersuchung der Gesamtkeimzahlen wurden Caso-Platten verwendet. Nach
aerober Bebrutung 24 Stunden lang bei 38 °C folgte eine optische Auszahlung um

die sich in einem Gramm Kot befindlichen Colony Forming Units zu erfassen.

3.6.2.1.3.2 Untersuchung auf E. coli, Enterococcen, Lactobacillen/
Leuconostoc, Clostridien

Detaillierte Ausfuhrungen hierzu siehe LAUR (2003).

3.6.2.2 Bestimmung der Trockensubstanz

Einmal wochentlich wurde von jeder Versuchsgruppe frischer Kot gesammit und in
einen Becher eingewogen. Das Bechergewicht wurde auf dem Becher notiert. Bei

-18 °C wurde der Kot bis zur Weiterverarbeitung tiefgefroren.

Nach dem Auftauen wurde der Kot 36 Stunden lang in einen Heraeus-
Trockenschrank gestellt. Nach 30-minuatigem Abkuhlen im Exsikkator wurde das
Gewicht erneut bestimmt. Vom Auswaagegewicht wurde nun das Bechergewicht
abgezogen und durch Dreisatz der prozentuale Anteil der Trockensubstanz am
Frischkot errechnet.

3.6.2.3 L:Laktatbestimmung,

3.6.2.3.1  Vorbereitung

Der frische Kot wurde sofort verarbeitet. Dazu wurden zu einem Gramm Kot zehn
Teile 0,6 molare Perchlorsaure gegeben, homogenisiert und zentrifugiert. Der

Uberstand wurde abpipettiert und bei -18 °C tiefgefroren.

3.6.2.3.2 Prinzip

L-Laktat (L-Milchsaure) wird durch Nicotinamid-adenin-dinucleotid (NAD) in
Gegenwart von L-Laktat-Dehydrogenase (L-LDH) zu Pyruvat oxidiert.

L-Laktat + NAD* «——=2% Pyruvat + NADH + H*

Das Gleichgewicht der Reaktion liegt auf der Seite des Laktats.
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Durch eine nachgeschaltete Reaktion des Pyruvats mittels des Enzyms Glutamat-
Pyruvat-Transaminase (GPT) in Gegenwart von L-Glutamat kann das Gleichgewicht

auf die Seite von Pyruvat und NADH verschoben werden.

GPT

v

Pyruvat + L-Glutamat < L-Alanin + 2-Oxoglutarat

Die Menge des gebildeten NADH wird photometrisch durch Absorption bei 365 nm
bestimmt. Die gebildete Menge NADH ist aquivalent zur vorliegenden Menge an
L-Laktat.

3.6.2.3.3 Chemikalien

Natronlauge

Glycylglycin-Pufferlésung (pH 10)
Nicotinamid-adenin-dinucleotid-Lésung (NAD) Firma Bohringer
Glutamat-Pyruvat-Transaminase-Losung (GPT) Firma Bohringer
L-Laktat-Dehydrogenase-Losung (L-LDH) Firma Bohringer
Lithium-L-Lactat Firma Fluka

3.6.2.3.4 Gerate

Spektralphotometer, Wellenlange 365 nm
Messzylinder

pH-Meter

MeRkuvetten 1 cm Schichtdicke
Eppendorf-Pipetten

Einweghandschuhe

Rahrspatel

3.6.2.35 Durchfihrung

Siehe LAUR (2003).

61



Material & Methoden

3.6.24 Ammoniakbestimmung,

3.6.24.1 Materialien und Reagenzien

14 ml Réhrchen (REF 55.463, Sarstedt, Nurnbrecht)
2% NaOH-L6sung (10 mol/l)

rauchende Salzsaure (HCI)

3.6.2.4.2 Gerate

pH-Meter 325 Sen Tix 97T, WTW, Wien
WTW-Ammoniakelektrode NH 500/2 (Wien)

3.6.2.4.3 Vorbereitung

Der frische, gesammelte Kot wurde mit Aqua tridest. im Verhaltnis 1:10 versetzt,
homogenisiert und zentrifugiert. Vom Uberstand wurden fiinf Milliliter abpipettiert und
mit 0,4 Milliliter 1:4 verdinnter rauchender HCI versetzt. Anschlieend wurde das

Gemisch tiefgefroren.

3.6.2.5 pH-Wert-Messung

Der frische Kot wurde im Verhaltnis 1:5 mit destilliertem Wasser gemischt und mittels
der pH-Elektrode des pH-Meters 325 Sen Tix 97T, WTW, Wien der pH-Wert

gemessen.

3.7 Blutuntersuchung

Folgende Parameter wurden bestimmt:
Rotes und weil3es Blutbild
Bestimmung des Gehaltes von IgG gegen Humanes Serum-Albumin

Bestimmung des Gesamt-IgA- und -IgG-Gehaltes

3.7.1  Entnahmezeitpunkte

Zu den verschiednen Entnahmezeitpunkten (Tabelle 12) wurde von jedem Welpen
Blut entnommen, das sofort der Untersuchung zugefuhrt beziehungsweise

aufbereitet und im Anschluss daran bei -18° C tiefgefroren wurde.

62



Material & Methoden

Tabelle 12: Entnahmezeitpunkte fiir die verschiedenen Blutparameterbestimmungen

Blutuntersuchung Entnahmezeitpunkte (Lebenstag)
Rotes, weilRes Blutbild 28 56 70 84 98
Gesamt-IgA
3 7 14 28 56 70 84 98
Gesamt- IgG
spez. IgG gegen HSA 56 70 84 98

3.7.2 Pr nentnahm

Die Blutentnahme erfolgte aus der Vena cephalica antebrachii, mittels Butterfly
beziehungsweise einer schwarzen 22 G-Kanule. Als Blutrohrchen wurden

Microvetten und Kalium-EDTA-Rohrchen verwendet.

3.7.3 Bestimmunag des roten und weilRen Blutbildes
Die erste Bestimmung des roten und wei3en Blutbildes konnte aus technischen
Grinden erst am 28. Lebenstag vorgenommen werden. Vorher konnte keine

ausreichende Blutmenge (0,5 ml) gewonnen werden.

3.7.3.1 Materialien

Butterfly (Microperfuseur, 0,7 mm, G 22, Laboratoires Pharmaceutiques, VYCON,

V-creen, Ecouen, Frankreich)
sterile 22 G-Kaniile (0,7 mm, Neolus Terumo®, schwarz)

Kalium-EDTA-Ro6hrchen (Sarstedt AG & Co., Nirnberg)

3.7.3.2 Probenvorbereitung,

Das gewonnene Blut wurde sofort in das Labor der I. Medizinischen Tierklinik

verbracht und die Analyse durchgeflhrt.

3.7.3.3 Durchfuhrung. der Untersuchung

Das gesamte Blutbild wurde im Cell Dyn 3500 (Abott, Wiesbaden) in der

I. Medizinischen Tierklinik der LMU Munchen untersucht.
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3.7.4 nter hun hal von Immunal lin | n

Humanes Serum Albumin (HSA)
3.7.4.1 Prinzip

Die Bestimmung der Immunglobuline wurde mittels Sandwich-ELISA vorgenommen.
Es liegt kein Standard fur HSA vor, deshalb konnte lediglich die Extinktion gemessen
und eine relative Konzentration bestimmt werden. Hierzu wurde ein Pool aus drei
Proben hergestellt. Bei einem Vorversuch wurde ermittelt, dass in diesen Proben
ausreichend Antikorper gegen HSA vorlagen. Er wurde als Positivkontrolle in der
Spalte 3 auf jeder Platte mitgefuhrt. Anhand einer gedachten Konzentration, die fur
die Extinktion des Pools vergeben wurde, konnte so bei den Proben eine relative
Konzentration im Vergleich zur Konzentration des Pools ermittelt werden. Diese

relative Konzentration lasst sich als GroRe besser vergleichen als die Extinktion.

Des Weiteren wurde eine Negativkontrolle (Neg-K) in der Spalte 2 mitgefuhrt, die aus
funf Proben bestand, die im Vorversuch als frei von IgG gegen HSA bestimmt
wurden. Auch ein Leerwert (LW) wurde ermittelt, indem reiner PBS-Tween anstelle

von Proben oder Negativkontrolle in der Spalte 1 jeder Platte mitlief.

3.7.4.2 Materialien

Butterfly (Microperfuseur, 0,7 mm, G22, Laboratoires Pharmaceutiques,
VYCON, V-creen, Ecouen, Frankreich)

Sterile 22 G-Kaniile (0,7 mm, Neolus Terumo®, schwarz)
Microvette®200LH-System, (Sarstedt, Nurnbrecht)

Eppendorf-Cups

Zentrifuge

96-Loch-ELISA-Platten aus Polystyrol (Maxisorb, Nunc®, Wiesbaden)

Caprine IgG-Antikérper Aal gegen Hunde-IgG in PBS, 1mg IgG/ml von
Serotec, Kidlington, Oxford, UK

Parafilm
Mechanischer Wascher (ELx 405 Auto Plate Washer, Bio-Tek Instruments Inc)
ELISA- Reader (EAR 400 AT, SLT-Labinstruments, Overath)
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3.7.4.3 Chemikalien

Puffer und Losungen

Sofern nicht anders aufgefuhrt waren alle Chemikalien von der Firma Merck,

Darmstadt.

PBS: Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (pH 7,2)
Natriumchlorid (8,00 g)
Di-Natriumhydrogenphosphat—Dihydrat (1,45 Q)
Kaliumdihydrogenphosphat (0,20 g)
Kaliumchlorid (0,20 g)
ad 1000 ml Aqua bidest.

Waschpuffer: PBS-Tween (pH 7,2)

Herstellung wie PBS.
Zusatz von 500 pl Tween 20 ad 1000 ml.

Beschichtungspuffer: Carbonatpuffer pH 9,6
Natriumcarbonat (3,11 g)
Natriumhydrogencarbonat (6,00 g)
ad 1000 ml Aqua bidest.

Blockierunglésung: 0,5%ige Gelatinelésung
Gelatine, Firma Serva Heidelberg (100 mg)
in 20 ml PBS

Konjugat

Kaninchen-Anti-Hund-IgG  (rabbit-anti-dog 1gG, whole molecule, peroxidase

conjugate, affinity isolated antibody, A6792) Firma Sigma-Aldrich, Saint Louis,

Missouri

TMB-Puffer: Natriumacetat-Citrat-Puffer pH 5,0
Natriumacetat (8,20 g)
Citronensaure (3,15 g)
ad 1000 ml Aqua bidest.

