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Einleitung

1 Einleitung

Seit mehreren Jahren lassen sich Veranderungen im Management der Herden von
Milchviehbetrieben beobachten. Friher stand die Einzeltierbehandlung im Vordergrund des
tierarztlichen Handelns. Heute werden zunehmend prophylaktische Malnahmen zur
Vermeidung von Erkrankungen in den Betrieben etabliert. Die Transitperiode, der Zeitraum
von drei Wochen vor der Abkalbung bis drei Wochen nach der Abkalbung, steht hierbei im
Fokus. Diese Phase ist von entscheidender Bedeutung fir die Gesundheit, Produktivitat und
somit fur die Rentabilitat der Milchkiihe (DRACKLEY, 1999).

Des Weiteren wurde das Leistungsmerkmal Milchmenge bei den Milchkihen intensiv
zlchterisch gefordert. Dabei steht die steigende Milchleistung in negativer Korrelation zur
Fruchtbarkeit. Eine fruchtbare Milchviehherde ist die Grundlage fir den wirtschaftlichen
Erfolg der Milcherzeugung. Verlangerte Zwischenkalbezeiten (ZKZ), zuséatzliche
Behandlungs- und vermehrte Besamungskosten bedeuten flr den Milcherzeuger hohe
finanzielle Verluste. Somit stellen Fruchtbarkeitsstérungen beim Hochleistungsmilchrind ein
zunehmendes Problem dar. Sie gehéren mittlerweile zu der Hauptabgangsursache fur die
Schlachtung weiblicher Milchrinder (ADR, 2010).

Unmittelbar nach der Abkalbung muss das Tier neben dem Erhaltungsbedarf auch den
Energiebedarf fir die Milchleistung kompensieren (SCHRODER UND STAUFENBIEL, 2006). Das
peripartale Energiedefizit und die daraus resultierenden Adaptationsprozesse belasten den
Stoffwechsel der Milchkiihe. Der Energiebedarf tritt dabei zu einem Zeitpunkt auf, an dem die
Futteraufnahme reduziert und somit die Energieversorgung erniedrigt ist. Laut OCYLOK
(2007) durchlaufen mehr als 80 % der Kuhe in der Fruhlaktation eine Phase der negativen
Energiebilanz. Hoher leistende Kihe haben einen intensiveren Stoffumsatz und sind
demnach auch anfalliger gegeniber Stoffwechselimbalanzen als Tiere mit niedrigerer
Milchleistung. Somit stellen Kiihe mit hohen Milchleistungen erhéhte Anforderungen an das
Haltungs-, Fltterungs- und Gesundheitsmanagement. Auch ist die Kérperkondition vor der
Abkalbung entscheidend flir die nachste Laktation. Kihe mit einer héheren Rickenfettdicke
(RFD) sind in der Lage mehr Korperfett zu mobilisieren, um die negative Energiebilanz
ausgleichen zu kénnen. In der Leber werden die abgebauten Fette zu Ketonkdrpern
umgebaut. Diese kdnnten jedoch zu einer Ketose bzw. zum Fettlebersyndrom flhren.

Es wird deutlich, dass eine negative Energiebilanz nicht nur Auswirkungen auf den
Stoffwechsel, sondern auch auf die Fruchtbarkeit und auf die Oozytenqualitat der Tiere hat.
Mit Zunahme der negativen Energiebilanz steigt die ZKZ an (SCHRODER, 2000). Dies ist ein
sinnvoller physiologischer Mechanismus, um den Organismus zu schitzen. Eine verlangerte
ZKZ deutet auf eine schlechtere Fruchtbarkeit hin. Betrachtet man endokrine Parameter der

Fortpflanzung wird klar, dass eine negative Energiebilanz die Ausschittung von




Einleitung

Gonadotropin Releasing Hormon (GnRH) vermindert. Dadurch sinkt die Sekretion des
luteinisierenden Hormons (LH), welches fur die Auslésung der Ovulation und der Bildung des
Corpus luteum (CL) zustandig ist (ZUREK et al, 1995).

Aufgrund des Rickganges an LH kommt es zu einem unzureichenden Follikelwachstum und
in der Folge zu einer verminderten Ostrogenausschiittung. Dies wiederum fiihrt zu einer
reduzierten Brunstsymptomatik und damit zu einer erschwerten Brunsterkennung, welche
eine verlangerte ZKZ nach sich ziehen kann.

In der vorliegenden Arbeit sollte bei hochleistenden Milchkihen der Einfluss der
Kérperkondition, indiziert durch die erhobenen RFD, eine Woche vor der Abkalbung auf
metabolische, endokrine und reproduktionsphysiologische Parameter untersucht werden.
Des Weiteren sollte geprtift werden wie sich das Zeitintervall zwischen Abkalbung und erster
lutealer Aktivitdt auf die metabolischen, endokrinen und reproduktionsphysiologischen
Parameter p.p. auswirkt. Ein weiteres Ziel der Studie ist die Beurteilung der Oozytenqualitat
von Hochleistungsmilchkihen. Mit diesen Informationen kdnnte gegebenenfalls das Kuh-
und Haltungsmanagement angepasst werden, um bessere Fruchtbarkeitsergebnisse zu

erzielen.




Literaturtbersicht

2 Literaturubersicht

2.1 Entwicklung der Milch- und Reproduktionsleistung bei
Milchkiihen

Milch ist ein hochwertiges Grundnahrungsmittel. Die Milchproduktion in Europa wurde durch
die Milchquotenregelung (1984-2015)  beschrankt, wahrend die  weltweite
Kuhmilchproduktion um 20 % auf 580 Mio. Tonnen gestiegen ist. Mehr als ein Funftel dieser
Menge (134,3 Mio. Tonnen) wurde in den Landern der Europaischen Union (EU) gemolken.
Damit ist die EU grofiter Milcherzeuger weltweit. Zweitwichtigster Milchproduzent sind die
United States of America (USA) mit einer Menge von 86,2 Mio. Tonnen. Betrachtet man die
Lander fur sich, ist Deutschland mit jahrlich 29,7 Mio. Tonnen Milch nach den USA, Indien,
China und Russland der funftgroRte Produzent von Kuhmilch der Welt (BUNDESMINISTERIUM
FUR ERNAHRUNG, LANDWIRTSCHAFT UND VERBRAUCHERSCHUTZ (BMELV), 2011). Uber 20 %
der Milchmenge der EU wird in Deutschland gemolken. Die deutsche Milchindustrie setzt
jahrlich rund 26 Milliarden Euro um. Mit Uber 33.000 Arbeitsplatzen zahlt die
milchverarbeitende Industrie zu der starksten Branche innerhalb der deutschen
Erndhrungsindustrie  (Miv, 2015). Abbildung1 zeigt den Strukturwandel in der
Milcherzeugung in Deutschland. Die Milchleistung je Kuh steigt weiter an, wahrend die
Milcherzeuger und die Milchviehbestdnde deutlich zuriickgehen. Insgesamt haben vier

Millionen Kiihe in Deutschland im Jahr 2014 rund 32,4 Millionen Tonnen Milch produziert.
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Abb. 1: Strukturwandel in der Milcherzeugung
(Miv, 2015)
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Die Milchleistung je Kuh und Jahr liegt in Deutschland bei rund 7.400 kg. Innerhalb von
Deutschland variiert die Milcherzeugung zwischen den Bundeslandern stark. Sachsen,
Brandenburg und Mecklenburg-Vorpommern sind mit tber 8.239 kg Milch pro Kuh und Jahr
die Spitzenreiter. Im Vergleich produziert Bayern 6.017 kg Milch pro Kuh und Jahr (RIESTER
ET AL., 2010). Bezogen auf die Rasse Deutsche Holstein (Farbrichtung: Schwarzbunt) stieg
in den Landeskontrollverband (LKV) gepriften Betrieben in Mecklenburg-Vorpommern die
Milchleistung in den letzten 10 Jahren um 12,5 % von durchschnittlich 8.354 kg Milch pro
Kuh und Jahr (2005) auf durchschnittlich 9.394 kg Milch pro Kuh und Jahr (2015) (ADR,
2006; vIT VERDEN, 2015).

Im Bereich der Fruchtbarkeit waren die Zahlen und Tendenzen gegenlaufig. Studien
dokumentieren den Rilckgang im Bereich der reproduktiven Effizienz. BUTLER (1998)
prasentierte Daten, die einen Rickgang des Erst-Besamungserfolges von 65 % (1951) auf
40 % (1996) bei Kihen der Rasse Holstein in New York, USA zeigten. Lucy (2001) konnte
diese Entwicklung in der Literatur an Hand von Veroffentlichungen im Journal of Dairy
Science bestatigen. Ein Ruckgang des Erst-Besamungserfolges wurde in Irland (ROCHE ET
AL., 2000) festgestellt. Um das Fruchtbarkeitsgeschehen einer Herde beurteilen zu kénnen,
ist die ZKZ ein wichtiger Mafistab. Hinsichtlich einer optimalen ZKZ gibt es keinen festen
Zielwert. Dieser muss immer in Abhangigkeit von der Milchleistung gesehen werden.
Insgesamt kann durch die Verkurzung der ZKZ ein zusatzlicher Ertrag von 2,50 Euro/Tag
bzw. von 17,52 Euro/Woche erwirtschaftet werden (LUHMANN, 2013). Somit ist es sinnvoll,
eine Moglichkeit zu finden, die Fruchtbarkeitsergebnisse zu verbessern. Denn
Fruchtbarkeitsstorungen gehdéren zu den Hauptabgangsursachen von Hochleistungs-
milchkdhen. Im Jahr 2009 wurden 20,7 % aller Abgange von Kuhen in Deutschland durch
Sterilitdt begrindet (ADR, 2010). In Deutschland hat sich ZKZ bei den Holstein (Farbrichtung:
Schwarzbunt) in den letzten 14 Jahren um 14 Tage verlangert (ADR, 2001; ADR, 2015).
Angesichts der Wirtschaftlichkeit der Betriebe hat eine Verlangerung der Zwischentragezeit
ebenfalls nachhaltige Folgen. Im Land Mecklenburg-Vorpommern hat sich die
Zwischentragezeit der Kiihe der Rasse Deutsche Holstein von 119 Tage (1996) auf 128
Tage (2009) verlangert (ZUCHTREPORT MECKLENBURG-VORPOMMERN, 1998; ZUCHTREPORT
MECKLENBURG-VORPOMMERN, 2010).

Die Ergebnisse einer im Jahre 2006 von der World Holstein-Friesian Federation initiierten
weltweiten Studie Uber Fruchtbarkeit in der Holstein-Friesian Population zeigten, dass
Fruchtbarkeit ein Problem in der Population darstellt und diesem Merkmal auf internationaler
und nationaler Ebene eine verstarkte Aufmerksamkeit zu widmen ist (SORENSEN ET AL.,
2007). Milchkuhe werden meist aufgrund ihrer hohen Milchleistung zur Weiterzucht

selektiert.
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Weitere genetische Merkmale wie z. B. die Fruchtbarkeitsrate wurden bei der Auswahl nicht
genugend berucksichtigt. Das Merkmal Fruchtbarkeit sollte verstarkt in den Zuchtzielen

formuliert werden und als Auswahlkriterium mit berlicksichtigt werden.

2.2 Energetische Situation der Milchkuh vor und nach der
Abkalbung

Wahrend der Trachtigkeit befindet sich die Milchkuh in einer anabolen Stoffwechsellage.
Eine zu hohe Energieversorgung am Laktationsende und in der Trockenstehperiode bewirkt
eine Uberkonditionierung und damit eine Reduzierung des Futteraufnahmevermdgens, was
letztendlich zu einer verstarkten Verwendung von Kérperfett fihrt. In der Transitphase (drei
Wochen vor bis drei Wochen nach der Abkalbung) unterliegt der Stoffwechsel der Tiere sehr
hohen Belastungen. Es kommt zu einem exponentiellen Anstieg des Energiebedarfs (BELL,
1995). Es wird mehr Energie fur die Versorgung des Uterus und das Wachstum des Foétus
bendtigt sowie fur die Geburt und die Milchbildung. In dieser kritischen und sensiblen Phase
kommt es haufig zu Gesundheitsstérungen (z. B. Ketose) mit deutlichen Leistungseinbulien.
In den letzten Wochen der Trachtigkeit begrenzt die GroRe des graviden Uterus das
Pansenvolumen. Aufgrund dieser physiologischen Situation ergibt sich eine Reduzierung des
Futteraufnahmevolumens um 30 — 35 % (INGVARTSEN und ANDERSEN, 2000). Im Gegensatz
dazu nimmt der Energiebedarf mit Annaherung an den Partus zu (FRENCH, 2006). Um
hochste Futteraufnahmen zu erzielen, sollte ein optimales Trockenstehmanagement
praktiziert werden. Des Weiteren sollte die Futterung an die Milchleistung angepasst werden
(KUHLA ET AL., 2016). Als weitere Ursache der peripartalen Reduktion der Futteraufnahme
diskutiert BREVES (2007) das Hormon Ostrogen. Im Zuge der hormonellen
Geburtsvorbereitung erhéht sich die Ostrogenkonzentration im Blut signifikant. Dies sieht
BREVES (2007) als wesentlichen Grund der Futteraufnahmereduktion um den
Geburtszeitpunkt. Die daraus resultierende verminderte Flllung des Gastrointestinaltraktes
ist im Hinblick auf einen unkomplizierten Geburtsablauf als sinnvoll zu werten.

Der Energiestoffwechsel einer Milchkuh ist vor der Kalbung auf die Deckung ihres
Erhaltungsbedarfes zuziiglich des Bedarfes fir das Wachstum des Fétus ausgerichtet. Die
Kalbung stellt hochste Anforderungen an die Kuh. Unmittelbar nach der Kalbung muss die
Milchkuh neben dem Erhaltungsbedarf auch den Energiebedarf fir die Milchleistung
kompensieren (SCHRODER und STAUFENBIEL, 2006). Die meisten hochleistenden Kihe
kénnen die enorme Leistung nicht mit einer adaquaten Futteraufnahme abdecken. Da diese
nach der Abkalbung nur langsam ansteigt, reicht die taglich mit dem Futter aufgenommene
Energiemenge nicht zur Aufrechterhaltung der metabolischen Funktion und der Milchbildung
aus (WRENZzYCKI und BOLLWEIN, 2009).
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Die Tiere kommen post partum in einen Energiemangel und missen ihre Korperfettreserven
verwenden. Der Abbau von Korperfett kann mit Stoffwechselstérungen sowie mit
Leistungseinbrichen und Fruchtbarkeitsstorungen verbunden sein. Die Dauer und das
Ausmal} der negativen Energiebilanz (NEB) ist dabei variabel (REIST, 2003).

Gleichzeitig stellt die Abkalbung eine Stresssituation dar, welche zu einer Freisetzung von
Catecholaminen flihrt. Diese wiederum stimulieren die Lipolyse und verstarken den damit
verbundenen Korpermassertickgang (HERDT, 2000). Die Tiere sind auf eine kontinuierliche
Zuckerneubildung (Gluconeogenese) vor allem flr die Milchsynthese angewiesen (STURMER,
2009). Reduzierte Futteraufnahme und negative Energiebilanz vermindern die
Insulinsekretion. Es besteht eine Korrelation zwischen der Futteraufnahme und der Insulin-
Konzentration im Blut (KUHLA ET AL., 2016). Die Insulinempfindlichkeit in den Geweben nimmt
ab. Der Glykogenabbau in der Leber sowie der Korperfettabbau werden verstarkt. Die Kiihe
sind nicht in der Lage, die verstarkt freigesetzten Fettsauren vollstandig zu verstoffwechseln,
um sie in Energie umzuwandeln. Der Fettgehalt in der Leber erhdht sich durch die verstarkt
anflutenden freien Fettsduren. Durch das potenziell bereits vor der Abkalbung eintretende
Energiedefizit kdnnen die NEFA- (non esterified fatty acids) Konzentrationen im Plasma
bereits ein bis zwei Wochen ante partum (a.p.) ansteigen. Die erhohten NEFA-
Konzentrationen gelten als Hauptausldser fir die verminderte Futteraufnahme (SEPULVEDA-
VARAS ET AL., 2015).

Die maximale Milchleistung stellt sich in der vierten bis siebten Laktationswoche ein,
wahrend das Maximum der Futteraufnahme erst in der achten bis zehnten Laktationswoche
erreicht wird (INGVARTSEN und ANDERSEN, 2000). BREVES (2007) und PETERSON ET AL. (2005)
beschreiben bei den Tieren zum Ende der ersten vier Laktationswochen wieder eine
Trockensubstanzaufnahme (TSA) von 22-24 kg Trockensubstanz (TS)/Tag. Die Beziehung
zwischen der Energiebilanz und der Futteraufnahme korreliert starker (Korrelationskoeffizient
(r) = 0,73, Signifikanswert (p) < 0,01) als die Beziehung zwischen der Energiebilanz und der
Milchleistung (r = 0,25, p <0,05) (NEBEL und MCGILLIARD,1993). Trotz der energiereichen
Futterung kommt es zum postpartalen Energiedefizit, welches durch die Mobilisierung von
Depotfett ausgeglichen wird. Dieser Energiemangel in der Frihlaktation hat vielfaltige
Auswirkungen. Durch eine gestérte Immunfunktion kann es zu Placentaretention,
Endometritis oder Mastitis kommen. Ein unzureichender Stoffwechsel kann Fettleber, Ketose
oder Pansenacidosen zur Folge haben (ESPOSITO ET AL., 2014). Zum Beispiel kann ein
Ubersteigerter postpartaler Depotfettabbau und das Unvermdgen, die freigesetzten
Fettsduren vollstdndig zu verstoffwechseln zum Fettmobilisationssyndrom mit fettiger

Leberdegeneration fuhren.
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In Abbildung 2 sind die genannten Sachverhalte graphisch dargestellt. Der schraffierte
Bereich zeigt deutlich das Energiedefizit zwischen der benétigten und der aufgenommenen
Energie. Des Weiteren ist der Verlauf der Lebendmasse dargestellt. Ein wichtiger
Wendepunkt in den Kurvenverlaufen ist um die zwdlfte Woche post partum (p.p.) zu
erkennen.

Zu diesem Zeitpunkt kommen die meisten Tiere wieder in eine positive Energiebilanz und

beginnen mit dem Kdérpermasseaufbau.

negative NEB ausgeglichene NEB positive NEB

¢ Lebendmasse

Energie (MJ/Tag)

aufgenommene Energie

Milchleistung u. Erhaltung

1 13 36 44 52 Woche p.p.

Prioritaten der Energieverwendung
wahrend der Laktationsdrittel

« Laktation * Reproduktion * Reproduktion
* Reproduktion * Laktation » Wachstum

» Wachstum * Wachstum * Erhaltung

* Erhaltung * Erhaltung

Abb. 2: Uberblick iiber den Energiehaushalt einer Milchkuh p.p. bis zur nichsten
Abkalbung (STAUFENBIEL,1997)

Der Verlauf der Energiebilanzkurve von STAUFENBIEL (1997) wird vom Alter, Rasse,
Haltungs- und Futterungsniveau, Leistung sowie der Gesundheit der Kiihe bestimmt
(STAUFENBIEL, 1997). Ebenfalls bestimmen Parameter wie Koérperkondition zum Partus,
Anzahl der Laktation, Schwere der Futteraufnahmedepression, Qualitdt der eingesetzten
Futterration und Umwelteinflisse das Ausmal} der negativen Energiebilanz (BREVES, 2007).
Im Zeitraum der negativen Energiebilanz greifen Kuhe auf ihre korpereigenen
Energiereserven zuriick, dies kann sich nach PRYCE ET AL. (2001) negativ auf die
Fruchtbarkeit auswirken. Die wichtigste Energiereserve ist das Korperfett (WRENzYCKI und
BOLLWEIN, 2009). Korperproteine und Leberglykogene sind aufgrund der geringen
Verfugbarkeit als Energiereserve wahrend der Laktation zu vernachlassigen (STAUFENBIEL ET
AL., 1992).
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2.3 Methoden zur Einschatzung der Energiebilanz

Die Energiebilanz eines Rindes kann auf verschiedene Weisen festgestellt werden. Eine
exakte Bestimmung der Energiebilanz erfolgt Uber die Warmeproduktion mit Hilfe
kalorimetrischer Verfahren. Leichter anwendbar ist die Berechnung der Energiebilanz oder
auch die Abschatzung der Energiebilanz durch die Bestimmung des Body Condition Scores
(BCS) sowie die Messung der Rickenfettdicke oder die Lebendmassewagung. Jedoch sind
fur die beiden zuletzt genannten Methoden apparative Hilfsmittel unentbehrlich. Eine weitere
Méglichkeit zur Einschatzung der Energiebilanz ist die Bestimmung spezifischer
Stoffwechselparameter (z. B. NEFA, B-Hydroxybutyrat, Glucose). Allerdings sind hierflr
meist eine Blutentnahme und deren anschlieRende Analyse der Parameter im Labor

unerlasslich.

2.3.1 Berechnung der Energiebilanz

Unter der Energiebilanz versteht man die Differenz aus der der aufgenommenen Energie
und der Summe des Energiebedarfes fir Erhaltung und Leistung (STAUFENBIEL ET AL., 1989).
Um die Energiebilanz zu kalkulieren ist eine mdglichst genaue Erfassung von
Energieaufnahme und Energieabgabe Voraussetzung (REIST, 2003).

Der Erhaltungsbedarf dient zur Funktionserhaltung lebenswichtiger Organe und zur
Sicherstellung der Leistungsbereitschaft. Dazu zahlen der Energiebedarf fir die Verdauung,
der Nahrstoffumsatz sowie die Bewegungsleistung zur Aufrechterhaltung der Gesundheit
und die Warmeregulation. Der Leistungsbedarf entspricht jener Energiemenge, die zur
Bildung von Milch, Kérperwachstum, Koérperzunahme und fir das Wachstum des Fotus
aufgewendet werden muss (WURM, 2010).

Berechnungsformel:

Erhaltungsbedarf = Energie (Megajoule (MJ) Energie/Tag) = 0,293 * Kérpergewicht®’®

Eine 650 Kilogramm (kg) schwere Kuh bendtigt dementsprechend etwa 37,7 MJ Energie pro

Tag fir die Erhaltung der lebenswichtigen Funktionen.

Energiebedarf fiir die Milchleistung: Der Energiebedarf pro kg Milch ist abhangig von der
Milchzusammensetzung, die von Tier zu Tier und innerhalb der Laktation pro Tier variiert.
Somit ist es sinnvoll, die Milchmenge auf eine standardisierte Milchzusammensetzung zu

berechnen.
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Eine normierte Milch enthalt 4,0 % Fett, 3,4 % Eiweil und 4,7 % Laktose. REIST ET AL. (2003)
hat eine Formel erstellt, um die individuelle Milchzusammensetzung in eine vergleichbare
sogenannte Energie korrigierte Milch (ECM) umzurechnen. Der Energiegehalt der ECM wird

aus dem Fett-, Eiweil- und Laktosegehalt der Milchleistungsdaten abgeleitet.

ECM (kg) = ((0,038 = g Rohfett) + (0,024 » g Rohprotein) + (0,017 * g Laktose))* kg Milch

3,14

Je Kilogramm standardisierte Milch sollte ein Tier 3,14 MJ Energie aufnehmen. Fir eine

Tagesleistung von 40,0 kg ECM wendet eine Kuh demnach 125,6 MJ Energie auf.

Energiebilanz:
Der Ausschuss fir Bedarfsnormen der Gesellschaft fir Ernahrungsphysiologie (GfE) (GFE,

2001) hat folgende Formel bezlglich der Energiebilanz erstellt:

Energiebilanz (MJ NEL/Tag) = Energieaufnahme — (0,293 * KG%"® + ECM * 3,14)

Wenn eine Kuh pro Tag 20,0 kg TS/Tag mit einem Energiegehalt von 7,14 MJ/kg TS
aufnimmt, dann entspricht dies einer taglichen Energieaufnahme von 142,8 MJ NEL. In
diesem Fall befindet sich die 650 kg schwere Kuh mit einer Milchleistung von 40,0 kg ECM in
einem Energiedefizit von -20,5 MJ NEL.

2.3.2 Bestimmung des Body Condition Scores (BCS)

Die Anwendung des BCS ist eine Methode zur Beurteilung der Energiereserven der Tiere
basierend auf der Bewertung der auReren Erscheinung. Zur Bewertung von Milchkuhen
finden die Beurteilungskriterien und der Benotungsschliissel von EDMONSON (1989) die
haufigste Anwendung. Hiernach erfolgt die Bewertung des BCS durch Adspektion an acht
definierten Korperpartien, die sich an der Lendenwirbelsaule, dem Schwanzansatz und der
Beckengegend befinden. Jede Korperregion erhalt eine Konditionsnote von 1 (kachektisch,
hochgradig abgemagert) bis 5 (adipds, hochgradig verfettet), die jeweils noch in 0,25er
Schritten unterteilt wird. Aus diesen Einzelergebnissen wird ein Mittelwert gebildet, der den
Konditionszustand des Tieres darstellt. Mit der entsprechenden Erfahrung ist die Beurteilung
der Tiere praxisnah, kostengunstig und wenig zeitintensiv (DOMECQ ET AL., 1997). Jedoch

lasst die Bestimmung des BCS nur eine grobe Differenzierung zu.
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Es werden die Korperfettreserven durch Adspektion und zum Teil durch Palpation duRerlich
leicht zuganglicher Korperregionen beurteilt und der Zustand des Tieres nach einem
vorgegebenen Schlissel benotet.

Die koérperliche Verfassung einer Milchkuh ist anhand von Korperfettreserven feststellbar.
Um die Milchleistung, Gesundheit und Fruchtbarkeit aufrecht zu erhalten, werden
Korperfettreserven mobilisiert (KOCILA ET AL., 2009). Fur einen optimalen Verlauf des BCS
p.p. sollten Kihe zur Abkalbung einen BCS-Wert von 3,5 Punkten aufweisen. Im Idealfall
bewegt sich die Kondition im ersten Laktationsdrittel in einem Bereich zwischen 2,75 und 3,0
Punkten. Mit sinkender Leistung kdnnen Kiihe ab dem zweiten Laktationsdrittel wieder ihre
Korperreserven aufbauen. Zum und wahrend des Trockenstellens wird ein BCS-Wert von 3,5

als optimal angesehen.

2.3.3 Messung der Ruckenfettdicke (RFD)

Eine weitere Methode zur Beurteilung der Kérperkondition basiert auf der Ermittlung der RFD
mittels Ultraschall. Der Messpunkt zur Erfassung der RFD wurde nach STAUFENBIEL ET AL.
(1992) gewanhlt und ist in Abbildung 3 dargestellt: Auf einer gedachten Verbindungslinie
zwischen dem Sitzbeinhdécker und dem Hufthocker, ungefahr eine Handbreit vom
Sitzbeinhocker entfernt, befindet sich der Messpunkt. Die RFD ist ein objektiver Messwert
fur die Quantitdt der vorhandenen Korperfettreserven. Das Fettgewebe ist der quantitativ
bedeutsamste Energiespeicher zum Ausgleich des postpartalen Energiedefizites (PEDRON ET
AL., 1993). Die Dicke des Rickenfettes dient als Indikator fir den Energiestatus und liefert
wertvolle Informationen Uber die Stoffwechsellage der Milchkuh (STAUFENBIEL ET AL., 1991).
Mit Hilfe dieser ultrasonographischen Messung lasst sich die subkutane Fettauflagerung des
Depotfettes einer Milchkuh quantifizieren und die Kérperkondition beurteilen (STAUFENBIEL,
1997).

Quelle: Privat

Abb. 3: Messpunkt der RFD
a. Tuber coxae, b. Tuber ischiadicum, c. Auflagepunkt fir die Ultraschallsonde

10
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Zwischen der RFD am Messpunkt im Rickenbereich und dem Gesamtkoérperfettgehalt
besteht bei Milchkiihen eine signifikante, positive Korrelation im Bereich von r = 0,8 - 0,9.
Hierbei entspricht 1 mm gemessene RFD etwa 4,75 kg Korperfett (SCHRODER und
STAUFENBIEL, 2006). Das bedeutet, dass der Differenzbetrag aus zwei Messungen mit dem
Faktor 4,75 multipliziert, die absolute Menge des mobilisierten oder deponierten Korperfettes
in Kilogramm angibt (STAUFENBIEL ET AL., 2004). Die Anderung um 1 mm RFD entspricht
einer Veranderung des Korperfettgehaltes um ca. 0,75 % bzw. um 200 MJ Nettoenergie. Die
Ruckenfettdickeveranderung zwischen zwei Messungen spiegelt die laktationsbedingte
Veranderung zwischen Katabolismus und Anabolismus wider. Wahrend eines
Laktationszyklus finden dynamische Auf- und Abbauvorgange der Fettreserven statt, wobei
die Umbauprozesse von der Energiebilanz abhdngen. Die Abnahme der RFD ist ein
quantitatives Mal} fir die Lipolyseintensitat und einer Zunahme des Riickenfettes fur die

Lipogeneserate (STAUFENBIEL, 1997).

Die tagliche Rlckenfettabbaurate sollte in den ersten 4 Wochen p.p. 0,14 mm/Tag (oder
1 mm/Woche) nicht Uberschreiten. Abhangig von der Ausgangskondition zur Abkalbung
sollte die Ruckenfettdickenabnahme insgesamt 8-16 mm nicht Uberschreiten. Das entspricht
einer Mobilisierung von 38 bis 76 kg Korperfett (STAUFENBIEL ET AL., 1991). Durch die
Veranderungen der RFD ist es mdglich, Aussagen Uber die Starke und Dauer der
Konditionsverluste in der Friihlaktation zu treffen. In der Mittel- und Spéatlaktation ist die RFD-
Veranderung nur geringflgig ausgepragt. In diesen Laktationsabschnitten sind die absoluten
RFD-Werte von héherem Informationsgehalt als die RFD-Veranderungen. Bei einer RFD von
unter 20 mm zur Abkalbung nehmen die negativen Effekte des Energiedefizites auf
Milchleistung und Fruchtbarkeit deutlich zu (STURMER, 2009). Um hohe Milchleistungen und
gute Fruchtbarkeitsergebnisse zu erzielen, empfehlen STAUFENBIEL ET AL. (2004) eine
minimale RFD im Herdenmittel bei etwa 13 mm und den Beginn der Lebendmassezunahme
um den 100. Laktationstag.

Die Trockenstehperiode dient der Vorbereitung auf die nachste Laktation. Hier sollte bereits
die optimale Kondition erreicht sein. Somit ist wahrend der Trockenstehzeit bis zum
Abkalben ein annahernd gleichbleibender Fettansatz anzustreben. Die Fettdepots sind im
letzten Laktationsdrittel aufzubauen. Sowohl eine Uber- als auch eine Unterkonditionierung
zum Zeitpunkt des Trockenstellens haben negative Einflisse auf die Milchleistung,
Gesundheit und Fruchtbarkeit der Milchkuh p.p..