Stammldsung: Tetramethylbenzidin-Lésung

Tetramethylbenzidin (0,06 g)
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Dimethylsulfoxid (10 ml)
Substratlésung

Stammldsung (332 pl)

TMB-Puffer (10,0 ml)

30% H202 (3,00 pl)
Stoppreagenz: 1-molare Schwefelsaure pH 1

Aqua bidest. (472 ml)

96%ige Schwefelsaure (28 ml)

3.7.4.4 Probenvorbereitung,

Das in den Microvetten gewonnene Blut wurde bei 2000 G zehn Minuten lang
zentrifugiert um das Plasma von den restlichen Blutbestandteilen zu trennen. Das
Plasma wurde mit PBS-Puffer (siehe 3.7.4.3.) im Verhaltnis 1:100 vorverdinnt, in

Eppendorfcups verbracht und bei —80 °C tiefgefroren.

3.7.45 Durchfuhrung

3.745.1 Beschichtung

Fir die Beschichtung wurde Beschichtungspuffer angemischt. Dazu wurden pro

Milliliter Puffer 5 ug Antikérper gegen Hunde-IgG gegeben.
In 96-Loch ELISA-Platten wurden in jede Kavitat 100 ul der Losung pipettiert. Die

Platten wurden mit Parafilm abgedeckt und Uber Nacht (mindestens 18 Stunden) im
Kuhlschrank bei +4°C inkubiert. Dabei hefteten die Antikdrper sich an die freien

Bindungsstellen am Boden der Kavitaten an.

3.7.45.2 Waschvorgang

Die Platten wurden nach dem Inkubieren im mechanischen \Wascher zweimal

gewaschen und anschlieBend zum Entfernen der Flussigkeitsreste ausgeklopft.
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3.7.4.5.3 Blockierung

Um die eventuell noch freien Bindungsstellen der Kavitaten zu Blockieren wurden pro
Kavitat 200 pl der Blockierungslosung pipettiert und die Platte mit Parafilm bedeckt

fir eine Stunde bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

3.7.45.4  Waschvorgang

Siehe 3.7.4.5.2

3.7.45.5 Zugabe der Proben

Die aufgetauten, 1:100 vorverdinnten Proben, wurden nochmals mit PBS-Tween
verdunnt, um eine endgultige Verdinnung von 1:1000 zu erhalten. Ebenso wurden
der Pool und die Negativkontrolle im Verhaltnis 1:1000 verdinnt. Von den Proben
wurde in die Kavitaten A 4 bis A 12 jeweils 100 pl gegeben. Die Spalten 1 bis 3
blieben jeweils fur Leerwert, Negativkontrolle und Pool vorbehalten.

In der Spalte 1 A bis H und den Spalten 2 bis 12 Reihe B bis H wurden jeweils 50 pl
PBS-Tween vorgelegt. In die Kavitat A2 wurden 100 pl Negativkontrolle und in die
Kavitat A3 100 pl Pool pipettiert. Auf der gesamten Platte, ausgenommen der
Spalte 1, wurde dann eine log2-Verdlinnungsreihe angelegt: aus der Reihe A2 bis
A12 wurden jeweils 50 pl entnommen und in die Reihe B2 bis B12 verbracht,
gemischt und das Ganze so weitergefuhrt, bis die letzten 50 pl aus der reihe H

verworfen wurden, wie im Pipettierschema in Abbildung 3 dargestellt.

Die Platte wurde wiederum mit Parafilm bedeckt und eine Stunde bei 37 °C inkubiert.
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Leerwert Ej:t?::; Pool | Probe 1 | Probe 2 | Probe 3 | Probe 4 | Probe 5 | Probe 6 | Probe 7 | Probe 8 | Probe 9
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 50 pl 100 pl 100yl | 100l | 100 pl | 100 pl | 100 pl | 100 pl | 100 pl | 100 pl | 100 pl | 100 pl
B 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl
© 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl
D 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl
E 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl
F 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl
G 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl
H 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl

Abbildung 3:  Pipettierschema auf einer 96-Loch-ELISA-Platte

In Spalte 1 und in Spalte 2 bis 3 Reihe B bis H wurden 50 pl PBS-Tween vorgelegt.
In Kavitat A2 wurden 100 ul Negativkotrolle pipettiert.

In Kavitat A3 wurden 100 pl Positiv-Pool pipettiert.

In die Kavitaten A4 bis A12 wurden jeweils 100 pl der jeweiligen Proben pipettiert.

3.7.45.6 Waschvorgang

Siehe 3.7.4.5.2

3.7.45.7 Konjugat-Zugabe

Das Konjugat wurde in einer Verdinnung von 1:20 000 verwendet. In jede Kavitat
wurden 100 pl gegeben, die Platte mit Parafilm Uberzogen und 1 Stunde bei 37°C im

Brutschrank inkubiert.

3.7.45.8 Waschvorgang

Siehe 3.7.4.5.2

3.7.45.9  Zugabe des Substrats

In jede Kavitat wurden 100 ul der Substratldsung pipettiert. Im Anschluf® wurde exakt

zehn Minuten bei Zimmertemperatur im Dunkeln inkubiert.

3.7.45.10 Stoppreagenz

Pro Kavitat wurden schlie3lich 50 ul Stoppreagenz zugegeben. Dadurch kamen die

Reaktionen zum Erliegen.
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3.7.4.5.11 Auswertung

Im ELISA- Reader wurde bei 450 nm die Extinktion gemessen.

Das verwendete Computerprogramm MikroWin 2000, Version 4.0 erstellte
automatisch eine Standardkurve flr den Pool. Anhand der Extinktionen des Pools
wurde eine relative Konzentration festgelegt. Das Programm errechnet automatisch
unter Einbeziehung des Leerwertes und der Verdinnungsstufen die relativen
Konzentrationen der Proben. Im linearen Bereich der ,Standardkurve® wurde mit
Microsoft Excel 2000 der Mittelwert aus den relativen Konzentrationen errechnet.
Diese Mittelwerte der einzelnen Proben wurden miteinander verglichen und es
konnte eine Aussage Uber das Vorhandensein von spezifischen IgG gegen Humanes
Serumalbumin in der jeweiligen Probe gemacht werden und ein relativer

Konzentrationsvergleich im Bezug auf den Positiv-Pool vorgenommen werden.

3.8 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der in diesem Versuch gewonnenen Daten erfolgte mit

dem Statistikprogramm SigmaStat 3.0.

Es wurde jeweils der Mittelwert (MW) zur Zusammenfassung der Einzelwerte
gebildet, sowie die Standardabweichung (Stabw) zur Erfassung der Streuung der

Einzelwerte berechnet.

Die Stichprobenzahl (n) betrug jeweils 8 pro Gruppe. Die Vergleichsuntersuchung auf
Unterschiede zwischen den einzelnen Messungen beziehungsweise zwischen den

einzelnen Gruppen erfolgte mit dem Rangsummentest nach Mann-Whitney.

Signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den einzelnen Probenzeitpunkten
wurden jeweils mit unterschiedlichen Buchstaben (a,b,c) gekennzeichnet.
Signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den Lactoferringruppen und der

Kontrollgruppe zum jeweiligen Probenzeitpunkt wurde jeweils mit * gekennzeichnet.

Signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den einzelnen Lactoferringruppen zum
jeweiligen Probenzeitpunkt wurden jeweils mit verschiedenen Buchstaben (x,y,z)

gekennzeichnet.

69



Ergebnisse

4 ERGEBNISSE

4.1 Versuchsverlauf

Am Modell der mutterlosen Aufzucht wurde der Einfluss von oral verabreichtem
Lactoferrin untersucht. Der Versuch erstreckte sich vom dritten Lebenstag bis zur
14. Lebenswoche der Welpen. Zu Beginn der Studie bekamen die Hunde selbst
angefertigten Milchaustauscher, ab der vierten Woche wurde Trockenfutter
zugeflttert und schlielllich, ab der achten Woche, die Welpen ausschlieRlich mit
diesem ernahrt (Kapitel 3.4). Zu sieben Zeitpunkten wurde Blut entnommen
(Kapitel 3.7.1), zweimal wurden die Hunde geimpft und bekamen gleichzeitig
Humanes Serumalbumin (HSA) injiziert (Kapitel 3.4.7). Zum Abschluss des Versuchs
wurde der Gastrointestinaltrakt aller Welpen endoskopisch untersucht und
Biopsieproben von Magen- und Darmschleimhaut enthommen. Die Ergebnisse der

Biopsie werden in der Dissertation von HANDL (2006) veroffentlicht.

Blutentnahmen l
Impfung und Injektion

Humanes Serum Albumin

! I | i 1 1 i

| | I
| | 1 | 1 1 1 >

d3 w2 w4 w 6 w8 w10 w12 w 14
Alter der Welpen

Beginn der Zufltterung

Absetzen

Endoskopie des GIT
und Biopsie

Abbildung 4: Schematische Anordnung des Versuchsverlaufs
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Insgesamt wurden 32 Tiere untersucht, wobei sich in jeder Versuchsgruppe acht

Welpen befanden. Die Geschlechterverteilung ist in Tabelle 13 dargestellit.

Tabelle 13:  Zahl und Geschlecht der Welpen in den einzelnen Versuchsgruppen

Gruppe T'ioc‘er;zagh;sdaer:]t Zahl der weiblichen Tiere Zahl der mannlichen Tiere
Kontrolle 8 5 3

LF 30 8 5 3

LF 60 8 6 2

LF 120 8 5 3

Die Welpen aller Versuchgruppen entwickelten sich physiologisch und ihr

Allgemeinbefinden war wahrend der Versuchsdauer ungestort.

4.2 Gewichtsentwicklung

Wahrend der gesamten Versuchsdauer wurden die Tiere taglich gewogen und die

Gewichtsentwicklung festgehalten.

Bei Versuchsbeginn (Tag 3) wogen die Hunde durchschnittlich 460 Gramm, im Alter

von 14 Wochen hatten sie ein Durchschnittsgewicht von 7036 Gramm.

Im Folgenden wird ein Uberblick Uber die Anfangs- und Endgewichte (Tabelle 14)
und die wochentliche Gewichtsentwicklung der verschiedenen Versuchsgruppen
(Tabelle 15) gegeben. Dabei wurden die Tiere immer am Morgen des letzten Tages

der jeweiligen Lebenswoche gewogen.

Das Anfangsgewicht der Welpen schwankte am Tag 3 von 325 Gramm bis 582
Gramm, wobei die Gruppe LF 120 mit 415 Gramm das niedrigste und die Gruppe
LF 60 mit 505 Gramm das hochste durchschnittliche Gewicht aufwiesen. In allen
Gruppen ist ein signifikanter Unterschied (p<0,001) zwischen Anfangs- und
Endgewicht zu verzeichnen. Zwischen den verschiedenen Gruppen sind keine

statistisch signifikanten Unterschiede zu ermitteln.
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Tabelle 14:  Durchschnittliche Anfangs- und Endgewichte der Welpen jeder Gruppe (n =8)ing
(Mittelwert + Standardabweichung)

ErEEe Durchschnittliches Durchsc:_hnittliches
Anfangsgewicht Tag 3 Endgewicht Tag 98
Kontrolle 456 + 96° 7223 + 813°
LF 30 463 + 61° 6891 + 1010°
LF 60 505 + 38° 6857 + 710°
LF 120 415+ 61° 7172 + 957°

a, b, ¢, d: unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den einzelnen
Messzeitpunkten innerhalb einer Gruppe

*: signifikanter Unterschied (p<0,05) zur Kontrollgruppe zum jeweiligen Messzeitpunkt
X, Y, z: unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den einzelnen
Lactoferringruppen zum jeweiligen Messzeitpunkt

Tabelle 15 verdeutlicht die Gewichtsentwicklung der einzelnen Gruppen wahrend der
gesamten Versuchsphase. Zu Versuchsbeginn in Woche 1 gab es signifikante
Gruppenunterschiede zwischen den Lactoferringruppen (siehe Tabelle), jedoch nicht
im Vergleich mit der Kontrollgruppe. Die Standardabweichungen innerhalb der

einzelnen Gruppen waren bei den Anfangsgewichten gering.

Am Ende des Versuchs wiesen die Gruppen LF 60 mit durchschnittlich 6857 Gramm
und LF 30 mit durchschnittlich 6891 Gramm ein geringeres Gewicht auf, als die
Gruppe LF 120 und die Kontrollgruppe, deren mittlere Gewichte bei 7172 Gramm
beziehungsweise 7223 Gramm lagen. Die Unterschiede waren jedoch statistisch

nicht signifikant.

Bereits innerhalb der ersten Woche veranderte sich die Gewichtsverteilung zwischen
den Gruppen (Tabelle 15) im Vergleich zum Tag 3 (Tabelle 14). In der ersten
Versuchswoche wurde die Gruppe LF 30 zum Spitzenreiter. Die Unterschiede
zwischen den einzelnen Gruppen wurden immer geringer und wiesen keine

Signifikanzen auf.
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Tabelle 15:  Durchschnittsgewichte der Hunde der einzelnen Versuchsgruppen (n = 8) wochenweise

in g/Hund (Mittelwert + Standardabweichung

Lebenswoche Gruppe Durchschnittliches Gewicht
Woche 1 Kontrolle 639+114
LF 30 685+88"
LF 60 676+94"
LF 120 549+84"
Woche 2 Kontrolle 982+184
LF 30 1001485
LF 60 1002196
LF 120 8831126
Woche 3 Kontrolle 1315+299
LF 30 1295+122
LF 60 14031122
LF 120 11751183
Woche 4 Kontrolle 1717+250
LF 30 16161191
LF 60 17391164
LF 120 1551+183
Woche 5 Kontrolle 22221267
LF 30 2067+189
LF 60 21424191
LF 120 20661292
Woche 6 Kontrolle 2693280
LF 30 26094278
LF 60 26831290
LF 120 25511347
Woche 7 Kontrolle 3256295
LF 30 31061380
LF 60 3105319
LF 120 31161394
Woche 8 Kontrolle 3730+349
LF 30 3446380
LF 60 35894272
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LF 120 35604491
Woche 9 Kontrolle 43481392
LF 30 39541488
LF 60 41841468
LF 120 39974527
Woche 10 Kontrolle 47971482
LF 30 43911667
LF 60 4607380
LF 120 47091565
Woche 11 Kontrolle 5415590
LF 30 50114811
LF 60 53851607
LF 120 51931548
Woche 12 Kontrolle 5953+659
LF 30 55581865
LF 60 58651604
LF 120 57641665
Woche 13 Kontrolle 6589+678
LF 30 61964952
LF 60 64071570
LF 120 65571883
Woche 14 Kontrolle 7223+813
LF 30 6891+1010
LF 60 68571710
LF 120 71721957

*: signifikanter Unterschied (p<0,05) zur Kontrollgruppe zum jeweiligen Messzeitpunkt
X, Y, z: unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede

Lactoferringruppen zum jeweiligen Messzeitpunkt

(p<0,05) zwischen den einzelnen
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Aus den wochentlichen Gewichtsdifferenzen wurden die mittleren wochentlichen

Zunahmen, die aus der folgenden Tabelle 16 zu entnehmen sind, errechnet.

Tabelle 16:  Durchschnittliche wéchentliche Gewichtszunahmen in g je Hund und Gruppe (Mittelwert
+ Standardabweichung)

Lebenswoche Gruppe Durchschnittliches Gewicht
Woche 1 Kontrolle 183139
LF 30 221+136
LF 60 171£112
LF 120 134199
Woche 2 Kontrolle 343230
LF 30 3171184
LF 60 3261191
LF 120 3341201
Woche 3 Kontrolle 333+£295
LF 30 294+183
LF 60 4014232
LF 120 293+214
Woche 4 Kontrolle 402+338
LF 30 321+227
LF 60 3361223
LF 120 3751262
Woche 5 Kontrolle 505+361
LF 30 4524297
LF 60 403+270
LF 120 515+355
Woche 6 Kontrolle 471+£359
LF 30 542+362
LF 60 5411366
LF 120 4861399
Woche 7 Kontrolle 5631402
LF 30 4974412
LF 60 6591516
LF 120 5641463
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Woche 8 Kontrolle 474397
LF 30 340+407
LF 60 484+381
LF 120 444+489
Woche 9 Kontrolle 618+480
LF 30 5081497
LF 60 595+482
LF 120 4371543
Woche 10 Kontrolle 449485
LF 30 437+608
LF 60 422+468
LF 120 7131645
Woche 11 Kontrolle 61841612
LF 30 620+786
LF 60 7781634
LF 120 484+595
Woche 12 Kontrolle 5381667
LF 30 5471858
LF 60 4801639
LF 120 5711660
Woche 13 Kontrolle 636+727
LF 30 6391939
LF 60 5421636
LF 120 7931861
Woche 14 Kontrolle 634+796
LF 30 695+1014
LF 60 4501668
LF 120 6151947

*: signifikanter Unterschied (p<0,05) zur Kontrollgruppe zum jeweiligen Messzeitpunkt
X, Y, z: unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede

Lactoferringruppen zum jeweiligen Messzeitpunkt

(p<0,05) zwischen den einzelnen

Die Ubersicht Uber die Gewichtszunahmen zeigt, dass die durchschnittlichen

Zunahmen der verschiedenen Gruppen leichten Schwankungen unterlagen. Die

absoluten Zunahmen lagen anfanglich bei etwa 200 bis 300 Gramm und stiegen am

76



Ergebnisse

Versuchsende auf Uber 600 Gramm wochentlich. Relativ. zum aktuellen
Korpergewicht waren diese jedoch in der zweiten Lebenswoche mit rund 34 % am

hochsten und in der 14. Woche mit rund 9 % am geringsten.

Zwischen Woche 8 und Woche 10, mit dem Beginn des Absetzens, kam es in allen

Gruppen vorubergehend zu einem leichten Ruckgang der Zunahmen.

Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen konnten nicht ermittelt werden.

4.3 Rotes und weil3es Blutbild

431 Rotes Blutbild

4.3.1.1 Erythrozyten

In Tabelle 17 sind die Erythrozytenmengen als Mittelwerte (+ Standardabweichung)
der einzelnen Gruppen zu den verschiedenen Blutentnahmezeitpunkten dargestellt.
Die Daten zeigen den Anstieg der Erythrozytenzahlen aller Gruppen ab Woche 4 bis
Woche 10 von rund 4 x 10%/ul auf rund 6 x 10%pl. Bis zur Woche 14 konnte in den
Gruppen LF 30 und LF 60 ein leichter Ruckgang der Erythrozytenmenge verzeichnet
werden. Zu Beginn des Versuchs wurden bei der Gruppe LF 60 etwas hohere Werte
als bei den anderen Gruppen ermittelt. Dagegen war die Erythrozytenmenge bei der
Gruppe LF 120 etwas geringer als bei den Ubrigen Gruppen. Signifikante
Unterschiede konnten in der Kontrollgruppe zwischen dem ersten und zweiten
Entnahmezeitpunkt und im Vergleich zu allen anderen Entnahmezeitpunkten
verzeichnet werden (siehe Tabelle 17). Bei den Gruppen LF 30 und LF 120 gab es
signifikante Unterschiede, wenn man die Werte der ersten Entnahme mit denen der
restlichen Entnahmezeitpunkte vergleicht (siehe Tabelle 17). In der Woche 4
unterschied sich die Kontrollgruppe zu der LF 60 Gruppe signifikant. Die Gruppe
LF 120 wies signifikante Unterschiede zu den Gruppen LF 30 und LF 60 auf (Tabelle
17). Dennoch waren im weiteren Verlauf des Versuchs keine signifikanten
Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und den Lactoferringruppen oder

innerhalb der Lactoferringruppen zu verzeichnen.
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Tabelle 17:  Durchschnittliche Erythrozytenmenge im Welpenblut in vier Gruppen (n = 8) zu finf
Blutentnahmezeitpunkten (Mittelwert + Standardabweichung) in 10%/ul

Gruppe Woche 4 Woche 8 Woche 10 Woche 12 Woche 14
Kontolle 4,03+0,31° 5,40+0,32° 5,73+0,32° 5,95+0,35° 5,94+0,29°

LF 30 4,23+0,34** | 5,56+0,38" 6,19+1,21° 5,72+0,26" 5,74+0,38°
LF 60 4,49+0,26%* | 5,69+0,36 6,26+1,18 5,84+0,35 5,67+0,35
LF 120 3,83+0,33%Y | 5,68+0,53° 5,52+0,18" 5,76+0,12° 5,85+0,44°

a, b, ¢, d: unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den einzelnen
Blutentnahmezeitpunkten innerhalb einer Gruppe

*: signifikanter Unterschied (p<0,05) zur Kontrollgruppe zum jeweiligen Blutentnahmezeitpunkt
X, Y, z: unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den einzelnen
Lactoferringruppen zum jeweiligen Blutentnahmezeitpunkt

43.1.2 Hamatokrit

Der mittlere Hamatokrit aller Welpen lag in der vierten Woche bei rund 25 % und
stieg bis zur Woche 14 auf rund 37 % an. Es konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und den Lactoferringruppen ermittelt
werden. Lediglich in der vierten Woche waren signifikante Unterschiede zwischen
den Lactoferringruppen sichtbar (Tabelle 18). Der Hamatokritwert aller
Versuchsgruppen stieg wahrend der Versuchsphase. Zu Beginn war der Anstieg
steiler als gegen Ende des Versuchs. Eine Ausnahme bilden die Gruppen LF 30 und
LF 60, die ihren Peak in der Woche 10 erreichten und deren Hamatokritwerte
anschliellend wieder sanken. In der Gruppe LF 120 gab es zwischen den
verschiedenen Blutentnahmezeitpunkten signifikante Unterschiede (siehe Tabelle

18). Bei den Ubrigen Gruppen konnten keine Signifikanzen ermittelt werden.