Der optimale Fettansatz zum Kalbezeitpunkt liegt, wie in Abbildung 4 dargestellt, bei einer
RFD um 25 mm, das entspricht einem Korperfettgehalt von 25 % (STAUFENBIEL ET AL., 2004).
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Abb. 4: RFD-Parabel einer Milchkuh zur Abkalbung

modifiziert nach STAUFENBIEL ET AL. (1991)

Bei einer Korperkondition zum Partus unterhalb von 20 mm Rickenfett nehmen die
negativen Auswirkungen des nur unzureichend kompensierten Energiedefizits auf die
Milchleistung und Fruchtbarkeit deutlich zu (DOMECQ ET AL., 1997). Uberkonditionierte Tiere
mit einer RFD von mehr als 30 mm Rickenfett weisen in der Frihlaktation eine gesteigerte
Mobilisierung von Korperfett auf. Dies erlaubt Rickschlisse auf spatere gesundheitliche
Probleme wie z. B. Ketose oder Fettleber (GILLUND ET AL., 2001). Wichtiger als die absolute
Menge mobilisierter Kérpermasse ist die Abbaugeschwindigkeit. Je langsamer abgebaut
wird, desto geringer sind die Risiken fir gesundheitliche Probleme und
Fruchtbarkeitsstérungen. Der Zeitpunkt des Konditionstiefpunktes ist vom Leistungsniveau
(SCHRODER und STAUFENBIEL, 2002), der Kondition zum Partus (PEDRON ET AL., 1993), der
Laktationsnummer (SCHRODER, 2000) sowie dem Trockensubstanzaufnahmevermégen
(BUTLER, 2000) abhangig.
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Mit hoherem Leistungsniveau, starkerer Kondition zum Partus, steigender Laktationsnummer
sowie hoherer Trockensubstanzaufnahme verschiebt sich der konditionelle Tiefpunkt auf

einen spateren Zeitpunkt in der Laktation.

2.3.4 Lebendmassewagung

Die Lebendmassewagung gibt einerseits das aktuelle Korpergewicht des Tieres an und
andererseits, bei mehreren Messungen in zeitlichen Abstanden, die
Korpergewichtsentwicklung Uber die Zeit wieder. Jedoch wird das Lebendgewicht von vielen
tierindividuellen Faktoren, wie die letzte Futteraufnahmemenge, der Zeitspanne zwischen der
letzten Fitterung und der Lebendmassewagung, das wechselnde Organgewicht und dem
Entwicklungsstand des Fotus beeinflusst (STAUFENBIEL ET AL., 2004). Daruber hinaus muss
das Korpergewicht des Tieres immer in Relation zur seiner Rahmengrée und in
Abhangigkeit vom Alter bzw. der Laktationsnummer betrachtet werden (STAUFENBIEL ET AL.,
2004). Der Energiegehalt pro Kilogramm Lebendmasse ist abhangig von der
Zusammensetzung des Gewebes und somit variabel.

Die Korpergewichtsveranderungen lassen keine RUckschlisse auf die prozentualen
Veranderungen von Protein, Fett und Wasser im Korper zu (SCHRODER und STAUFENBIEL,
2006).

Die Lebendmassemessung flihrt nach BOISCLAIR ET AL. (1986) zu keiner unabhangigen oder
prazisen Aussage zur Mobilisierung oder Speicherung von Energie und ist somit keine

optimale Methode fiir die Einschatzung der Energiebilanz.

2.3.5 Schatzung der Energiebilanz durch freie nicht veresterte Fettsauren
(NEFA)
Die NEFA sind Stoffwechselmetaboliten im Blut. Die Konzentration der im Blut
transportierten NEFA korreliert negativ mit der Energiebilanz (r = -0,685) (REIST ET AL.,
2002). Mit Zunahme der Lipolyserate steigt die NEFA-Konzentration im Blut an (SALLMANN
und FUHRMANN, 2005). STURMER (2009) beschreibt die NEFA-Konzentration als Indikator flr
die Fettmobilisation. Bei der Mobilisierung von Korperfettreserven gelangen NEFA verstarkt
in die Blutbahn. Auch SALLMANN UND FUHRMANN (2005) beschreiben einen Anstieg der
NEFA-Konzentration im Blutplasma in Energiemangelsituationen. Die zirkulierenden freien
Fettsduren werden zum groflen Teil von der Leber aufgenommen und entweder zu
Triacylglyceriden verestert oder zu Acetyl-CoA abgebaut. Ist die Anzahl der freien Fettsduren
zu grol3, dass sie von der Leber nicht mehr abgebaut werden kénnen, steigt in der

Konsequenz der Leberfettgehalt an. Weiterhin dienen die NEFA der Energiegewinnung in
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den verschiedenen Korpergeweben und werden im Euter fur die Milchfettsynthese genutzt.
Eine vermehrte Konzentration der freien Fettsduren im Blut férdert die Milchfettsynthese
(ScHoLz, 1990). Dies wiederum beeinflusst sowohl die Energiebilanz als auch die
Stoffwechsellage der Kuh negativ.

Mit der Supplementierung von konjugierten Linolsduren (CLA) a.p. bis p.p. kann die
Auspragung dieses Phanomens gelindert werden. Die CLA sind in der Lage die
Milchfettsynthese zu hemmen, das heildt sie kbnnen den Milchfettgehalt senken. Dies wirkt
sich gunstig auf die Energiebilanz aus, da die Kuh durch einen verminderten Fettgehalt in
der Milch weniger Energie bendtigt. Die Phase, in der sich die Kuh in der negativen
Energiebilanz befindet, wird durch die CLA Supplemierung abgeschwacht (WRENZYCKI UND
BOLLWEIN, 2009).

Schon vor der Kalbung gibt die Konzentration der NEFA im Blut Hinweise, ob Kiihe infolge
eingeschrankter Futteraufnahme a.p. bereits eine NEB aufweisen (REIST ET AL., 2002) und
verstarkt Korperfett mobilisieren. Eine negative Korrelation zwischen der NEFA-
Konzentration und der Trockensubstanzaufnahme beschreibt GRUMMER (1993). Die
Mobilisierung von Kérperfett und damit der Anstieg der Serumkonzentration freier Fettsauren
kann bereits vor der Abkalbung einsetzen, erreicht ihren Gipfel wahrend der ersten Woche
p.p. und fallt dann bis zur dritten Woche p.p. auf ein geringes Basalniveau zuriick (STURMER,
2009). Der Referenzbereich des Basalbereiches liegt unterhalb von 620 pmol/l (FURLL,
2005). Die HoOhe des Anstieges der NEFA-Konzentration ist abhangig von dem
Geburtsstress, dem Energiedefizit und der Kérperkondition (DRACKLEY, 2002; STAUFENBIEL
ETAL., 1991).
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2.4 Energiebilanz und Ovarfunktion
2.4.1 Endokrine Regulation der Ovarfunktion beim Rind

Die endokrine Steuerung des Sexualzyklus erfolgt Uber die hierarchisch aufgebaute
Hypothalamus-Hypophysen-Ovar-Achse. Alle drei Ebenen kommunizieren und beeinflussen
sich gegenseitig (MEINECKE, 2005). Abbildung 5 stellt die Zusammenhange der neuro-
endokrinen Regulation der Ovarfunktion dar. Das GnRH ubt wahrend der verschiedenen
Reproduktionsstadien unterschiedliche Wirkungen auf das LH und das Follikelstimulierende
Hormon (FSH) aus.

Hypothalamus
GnRH

Hypophysen- FSH
vorderlappen

Hypophysen-
hinterlappen

Progesteron

Oxytocin

+ Inhibin

Ostrogen

Uterus

Abb. 5: Grundziige der neuro-endokrinen Regulation der Ovarfunktion
modifiziert nach KANITz (2003B)

Obwohl die ersten Stadien des Follikelwachstums unabhangig von einer Stimulation durch
Gonadotropine verlaufen, kann die Follikelentwicklung durch FSH-Gabe beschleunigt
werden. FSH induziert die Mitose der Granulosazellen, fordert das Wachstum des Follikels
und die Ostrogensynthese. Ostrogen wiederum steigert den FSH-Effekt und fordert die
Bildung von FSH- und LH-Rezeptoren (DOCKE, 1994).

Mit dem Erreichen eines bestimmten Funktionszustandes wachsen die Follikel in

sogenannten Follikelreifungswellen heran, diese sind in Abbildung 6 dargestellt.
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Abb. 6: Schematische Darstellung von Prozessen in Follikelreifungswellen
modifiziert nach KANITZ (2003A)

Die Follikelreifungswellen bestehen aus mehreren Phasen: Rekrutierung der Follikel,
Wachstum, Selektion eines dominanten Follikels und Atresie.

Etwa um den 15. Tag p.p. befinden sich erneut ovulationsreife Follikel auf den Ovarien. Der
dominante Follikel der letzten Follikelreifungswelle wird nach der Auflésung des CL durch
Prostaglandin 2a (PGF2,) zum ovulatorischen Follikel. Der Zyklus beginnt mit dem
Postostrus. Die Hormonkonzentrationen von LH, FSH und Ostrogen sinken ab. FSH wird auf
niedrigem Niveau ausgeschuttet und LH wird in dieser Phase nicht nennenswert sezerniert.
Am ersten Tag des Postdstrus kommt es zur Ovulation des reifen Follikels (Graafscher
Follikel). In der zurlckbleibenden Follikelhndhle beginnt noch unter Einfluss von LH die
Luteinisierung und damit die Anbildung des CL (DOCKE, 1994). Am 5. Zyklustag beginnt der
Interdstrus. Der Progesteron produzierende CL dominiert diese Phase. Gegen Ende des

Interéstrus kommt es durch eine Oxytocin-Stimulation aus dem Hypophysenhinterlappen zu
einer vermehrten Produktion von PGFy, im Endometrium. PGFyq bewirkt am Ovar die

Luteolyse (BRITT, 1995A). Am 19. Zyklustag beginnt der Prodstrus. Mit Einsetzen der
Luteolyse beginnt im dominanten Follikel die vermehrte Bildung von Ostrogenen. Dadurch
treten Brunstsymptome, wie vermehrte Odematisierung der Vulva, Abgang von
Brunstschleim, Bespringen anderer Kihe sowie die Duldung des Aufsprungs, auf. Die
Brunstsymptome sind aufgrund hoher Ostrogen-Konzentrationen maximal ausgebildet. Da
der Progesteronspiegel weiter absinkt, kann wieder vermehrt GnRH im Hypothalamus
freigesetzt werden. FSH und LH erreichen ihre hochsten Werte. FSH sorgt fur ein weiteres
Wachstum des Follikels und LH fuhrt dann etwa 12 Stunden nach Brunstende zur Ovulation

des Graafschen Follikels (MEINECKE, 2005). Ein neuer Zyklus beginnt.
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2.4.2 Bedeutung des Hormons Progesteron im Sexualzyklus des Rindes

Progesteron ist ein wichtiges natlrliches Gestagen und gehodrt in die Gruppe der
Steroidhormone. Die Biosynthese geht von Pregnenolon aus, dies ist ein Vorlaufer aller
Steroidhormone (LOEFFLER ET AL., 2007). Beim Rind wird es Uberwiegend im CL gebildet.
Aufgrund fettléslicher Eigenschaften bindet Progesteron an Lipoproteine im Blut und in der
Milch (BURKE ET AL., 1998). Die Konzentration des Progesterons kann in beiden Medien zur
Bestimmung der CL-Aktivitat bzw. des Zyklusverlaufes gemessen werden (SCHOPPER ET AL.,
1993). Die Progesteronkonzentration steht in unmittelbarer Beziehung zur Funktion des CL.
Nach der Ovulation des Brunstfollikels bildet sich durch Luteinisierung der Granulosa- und
Thekazellen des ovulierten Follikels ein CL heran.

Der Verlauf der Progesteronkonzentration wahrend des Zyklus ist an Abbildung 6 dargestellt.
Zum Zeitpunkt der Brunst ist die periphere Progesteronkonzentration niedrig. Sobald das CL
seine Funktion aufgenommen hat, steigt der Progesteronspiegel innerhalb weniger Tage (ca.
drei) um ein vielfaches an. Dieser Anstieg halt etwa bis zur Mitte des Zyklus an und erreicht
ein Plateau, das bis zur Luteolyse ca. am 18. Zyklustag vom CL aufrechterhalten wird (BRITT,
1995A). Die Progesteronkonzentration in der Milch wird wesentlich vom Fettgehalt der Milch
beeinflusst. Eine Progesteronkonzentration von < 5 ng/ml im Nachgemelk beschreibt WINDIG
ET AL. (2008) als Ostrus.

Etwa 14 Tage nach der Ovulation wird das luteolytisch wirkende PGFyq vom Endometrium
gebildet und pulsatil sezerniert. Eine erhdhte Pulsfrequenz und eine vergrélierte Puls-
amplitude von PGFyy induziert die Luteolyse, die die Progesteronsynthese beendet, zur
Apoptose der Luteinzellen fihrt und so den Ubergang aus der Luteal- in die Follikelphase
des Zyklus bewirkt (DOCKE, 1994).

Ab ca. dem dritten Tag des Brunstbeginns steigt die Progesteronkonzentration, erfolgt eine
Konzeption, bleiben die Progesteronwerte hoch. Werte zwischen 8-12 ng/ml im Nachgemelk
zeigen in diesem Zeitraum eine Trachtigkeit an (DOCKE, 1994). Progesteron ist beim Rind
nach der Konzeption das wichtigste Hormon zur Aufrechterhaltung der Trachtigkeit. Der
Prozess der Luteolyse wird in der friihen Trachtigkeit durch den bovinen Embryo verhindert.
Nach der Befruchtung produziert der Embryo sekretorische Proteine, die die
Prostaglandinausschittung des Uterus reduzieren, so dass das CL aktiv bleibt.

Eines der sekretorischen Proteine ist das Interferon tau. Dieses Protein muf® ab dem 16 Tag
nach der Befruchtung ausreichend vom Embryo sezerniert werden, um die Luteolyse zu
verhindern. Es verandert die Immunantwort des Uterus und dient als Signal fur eine
Trachtigkeit (BRITT, 1995A).
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2.4.3 Einfluss einer negativer Energiebilanz auf die Ovarfunktion

Kihe, bei denen das Maximum der negativen Energiebilanz mdglichst kurz nach der
Kalbung auftritt, erreichen eine héhere periphere Progesteronkonzentration. BRITT (1995A)
geht davon aus, dass unter dem Einfluss der metabolischen Hormone wahrend einer
negativen Energiebilanz weniger funktionsfahige Follikel gebildet werden. Aus diesen
Follikeln entwickeln sich nach der Ovulation weniger funktionstiichtige CL, die niedrigere
Progesteronkonzentrationen aufweisen.

Bei laktierenden Kuhen wird die Progesteronsekretion des zweiten und dritten Zyklus nach
der Kalbung durch das energetische Defizit innerhalb der ersten neun Tage p.p. reduziert.
Die damit verbundene Reduktion der totalen und maximalen Progesteronausschuttung
erklart sich durch eine gehemmte luteale Entwicklung und eine verminderte sekretorische
Aktivitat der Lutealzellen bei Energiemangel. Wahrend der ersten lutealen Phase p.p. ist das
CL kaum beeinflussbar. Dies kann auf den verzogerten Einfluss der negativen Energiebilanz
zurtickgefiihrt werden (REIST ET AL., 2003; STAPLES ET AL., 1990).