Tabelle 18:  Durchschnittlicher Hamatokritwert im Welpenblut in vier Gruppen (n = 8) zu funf
Blutentnahmezeitpunkten (Mittelwert + Standardabweichung) in %

Gruppe Woche 4 Woche 8 Woche 10 Woche 12 Woche 14

Kontrolle 25,9420 34,1218 36,1£2,0 37,442,0 37,8+1,9
LF 30 23,641,4" 33,9426 37,747,8 35,641,6 36,642, 1
LF 60 26,5+1,6" 35,542,2 39,647, 1 37,3+2,1 37,2419
LF 120 23,33,8% 33,641,5 34,041,1% 35,7+1,4" 37,242,7°

a, b, ¢, d: unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den einzelnen
Blutentnahmezeitpunkten innerhalb einer Gruppe

*: signifikanter Unterschied (p<0,05) zur Kontrollgruppe zum jeweiligen Blutentnahmezeitpunkt

X, Y, z: unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den einzelnen
Lactoferringruppen zum jeweiligen Blutentnahmezeitpunkt
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4.3.1.3 Hamoglobhin

Der durchschnittiche Hamoglobingehalt lag in der vierten Lebenswoche bei
5,04 mmol/l und stieg bis zur 14. Woche kontinuierlich bis auf 7,97 mmol/l an. Bei der
ersten Blutentnahme konnte ein signifikanter Unterschied zwischen dem
Hamoglobinwert der Gruppe LF 120 und der Kontrollgruppe nachgewiesen werden.
Des Weiteren lagen Signifikanzen zwischen den einzelnen Lactoferringruppen vor.
Innerhalb der Kontrollgruppe konnten signifikante Unterschiede zwischen den ersten
beiden Entnahmen und zwischen der zweiten Entnahme und den restlichen
Entnahmezeiten festgestellt werden. Ahnliches konnte in der Gruppe LF 120
beobachtet werden. Signifikanzen konnten hier zwischen den ersten beiden
Untersuchungszeitpunkten sowie zwischen der Woche 8 und 10 im Vergleich mit der
Woche 12 und 14 ermittelt werden (Tabelle 19).

Tabelle 19:  Durchschnittlicher Himglobinwert im Welpenblut in vier Gruppen (n = 8) zu finf
Blutentnahmezeitpunkten (Mittelwert + Standardabweichung) in mmol/|

Gruppe Woche 4 Woche 8 Woche 10 Woche 12 Woche 14
Kontrolle 5,21+0,41° 7,24+0,42° 7,76+0,41° 8,07+0,45° 8,08+0,44°

LF 30 4,73+0,23" 7,06+0,44 8,11+1,47 7,71+0,33 7,83+0,45

LF 60 5,38+0,51" 7,41+0,38 8,39£1,33 8,10+0,44 7,91+0,32

LF 120 4,60+0,80* %2 | 7,11+0,40° 7,27+0,30° 7,84+0,37° 8,07+0,62°

a, b, ¢, d: unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den einzelnen
Blutentnahmezeitpunkten innerhalb einer Gruppe

*: signifikanter Unterschied (p<0,05) zur Kontrollgruppe zum jeweiligen Blutentnahmezeitpunkt

X, Y, z: unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den einzelnen
Lactoferringruppen zum jeweiligen Blutentnahmezeitpunkt

4.3.2 WeilRes Blutbild

4.3.2.1 Leukozyten

Tabelle 20 zeigt die Unterschiede der Leukozytenzahlen zwischen der
Kontrollgruppe und den Lactoferringruppen auf. In Woche 14 war die Leukozytenzahl
der Lactoferringruppe LF 30 signifikant hoher als die der Kontrollgruppe. Ein Anstieg
der Leukozytenzahl konnte bei allen Gruppen, aulRer der LF 30-Gruppe zwischen
den ersten beiden Entnahmezeitpunkten verzeichnet werden. Im Anschluss sanken
die Zahlen wieder bis sie in Woche 14 in den Gruppen LF 30 und LF 120 erneut
anstiegen. Es konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den

einzelnen Untersuchungszeitpunkten innerhalb der Kontrollgruppe beziehungsweise
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der Gruppe LF 30 ermittelt werden. Die Gruppen LF 60 und LF 120 weisen dagegen
Signifikanzen auf (siehe Tabelle 20).

Tabelle 20:  Leukozyten in 10%1 in vier Gruppen (n = 8) zu funf Blutentnahmezeitpunkten (Mittelwert
+ Standardabweichung) in mmol/l

Gruppe Woche 4 Woche 8 Woche 10 Woche 12 Woche 14
Kontrolle 12,26+1,95 17,2146,04 13,51+2,78 13,43+4,01 13,2843,11

LF 30 14,70+4,82 14,61+3,80 12,16+2,95 | 14,08+2,53 | 15,24+3,12*
LF 60 12,05+2,01%° | 13,99+1,37% | 11,54+3,00° | 13,43+1,25% | 11,33+1,36°
LF 120 11,30+3,00° | 15,34+2,62° | 12,58+1,58% | 11,06+1,55% | 13,43+3,08%°

a, b, ¢, d: unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den einzelnen
Blutentnahmezeitpunkten innerhalb einer Gruppe

*: signifikanter Unterschied (p<0,05) zur Kontrollgruppe zum jeweiligen Blutentnahmezeitpunkt

X, ¥, z: unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den einzelnen
Lactoferringruppen zum jeweiligen Blutentnahmezeitpunkt

4.3.2.2 Neutrophile

43221 Absolute Werte

Die absoluten Werte der neutrophilen Granulozyten der Kontrollgruppe (im Mittel
7,98 x 10%1) und der Lactoferringruppen (im Mittel 8,11 x 10%1) waren nahezu
identisch. Die Unterschiede innerhalb der Lactoferringruppen waren gering. Bei
diesem Parameter konnten ahnliche Beobachtungen wie bei den Leukozyten
gemacht werden. Zwischen erster und zweiter Blutenthahme stieg die
Neutrophilenzahl, um anschlieRend wieder zu sinken und zum letzten
Entnahmezeitpunkt, zwei Wochen nach der zweiten Impfung in Woche 12, bei den
Gruppen LF 30 und LF 120 erneut leicht anzusteigen. Die Unterschiede zwischen
den Gruppen waren zu keinem Zeitpunkt statistisch signifikant. Lediglich innerhalb
der LF 120-Gruppe gab es eine statistische Signifikanz zwischen Woche 4 und

Woche 10 zu verzeichnen.
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Tabelle 21:  Durchschnittlicher Gehalt an neutrophilen Granulozyten im Welpenblut in vier Gruppen
(n = 8) zu funf Blutentnahmezeitpunkten (Mittelwert + Standardabweichung) in 107/I
Gruppe Woche 4 Woche 8 Woche 10 Woche 12 Woche 14
Kontrolle 6,30£1,20 9,65+3,29 7,43+1,58 7,49+1,16 7,15+1,46
LF 30 8,2614,63 8,70+3,78 7,35+1,87 8,16+2,14 9,20+2,95
LF 60 6,50+1,73 8,3310,96 6,52+1,69 7,62+1,04 6,97+1,37
LF 120 5,15+2,32° | 9,30£2,86™ | 7,46+1,16° | 6,36x0,63" | 8,53%3,06™

a, b, ¢, d: unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den einzelnen

Blutentnahmezeitpunkten innerhalb einer Gruppe

*: signifikanter Unterschied (p<0,05) zur Kontrollgruppe zum jeweiligen Blutentnahmezeitpunkt

X, Y, z: unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den einzelnen
Lactoferringruppen zum jeweiligen Blutentnahmezeitpunkt

432272 Relative Werte

Betrachtet man den relativen Anteil der Neutrophilen an der Gesamtleukozytenzahl,
so erkennt man in der Gruppe LF 120 einen signifikanten Anstieg zwischen der
Woche 4 und den ubrigen Entnahmezeitpunkten (siehe Tabelle 22). Die
Kontrollgruppe wies im Versuchsmittel einen Prozentanteil neutrophiler Granulozyten
von etwa 56,2 % auf, die Lactoferringruppen von rund 57,6 %. Besonders grolde
Unterschiede waren in Woche 4 und in Woche 10 zu verzeichnen. Bei allen Gruppen
wurde in der Woche 14 im Vergleich zur Woche 4 ein hdherer prozentualer Anteil
neutrophiler Granulozyten an der Gesamtleukozytenzahl gemessen. Zwischen den

verschiedenen Gruppen gab es keine statistisch signifikanten Unterschiede.

Tabelle 22:  Anteil der neutrophilen Granulozyten in % an der Gesamtleukozytenzahl in vier
Gruppen (n = 8) zu funf Blutentnahmezeitpunkten (Mittelwert + Standardabweichung)
in mmol/l

Gruppe Woche 4 Woche 8 Woche 10 Woche 12 Woche 14

Kontrolle 52,0+ 8,9 59,2+16,9 55,719,1 58,2+11,8 55,8+8,1
LF 30 53,5+ 13,7 58,5+16,9 61,6£10,5 58,1£10,3 59,7+9,0
LF 60 53,57,0 59,5+4,8 57,115,9 56,815,5 61,247,9
LF 120 44,5+12,1° 59,7+7,7° 59,315,5 58,0£5,9° 62,5¢8,8"

a, b, ¢, d: unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p<0,05)

Blutentnahmezeitpunkten innerhalb einer Gruppe
*: signifikanter Unterschied (p<0,05) zur Kontrollgruppe zum jeweiligen Blutentnahmezeitpunkt

X, Y, Z

Lactoferringruppen zum jeweiligen Blutentnahmezeitpunkt

unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede

zwischen den einzelnen

(p<0,05) zwischen den einzelnen
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4.3.2.3 Lymphozyten

43.23.1 Absolute Werte

Die Daten in Tabelle 23 zeigen, dass die Lymphozytenzahl in Woche 8 in den
Lactoferringruppen im Vergleich zur Kontrolle vorubergehend anstieg, im Anschluss,
ab dem Alter von zehn Wochen, wieder sank. Im Mittel lagen die Werte der
Kontrollgruppe bei 4,1 x 10%1, die der Lactoferringruppen um 3,8 x 10%/1. Dies
bedeutet eine mittlere Reduktion der Lymphozytenzahl der Lactoferringruppen im
Vergleich zur Kontrollgruppe um rund 7 %, in Woche 10 sogar um 21 %. In der
Kontrollgruppe waren die niedrigsten Werte in Woche 8 zu beobachten. Zu keinem

Zeitpunkt konnten statistisch signifikante Unterschiede festgestellt werden.