Follikel, die sich wahrend der Trockenstehphase entwickeln, weisen ein besseres
Entwicklungspotential auf als Follikel, die sich in der Phase der negativen Energiebilanz
entwickeln. Somit beginnen Follikel aus der ersten und zweiten Ovulation p.p. ihre
Initialentwicklung wahrend der Trachtigkeit oder der Trockenstehphase, wenn die Tiere sich
in einer winschenswerten metabolischen Situation befinden. Bei den Follikeln der dritten,
vierten oder fiinften Ovulation findet das Wachstum in der friihen p.p. Periode statt, wo sich
die Tiere noch in negativer Energiebilanz befinden. Der aus diesen Follikeln resultierende CL
wird durch die unglinstige metabolische Situation nach der Kalbung in seiner Funktion
negativ beeinflusst (BRITT, 1995B). Weiter zeigte die Studie von BRITT (1995B), dass die
Progesteronkonzentration p.p. von der Entwicklung des BCS abhangt. Tiere mit einem
starkeren BCS-Verlust in den ersten funf Wochen p.p. (-0,58 Punkte zu +0,06 Punkten)
wiesen ab dem dritten postpartalen Zyklus sinkende Progesteronkonzentrationen auf, im
Gegensatz zu Tieren mit anndhernd gleich bleibenden BCS in den ersten fiinf Wochen p.p..
Bei diesen Tieren stieg die Progesteronkonzentration im weiteren Laktationsverlauf an.
Zwischen der Regulation des Energiestoffwechsels und dem neuroendokrinen System
bestehen Rickkopplungsmechanismen. DISKIN ET AL. (2003) geht davon aus, dass Glucose
Vermittler von erndhrungsbedingten Effekten auf die Reproduktion ist. Niedrige
Glucosekonzentrationen beeintrachtigen die Synthese der gonadotropen Hormone. Durch
die Suppression der GnRH-Sekretion werden Follikelwachstum und Ovulation beeintrachtigt
(WALTERS ET AL., 2002). Die negative Energiebilanz p.p. hat meist einen niedrigeren
Progesteronspiegel in den ersten Zyklen nach der Abkalbung zur Folge. Da Progesteron in
den ersten Tagen einer Trachtigkeit essentiell ist, flhren verminderte

Progesteronkonzentrationen zu geringeren Trachtigkeitsraten. Es muss immer ausreichend
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Progesteron im Blut vorhanden sein, um das Wachstum und das Uberleben des Embryos zu
sichern.

Wahrend des Zeitraums negativer Energiebilanz wird die Energie fur die Erhaltung und die
Milchleistung bendtigt. In dieser Phase wird nicht nur die pulsatile LH-Sekretion gehemmt,
sondern auch die Sensitivitdt der Ovarien flr die LH-Stimulation reduziert (NEBEL und
Mc GILLIARD, 1993). Eine verminderte Fruchtbarkeit wird somit in Verbindung mit dem
Ausmal} der negativen Energiebilanz nach der Abkalbung gebracht.

Eine Theorie Uber die negative Korrelation zwischen den physiologischen Ablaufen der
Energiebilanz und den reproduktiven Vorgangen wurde von BUTLER (2003) entwickelt.
Verminderte Glucose-, Insulin- und IGF-1-Konzentrationen im Blut fihren zu einer Abnahme
der pulsatilen LH-Sekretion aus dem Hypophysen-Vorderlappen. Weiterhin vermindert sich
die LH-Sensitivitdt am Ovar. Diese Veranderungen hemmen die Entwicklung dominanter
Follikel sowie die Ovulation und vergroRern das Intervall zwischen Kalbung und der ersten
Ovulation befruchtungsfahiger Oozyten p.p. (BREVES, 2007). Somit hat die Energiebilanz in
der Frihlaktation einen signifikanten Einfluss auf die Fruchtbarkeit. Sie beeinflusst vor allem
den Zeitraum von der Abkalbung bis zur ersten Ovulation (DE VRIES und VEERKAMP, 2000).
An der Regulation der Futteraufnahme, die die Energiebilanz entscheidend beeinflusst, ist
der im Hypothalamus gebildete Neurotransmitter, das Neuropeptid Y, beteiligt. In der Phase
der negativen Energiebilanz, die zur Lipolyse flhrt, liegt eine niedrige Leptinkonzentration
vor. Dies wiederum fuhrt zur Bildung von Neuropeptid Y (SOMINSKY ET AL., 2017).
Neuropeptid Y stimuliert die hypothalamische GnRH-Sekretion, wodurch die pulsatile LH-
Sekretion gesteuert und das Brunstverhalten reguliert wird (BREVES, 2007). Die Hemmung
der Freisetzung von FSH und LH vermindert das Follikelwachstum bis hin zum
Wachstumsstillstand. Dadurch wird verhindert, dass das Muttertier bei energetischer
Mangelsituation Energie flr nicht Uberlebenswichtige Funktionen wie die Fortpflanzung
verbraucht (MEINECKE, 2005).

Abbildung 7 stellt die Folgen eines Energiedefizits dar.
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Abb. 7: Schematische Darstellung von Beziehungen zwischen Energiemangel und
Ovarfunktionen

BEAM und BUTLER verglichen 1999 in einer Studie die taglich ermittelte Energiebilanz mit der
per Ultraschall kontrollierten Follikelentwicklung nach der Abkalbung. Sie stellten fest, dass
die erste Follikelwelle bei den untersuchten Kihen bereits wahrend der zweiten Woche nach
dem Kalben auftritt und diese unabhangig von der Energiebilanz ist. Bei 50 % der Tiere kam
es zur Ovulation durch den ersten dominanten Follikel. Kihe, bei denen die erste
Follikelwelle ohne dominanten Follikel und ohne Ovulation verlauft, haben zwischen dem
achten bis 14. Tag nach der Abkalbung niedrigere mittlere Plasmakonzentrationen an
Ostrogen, ein langeres Intervall bis zum Tiefpunkt der Energiebilanz, niedrigere
Konzentrationen an IGF-1 und eine héhere ECM-Leistung im Vergleich zu Kiihen, bei denen
es in der ersten Follikelwelle zur Ovulation kommt (BEAM und BUTLER, 1999). Eine mdgliche
Ursache fiir einen niedrigen Ostrogenspiegel sehen WILTBANK ET AL. (2006) in der hohen

Milchleistung. Eine hohe Milchleistung geht mit einer gesteigerten Stoffwechselrate einher.
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Dies fuhrt zu einer starkeren Blutdurchflussrate in der Leber. Die gesteigerte
Leberdurchblutung zieht eine beschleunigte Metabolisierung von Hormonen wie Ostrogen
und Progesteron nach sich. Dadurch verringern sich die Hormonkonzentrationen im Blut
schneller und dementsprechend sinkt die Ostrogen-Rickmeldung an die Hypophyse
ebenfalls ab.

WRENZzYCKI und BOLLWEIN (2008) machen eine ungeniigende Energieversorgung nach der
Abkalbung fir das verzogerte Einsetzen des ersten Zyklus nach der Kalbung verantwortlich.
Zudem haben sie eine verminderte Oozytenqualitat bei ungeniigender Energieversorgung
festgestellt. Des Weiteren hat das Energiedefizit in dieser Phase Einfluss auf die follikulare
GroRenentwicklung und den Ovulationszeitpunkt (BUTLER, 2000; WOLFENSON ET AL., 1995).
Um das Energiedefizit besser ausgleichen zu kdnnen, kénnen konjugierte Fettsauren
eingesetzt werden. Sie beeinflussen den Fettstoffwechsel positiv. Bei Milchkiihen flihren
konjugierte Fettsauren zu einem reduzierten Fettgehalt in der Milch. Dadurch kénnen die
negative Energiebilanz abgeschwacht und die negativen Auswirkungen auf das
Follikelwachstum abgemildert werden (HOFFMANN ET AL., 2008). In einer Studie von
SEPULVEDA-VARAS ET AL. (2015) wurde festgestellt, dass ein GroRteil der Tiere p.p. an einer
klinischen und einer subklinischen Erkrankung (Ketose, Milchfieber, Endometritis) leiden.
Dies fuhrt wiederum zu einer reduzierten TSA und zu einer gréReren negativen
Energiebilanz. In Konsequenz dazu reduziert sich die Fruchtbarkeits- und die Milchleistung.
MCART ET AL. (2012) sprechen dem Zeitpunkt des Auftretens von subklinischen Ketosen
einen grof3en Einfluss auf den Erstbesamungserfolg zu.

BRITT (1995B) beschreibt Zusammenhange zwischen der negativen Energiebilanz und den
Follikelreifungswellen. Tiere werden zwischen dem 40.-50. Tage p.p. und dann erst wieder
nach den 100. Tag p.p. in Brunst gesehen. Somit fallt die Anbildungs- und Reifungsphase
der Follikel zwischen dem 60.-80. Tage p.p. genau in die Zeitspanne der maximalen
negativen Energiebilanz. Follikel, die in dieser Phase angebildet werden, sind weniger

funktionstiichtig und das aus ihnen resultierende CL produziert weniger Progesteron.

2.4.4 EinfluRfaktoren auf das Intervall von der Kalbung bis zum
Wiedereinsetzen der Ovarfunktion

In der Fruhlaktation kommt es neben den puerperalen Ruckbildungs- und

Reinigungsprozessen zum Wiedereinsetzten der Ovarfunktion. Die erste Ovulation nach der

Kalbung reflektiert eine Wiederaufnahme der Ovarfunktion. Die regelmafigen und zyklischen

Veranderungen der ovariellen Funktionskérper (Follikel und CL) stellen eine physiologische

Voraussetzung fur eine erneute Konzeption dar.
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Bezuglich des Intervalls von der Abkalbung bis zur ersten Ovulation p.p. finden sich in der
Literatur unterschiedliche Angaben: BOSTEDT und MAURER (1990) beschrieben, dass bereits
ab dem 4.-5. Tag p.p. Follikel mit einem Durchmesser von 5-10 mm auf den Ovarien der
Milchkiihe zu finden sind, die eine beginnende Ovaraktivitat anzeigen. Um den 15. Tag p.p.
traten bereits ovulationsreife Follikel mit einem Durchmesser von 15-20 mm auf (GRUNERT
und BERCHOLT, 1999).

Die Ovarfunktion wird von zahlreichen endo- und exogenen Faktoren beeinflusst. Ebenfalls
haben der Geburtsverlauf und die Nachgeburtsphase sowie Haltung, Fitterung und
Milchleistung einen Einfluss auf die Ovarfunktion (VILLA-GODOY ET AL.,1988); STAUFENBIEL ET
AL.,1991).

Der Koérperkonditionsverlauf hat ebenfalls einen Einfluss auf das Intervall vom Partus bis zur
ersten Ovulation p.p.. Tiere mit starker abfallender Kérperkondition wiesen ein langeres
Intervall von der Kalbung bis zur 1. Ovulation auf (BEAM und BUTLER, 1999). Eine stark
ausgepragte negative Energiebilanz in der Frihlaktation geht mit einer erhdhten
Mobilisierungsrate von Korperfettgewebe einher. Dies fuhrt zu Stoffwechselstérungen und
damit zu verschlechterten Fruchtbarkeitsergebnissen (ESPOSITO ET AL., 2014). Auch
WRENZzYCKI und BOLLWEIN (2009) fihren die negative Energiebilanz nach der Kalbung als
Grund fur die Verschlechterung der Reproduktionsleistung sowie dem verzdgerten
Wiedereinsetzen des Zyklus und der verminderten Oozytenqualitdt an. Der Tag des tiefsten
Punktes der Energiebilanz wird als ein metabolischer Modulator der Ovaraktivitat p.p.
gesehen (BEAM und BUTLER, 1999).

CANFIELD und BUTLER (1990) belegten in einer Studie, dass die erste Ovulation friihestens
sieben Tage nach Durchschreiten des energetischen Tiefpunktes auftrat. BUTLER und SMITH
(1989) sowie STAPLES ET AL. (1990) zeigten in ihren Studien, dass Kihe etwa 10 Tage
nachdem sie den tiefsten Punkt der negativen Energiebilanz Uberschritten haben, das erste
Mal p.p. in Brunst kamen.

In Untersuchungen von STAPLES ET AL. (1990) wiesen Kihe, die erst nach dem 40. Tag in
Brunst kamen, eine gréRere negative Energiebilanz auf. Diese Tiere verloren in den ersten
zwei Wochen p.p. mehr Kérpersubstanz im Vergleich zu Kiihen, die friher in Brunst kamen.
Mit 17,7 kg TS/Tag (zu 18,8 kg TS/Tag) nahmen diese Tiere weniger Futter auf und hatten
mit 35,2 kg Milch/Tag (zu 36,6 kg Milch /Tag) eine geringere Milchleistung als Kihe, die
einen Brunstbeginn vor dem 40. Tag p.p. aufwiesen.

Durch den Einsatz von diatetischen Fetten kann die Reproduktionsleistung der
Hochleistungskuhe Uber eine Beeinflussung der Ovar- und Uterusfunktion gesteigert werden.
Im Mittelpunkt steht hier eine erhdhte Verfligbarkeit von Vorstufen fir die Synthese von
Steroiden und Prostaglandinen (WRENzYCKI und BOLLWEIN, 2008).
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Die Verfltterung von konjugierten Linolsduren (CLA) fuhrt zu einer Senkung des
Milchfettgehaltes. So kdnnen CLA in der Frihlakation dem hohen Energiedefizit entgegen
wirken (KOCH ET AL 2003). WRENzYCKI und BOLLWEIN (2008) versprachen sich dadurch
verbesserte reproduktive Leistungen. Die Tiere, bei denen CLA dem Futter beigefligt
wurden, gaben mehr Milch als die Tiere der Gruppe mit isoenergetischer Futterung. Die
reproduktiven Leistungen blieben unbeeinflusst.

In den Untersuchungen von REIST ET AL. (2003), SPICER ET AL. (1990) und VILLA-GODOY ET
AL. (1988) konnte kein Einfluss der Energiebilanz auf das Intervall von der Kalbung bis zur

ersten Ovulation feststellt werden.

2.5 Energiebilanz und Oozytenqualitat

Den Auswirkungen einer negativen Energiebilanz auf die Oozytenqualitdt wurde in einer
Studie von WRENzYCKI und BOLLWEIN (2008) nachgegangen. Sie stellten fest, dass der
Energiegehalt des Futters die Ovar- und Uterusfunktion beeinflusst. Sowohl die Morphologie
der Oozyten als auch deren Entwicklungskompetenz werden durch den Energiestatus des
Tieres verandert. Des Weiteren flhrt eine ungenigende Energieversorgung zu einer
verminderten Oozytenqualitat.

Es besteht eine Verbindung zwischen dem BCS und der Oozytenqualitat. Gut konditionierte
Kihe mit einem BCS von 3,3 -4,0 wiesen im Vergleich zu Kihen mit einem BCS von
1,5 - 2,5 eine hdhere Anzahl an Oozyten in guter Qualitat auf (Teilungsrate von 75,7 % zu
61,9 % und eine Blastozystenrate von 9,9 % zu 3,0 %) (SNIUDERS ET AL., 2000). DOMECQ ET
AL. (1995) und SNIJDERS ET AL. (2000) beschrieben einen Zusammenhang zwischen einer
niedrigen Koérperkondition und der Follikelanzahl sowie Oozytenqualitat.

Tiere mit einem BCS von 1 wiesen 0,48 + 0,03 kleine Follikel mit einem Durchmesser von
1 -4 mm auf. MittelgroRe Follikel (5-9 mm) traten vereinzelt 0,36 + 0,06 auf und grolie
Follikel (> 9 mm) traten mit 0,16 + 0,08 selten auf. Im Vergleich dazu wiesen Tiere mit einem
BCS von 3 generell mehr Follikel auf (0,58 + 0,02 kleine Follikel, 0,54 + 0,06 mittelgroRe
Follikel und 0,40 £ 0,11 grole Follikel) (SNIJDERS ET AL., 2000).

In der Rinderernadhrung spielen Fettsauren als Energiequelle wahrend der Oozytenreifung
eine wichtige Rolle. Dabei stehen eine erhdhte Verfligbarkeit von Vorstufen fiir die Synthese
von Steroiden und Prostaglandinen und eine Verbesserung der energetischen Situation im
Mittelpunkt. In einer Studie berichteten HOFFMANN ET AL. (2008) von Klihen, denen diatische
Fette in Form wvon CLA gefuttert wurden. Die hohe CLA-Supplementierung
(100 g/Tag und Tier) steigerte die Anzahl der Follikel (hohe Supplementierung: 5,6 £ 2,1
Follikel zu 4,1 + 0,8 Follikeln ohne Supplementierung). Dartber hinaus teilten sich signifikant
mehr Oozyten von den Tieren mit hoher CLA Zufutterung (hohe Supplementierung
51,7 £ 9,9 zu 35,7 = 8,1 ohne Supplementierung).
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Die Blastozystenentwicklungsrate am achten Tag war zudem hdéher bei den hoch CLA
supplementierten Tieren (hoch: 19,1 +6,5 zu 8,7 £ 6,4). HOFFMANN ET AL. (2008) fassten
zusammen, dass eine hohe CLA-Supplementation nach der Kalbung das
Entwicklungspotential der jeweils gewonnenen Oozyten verbessern kann.

KENDRICK ET AL. (1999) stellten fest, dass mit hoch energetischem Futter ernahrte Kihe eine
bessere Oozytenqualitidten aufwiesen. Diese Oozytenqualitdt gaben sie in Punkten an. In
dieser Studie wurde zwei Gruppen von Kihen Futter mit unterschiedlichem Energiegehalt
vorgelegt. Die Tiere der einen Gruppe bekamen hoch energetisches Futter mit
7,45 MJ/kg TS, wahrend der Energiegehalt des Futters bei den Tieren der anderen Gruppe
bei 6,36 MJ/kg TS lag. Die mittlere Oozytenqualitat verringerte sich vom 30. bis zum
100. Tag p.p. bei den Tieren, die mit dem hoher energetischen Futter versorgt wurde nur
geringgradig von 2,04 auf 2,00 Punkte. Bei den Tieren der anderen Gruppe verschlechterte
sich die mittlere Oozytenqualitat Uber den Versuchszeitraum von 2,10 auf 1,74 Punkte.
Ungeachtet von der Futterung war die Oozytenqualitdt um den 30. Tag p.p. bei den Tieren
am hochsten.

Kuhe mit der genetischen Veranlagung zu uberdurchschnittlich hoher Milchleistung wiesen
eine niedrigere  Oozytenqualitdt auf als Tiere mit einer durchschnittlichen
Milchleistungsveranlagung. Tiere mit hoherem Zuchtwert far Milchleistung und einer
tatsachlich héheren 120-Tage Milchleistung (4096 + 108,94 kg Milch bzw. 3731 + 130,32 kg
Milch) produzierten eine geringere Anzahl an Oozyten (6,7 + 0,75 bzw. 7,6 £ 0,91). Zudem
war die Blastozystenrate bei Kihen mit héherer Milchleistung geringer (6,8 % bzw. 11,4 %)
(SNIJDERS ET AL., 2000).

Ein weiterer Einfluss auf die Entwicklungskompetenz von Oozyten sehen BILBY ET AL. (2006)
in den jahreszeitlich bedingten unterschiedlichen Fitterungen. Anderungen in der
Fettsdurezusammensetzung der Nahrung fUhren zZu Veranderungen der
Fettsaurezusammensetzung der Oozyten. Dadurch kann die Entwicklungskompetenz der
Oozyten verandert werden.

BOLLWEIN (2009) beschrieb einen Zusammenhang zwischen der Progesteronkonzentration,
der Lange der Ostrogenphase im Zyklus und der Oozytenqualitit. Eine hohe
Progesteronkonzentration fihrt zu niedrigen LH-Frequenzen, die wiederum die Anzahl der
Follikelwellen bis zur nachsten Ovulation forderte. Dadurch verkirzte sich die
Ostrogenphase, die eine gute Oozytenqualitit zur Folge hatte. Bei niedriger
Progesteronkonzentration wurde LH frequenter sezerniert. Es entstanden weniger
Follikelwellen und die Ostrogenphase dauerte langer. Die Oozytenqualitdt verschlechterte

sich.
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2.6 Ziele der Studie

Diese Studie ist ein Teilprojekt von REMEDY (Reproduction and Metabolic Problems in Dairy
Cows). In diesem Projekt sollten die Zusammenhange zwischen metabolischen Parametern
und essentiellen Funktionen im Reproduktionstrakt der Hochleistungskuh systematisch
erfasst werden. Um diese ambitionierte Aufgabe erfolgreich zu bewaltigen, wurde ein
interdisziplinares Konsortium von Experten aus den Gebieten Tierzucht, Tierernahrung,
Physiologie, Reproduktionsbiologie, funktionale Genomforschung und Bioinformatik
zusammengestellt. Die Grundlagenforschung landwirtschaftlicher Nutztiere stand hierbei im
Fokus der Untersuchungen.

Der Anstieg der Milchleistung nach der Abkalbung fallt in die Zeitspanne der negativen
Energiebilanz des Tieres und kann mit Fruchtbarkeitsproblemen verbunden sein. Bisher ist
nicht bekannt, welche reproduktiven biologischen Bereiche betroffen sind. Es stellt sich die
Frage, welche Pathomechanismen dahinter stehen.

Auch ist nicht klar, warum ein Teil der Tiere offenbar keine Fruchtbarkeitsprobleme hatte.
Sowohl eine Uber- als auch eine Unterkonditionierung zur Abkalbung haben negative
Einflisse auf die Milchleistung, Gesundheit und Fruchtbarkeit der Milchkuh p.p.. Die
vorliegende Studie sollte diesen Sachverhalt naher verifizieren. Ein starker und vor allem
schneller Korpersubstanzabbau in den ersten Laktationswochen erhdht das Risiko von
Stoffwechselerkrankungen bei hochleistenden Kihen.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten folgende Fragestellungen verifiziert werden:

o Einfluss der unterschiedlichen Kérperkonditionierung der Kiihe, verifiziert durch die
RFD zum Zeitpunkt 1 Woche vor der Abkalbung, auf metabolische, endokrine und
reproduktive Parameter p.p..

e Zeigen Tiere, die ein frihes Wiedereinsetzen der lutealen Aktivitat aufweisen, andere
Strategien, die negative Energiebilanz zu Uberwinden als Tiere, die ein spateres
Wiedereinsetzen der lutealen Aktivitat aufweisen?

o Einfluss der hohen Milchleistung und der negativen Energiebilanz auf die

Oozytenqualitat.
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3 Material und Methoden

3.1 Material, Medienzusammensetzung und Gerate

3.1.1 Reagenzien / angewandte Arzneimittel

Substanz

Bezugsquelle

Firmensitz

17-B Ostradiol

Alu-Spray

Antikérper 11-OH-Progesteron-Konjugat
(Kaninchen) (Titer 1: 30.000)

Mineral-Ol

Basal Medium Eagle (BME)

Braunol, 7,5 % Povidon-lod-Lésung
Bovines Serumalbumin (BSA)

Brilliant Cresyl Blau-Lésung (BCB) 26 uM
CaCl, (Calciumchlorid) (= 98 %) x 2 H,O
Dextran

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS)

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Epinephrin

Ethanol = 99,8 %
Follikelstimulierendes Hormon (FSH)

Gelantine
Gentamycinsulfat
Glycerol 87%

Gonavet (Gonadorelin)

hCG

Sigma
Selectavet

Leibniz-Institut

Carl Roth
PAA

B. Braun
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Carl Roth
Carl Roth
Sigma
BioWhittaker

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Carl Roth
Ovagen
Sigma-Aldrich
Sigma

Erva

Veyx Pharma

Intervet

Deisenhofen

Weyarn-Holzolling

Dummersdorf

Karlsruhe

Pasching, Osterreich

Melsungen
Steinheim
Steinheim
Karlsruhe
Karlsruhe
Deisenhofen

Lonza, Schweiz
Steinheim

Steinheim

Karlsruhe

Auckland,
Neuseeland

Steinheim

Deisenhofen
Heidelberg
Schwarzenborn

Unterschleifheim
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Substanz Bezugsquelle Firmensitz
Heparin (= 180 IU/mg) Carl Roth Karlsruhe
chansufonsaure (MEPES) Pufforah (2 90,5 %) SiGma-Aldrich  Steinneim
Hoechst® 33258 - Farbstoff Sigma-Aldrich Steinheim
Hypotaurin Sigma-Aldrich Steinheim
Isocain ad. us. vet. Selectavet Weyarn-Holzolling
Kaliumchlorid (KCI) (= 99 %) Carl Roth Karlsruhe
Natriumchlorid (NaCl)-Lésung (physiologisch) B. Braun Melsung
Aktivkohle Carl Roth Karlsruhe
Magnesiumchlorid (MgCl,) (= 98,5 %) Carl Roth Karlsruhe
MilkoScan Foss Rellingen
MitoTracker Orange CMTMRos (M-7510) :\::3:5 g;l;r] Probes Karlsruhe
Modified Eagle Medium (MEM) PAA Pasching, Osterreich
Natriumazid (NaN3) Carl Roth Karlsruhe
Natriumhydrogenphosphat Carl Roth Karlsruhe
(Na;HPO, x 12 H,0) (= 98 %)

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) (= 99 %) Carl Roth Karlsruhe
?Na;ﬂirgg:hztjzr%igphosphat—Dihydrat Merck Darmstadt
Natrium-Lactat Sigma-Aldrich Steinheim
Natrium-Metabisulfit Carl Roth Karlsruhe
Natrium-Pyruvat (100 mM) Sigma Deisenhofen
Paraformaldehyd (3 % m/v) Sigma-Aldrich Steinheim
Phospate Buffered Saline (PBS) Sigma-Aldrich Steinheim
Penicillamine Sigma-Aldrich Steinheim
Penicillin (60 mg/l) Sigma-Aldrich Steinheim

PGF Veyx forte Veyx Pharma Schwarzenborn
Phenolrot Sigma-Aldrich Steinheim
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Substanz Bezugsquelle Firmensitz
Polyvinylalkohol (PVA) (3 % ig v/v) Sigma-Aldrich Steinheim
Rotiszintecoplus Carl Roth Karlsruhe
Synthetic Ovuductal Fluid (SOF) Minittib Tiefenbach
TCM-Stocklosung Minittib Tiefenbach
Testkit-Nr. # 434 — 91795 (NEFA-Bestimmung)  Wako Chemicals  Neuss
Tracer [1,2,6,7-3H] Progesteron GE Healthcare Amersham,

England
Trypsin-EDTA Ldsung (59471C) Sigma-Aldrich Steinheim
3.1.2 Verbrauchsmaterialien
Produkt Name/GroR3e Bezugsquelle Firmensitz
Blutréhrchen K3EDTA-ROhrchen Greiner Bio-One International Frickenhausen
Kanulen Sterican 26G, 20G Carl Roth Karlsruhe
Pipettenspitzen 1000 pl Sarstedt NUmbrecht
Reaktionsgefalie 1,5 ml Carl Roth Karlsruhe
Skalpellklingen Aesculap BB 501 B. Braun Melsung
Spritzen Omnifix 2 ml B. Braun Melsung
Sterifilter 99500 Techno Plastic Products Schweiz
\S/f/llsftue lﬁ;n Retainer Vacurette Greiner Bio-One Frickenhausen
Zellkulturplatten 4- und 48-Well Greiner Bio-One Frickenhausen
Zellschaber 25 cm steril Greiner Bio-One Frickenhausen
Zentrifugenrohrchen  Rotilabo 15 ml Carl Roth Karlsruhe
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3.1.3 Gerate
Geratebezeichnung/Name Bezugsquelle Firmensitz
Biopsienadel Wissenschattlicher Service Dummerstorf

Brennofen EA 1108

Brutschrank 5060 EK-CO,
Fluoreszensmikroskop Jenalumar
Fresswiegetrbge

Futtermischwagen R.M.H.

Liquid Scintillation Analyzer TriCarb

2900 TR

Massenspektroskop Delta S

mobiles Ultraschallgerat Model 180
Plus mit rektalen 5 MHz-
Linearschallkopf

pH-Meter, digital

Photomultiplyer, P100

Pipetten Research plus

Purelab Prima 3-10/04
Spektralphotometer, Pentra 400
stationdre Waage fir die Tiere im Stall
Stereomikroskop, SMZ800
Tandem-Melkstand

Vortex Minischuttler VF2
Waage, Basic Plus BP 2215
Waage, Mikro M3P
Warmeblock MB+ 250
Zahlkammer Neubauer

Zentrifuge, Multifuge 3S-R

“Handwerk” des FBN

Carlo Erba Instruments
Heraeus

Carl Zeiss
Weihenstephan

Lachish Industries

Perkin Elmer

Finnigan MAT

SonoSite

Knick Elektronische Messgerate

NIKON
Eppendorf
Elga Waterlab
Axon Lab

De Lava
NIKON
DelLaval
Janke&Kunkel
Sartorius
Sartorius
Kleinfeld Labortechnik
Hecht-Assistent

KendroLabory Products

Rodano, Italien
Hanau

Jena

Freising

Israel

Bosten, USA

San Jose, USA

Erlangen

Berlin

Dusseldorf
Hamburg
Celle
Reichenbach
Glinde
Dusseldorf
Glinde
Staufen
Gottingen
Gottingen
Gehrden
Sondheim

Langenselbold
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3.1.4 Medienzusammensetzung

Spillésung

PBS unter Zusatz von Penicillin (60 mg/l)

Medien fiir die In-vitro-Maturierung, In-vitro-Fertilisation und In-vitro-Kultivierung

FSH-Stammidsung:

hCG-Stammlésung:

Ostradiol-Stammlésung:

Metabisulfit-Losung:

Hypotaurin-Stammlésung:

Penicillamin-StammIésung:

Epinephrin-Stammldsung:

PHE-Stammldsung:

(Penicillamin-Hypotaurin-
Epinephrin)

Gentamycin-Stammlésung:

FSH
Natriumchlorid (NaCl)-Lsg.

hCG
NaCl-Lsg.

17 B-Ostradiol
Ethanol

Natrium-Metabisulfit
Natrium-Lactat

NaCl-Lsg.

— Einstellen mit NaOH auf pH 4,0

Hypotaurin
NaCl-Lsg.

Penicillamin
NaCl-Lsg.

Epinephrin
Metabisulfit-Lodsung

Epinephrin-Stamml&sung
Penicillamin-Stamml&dsung
Hypotaurin-Stammldsung
NaCl-Lsg.

Gentamycinsulfat
NaCl-Lsg.