Tabelle 23:  Durchschnittlicher Gehalt an Lymphozyten im Welpenblut in vier Gruppen (n = 8) zu finf
Blutentnahmezeitpunkten (Mittelwert + Standardabweichung) in 10

Gruppe Woche 4 Woche 8 Woche 10 Woche 12 Woche 14
Kontrolle 4,41+1,81 3,1710,91 4,39+2,41 4,43+3,36 4,23+2,12
LF 30 4,14%1,26 3,91+1,75 3,45+1,89 4,31+2,07 4,22+1,45
LF 60 3,88+0,69 4,10+1,00 3,43+1,33 4,3510,84 3,08+0,83
LF 120 4,85+1,64 4,08+0,91 3,50+1,11 3,16+1,26 3,29+1,21

a, b, ¢, d: unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den einzelnen
Blutentnahmezeitpunkten innerhalb einer Gruppe

*: signifikanter Unterschied (p<0,05) zur Kontrollgruppe zum jeweiligen Blutentnahmezeitpunkt

X, Y, z: unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den einzelnen
Lactoferringruppen zum jeweiligen Blutentnahmezeitpunkt

43232 Relative Werte

Tabelle 24 verdeutlicht nochmals die Lymphozytenzahlen in Bezug auf die
Gesamtleukozytenzahl im Plasma. Die mittleren Lymphozytengehalte in den

Lactoferringruppen lagen bei knapp 30 %, die der Kontrollgruppe um 31 %.

Zwischen den Futterungsgruppen konnten keine statistischen Signifikanzen erhoben
werden. In der Gruppe LF 120 war ein signifikanter Unterschied zwischen dem
prozentualen Lymphozytenanteil der Woche 4 und den Werten der Ubrigen

Untersuchungszeitpunkte festzustellen.
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Tabelle 24: Lymphozytenanteil in % an der Gesamtleukozytenzahl im Welpenblut in vier Gruppen
(n = 8) zu finf Blutentnahmezeitpunkten (Mittelwert + Standardabweichung)
Gruppe Woche 4 Woche 8 Woche 10 Woche 12 Woche 14
Kontrolle 34,5+11,2 30,9+19,3 35,9124 36,0£13,2 38,5£9,5
LF 30 31,4+15,6 27.9+14,5 27,5+11,8 30,5+11,6 28,0+11,6
LF 60 32,7459 29,3469 29,0+7.9 32,4+6,1 27,3+6,5
LF 120 43,5+11,8° 27,16,3° 27,747,1° 27,947,3° 25,218,9°

a, b, ¢, d: unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den einzelnen
Blutentnahmezeitpunkten innerhalb einer Gruppe

*: signifikanter Unterschied (p<0,05) zur Kontrollgruppe zum jeweiligen Blutentnahmezeitpunkt

X, Y, z: unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den einzelnen
Lactoferringruppen zum jeweiligen Blutentnahmezeitpunkt

4.4 Immunglobulin G gegen Humanes Serum Albumin

Der spezifische Immunglobulin G-Gehalt (IgG) gegen Humanes Serumalbumin
(HSA) von Kontrollgruppe, LF 30- und LF 120-Gruppe stieg zwischen erster und
zweiter Entnahme leicht an. Die Konzentration erhohte sich von durchschnittlich
223 ng/ml Plasma in Woche 8 auf durchschnittlich 288 ng/ml Plasma in Woche 10. In
Woche 12 fallt der Gehalt an 1I9gG gegen HSA wieder auf rund 223 ng/ml Plasma, um

in Woche 14 auf einen Level von durchschnittlich 3693 ng/ml anzusteigen.

Die jeweiligen  Mittelwerte  der Immunglobulingehalte  der  einzelnen
Fltterungsgruppen, mit Ausnahme der LF 60-Gruppe in Woche 8, unterscheiden
sich nicht signifikant. In der Gruppe LF 60 liegen bei zwei Hunden in Woche 8 die
Werte derart hoch, dass sich der Mittelwert deutlich, jedoch nicht signifikant, von den
Mittelwerten der anderen Gruppen unterscheidet. Signifikante Unterschiede konnten
in allen Gruppen zwischen den Werten, die in der der 8. Woche und der 14. Woche

gemessen wurden, ermittelt werden (Tabelle 25).

Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Lactoferringruppen und

der Kontrollgruppe ermittelt werden.
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Tabelle 25:  Mittlerer Gehalt an IgG gegen HSA im Blut in ng/ml Plasma in vier Gruppen (n = 8) zu
funf Blutentnahmezeitpunkten (Mittelwert + Standardabweichung)
Gruppe Woche 8 Woche 10 Woche 12 Woche 14
Kontrolle 3,1£8,7° 252,3+249,3%° 222,1£192,2* | 3370,8+1905,4°
LF 30 7,0£19,4° 287,8+198,6™ 279,24¢220,8%® | 3766,0+2126,5°
LE 60 476,1£1235,9° 411,3+298,3% 368,3+347,0° | 3262,121810,2"°
LF 120 0,2%0,5% 237,6+89,4% 307,3£212,3®° | 4197,4£1411,7°

a, b, ¢, d: unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den einzelnen
Blutentnahmezeitpunkten innerhalb einer Gruppe

*: signifikanter Unterschied (p<0,05) zur Kontrollgruppe zum jeweiligen Blutentnahmezeitpunkt

X, Y, z: unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den einzelnen
Lactoferringruppen zum jeweiligen Blutentnahmezeitpunkt

In Woche 8 lag der Gehalt an IgG gegen HSA bei den meisten Welpen bei null. Nur
einzelne wiesen geringe Gehalte auf, wie Welpe Nummer 8 der Kontrollgruppe, Hund
Nummer 5 und 6 der Gruppe LF 30, Welpe Nummer 2, 6, 8 der Gruppe LF 60 und
Hund Nummer4 und 5 der Gruppe LF 120. Zum Zeitpunkt dieser ersten
Impfung mit SHP und HSA statt.

10. Lebenswoche, zum Zeitpunkt der zweiten Pobennahme, war in allen Gruppen ein

Blutentnahme fand die erste In der
Gehalt von Immunglobulin G gegen HSA im Plasma festzustellen. Bei den meisten
Welpen lag der IgG-Gehalt zwischen rund 100 und 400 ng/ml. Nur einige lagen
oberhalb dieses Bereiches. Hund Nummer 4 der Kontrollgruppe und Hund Nummer 1
der Gruppe LF 60 wiesen die hochsten IgG-Spiegel auf (841,7 ng/ml, 887,7 ng/ml),
gefolgt von Hund Nummer 2 der Gruppe LF 60 (782,5 ng/ml) und Welpe Nummer 5
der Gruppe LF 30 (702,3 ng/ml). In der Woche 12 blieben die IgG-Gehalte im
Vergleich zur Woche 10 relativ konstant. Es wurde die Booster-Impfung mit SHP
und HSA durchgefuhrt. In der 14. Woche waren die 1gG-Spiegel gegen HSA in allen
Versuchsgruppen auf das rund Zwolffache der Werte in Woche 10 und 12

angestiegen.

Signifikante Unterschiede konnten zu keinem Zeitpunkt errechnet werden.
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Tabelle 26: Gehalt an IgG gegen HSA im Blut in ng/ml Plasma der einzelnen Welpen in vier
Gruppen (n = 8) zu funf Blutentnahmezeitpunkten (Mittelwert + Standardabweichung)
Hund Nr. | Gruppe Woche 8 Woche 10 Woche 12 Woche 14
1 Kontrolle 0,0+0,0 74,7£12,3 82,417,6 2401,9+425,5
2 0,0+0,0 165,4+33,6 524,7+61,5 3903,1+897,7
3 0,0+0,0 269,4+138,2 6137,0+2714,6
4 0,0£0,0 841,7+317 1 4915,3+2879,2
5 0,0+0,0 104,9425,1 129,7+15,9 1438,5+366,4
6 0,0+0,0 280,3+58,8 403,1+58,5 5157,9+2145,1
7 0,0+0,0 116,7+18,6 113,4+21,7 1134,7+162,1
8 24,7+26,9 165,5+19,7 79,2+13,3 1878,2+412,5
1 LF 30 0,0+0,0 212,8+73,0 225,1+31,4 5026,3+2820,1
2 0,0+0,0 433,6484,3 624,2+46,2 6349,2+3289,5
3 0,0+0,0 150,9+58,8 474,7+208,6 6868,3+4135,0
4 0,0+0,0 211,0+30,9 2751,3+823,4
5 54,9+18,5 702,3+364,8 3702,4+£1333,3
6 0,7+0,4 329,5+11,9 172,0£23,0 2410,2+755,7
7 0,2+0,1 164,7£13,7 95,2+15,6 910,5+124,2
8 0,0+0,0 98,0+20,6 83,8+19,1 2110,1£518,8
1 LF 60 887,7+411,6 1048,8+237,1 7350,7+4536,1
2 46,1+28,5 782,5+319,3 4416,9+1751,0
3 3278,5£1731,1 445,1+230,0 2586,7+1048,3
4 0,0+0,0 118,6+49,4 164,6+17,7 2484,7+1207 4
5 0,0+0,0 97,6+44,7 138,3+69,7 2711,8+1540,4
6 1,9+1,7 486,5+89,9 314,8+31,3 2253,4+319,7
7 0,0+0,0 182,04£56,6 163,9+15,9 2056,0+390,7
8 6,1+8,8 290,5+77,5 379,1+52,1 2236,5+260,6
1 LF 120 0,0+0,0 107,1£13,2 2689,8+688,6
2 0,0+0,0 340,7+36,6 3143,2+782,0
3 0,0+0,0 370,2+41,2 534,6+25,5 3828,5+1371,7
4 1,310,6 252,2+15,0 473,7+25,7 4667,1£1832,1
5 0,2+0,1 144,1+41,2 51,1£20,8 2282,6+777,9
6 0,0+0,0 156,2+24,8 207,3+45,0 5683,4+3317,1
7 0,0£0,0 225,3+47,0 212,3+51,0 5359,5+3065,2
8 0,0+0,0 174,4+39,1 564,9+129,2 5925,1+3032,5
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<) DISKUSSION

5.1  Versuchsaufbau und Versuchsdurchflihrung

Das Ziel des Versuchs war die Untersuchung der Wirkung von Lactoferrin, einer
prebiotischen Substanz, auf den Organismus neonataler Beaglewelpen. Dazu sollten
durch die mutterlose Aufzucht standardisierte Versuchsbedingungen fir alle Welpen
geschaffen werden, sodass Faktoren wie WurfgroRe und Milchleistung des
Muttertieres oder eine individuell unterschiedliche Milchaufnahme der Welpen die
Ergebnisse nicht beeinflussen konnten. Eine ausreichend lang gewahlte
Versuchsdauer von 14 Wochen ermdglichte es, die Wirkungen von Lactoferrin

sowohl bei Saug- als auch bei Absatzwelpen zu bestimmen.