3,3 mg

1ml

3,3 mg

1ml

2 mg

1ml

0,20 g
0,66 g
200 ml

0,01g
100 ml

0,03 g
100 ml

1,85 mg
40 ml

16 ml
20 ml
20 ml
32 ml

50 mg
5ml
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Heparin-Stammlésung:

Ostrisches Kuhserum:

Reifungsmedium TCM 199
TCM 199-Arbeitsansatz:

Kapazitationsmedium (Sperm-TALP)

Sperm-TALP-Stammlésung:

Sperm-TALP Komplett:

Sperm-TALP + Heparin:

Heparin 40 mg

NaCl-Lsg. 5ml

Blut von 5 Tieren (vereinigt)

Gerinnung mind. 1 h

Zentrifugation (20 min, 500 x g, RT)

Uberstand zentrifugieren (20 min, 500 x g, RT)

Serum einfrieren
FSH-Stammldsung 10 ul
hCG-Stammldsung 10
Ostradiol-Stammlésung 5ul
Ostrisches Kuhserum (inaktiviert: 30 min bei 56°C) 0,5 ul
TCM 199-Stockldsung 9,5 ml
NaCl 0,58 ¢
KCI 0,02g
NaHCO; 0,21g
NaH,PO, x H,O 0,01g
CaCl, x 2 H,O 0,29 g
MgCl, 0,01g
Phenolrot 0,01g
Na-Lactat (60%) 310 ul=0,40¢
HEPES 0,24 g
Aqua dest 100 mi
— Einstellen mit NaOH auf pH 7,4
Sperm-TALP-Stammlésung 10 ml
Na-Pyruvat 1,1 mg
BSA 60 mg
Sperm-TALP Komplett 2ml
Heparin-Stammlésung 4.2 ul
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Befruchtungsmedium (Fert-TALP)

Fert-TALP-Stammlésung: NaCl 0,67 g
KCI 0,02g
NaHCO; 0,21g
NaH,PO, x H,O 0,01g
CaCl, x 2 H,O 0,03 g
MgCl, 0,01g
Phenolrot 0,01g
Na-Lactat (60%) 143 ul=0,19g
Gentamycin-Stammlésung 100ul
Aqua dest. 100ml

— Einstellen mit NaOH auf pH 7,4

Fert-TALP I Fert-TALP I-Stammldsung 10 ml
Na-Pyruvat 0,3 mg
BSA 60 mg
Fert- TALP + Heparin: Fert-TALP | 0,833 ml
Heparin-Stammlésung 10
Fert- TALP Il Fert-TALP | 2,76 ml
Fert-TALP + Heparin 300 pl
PHE-Stammldsung 255 ul

Kultivierungsmedium Synthetic Oviductal Fluid (SOF)

SOF: SOF 9 ml
Na-Pyruvat 3,3 mg
Basal Medium Eagle 200 pl
Modified Eagle Medium 100 pl
Ostrisches Kuhserum (inaktiviert: 30 min bei 56°C) 1ml

— mit BSA bestauben
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Medien fiir die zellphysiologischen Untersuchungen

Brillant-Cresyl-Blau-L6sung:

Hoechst 33258:

BCB 1,0 mg
PBS 10 ml
BSA 259

Lagerung der Loésung Uber den Versuchszeitraum bei 4°C

unter Licht- und Luftausschluss.

Glycerol 750 pl
PBS 250 pl
Hoechst 33258 25¢g

Lagerung der Losung Uber den Versuchszeitraum bei 4°C

und Lichtausschluss

Stammlésung Mito Tracker Orange CMTMRos:

Mito Tracker Orange CMTMRos 50 ul
DMSO 117 pl
Portionen von je 10 pl Stammldsung wurden in 1,5 ml
Reaktionsgefalle bei —20°C tiefgekuhlt Gber den

Versuchszeitraum gelagert.

Mitro Tracker Orange CMTMRos Farbelésung:

Stammlésung Mito Tracker Orange CMTMRos 2 ul
PBS + 0,3% BSA 4 ml

Medien fiir die Progesteronkonzentrationsbestimmung

Inkubationspuffer
(pH 6,8-7,2)

NaH,PO, x 2 H,0O 10,76 g
Na,HPO, x 12 H,O 43,009
NaCl 18,00 g
NaN, 2,009
Gelatine 2,00g

Ad 2 Liter deionisiertes Wasser aus Purelab Prima-Anlage
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Puffer fir die Aktivkohle
NaCl
NaN;
Aktivkohle- Aktivkohle
Lésung Dextran

NaH2PO4 X2 Hzo

Na,HPO, x 12 H,O

Ad 1 Liter deionisiertes Wasser

Ad 1 Liter Puffer fiir die Aktivkohle

3.1.5 Futtermittelzusammensetzung

5,38 ¢
21,50 g
9,00 g
1,00 g

25¢g
0,250 g

Bezeichnung Bezugsquelle Firmensitz Zusammensetzung
Rinderstolz-9522 Salvana Klein-Offenseth 92,00 % Rohasche
Tiernahrung Sparrieshoop 20,00 % Calcium
5,00 % Phosphor
8,00 % Natrium
6,00 % Magnesium
Rinderstolz-9235 Salvana Klein-Offenseth 75,00 % Rohasche
Tiernahrung Sparrieshoop 4,50 % Calcium
6,00 % Phosphor
10,00 % Natrium
12,00 % Magnesium

und Vitamine

Anionen-Mix 1141

Salvana

Tiernahrung

Klein-Offenseth

Sparrieshoop

14,00 %
12,50 %
12,00 %
10,00 %

2,00 %

Calcium
Schwefel
Chlorid
Magnesium
Phosphor

und Vitamine

34



Material und Methoden

Bezeichnung Bezugsquelle Firmensitz

Zusammensetzung

Milchleistungsfutter  Vollkraft Gustrow

2000

33%
20%
17%
13%

8%

5%

2%

1,3%
0,2%
8,0
204

Soja

Mais
Weizenkleber

Weizen

Rapsextraktions-
schrot
zuckerarme
Melasseschnitzel
Natriumhydrogen-
carbonat

Calciumcarbonat

Natriumchlorid
MJ/Kg TM NEL
g/kg TM Protein

Universal Kraftfutter  Vollkraft Glstrow

18/3

20-40%

<2%

Getreide

(Triticale, Roggen,
Weizen, Gerste)
Rapsextraktions-

schrot

Niedrige Konzentrationen an:

6,7
160

Malzkeime
Weizenkleberfutter
Weizenkleie
Haferschalkleie
Melasseschnitzel
Melasse
Glycerin
Mineralstoffe
Vitamine

MJ /kg TM NEL
g ’kg TM Protein
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3.2 Tiermaterial und Haltungsbedingungen
3.2.1 Tierauswahl

Das Ziel der Tierauswahl war tragende, hochleistende Milchkihe fir diese Studie
aufzunehmen. Dazu wurden die Milchleistungsdaten der infrage kommenden Tiere der
ersten und der aktuellen zweiten Laktation ausgewertet. Es wurden tragende Tiere
erworben, deren Leistungsparameter eine Milchmengenleistung von uber 10.000 kg Milch
innerhalb von 305 Tagen in der aktuellen zweiten Laktation erwarten lie3en.

Fir die Untersuchungen (LALLF M-V TSD 7721.3-1.1-005/09) wurden 30 Kiihe der Rasse
Deutsche Holstein ausgewahlt. Sechs Tiere (Nr. 11-13, 26, 28 und 29) stammten von dem
Gut Jirgenstorf aus Mecklenburg Vorpommern. 15 Tiere (Nr. 1, 7, 8, 9, 16-25 und 30)
stammten aus der ADAP (Ahrenshagen Daskow Altenwillershagen Pantlitz) Rinderzucht
GmbH aus Ahrenshagen-Daskow in Mecklenburg-Vorpommern. Funf Tiere (Nr. 2-5 und 27)
stammten aus dem Gut Dummerstorf in Mecklenburg-Vorpommern. Vier Tiere (Nr. 6, 10, 14

und 15) stammten aus dem Lehr- und Versuchszentrum Futterkamp in Schleswig-Holstein.

3.2.2 Haltung

Die Haltung der Kihe wurde in drei Abschnitte entsprechend der Laktationsphase
(Trockensteher, Vorbereitung zur Abkalbung und Frischmelker) unterteilt.

Vom Zukauf der Tiere in der Spatlaktation der zweiten Laktation bis berechnete 12 Tage a.p.
wurden die Tiere in einem Laufstall mit Spaltenbéden und Tiefliegebuchten gehalten. Der
Liegebereich war in einzelnen Liegebuchten, die mit Strohhacksel eingestreut waren,
unterteilt. Um den Kuhkomfort zu optimieren, stand ein Kuh-Liegeplatzverhaltniss von 1:2 zur
Verfugung. Frisches Wasser wurde uUber zwei frei zugangliche, selbstnachlaufende
Trankebecken angeboten. Zusatzlich konnten die Tiere eine elektrische Blrste zur
Steigerung des Wohlbefindens nutzen. Viehsalzlecksteine standen den Kihen ebenfalls zur
freien Verfigung. Das Tier-Fressplatz-Verhaltnis lag bei 1:1,5. Die Fitterung bestand aus
einer totalen Mischration (TMR, total mixed ration), die in Fresswiegetrogen ad libitum
angeboten wurde.

Acht Wochen vor dem errechneten Abkalbetermin wurden die Tiere in einer separaten
Gruppe im selben Laufstall gehalten, diese Tiere wurden dann nicht mehr gemolken
(Trockensteher). Auch den Tieren dieser Gruppe wurde der oben genannte Kuhkomfort
angeboten.

Im Zeitraum vom berechneten 12. Tag a.p. bis einen Tag nach der Kalbung, wurden die
Tiere in Einzeltiefstreuboxen mit Stroheinstreu im Abkalbestall einzeln gehalten. Die TMR

wurde manuell ad libitum auf dem Futtertisch vorgelegt und die Futtermenge wurde ebenfalls
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manuell erfasst. Am Tag 1 p.p. kamen die Kihe zurick in den Laufstall zu den laktierenden
Tieren.

Uber den gesamten weiteren Untersuchungszeitraum wurden die Tiere bei gleichem
Futterungs- und Haltungsregime gehalten, untersucht und beprobt.

Der Milchentzug erfolgte zweimal taglich jeweils morgens zwischen 5:30 - 6:30 Uhr und
abends zwischen 16:00-17:00 Uhr in einem Tandem-Melkstand. Die individuelle
Milchmenge eines jeden Tieres wurde bei jedem Melkvorgang elektronisch erfasst und

dokumentiert.

3.2.3 Fitterung

Im Laufstall standen den Tieren Einzelfressplatze mit Fresswiegetrogen zur Verfugung.
Jeder Trog war mit einer elektronischen Tiererkennung und einem programmierbaren
Zugangstor ausgestattet. Die Kihe erhielten vor der Studie einen Transponder, durch den
der Zugang zu den Fresswiegetrogen elektronisch gesteuert wurde. Somit konnte die Menge
der taglichen Futteraufnahme tierindividuell erfasst werden.

Da im Abkalbestall keine Fresswiegetroge zur Verfigung standen, wurde hier die tagliche
Futterration manuell ausgewogen.

Um die tagliche Futteraufnahme zu ermitteln, wurde die Rickwaage der nicht gefressenen
Futterration von der am Vortag eingewogenen Rationsmenge subtrahiert.

Die Fitterung erfolgte entsprechend der Bedarfsempfehlungen der GfE Uber eine TMR ad
libitum. Die Rationen wurden jeweils um 6.00 Uhr und um 16.00 Uhr frisch mit einem
Futtermischwagen gemischt und den Tieren vorgelegt.

Die Rationsgestaltung entsprach dem jeweiligen Leistungsabschnitt der Kiihe. Es gab drei
phasenspezifische Fltterungsabschnitte. Vom Trockenstellen von der achten Woche a.p.
bis vier Wochen a.p. wurde den Kiihen eine Trockensteherration angeboten. Ab der dritten
Woche a.p. bis zur Kalbung wurde den Tieren eine Vorbereitungsration vorgelegt. Nach der
Kalbung wurden die Kuihe mit der Frischmelkerration gefuttert.

Die Zusammensetzung der entsprechenden Rationen ist in Tabelle 1 aufgeflihrt. Die
Hauptkomponenten waren Mais- und Grassilage. Zur Erhéhung des Rohfaseranteils wurden
Heu und Stroh hinzugegeben. Die Ration der Vorbereitungsfutterung wurde mit ca. 150 mi
Propylenglycol je Kuh und Tag erganzt. Der Frischmelkerration wurde mit ca. 250 ml
Propylenglycol je Kuh und Tag hinzugefigt. Eine bedarfsgerechte Mineralienmischung
wurde jeder Ration beigemengt: Rinderstolz 9235 fir die trockenstehenden Tiere und
Rinderstolz 9522 fur die frischmelkenden Tiere. Den Tieren der Vorbereitungsfutterung
wurde Anionen-Mix 1141 zur Ration hinzugefugt.

Die Ration fur die frisch laktierenden Kihe wurde fir eine Milchleistung von 42 kg Milch/Tag
bei einer TSA von 22 kg kalkuliert.
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Rationen

Vorbereitung

;rélefwztz_r‘:; (3.Wo a.p. bis zur | Frischmelker (p.p.)
Abkalbung)
Inhaltstoffe g/kg TM

Grassilage 765 290 171
Maissilage - 341 287
Heu 101 - 45
Stroh 126 102 18
Milchleistungsfutter 2000 - - 336
Universal Kraftfutter 18/3 - 179 -
Rapsextraktionsschrot - 56 52
melassierte _ ) ) 79
Trockenschnitzel

Mineralmischung 8 20 9
Propylenglycol - 12 10

Chemische Analyse

Protein g/kg TM 127 133 164
Fett g/kg TM 36 34 29
NEL MJ/kg T™M 5,8 6,4 7,1
ADF (Saure-Detergenz-Faser) 254 194 166
NDF (Neutral-Detergenz-Faser) 448 357 299

Tab. 1: Futterkomponenten publiziert in WEBER ET AL. (2013A)
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3.3 Probennahmetbersicht

In dieser Studie fand die Beprobung der Tiere im Zeitraum vom Tag des Trockenstellens bis
zum Tag der Schlachtung statt. Es wurden Blutproben zur Analyse von
Stoffwechselmetaboliten und Hormonen gewonnen. Milchproben wurden zur Bestimmung
der Milchprogesteronwerte und zur Erhebung der Milchleistungsdaten genommen.
Leberbiopsien wurden zur Ermittlung des Leberfettgehaltes durchgefiihrt. WEBER ET AL.
(2013 A, B) hatten weitere leberspezifische Enzyme im Energiestoffwechsel untersucht.
Ausgewahlte zootechnische Parameter wurden erfasst. Bei der
reproduktionsphysiologischen Untersuchung wurden Ovar- und Uterusbefunde erhoben. In
Abbildung acht ist die Beprobung uber den gesamten Untersuchungszeitraum hinweg
schematisch dargestellt. Die folgenden Kapitel beschreiben die Durchfihrung und die

Zeitpunkte der jeweiligen Probennahme ausfihrlich.

Reproduktionsphysio-
logische Befundung

Leberbiopsien [ | m O [ O o O
Blutentnahmen ® ® 00 © © © ©¢ ¢ ¢ © © O ©
zootechnische
Parameter V VvV ¥V V vV V vV VvV vV vV vV vV vV vV vV vV v Vv VY
81716151413 1211},112131415161718191 -
Woche a.p. Woche p.p.

Vor-

Laktation

Fiitterungsphasen

bereitung

Kalbung Schlachtung

Abb. 8: Zeitlicher Ablauf der Beprobung
3.3.1 Milchproben und Erfassung der Milchleistungsdaten

Die Milchmenge pro Gemelk und Tier wurde in jeder Melkzeit elektronisch erfasst und
dokumentiert. Aus den ersten 60 Tagen p.p. wurde die 60 Tage-Milchleistung je Kuh
errechnet. Einmal wochentlich wurde pro Tier eine Sammelmilchprobe aus dem
morgendlichen und abendlichen Gemelk zur Bestimmung der Milchinhaltsstoffe genommen.
Die Analysen des Milchfett- und Milcheiweiligehaltes flihrte das Zentrallabor des
Landeskontrollverbandes fur Leistungs- und Qualitatsprifung Mecklenburg-Vorpommern
e. V. in Gustrow durch.

Die Milchprobenentnahme zur Progesteronbestimmung erfolgte ab dem zehnten Tag p.p. bis
zur Schlachtung zweimal wdchentlich in der abendlichen Melkzeit. Dazu wurde eine
Endgemelks-Probe von ca. 5 ml aus dem hinteren linken Viertel gemolken und bis zur

Analyse bei -20°C konserviert.
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3.3.2 Korpergewicht

Die Bestimmung des Kérpergewichts der Tiere erfolgte zwei Mal pro Woche. Dazu wurden
die Tiere jeweils nach dem Melken und vor der morgendlichen Fltterung einzeln auf einer

stationaren Waage gewogen und das Korpergewicht dokumentiert.

3.3.3 Riickenfettdicke (RFD)

Zur Einschatzung der Kérperkondition der Tiere wurde im Zeitraum von der achten Woche
a.p. bis zur neunten Woche p.p. die RFD gemessen. Dies wurde durchgefihrt, um die
Ruckenfettmobilisierung in Relation mit metabolischen und endokrinen Parametern zu
betrachten. Die Erfassung der RFD wurde einmal wéchentlich nach der von SCHRODER UND
STAUFENBIEL (2006) beschriebenen Methode durchgefiihrt. Mit einem mobilen
Ultraschallgerat wurde die RFD-Messung vorgenommen. Die Messung fand an einem
definierten Punkt auf einer Verbindungslinie zwischen dem oberen Bereich des Tuber
ischiadicum und dem oberen Bereich des Tuber coxae, etwa eine Handbreit kranial des
Tuber ischiadicum statt. Die Abbildung neun zeigt den Aufbau der Koérperschichten am
Messpunkt im Ultraschallbild. Das Ruckenfett befindet sich zwischen der Haut (Cutis) und
der Muskelfaszie (Fascia trunci profunda). Die Angaben zur RFD erfolgten in Millimeter und
beinhalteten neben der Fett- auch die Hautdicke.

Die Tiere wurden entsprechende des von STAUFENBIEL ET AL. (2004) empfohlenem optimalen
Fettansatz zum Abkalbezeitpunkt von 25 mm RFD eingeteilt. Somit fand die Einteilung der
Tiere in drei Gruppen nach ihrer RFD in der ersten Woche a.p. statt. Der ersten Gruppe
(RFD < 20) sind sechs Tiere mit einer RFD von weniger als 20 mm eine Woche a.p.
zugeordnet. Die zweite Gruppe (RFD 20-30) wird von 13 Tieren gebildet, die eine RFD
zwischen 20 bis 30 mm in der ersten Woche a.p. zeigten und die dritte Gruppe (RFD > 30)

umfasst sieben Tiere mit einer RFD von Gber 30 mm in der ersten Woche a.p..

RFD =15 mm
Fascia trunci

Musculus gluteus

Abb. 9: Ultraschallbild von der RFD-Messung mit dem Schichtenaufbau
Kuh-Nr. 10 in der 10. Woche p.p. (Gruppe RFD 20-30 bzw. CL < 24)
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3.3.4 Blutentnahme

Die Blutentnahme erfolgte an den Tagen 56., 28., 15. und 5. a.p., dem ersten Tag nach der
Kalbung und dann wdchentlich jeweils morgens nach dem Melken und vor der Fitterung.
Das Blut wurde mit einem Vakuum Retainer System aus der Vena jugularis in Réhrchen mit
EDTA als Antikoagulants entnommen. Unmittelbar nach der Blutentnahme wurden die
Blutrohrchen auf Eis gestellt. Zunachst fand eine Zentrifugation der Blutproben in einer auf
4° C gekihlten Multifuge 3S-R Zentrifuge fiir 20 Minuten bei 1500 x g statt. Der Uberstand
wurde jeweils in vorbereitete 1,5 ml Reaktionsgefalle abpipettiert und bei -20 °C bis zur

Untersuchung gelagert.

3.3.5 Leberbiopsie

Fir die Analyse von Leberfett wurde Lebergewebe gewonnen. Es wurden pro Tier sechs
Leberbiopsien durchgefiinrt. Die Gewinnung der Leberbioptate wurde modifiziert nach der
Methode von DUSKE ET AL. (2009) durchgefiihrt. Die Entnahme des Lebergewebes erfolgte
am 56., 15. Tag a.p. und am 1., 14., 28. und 49. Tag p.p. Die Hautinsertionsstelle fir die
Leberbiopsie befand sich auf der rechten Tierkoérperseite im 11. Intercostalraum. Circa
zwei handbreit unterhalb der Lendenwirbelsdule auf einer gedachten Linie zwischen dem

Tuber coxae und dem Articulatio humeri ist die Einstichstelle lokalisiert (siehe Abbildung 10).

Quelle: Privat

Abb. 10: Topographie der Punktionsstelle
a. gedachte Hilfslinie, b. und c. 12. und 11. Rippe, x. Punktionsstelle
modifiziert nach STAUFENBIEL ET AL. (1991)
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Die Gewinnung des Leberbioptates erfolgte mit einer maRRgefertigten Biopsienadel, die einen
AuRendurchmesser von 6 mm und ein Lange von 50 cm aufwies. Das Operationsfeld wurde
auf ca. 10 x 10 cm rasiert, mit Ethanol entfettet und mit Braunol desinfiziert. Es folgte eine
Lokalanasthesie mit 12,0 ml Isocain. Nach 15 Minuten Einwirkzeit fand eine zuséatzliche
Vereisung die Haut vor dem Hautschnitt statt. Mit einem ca. 1-2 cm langen Skalpellschnitt
wurde die Haut mit den darunterliegenden Muskelschichten durchtrennt.

Die Biopsienadel wurde in Richtung des gegeniberliegenden Articulatio cubiti eingefuhrt und
bis zum Erreichen der Leber vorgeschoben. Danach wurde nur der Trokar vorgeschoben,
um eine entsprechende Menge Lebergewebe zu gewinnen. Die Konservierung der
gewonnenen Probe erfolgte unmittelbar nach Entnahme in flissigem Stickstoff und wurde
bei -80 °C gelagert. Im Regelfall konnten mindestens 1 g Lebergewebe gewonnen werden.
Die Hautwunde wurde mit einem Einzelheft verschlossen und mit Alu-Spray abgedeckt. In
den folgenden drei Tagen nach der Biopsie wurden die Kdérpertemperatur des Tieres und

seine Futteraufnahme genau kontrolliert.

3.3.6 Synchronisation der Tiere und die definierte Gewinnung von Oozyten
und Embryonen
Zur Synchronisation der Tiere wurde ein bewahrtes Brunst- und Ovulations-
synchronisationsregime von BECKER ET AL. (2004) angewandt, um an definierten
Trachtigkeitstagen Embryonen und Ovarien mit praovulatorischen Follikeln zu gewinnen. Im
Folgenden werden die Trachtigkeitstage in Zyklustagen angegeben.
Zunachst erfolgte eine randomisierte Einteilung der Tiere in drei Gruppen. Ein Drittel der
Tiere wurden dem Zyklustag Null (ZT0), ein Drittel dem viertem Zyklustag (ZT4) und ein
Drittel dem zwolften Zyklustag (ZT12) zugeordnet. ZT4 bedeutet, dass sich die Tiere am
vierten Tag post inseminationem befanden. Entsprechend bedeutet ZT12, dass sich die
Tiere am zwolften Tag post inseminationem befanden.
Alle Tiere wurden zunachst gleich behandelt: Zwischen dem 8. und 14.Tag des
Sexualzyklus wurde nach Feststellung eines funktionalen CL bei der entsprechenden Kuh
mit 2,0 ml intra musculaer (i.m.) injiziertem PGF Veyx forte (entsprechen 0,53 mg
Cloprosterol) die Luteolyse eingeleitet. Im Abstand von 65 Stunden zu der PGFa,-
Verabreichung fand eine Applikation von 2,0 ml Gonavet (entsprechen 100 ug Gonadorelin)
i.m. Anwendung. Durch diese GnRH-Applikation in zeitlicher Nahe zum endogenen LH-Peak,
sollten der LH-Peak und die nachfolgende Ovulation synchronisiert werden.
Bei den Tieren vom ZTO0 sollten die praovulatorischen Follikel entnommen werden. Dazu
wurden die Tiere jeweils 22 Stunden nach der GnRH-Applikation geschlachtet und die

Ovarien mit den praovulatorischen Follikeln gewonnen.
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Da von den Tieren vom ZT4 und ZT12 befruchtete Oozyten und Embryonen gewonnen
werden sollten, wurden die Tiere zunachst nach dem gleichen Schema synchronisiert: 2,0 ml
PGF Veyx forte (entsprechen 0,53 mg Cloprosterol) wurden zwischen dem 8. und dem
14. Tag des Sexualzyklus i.m. appliziert. 65 Stunden spater folgte eine i.m. Behandlung mit
2,0 ml Gonavet (entsprechen 100 ug Gonadorelin). Im Unterschied zu den Tieren vom ZT0
folgte bei diesen Tieren 13 Stunden spater die einmalige terminorientierte kinstliche
Besamung. Es wurde jeweils konfektioniertes und gepriiftes Sperma (Besamungspalliette mit
15 Millionen Spermien) von Bullen mit vergleichbaren reproduktiven Parametern eingesetzt.

Entsprechend der Gruppen wurden die Kihe am ZT4 bzw. am ZT12 nach der Besamung

geschlachtet.

3.4 Probenaufbereitung, Analysemethoden
3.4.1 Futterinhaltsstoffe

Bei der Berechnung der téaglichen tierindividuellen TSA wurde die tagliche
Frischmasseaufnahme und deren Trockensubstanzgehalt berlicksichtigt. Aus der taglichen
TSA wurde der Wochenmittelwert bestimmt. Das arithmetische Mittel wurde aus den Werten
von sieben aufeinanderfolgenden Tagen errechnet. Um bei den Berechnungen mdgliche
Veranderungen des Trockensubstanzgehaltes, des Rohnahrstoffgehaltes und damit des
Energiegehaltes einzelner Rationskomponenten wahrend des Versuchszeitraumes
bertcksichtigen zu kénnen, wurden Trockensubstanz-, Rohnahrstoffe- und Energiegehalt der
Einzelkomponenten bestimmt. Der Trockensubstanzgehalt wurde wochentlich aus der TMR
und den Grundfuttermitteln Mais- und Grassilage bestimmt.

Fir die Trockensubstanzbestimmung wurden die Futterproben bei 60 °C fir 24 Stunden und
anschlielRend bei 105 °C fur 3 Stunden getrocknet. Mittels Differenzwagung vor und nach
vollstéandiger Trocknung wurden die Trockensubstanzgehalte berechnet.

Bis zur Bestimmung der Inhaltsstoffe wurde monatlich eine Probe von der gesamten TMR
genommen. Von der Mais- und Grassilage wurden alle zwei Wochen Proben gezogen. Diese
Futterproben wurden bis zur Analyse bei -20 °C gelagert.

Die Agrarwissenschaftliche Fakultat der Universitat Rostock analysierte mittels vollstandiger

Weender-Futtermittelanalyse die Rohnahrstoffgehalte zur Ermittlung des Energiegehaltes.

3.4.2 Energiebilanzberechnung

Die Energiebilanz ist das Ergebnis der Differenz zwischen der taglich aufgenommenen
Energiemenge und dem energetischen Bedarf fur die Erhaltung und Milchleistung. Der
Ausschuss fir Bedarfsnormen der GFE (2001) hat eine Berechnungsformel erstellt, die
bereits in Kapitel 2.2.1 detailliert aufgeschlisselt wurde.

Die Energiebilanz wurde in Mega Joules pro Tage und Kuh angegeben (REIST ET AL., 2003).
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3.4.3 Konzentrationsbestimmung von Milchinhaltsstoffen

Das Zentrallabor des Landeskontrollverbandes fir Leistungs- und Qualitatsprifung
Mecklenburg-Vorpommern e. V. (Gustrow) bestimmte die Milchinhaltsstoffe. Zur Analyse des
Fett-, des Eiweil3- und des Laktosegehaltes wurde eine Infrarotabsorptions-Methode

(MilkoScan) angewandt.

3.4.4 Konzentrationsbestimmung der NEFA

Das klinische Labor der Klinik fir Rinder der Stiftung Tierarztliche Hochschule Hannover
bestimmte die Konzentration der NEFA unter Verwendung folgender Testkits: Nr. # 434 —

91795. Die Analyse erfolgte automatisch in einem Pentra 400 Spektralphotometer.

3.4.5 Konzentrationsbestimmung von Progesteron

Die Analyse der Progesteronkonzentration im Nachgemelk und im Blutplasma wurde nach
der Methode von BLODOW ET AL. (1988) im Doppelansatz durchgefiihrt. Dabei wurde die in
den Probemedien enthaltene Progesteronkonzentration mit einem direkten kompetitiven
*H-Radio-Immunoassay (RIA) bestimmt. Bei dieser Methode wird Tritium (*H) als Radionuklid
zur  Markierung des  Antigens/Tracer verwendet. Als Tracer diente ein
[1,2,6,7-*H] Progesteron mit einem Titer von 1:100. Der Antikérper wurde in Kaninchen durch
Immunisierung mit einem 11-Hydroxy-Progesteron-Konjugat erzeugt und hatte einen Titer
von 1:30.000.

Um die Progesteronkonzentration in der Milch zu bestimmen, musste zunachst das
Progesteron aus der Milch extrahiert werden. Dazu wurden die Milchproben im Thermoblock
bei 25 °C aufgetaut. Nach dem Mischen wurden jeweils 500 ul der Probe abpipettiert und mit
200 pl Ethanol versetzt.

Nach 15 Sekunden vertikalem Schitteln, wurde die Probe 15 Minuten bei 4.000 x g bei 4 °C
zentrifugiert und anschlieBend 30 Minuten ruhen gelassen. Aus dem Uberstand wurde fiir die
Bestimmung 50 pl Flissigkeit abpipettiert. Das Progesteron aus dem Blutplasma konnte
ohne vorherige Extraktion gemessen werden. Das zu bestimmende Hormon konkurriert mit
seinen Mit-Isotopen um die Bindungsstelle an dem spezifischen Antikorper.