Von besonderem Interesse, war der Frage nachzugehen, ob Lactoferrin auch
extraintestinale Auswirkungen auf das Blutbild und die Produktion von spezifischen
Antikorpern auf die zweimal erfolgte Impfung sowie auf die Gewichtsentwicklung
zeigt. Da es bisher noch keine diesbezugliche Studie an Hundewelpen gab, war ein
weiteres Anliegen, die wirksame Lactoferrinkonzentration herauszufinden. Die
Unbedenklichkeit der oralen Verabreichung von Lactoferrin konnte bereits von

ToMmITA et al. (2002) nachgewiesen werden.

Der Versuch wurde mit 32 neonatalen Beaglewelpen durchgefuhrt. Die relativ kleine
Gruppengrofle von je acht Welpen und die ungleiche Geschlechterverteilung
resultiert aus den Bemuhungen, die Zahl der notwendigen Wurfe so gering wie
moglich zu halten. Nach LAHRSSEN und ZENTEK (2002) kann die geringe
Gruppengrole bei Versuchen zur Wirksamkeit von probiotischen Mikroorganismen
durch ein geeignetes Versuchsdesign kompensiert werden, was fur die
Untersuchung der Effekte einer prebiotisch wirksamen Substanz ebenfalls sinnvoll

erscheint.

Die Applikation von Lactoferrin erfolgte uber das Futter, wozu das Mineralfutter, das
dem Milchaustauscher beigefigt wurde, bereits mit drei verschiedenen
Konzentrationen von Lactoferrin versehen wurde, was eine problemlose und
einfache Verabreichung ermoglichte. Das Folgefutter in Form eines Trocken-

Fertigfutters war bereits mit Lactoferrin angereichert.
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Fur die Versuchsphase wurden die Welpen am dritten Lebenstag von der Mutter
getrennt, nach Geschlecht und Gewicht randomisiert, und in vier Futterungsgruppen,
eine Kontrollgruppe und drei verschiedene Lactoferringruppen (LF 30, LF 60,
LF 120), eingeteilt. Die Gewichtsentwicklung wurde taglich festgehalten und zur
Bestimmung des weillen und roten Blutbildes wurde in zweiwdchigen Abstanden
(auBer in der sechsten Lebenswoche) aus der Vena cephalica antebrachii Blut
entnommen. Zur Untersuchung der Auswirkungen von Lactoferrin direkt auf den
Gastrointestinaltrakt durch LAUR (2002) und HANDL (2006) wurden auf3erdem in
regelmaldigen Abstadnden Kotproben gesammelt und in der 14. Lebenswoche zum
Abschluss des Versuches eine Endoskopie des GIT durchgefuhrt und dabei

Biopsieproben enthommen.

5.2 Zusammensetzung des Milchaustauschers

Die Zusammensetzung des verwendeten Milchaustauschers orientierte sich an den
physiologischen Nahr- und Mineralstoffgehalten von Hundemilch; Protein- und
Fettgehalt waren geringgradig hoher als bei naturlicher Hundemilch. Durch den
Zusatz von Pflanzendl konnte der hohe Bedarf der Welpen an Linolsaure gedeckt
werden. Um ausreichend Arginin zur Verfigung zu stellen, erwies sich die
Verwendung von Eigelb als sinnvoll. Allerdings wies der Milchaustauscher hohere
Gehalte an Methionin und Cystin als natlrliche Hundemilch auf. Der Lactosegehalt
wurde durch Magerquark gedeckt, um die Verdaulichkeit zu férdern und ein
Gerinnen, das bei Verabreichung von unfermentierter Kuhmilch im Magen der
Welpen vorkommen kann, zu vermeiden. Das Calcium-Phosphor-Verhaltnis lag wie
in nattrlicher Hundemilch bei 1,2 : 1, der Gehalt an Eisen und Kupfer lag dagegen
etwas hoher als physiologisch, um einer bei Neugeborenen haufig auftretenden

Eisenmangelanamie vorzubeugen.

Die Dosierungen von 30, 60 und 120 Milligramm Lactoferrin pro Kilogramm Futter-
Trockensubstanz ist im Vergleich zu einer Studie von JOSLIN et al. (2002) an Kalbern,
die diesen 1 Gramm beziehungsweise 10 Gramm Lactoferrin pro Kalb und Tag
verabreichten, relativ gering. Die Milchaustauscheraufnahme der Welpen im
vorliegenden Versuch betrug am Tag drei im Durchschnitt 50 Gramm, die
Trockenfutteraufnahme am Tag 98 durchschnittlich 250 Gramm. Es stellt sich somit

die Frage, ob die Ergebnisse bei hdheren Dosierungen anders ausgefallen waren.
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Bei den vorliegenden Ergebnissen lasst sich allerdings kein Zusammenhang

zwischen der Lactoferrin-Dosis und dem Grad der erzielten Wirkung herstellen.

5.3 Gewichtsentwicklung

Um zu klaren, welchen Einfluss Lactoferrin auf den Stoffwechsel der Tiere nimmt,
wurde die Gewichtsentwicklung der Versuchsgruppen verglichen. Bis zur dritten
Lebenswoche wurden die Welpen ad libitum geflttert, danach bekam jeder Hund
eine seinem Alter und Gewicht angepasste Ration. Bei der Gruppeneinteilung der
Welpen wurde durch Randomisierung versucht, Gewichtsschwankungen zwischen
den Gruppen auszugleichen, da die Geburtsgewichte der Welpen, die aus

unterschiedlichen Wirfen stammten, erheblich waren.

Die teilweise unterschiedliche Geschlechterverteilung in den Gruppen hatte keinen
erkennbaren Einfluss auf die Gewichtsentwicklung, ebenso wenig der Einsatz von
Lactoferrin.  Die  vier Versuchsgruppen zeigten eine sehr ahnliche
Gewichtsentwicklung. Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den
einzelnen Gruppen festgestellt werden. Abbildung 5 gibt einen Uberblick tiber die
durchschnittiche  Gewichtsentwicklung der Welpen der unterschiedlichen

Versuchsgruppen.
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Abbildung 5: Gewichtsentwicklung der vier Versuchsgruppen (n = 8) wochenweise in g KGW
(Mittelwert £ Standardabweichung)

Anders als in diversen Studien bei Nutztieren, wo verschiedene Pre- und Probiotika
zur Wachstumsférderung eingesetzt wurden (siehe Tabelle 27), konnte dieser Aspekt
bei der Aufzucht der Beaglewelpen nicht beobachtet werden. Die bereits erwahnte
Untersuchung von JOSLIN et al. (2002) an Kalbern ergab eine gesteigerte Zunahme
der beiden Lactoferringruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe und zusatzlich eine
schnellere Absetzreife der lactoferrinsupplementierten Gruppen. Allerdings sind dies
keine Eigenschaften, die bei der Aufzucht von Hundewelpen erwlnscht sind. Ein
schnelles Wachstum wirkt sich bei Hundewelpen, besonders groRerer Rassen, sogar
nachteilig auf die Skelettentwicklung und die Gesundheit der Tiere aus. Beim Einsatz
von Lactoferrin bei Hunden steht vor allem die gesundheitsférdernde Wirkung im

Vordergrund.
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Tabelle 27:  Einfluss verschiedener Probiotika auf die Leistung einiger landwirtschaftlicher Nutztiere
(nach Busch et al. 1999)

Produktions- tagliche Zunahme Futteraufwand
zZweig (% zur Kontrolle) (% zur Kontrolle)
+4.8 -15
Ferkelaufzucht
(-8,1 bis +24,3) (+3,1 bis -9,3)
+54 -2,5
Kélberaufzucht
(-5,3 bis +21,7) (+3,6 bis -7,9)
. +3,7 -51
Schweinemast
(-0,3 bis +6,7) (-1,4 bis -7,1)
+3/4 -2,7
Rindermast
(-4,3 bis +7,2) (+7,6 bis -4,7)

Vergleicht man die Gewichtszunahme der Welpen im vorliegenden Versuch mit
mutterloser Aufzucht zu Studien an Welpen, die beim Muttertier heranwuchsen
(KIENZLE et al., 1985), so wiesen die mutterlos aufgezogenen Welpen bei fast
gleicher Milchmengenaufnahme in den ersten vier Wochen eine geringere Zunahme
auf. Der Grund daflr liegt vermutlich an dem, im Vergleich zur Muttermilch (0,65 MJ
Bruttoenergie/ 100 g), um rund 25 % geringeren Energiegehalt des
Milchaustauschers (0,49 MJ Bruttoenergie/100 g).

54 Rotes und weilRes Blutbild

Da zur Erstellung eines Blutbildes mittels Cell Dyn mindestens ein halber Milliliter
Blut bendtig wird, konnte es erst ab einem Welpenalter von vier Wochen bestimmt
werden, da es zuvor nicht moglich war, eine ausreichend groRe Blutmenge zu

gewinnen.

Die Angaben Uber physiologische Blutwerte bei Jungtieren variieren in der Literatur
sehr stark. Besonders bei domestizierten Tieren sind die Werte stark abhangig von
den aulleren Haltungsbedingungen, der Futterung und der rassebedingten
Wachstumsgeschwindigkeit. Dennoch kann bei den verschiedenen Autoren die

gleiche Tendenz der Veranderungen beobachtet werden (WALSER, 1990).
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54.1 Rotes Blutbild

Die Erythrozytenzahlen neonataler Hundewelpen unterliegen wie alle Blutwerte der
Neugeborenen, starken Schwankungen. Wahrend der Fetalzeit herrschen die
hepatische und lienale Erythropoese vor. Bereits zum Zeitpunkt der Geburt ist das
Knochenmark der Hauptort der Erythropoese wahrend Leber und Milz nur noch
marginal beteiligt sind; postnatal ist dann das Knochenmark das alleinige
erythropoetische Organ. Der neugeborene Welpe weist im Vergleich zum adulten
Hund niedrige Erythrozytenzahlen, einen niedrigen Hamoglobingehalt und niedrige
Hamatokritwerte auf. Diese Werte sinken in den ersten drei Lebenswochen weiter,
bedingt, durch einen physiologischen Abbau der pranatalen, groRen Erythrozyten
und die noch geringe myeloische Erythropoese sowie den Anstieg des Blutvolumens
durch das rasche Wachstum in diesem Alter. AnschlieRend steigen die Zahl der
roten Blutkorperchen, der Hamoglobingehalt und der Hamatokrit kontinuierlich an, bis
im Alter von etwa sechs Monaten die endgultigen Werte eines adulten Hundes

erreicht sind.

In dem vorliegenden Versuch lasst sich der Anstieg der Erythrozytenzahl und des
Hamoglobingehaltes (Abbildung 6) ab der vierten Lebenswoche erkennen. Die
Appilikation von Lactoferrin hatte auf diese Parameter keinen Einflud. Lediglich in der
vierten Lebenswoche konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den
Erythrozytenzahlen und dem Hamoglobinspiegel der Lactoferringruppen LF 60 und
LF 120 nachgewiesen werden, der Hamoglobinwert der Gruppe LF 120 unterschied
sich aul3erdem signifikant zum Wert der Kontrollgruppe und zum Wert der Gruppe
LF 60. Diese Tendenz setzte sich jedoch nicht weiter fort und ist anscheinend ein
Zufallsbefund. Ab der zwolften Woche gleichen sich die Werte der einzelnen
Gruppen immer mehr an und die Kontrollgruppe, die in Woche vier noch die
niedrigsten Zahlen aufwies, zeigt dann sogar die hochsten Werte, was wiederum
nicht fir einen Zusammenhang mit der Lactoferinfitterung spricht. Es lassen sich
lediglich die physiologischen Schwankungen mit einem erst schnellen, dann immer

langsameren Anstieg der Werte des roten Blutbildes erkennen (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Durchschnittlicher Hamglobinwert im Welpenblut der vier Gruppen (n = 8) zu finf
Blutentnahmezeitpunkten (Mittelwert + Standardabweichung) in mmol/I

a, b, c, d: unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den einzelnen
Blutentnahmezeitpunkten innerhalb einer Gruppe

*: signifikanter Unterschied (p<0,05) zur Kontrollgruppe zum jeweiligen Blutentnahmezeitpunkt
X, Y, z: unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den einzelnen
Lactoferringruppen zum jeweiligen Blutentnahmezeitpunkt

Im Gegensatz dazu haben SAzawAL et al. (2004) in einer Studie an 634 gesunden
Kindern, im Alter zwischen einem und drei Jahren, das praventive Potential von
Milch, die mit Bifidobacterium lactis HNO19 und Galacto-Oligosacchariden
angereichert war, untersucht und haben neben der Verringerung der Inzidenz und
Pravalenz von Dysenterien eine signifikante Zahl von Kindern mit erhdhten
Hamoglobinleveln verzeichnet. Dieses Ergebnis konnte daraus resultieren, dass
zusammen mit dem Prebiotikum auch ein Probiotikum eingesetzt wurde. Die
Hamoglobinerhdhung konnte also entweder durch das Probiotikum erzielt und
mdglicherweise sogar noch durch den synbiotischen Effekt der beiden Stoffe
potenziert worden sein. Denkbar ist aber auch, dass die beim Menschen erzielten
Ergebnisse, nicht auf Hunde ubertragbar sind oder aber Lactoferrin, eine prebiotisch

wirksame Substanz, nicht die gleiche Wirkung wie ein ,echtes” Prebiotikum zeigt.
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Zur Entwicklung des Hamoglobinwertes bei neonatalen Kalbern gibt es eine
Untersuchung von KUME und TANABE (1994), die herausfanden, dass im Gegensatz
zum physiologischen Absinken des Hamoglobinwertes bei Kalbern zwsichen dem
ersten und zehnten Lebenstag, durch Zufltterung von Eisen in Form von FeSO4
beziehungsweise Fe®* der Hamoglobinspiegel anstieg. Bei der Supplementierung mit
eisengesattigtem Lactoferrin blieb er dagegen nahezu konstant, das heilt im
Vergleich zur unsupplementierten Kontrollgruppe war er erhoht. Diese Ergebnisse
beruhen jedoch auf der Eisensupplementierung und dem Einsatz von Lactoferin als
Eisen-Carrier und lassen sich auf den vorliegenden Versuch nicht direkt Ubertragen.
Allerdings stellt sich die Frage, ob Lactoferrin bei den Beaglewelpen die
Eisenaufnahme nicht auch hatte verbessern konnen und somit eine Erhohung des

roten Blutbildes hatte erreichen konnen.
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Abbildung 7: Durchschnittlicher Hamatokritwert im Welpenblut in vier Gruppen (n = 8) zu funf
Blutentnahmezeitpunkten (Mittelwert £ Standardabweichung) in %

a, b, c, d: unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den einzelnen
Blutentnahmezeitpunkten innerhalb einer Gruppe

*: signifikanter Unterschied (p<0,05) zur Kontrollgruppe zum jeweiligen Blutentnahmezeitpunkt

X, Y, z: unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den einzelnen
Lactoferringruppen zum jeweiligen Blutentnahmezeitpunkt
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Der Hamatokrit (Abbildung 7) zeigt einen ahnlichen Verlauf, wie Erythrozytenmenge
und HoOmoglobingehalt, da er den gleichen physiologischen Mechanismen
unterworfen ist und die Lactoferrinzufutterung auch hier keine Auswirkungen zeigte.
Er stieg wahrend der gesamten Versuchszeit an, zu Beginn steiler als gegen Ende
des Versuchs. Signifikante Unterschiede zwischen den drei Lactoferringrupopen
traten lediglich in Woche 4 zu Tage, scheinen aber nicht mit der Lactoferrinfltterung
in Zusammenhang zu stehen. Auch JOsSLIN et al. (2002) konnen bei ihrer
Untersuchung an neugeborenen Kalbern, die sich Uber 56 Tage erstreckte, keine
Beeinflussung des Hamatokritwertes durch die orale Applikation von Lactoferrin

nachweisen.

5.4.2 WeilRes Blutbild

Bei der Bewertung des Leukozytengehaltes lal3t sich kein eindeutiger Trend
erkennen. In Woche 8 und 10 liegt die Gesamtkonzentration der Leukozyten der
Kontrollgruppe hoher, als die der Lactoferringruppen. Fir dieses Phanomen gibt es

keine logische Erklarung.

Der Lymphozytengehalt (Abbildung 8) zeigt einen anderen Verlauf. In der achten
Lebenswoche liegt er, im Vergleich zwischen Kontrolle und Lactoferringruppen, bei
der Kontrolle niedriger, in der zehnten Woche kann man dafir den gegenteiligen
Effekt beobachten. Der Anstieg der Lymphozyten ware mit dem Impftermin in der
achten Lebenswoche erklarbar, da die Injektion von attenuierten Viren eine
lymphozytare Reaktion hervorrufen sollte, die moglicherweise durch Lactoferrin
gemindert sein konnte. Allerdings musste sich der gleiche Kurvenverlauf dann auch
zwischen Woche 12 und 14, nach dem zweiten Impftermin wiederholen, was nicht
der Fall ist.
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Abbildung 8:  Durchschnittlicher Gehalt an Lymphozyten im Welpenblut in vier Gruppen (n = 8) zu
fiinf Blutentnahmezeitpunkten (Mittelwert + Standardabweichung) in 10%/I

a, b, ¢, d: unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den einzelnen
Blutentnahmezeitpunkten innerhalb einer Gruppe

*: signifikanter Unterschied (p<0,05) zur Kontrollgruppe zum jeweiligen Blutentnahmezeitpunkt

X, Y, z: unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den einzelnen
Lactoferringruppen zum jeweiligen Blutentnahmezeitpunkt

Allerdings zeigt sich bei Betrachtung des relativen Anteils der Lymphozyten am
Gesamtleukozytengehalt, dass von Woche 8 bis zum Ende des Versuchs die
Kontrollgruppe den hochsten prozentualen Gehalt aufweist, wahrend alle
Lactoferringruppen darunter liegen. In Woche 4 liegt lediglich der prozentuale
Lymphozytengehalt der Gruppe LF 120 hoéherer als der der Kontrollgruppe.
Abbildung 9 verdeutlicht die relativen Lymphozytenzahlen und zeigt, dass die
mittleren Lymphozytengehalte in den Lactoferringruppen unter 30 %, die der
Kontrollgruppe um 37 % lagen. Ahnliche Ergebnisse ergaben sich bei GRIESHOP et
al. (2004), die die Wirkung von Oligosaachariden an 35 alteren Hunden
verschiedener Rassen untersuchten. Es zeigte sich, dass die Gruppe, deren Futter
1% Mannan-Oligosaccharid zugesetzt  wurde, erniedrigte periphere

Lymphozytenzahlen im Vergleich zur unsupplementierten Kontrollgruppe aufwies.

Dieses Phanomen lasst vermuten, dass die Lactoferrinapplikation auf die

Zusammensetzung des weillen Blutbildes eine Wirkung gezeigt hat.
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Abbildung 9:  Lymphozytenanteil in % an der Gesamtleukozytenzahl im Welpenblut in vier
experimentellen Gruppen zu fiinf Blutentnahmezeitpunkten (Mittelwert + Standardabweichung)

a, b, ¢, d: unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den einzelnen
Blutentnahmezeitpunkten innerhalb einer Gruppe

*: signifikanter Unterschied (p<0,05) zur Kontrollgruppe zum jeweiligen Blutentnahmezeitpunkt

X, Y, z: unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den einzelnen
Lactoferringruppen zum jeweiligen Blutentnahmezeitpunkt

Sieht man sich den prozentualen Anteil der neutrophilen Granulozyten an, so fallt
auf, dass die Tendenz, die bei den Lymphozyten erkennbar ist, bei den Neutrophilen
in milder Form umgekehrt zu beobachten ist, das heisst, es liegt ab der achten
Woche ein gleich hoher beziehungsweise leicht erniedrigter prozentualer Gehalt an
neutrophilen  Granulozyten der Kontrollgruppe, im Vergleich mit den
Lactoferringruppen, vor.
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Abbildung 10: Anteil der neutrophilen Granulozyten in % an der Gesamtleukozytenzahl in vier
Gruppen (n = 8) zu funf Blutentnahmezeitpunkten (Mittelwert + Standardabweichung)

a, b, c, d: unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den einzelnen
Blutentnahmezeitpunkten innerhalb einer Gruppe

*: signifikanter Unterschied (p<0,05) zur Kontrollgruppe zum jeweiligen Blutentnahmezeitpunkt
X, Y, z: unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den einzelnen
Lactoferringruppen zum jeweiligen Blutentnahmezeitpunkt

Da die Welpen aller Gruppen wahrend der gesamten Versuchsdauer gesund waren,
kommt eine krankheitsbedingte relative Lymphozytose der Welpen der
Kontrollgruppe nicht als Ursache in Frage. Moglicherweise Ubt Lactoferrin, wie in
mehreren Studien bereits konstatiert, auf die immunologischen Vorgange der Welpen
einen Einflul® aus. Welche genauen Mechanismen dieser Tatsache zugrunde liegen,
kann anhand der vorliegenden Ergebnisse und der Ergebnisse anderer Studien nicht

klar dargestellt werden.

Bekanntermallen spielen die Lymphozyten eine Rolle bei der Abwehr von
Infektionskrankheiten, besonders solcher mit viraler Genese. Es wird angenommen,
dass die orale Aufnahme von Lactoferrin Uber intestinale Zellen und GALT-Zellen in
der Lage ist, auch systemische Wirkung auf das Immunsystem zu entfalten,
beziehungsweise die Leukozyten im GALT, die anschlielend systemisch aktiv

werden, direkt zu stimulieren (TOMITA et al., 2002).
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Frihere Untersuchungen am Menschen (ZIMECKI et al., 1998) und an Mausen
(Zimecki et al., 1991; ligo et al., 1999, Wang et al., 2000; Kuhara et al., 2001)
zeigten, im Gegensatz zu den hier vorliegenden Ergebnissen, einen stimulierenden
Einfluld von Lactoferrin auf die Produktion von Lymphozyten im Darm und im Blut.
Alle erwahnten Studien waren auf wesentlich kirzere Zeitraume als die vorliegende
Untersuchung beschrankt. Es scheint daher mdoglich, dass Lactoferrin zu Beginn
einer Studie, beziehungsweise bei einem kurzen Applikationszeitraum, zu einer
gesteigerten Proliferation der Lymphozyten fuhrt, bei Langzeitbehandlung aber den

gegenteiligen Effekt ausubt.

Da die Lymphozytenzahlen bei Jungtieren sehr starken Schwankungen unterliegen
(WALSER, 1990) und die Standardabweichung besonders in der Kontrollgruppe hoch

ist, ist die Moglichkeit eines Zufallsbefundes jedoch nicht auszuschliel3en.

55 Immunglobulin G gegen Humanes Serum Albumin

Der Verlauf der Konzentration von spezifischem Immunglobin G (IgG) gegen
Humanes Serum Albumin (HSA) scheint durch die Supplementierung von Lactoferrin

nicht beeinflult worden zu sein.

Wie zu erwarten, sind bei der Blutentnahme in der achten Lebenswoche, vor der
ersten Injektion von HSA, keine spezifischen Antikérper vorhanden. Lediglich bei
einem Hund der Gruppe LF 60 wurde ein hoher Gehalt gemessen, was allerdings als
Messfehler zu werten ist. Die physiologischen Vorgange, die sich bei einer Impfung
abspielen, lassen sich an den Kurven sehr gut nachvollziehen. So stieg die
Konzentration der spezifischen Anti-HSA-Antikorper nach der ersten subcutanen
Applikation von HSA bereits in einem moderaten Bereich auf im Mittel 296 ng/ml an,
blieb dann, bis zur zweiten Applikation von HSA in Woche 10, konstant, um danach
deutlich den sogennanten Booster-Effekt von Impfungen erkennen zu lassen und auf

Werte von durchschnittlich 3650 ng/ml anzusteigen.
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Abbildung 11: 1gG gegen HSA in ng/ml Plasma in vier Gruppen (n = 8) zu vier Entnahmezeitpunkten
in ng/ml Plasma (Mittelwert £ Standardabweichung)

Statistische Signifikanzen siehe Tabelle 25, S. 84)

Abbildung 12 zeigt am Beispiel der Gruppe LF 120, dass der Anti-HSA-Antikorper-
Gehalt der einzelnen Hunde, besonders in Woche 14, sehr stark variiert. Die
gemittelten Werte der vier Versuchsgruppen lagen allerdings sehr nahe beieinander

und lassen keine Auswirkungen von Lactoferrin erkennen (Abbildung 11).

= 8000,0 —e— Hund1
?C» 7000,0 1 —=— Hund2
= 6000,0 1 Hund3
"~ 5000,0

= Hund4
2 4000,0 | Hunds
S 3000,0 * H””d6
Z 2000,0 —e—Hun
® 10000 —+—Hund7
= 0,0 —= Hund8

8 10 12 14 Woche

Abbildung 12: IgG gegen HSA in ng/ml Plasma in der Gruppe LF 120 zu vier
Entnahmezeitpunkten in ng/ml Plasma (Mittelwert + Standardabweichung)

Statistische Signifikanzen sieheTabelle 26, S. 84)
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Diskussion

Eine Studie von BUNOUT et al. (2002) bestatigt diese Feststellung. Sie untersuchte
die Effekte, die die orale Aufnahme einer prebiotischen Mischung (70 % Raftilose
und 30 % Raftilin) durch alte Menschen Uber 28 Wochen erzielte. Hauptpunkt dieser
Studie war die Untersuchung eines Effektes dieser prebiotischen Substanzen auf die
Immunreaktion, die die Personen auf die einmalige Impfung gegen Influenza und
Pneumokokken in Woche 2 des Versuches zeigten. Auch BuNouT et al. (2002)
konnten keinen Unterschied der spezifischen Immunglobulinkonzentration gegen die
Impfviren und dem Titer an sekretorischen IgA zwischen der Versuchsgruppe und
der Kontrollgruppe nachweisen. Eine weitere Studie von DUGGAN et al. (2003) wurde
mit Kindern in Peru durchgefihrt, deren Nahrung im ersten Versuch mit dem
Prebiotikum Oligofructose, im zweiten Versuch mit einer Kombination aus Zink und
Oligofructose angereichert wurde. Bei beiden Versuchen gab es eine Kontrollgruppe
ohne Supplementierung. Der spezifische Antikdrpergehalt nach einer Impfung gegen
Haemophilus influenzae Typ B war in allen vier Gruppen gleich, was verdeutlicht,
dass auch Oligofructose keinen Einflud auf die systemische Antikorperproduktion
zeigt.

Andere Untersuchungen, die sich mit immunologischen Effekten von Prebiotika
beschaftigen, zeigen eine lokale Steigerung der sekretorischen IgA im Darm von
Ratten (ROLLER et al., 2004) und Mausen (DeEBBABI et al., 1998). Systemische
Wirkungen von Lactoferrin oder Prebiotika auf das Immunsystem konnten bisher
noch nicht nachgewiesen werden. SCHLEY und FIELD (2002) vermuten eine
Modulation von Immunparametern im GALT, sekundaren lymphoiden Geweben und

auch der peripheren Zirkulation durch die Aufnahme von Prebiotika.
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Zusammenfassung

6 ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung von Lactoferrin, einer prebiotisch
wirksamen Substanz, auf das Blutbild sowie die spezifische Immunantwort am
Modell der mutterlosen Aufzucht von neonatalen Beaglewelpen untersucht.
Lactoferrin ist ein eisenbindendes Glykoprotein, das in der Milch sowie in diversen
Sekreten verschiedener Sauegetierspezies vorkommt. Es zeigte in bisherigen
Studien, neben vielen anderen Wirkungen, stoffwechselférdernde und

immunmodulatorische Eigenschaften.

Die vorliegenden Untersuchungen, die sich uber 14 Wochen erstreckten, wurden mit
32 Welpen in vier Versuchsgruppen (n= 8), die verschiedene Lactoferrindosierungen
(0, 30, 60, 120 mg Lactoferrin/lkg Milchaustauscher bzw. Trockenalleinfutter)
erhielten, durchgefuhrt. Bis zum Absetzalter von acht Wochen wurden sie mit selbst
hergestelltem, bilanziertem Milchaustauscher,  anschlief3end mit  einem

kommerziellen, bilanzierten Trockenalleinfuttermittel ernahrt.

Die Lactoferringabe hatte keinen Einfluss auf die Gewichtsentwicklung der Welpen.
Bei der Beurteilung der Blutwerte fielen beim wei3en Blutbild positive Tendenzen in
den Lactoferringruppen auf. So zeigten die Lactoferringruppen im Vergleich zur
Kontrollgruppe ab der achten Lebenswoche niedrigere relative Lymphozytengehalte,
was eine antiproliferative Wirkung von Lactoferrin auf die Bildung der Lymphozyten
vermuten lasst. Die Proliferation von neutrophilen Granulozyten wurde durch
Lactoferrin eher gefordert, da die Versuchsgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe
einen etwas erhdohten Gehalt aufwiesen. Es konnte jedoch keine statistische
Signifikanz nachgewiesen werden.

Am roten Blutbild zeigte sich der typische Verlauf, der bei der Entwicklung neonataler
Hundewelpen im Allgemeinen beobachtet werden kann; die orale Aufnahme von
Lactoferrin veranderte die Ergebnisse nicht.

Als Parameter fir die Immunantwort wurde die Bildung von Anti-Humanes-Serum-
Albumin-Antikdrpern  bestimmt. Auf die Bildung spezifischer Antikorper,

hervorgerufen durch die zweimalige subcutane Applikation von Humanem Serum
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Albumin, zeigte Lactoferrin keinen Einfluss. Daher konnte kein direkter

Zusammenhang zwischen Lactoferringabe und Immunantwort beobachtet werden.

Es zeigte sich, dass eine orale Gabe von Lactoferrin bei gesunden Beaglewelpen
keine Verbesserung der spezifischen Immunantwort bewirkt. Jedoch kann Uber eine
antiproliferative  Wirkung von Lactoferrin auf die Lymphozytenbildung spekuliert

werden.
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4 SUMMARY

Silke Regulski

Lactoferrin-supplementation to newborn beagle puppies — effects on immune

system and blood paramaters

In this study the effects of the prebiotic acting substance lactoferrin on blood
parameters and the specific immune reaction were investigated in the model of
orphan-reared neonatal beagle-puppies. Lactoferrin is an iron-binding glycoprotein
that can be detected in milk and other external secretions of various mammals. In
addition to many other functions it has shown stimulating effects on metabolism and

immune system in previous trials.

For this 14-week trial 32 beagle-puppies were split in four groups (n = 8) with
different lactoferrin inclusion levels (0, 30, 60, 120 mg Lactoferrin/kg milk replacer or
dog food). The dogs were fed self-made, balanced milk replacer until weaning during

week 8, followed by a commercial dry dog food.

Application of Lactoferrin to the puppies had no influence on the increase of body
weight. Looking at blood parameters some tendencies of the lactoferrin-
supplemented groups within the white blood cell parameters could be detected.
Treatment groups showed a decrease of relative lymphocyte numbers compared to
those of the control group, what could be due to an anti-proliferating activity of
lactoferrin on lymphocytes. Proliferation of neutrophil granulocytes was stimulated by
lactoferrin, shown by the slightly increased levels of neutrophils in the treatment
groups. No statistical significance could be detected.

The typical physiological pattern of the development of red blood cell parameters
during the first weeks of newborn puppies could be seen, while oral lactoferrin
admission did not change any of these results.

The production of anti human serum albumine antibodies was chosen as a
parameter for the investigation of the effect of lactoferrin on the immune status.

Lactoferrin did not show any influence on the proliferation of specific antibodies,
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induced by the subcutaneous application of human serum albumine for two times
during week 8 and 12. Therefore, no direct association between lactoferrin-
supplementation and immune response could be observed.

It could be shown, that the application of lactoferrin did not increase the immune
response in healthy beagle-puppies, but it can be discussed wether it induces an

antiproliferative effect on the production of lymphocytes.
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