Zur Gleichgewichtseinstellung wurde das extrahierte Progesteron mit Inkubationspuffer,
Tracer und Antiserum mit dem Antikorper fir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Nicht markiertes
Progesteron und Tracer wurden vom Antikdrper gebunden. Fir die Durchfihrung des
Immunassays wurden jeweils 50 yl vom Probenmaterial in die mit Puffer laut

Pipettierschema (siehe Tabelle 2) vorbereiteten Rohrchen Gberschichtet.
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To- | Mini- Standard P::%ens-
tal | mum | 0,0 |6,25(12,5| 25 | 50 | 100 | 200 | 400 | 800 1600 | poop
Puffer | 900 | 400 | 300 | 200 | 200 | 200 | 200 | 200 | 200 | 200 | 200 | 200 | 4f 300
auffullen
Stan- | ] - 1100|100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | -
dard

Tracer | 100 | 100 | 100 [ 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 100

Anti- | - | 100|100 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
serum

‘:‘(':,t"l‘g - | 500 |500]500]500]500|500|500|500]|500]|500]| 500 500
Probe | - - - - - - - . . ; ) ) 50

Tab. 2: Pipettierschema RIA fir Progesteronmessung und Eichkurvenerstellung (in pl)

Nach der Gleichgewichtseinstellung wurde freies Hormon vom antikérpergebundenen
Hormon getrennt. Dies erfolgte mit der Dextran-Aktivkohle-Methode. Die Aktivkohleldsung
wurde 10 Minuten mit einem Magnetrihrer gerihrt und anschlieRend je 500 pl in Réhrchen
gegeben, geschiittelt und auf Eis gestellt. In diesem Schritt wurden die Blutproben flr
zwei Stunden bei 4 °C und die Milchproben fir 40 Minuten im Eisbad inkubiert. Der freie
Anteil des Progesteron wurde durch die Aktivkohle gebunden und als Sediment nach der
Inkubationszeit bei 4.000 x g und 4 °C fur 15 Minuten zentrifugiert. Die Proben wurden auf
Eis gestellt. Der Uberstand enthielt den mit Antikérper gebundenen Anteil, von dem je 500
in die Réhrchen fur die Szintilation abpipettiert wurden. Nach Zugabe von Rotiszintecoplus
und 30 Minuten Inkubationszeit wurde die Messung der Radioaktivitdt im
Flussigkeitsszintillationsspektrometer (LSC - Liquid Scintillation Analyzer) durchgefuhrt. In
diesem Gerat ist eine MultiCalc-Software fir die RIA-Auswertung integriert. Des Weiteren
erfolgte die Messung der Standard- und Medien-Konzentration im LSC. Die Bindung des
®H-markierten Steroides an dem Antikdrper ist tiber einen bestimmten Konzentrationsbereich
umgekehrt proportional der Menge des Progesterons in der zu untersuchenden Probe. Die
Eichkurve wurde durch Einsatz bekannter Progesteronkonzentrationen von 6,25 bis
1.600 pg/ml erstellt. Der Intra-Assay-Variationskoeffizient lag bei 7,6 % und der Inter-
Variationskoeffizient betrug 9,8 %. Die Empfindlichkeit des Progesteron-RIAs betrug 7 pg/ml.
Die Kreuzreaktivitat betrug mit Pregnenolon 0,22 %, mit Estradiol 0,1 %, mit Testosteron
0,45 % und mit Androstendion 0,26 %.
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3.4.6 Leberfettgehalt

Die Analyse des Leberfettgehalts erfolgte mittels einer etablierten Methode von KUHLA ET AL.
(2004) im Labor des Institutes fur Erndhrungsphysiologie des Forschungsinstitutes fir die
Biologie landwirtschaftlicher Nutztiere (FBN) in Dummerstorf. Dazu wurde das konservierte
Lebergewebe in flissigem Stickstoff homogenisiert. Die Bestimmung des Leberfettgehaltes
erfolgte auf Basis der Kohlenstoff- (C) und Stickstoff- (N) Zusammensetzung des Bioptates,
die durch Verbrennung und Elementaranalyse mittels Massenspektroskopie analysiert
wurde.

Der gesamte Leberfettgehalt wurde nach folgender Formel berechnet:

Leberfett (% TS) = 1,3038 x C - 4,237 N - 0,58 x Glycogen - 0,5125 x Glucose

3.5 Reproduktionsphysiologische Untersuchungen
3.5.1 Brunstbeobachtung

Es wurde mehrmals taglich eine visuelle Brunstbeobachtung durchgefihrt. Dabei wurden die
Tiere sowohl zu den Ruhezeiten (gegen 8:30 Uhr und gegen 12:00 Uhr) als auch in ihren
aktiven Phasen (vor dem Melken im Wartehof und wahrend der Futteraufnahme gegen 6:00
Uhr und gegen 15:30 Uhr) beobachtet. Die Brunstbeobachtung wurde in drei Kategorien
unterteilt und dokumentiert: Das Brunstverhalten, der Brunstschleim und die Roétung der
vaginalen Schleimhaut. Zum Brunstverhalten z&hlt sowohl das Aufsprung- und
Duldungsverhalten als auch die Vokalisation der Tiere. Beim Brunstschleim wurden
Anzeichen von vaginalem Schleimabgang geprift und die Qualitat des Brunstschleimes
beurteilt. Alle Beobachtungen wurden dokumentiert und anschlieBend mit den

Progesteronwerten verglichen, um eine eindeutige Brunst festzustellen.

3.5.2 Transrektale Palpation des Uterus und der Ovarien

Ab dem zehnten Tag p.p. erfolgte zweimal wdchentlich eine rektale Untersuchung, um die
gynéakologischen Befunde zu erheben. Dadurch konnten nicht physiologisch verlaufende
Puerperien erkannt werden. Dazu wurden die Zervix, der Uterus und die Ovarien untersucht.
Die Zervix wurde nach Lage, Starke, Konsistenz und Oberflachenbeschaffenheit beurteilt.
Der Uterus wurde nach Lage, GréRe, Symmetrie der Uterushdrner, Konsistenz, Kontraktiliat,

Tonus, Wandung, Oberflache und Inhalt beurteilt.
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Bei den Ovarien wurden die Grof3e, Form, Konsistenz und Konsistenzunterschiede innerhalb
des Ovars, Beweglichkeit und palpierbare Funktionskoérper wie Follikel, Zysten und CL
beurteilt.

Ebenfalls wurde der GroRenvergleich zwischen den Ovarien dokumentiert. Der Salpinx,
Gekrése und die Bander wurden nach Verklebungen untersucht.

Zur Ubersichtlichen Dokumentation der Palpationsbefunde wurden die Ergebnisse nach
einem Befundungsschlissel (Tabelle 3) gesichert. Die Involution des Uterus nach der

Kalbung wurde durch rektale Untersuchungen verfolgt und dokumentiert.

Uterus Ovarien
Groke | Grolke G1-G VI Grolke E- Erbsengrof}
B- Bohnengrof3
Symmetrie S, +As, As+ H- Haselnussgrof}
K- Kirschgrof}
Kontraktionsbereitschaft W- Walnussgrofy
KIl-KIII H- HGhnereigrof
Funktionskorper | F (Follikel)
(mm) CL-A (CL in Anbildung)

CL-B (CL in Blite)
CL-R (CL in Ruckbildung)

Konsistenz der | 1 = derb und prall mit kaum

Blase erkennbarer Fluktuation

2 = pralle Fluktuation

3 = deutliche Fluktuation

4 = schlaffe (weiche) Fluktuation
(reifer Follikel)

5 = knetbar, lappig-weich

(geplatzter Follikel)

Tab. 3: Palpationsbefund von der rektalen gynakologischen Untersuchung
nach GRUNERT UND BERCHTOLD (1999)
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3.5.3 Rektale ultrasonographische Untersuchung des Uterus und der Ovarien

Durch die Sonographie lassen sich die weiblichen Geschlechtsorgane visualisieren. So
konnten die rektal palpierten Befunde Uberprift und erganzt werden. Hierzu wurden die
klinisch relevanten physiologischen und pathologischen Befunde am Uterus und an den
Ovarien erhoben. Am Ovar wurden neben dem Ovarialstroma und den BlutgefaRen die
Funktionsgebilde festgestellt. Die Ovarien wurden in mehreren Projektionen dargestellt, um
alle zyklischen Veranderungen zu beurteilen. Die Anzahl und die Durchmesser der Follikel
wurden erfasst und vermessen.

Das Vorhandensein eines CL wurde Uberprift. Da jedoch vom 5. Tag bis mindestens zum
20. Tag, haufig bis zum 4. Tag des neuen Zyklus, das CL zu sehen ist, ist bei zyklischen
Rindern in den meisten Fallen ein CL vorhanden. Somit ist eine qualitative Beurteilung nach
Alter des CL (CL in Anbildung, Blite oder Rickbildung) unerldsslich. Dies geschieht anhand
der relativen Grolde, seiner dulleren Form und der Konsistenz. Ein CL in Blite ist von
fest-weicher Konsistenz und seine Grole betrdgt mindestens die Halfte des gesamten
Ovars. Betragt das Volumen des CL weniger als die Halfte des Gesamtovars und ist von
weicherer Konsistenz als das Ovargewebe, so handelt es sich um ein CL in Anbildung.

Ein CL in Rickbildung ist von derber Konsistenz, seine Gréle ist ebenfalls geringer als die
Halfte des Gesamtovars (GRUNERT UND BERCHTOLD 1999).

Die Diagnose Ovarialzyste wurde gestellt, wenn der Durchmesser des mit Flussigkeit
geflllten Hohlraumes mehr als 25 mm betrug. Bei einer Wiederholungsuntersuchung wurde

abgeklart, ob der flissigkeitsgefillte Hohlraum noch vorhanden war oder nicht.

3.5.4 Wiedereinsetzen der Ovarfunktion / erste luteale Aktivitat

Das Wiedereinsetzen der Ovarfunktion nach der Abkalbung wurde anhand der lutealen
Aktivitat der Tiere Uberwacht. Es wurde davon ausgegangen, dass der ersten lutealen
Aktivitat eine erste Ovulation vorausgegangen war und die Ovarien damit ihre
Funktionsfahigkeit wiedererlangt haben (WINDIG ET AL. 2008). Zur Uberwachung der lutealen
Aktivitat wurden die Tiere nach der Abkalbung regelmallig reproduktionsphysiologisch
untersucht (siehe 3.5.3) und es wurde eine intensive Brunstbeobachtung (siehe 3.5.1)
durchgefiihrt. Die klinische Befundung wurde durch die Bestimmung der
Progesteronkonzentation in Milch- und Blutproben (siehe 3.4.5) bestatigt und verifiziert.

Durch die fortlaufende Beprobung war eine Erstellung von Progesteron-Verlaufsprofilen
moglich. Als Grenzwert fiur das Vorliegen einer Brunst und somit einer lutealen Aktivitat
wurden Progesteronkonzentrationen im Nachgemelk von = 5 ng/ml (WINDIG ET AL. 2008) und
im Blut von = 1 ng/ml (SAMARUTEL ET AL. 2008) festgelegt. Es lag somit eine luteale Aktivitat
vor, wenn sowohl die Milch- als auch die Blutprogesteronkonzentrationen die jeweiligen

Grenzwerte Uberschritten haben und ein CL auf einem Ovar vorhanden war.
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3.6 Oozytengewinnung
3.6.1 Entnahme der Ovarien und Embryonenspiilung

In der Schlachthalle des Leibniz-Institutes erfolgte ca. 15 Minuten nach dem Tod der Tiere,
unmittelbar nach Eréffnung der Bauchhohle, die Entnahme der Ovarien. Die Gewinnung der
Ovarien erfolgte mittels einer chirurgischen Schere. Die separierten Ovarien wurden in
temperiertem Phosphate Buffered Saline (PBS) (38,5 °C) unter Zusatz von Penicillin
(60 mg/l) unverziglich zur Analyse ins Labor gebracht.

Die Embryonengewinnung erfolgte bei den Tieren am ZT4 bzw. ZT12. Dazu wurden das
Ovidukt und die ipsilaterale Uterushornspitze der Tiere prapariert und mit einer
Arterienklemme verschlossen. Danach fand die Spllung des Oviduktes und der
Uterushornspitze mit einem feinen Spllschlauch vom Infundibulum der Tuba uterina mit
temperiertem PBS statt. Die Spulflussigkeit wurde in einem Becherglas aufgefangen und

unter dem Mikroskop auf das Vorhandensein von Embryonen und Oozyten untersucht.

3.6.2 Beurteilung des Follikelbesatzes und des Corpus luteum

Die Einteilung und Dokumentation des Follikelbesatzes auf den Ovarien erfolgte
entsprechend dem Durchmesser der Follikel. Folgende Gruppen wurden gebildet: Follikel
<3 mm, Follikel von 3 bis 5 mm, Follikel von 6 bis 10 mm und Follikel > 10 mm. Des

Weiteren wurde das CL beschrieben und charakterisiert.
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3.6.3 Aufarbeitung der Follikel und Oozyten

Die Aufarbeitung der Follikel und Oozyten ist in Abbildung 11 schematisch dargestellt.

Tiere vom ZTO

/7 N\

praovul. Follikel 3-5 mm
Follikel
Einzelfollikel- Einzelfollikel-
aspiration aspiration
COK-
Klassenbestimmung
Oozyten Oozyten

l

Mitochondrien-

l

Entwicklungs-

aggregation Kompetenz
MitoTracker VM,
Orange IVF,
CMTMRos IVK
+ Furchungs-,
Chromatin- Blastozystenrate
konfiguration
Hoechst
33528
Abb. 11:

Tiere vom ZT4

l

Tiere vom ZT12

l

Follikel 3-5 mm Follikel 3-5 mm
Einzelfollikel- Einzelfollikel-
aspiration aspiration
COK- COK-

Klassenbestimmung

l

Oozyten

l

Entwicklungs-

Klassenbestimmung

l

Oozyten

l

Entwicklungs-

Kompetenz Kompetenz
IVM, IVM,
IVF, IVF,
IVK IVK

Furchungs-, Furchungs-,

Blastozystenrate

l

Blastozystenrate

l

Embryonen-
Gewinnungsrate

Embryonen-
Gewinnungsrate

Versuchsschema fiir die Aufarbeitung der Follikel und der Oozyten
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3.6.4 Gewinnung und Klassifizierung der Cumulus-Oozyten-Komplexe

Fir die Gewinnung der Cumulus-Oozyten-Komplexe (COK) wurden zunachst die Ovarien in
einer Petrischale fixiert, aufgeschnitten und mit temperietem PBS +0,2 % Bovinen
Serumalbumin (BSA) grindlich gespililt.

Zur Entfernung der groben Gewebebestandteile wurde die gewonnene Flussigkeit durch ein
handelsubliches Teesieb in ein Becherglas tberfihrt. Nach der Spulung der Ovarien in PBS,
Follikel
Nadelspritzenkombination. Der Inhalt eines Follikels wurde in eine Vertiefung einer 48-Loch-
Platte Uberfuhrt. Dort folgte die Entnahme der COK aus der Follikelflissigkeit und die
Uberfiihrung in eine mit PBS +0,2 % BSA gefiillte Sammelschale. Jede Aspiration endete mit
dem Splulen der Kantle mit PBS +0,2 % BSA.

Zur Klassifizierung der COK fand eine Beurteilung der COK unter dem Stereomikroskop bei
15facher Die COK wurden hinsichtlich

Ooplasmamorphologie in flinf COK-Klassen eingeteilt (LEIBFRIED UND FIRST,

folgte die Gewinnung der COK durch Einzelaspiration der mit  einer

und
1979;
OTzZNDORF, 2006), sieche Tabelle 4. Fiur die weitere Beurteilung wurden die COK angefarbt,

Vergroferung statt. ihrer Cumulus-

wie nachfolgend beschrieben.

Klasse Klasse 1 Klasse 2 Klasse 3 Klasse 4 Klasse 5
Compakter Expandierter | Corona radiata | Denudiert Degeneriert
Cumulus (cp) |Cumulus (ex) |(c.r.) (denud.) (deg.)
Morpho- 4 150 Ak i
logie e SEES P .
& @ e
Be- Oozyten mit Oozyten mit Oozyten mit Oozyten mit Oozyten mit
schrei- | dunklem, dunklem, dunklem, dunklem, pygnotischem
bung homogenem homogenem homogenem homogenem Ooplasma und
der Ooplasma und | Ooplasma und | oder oder geringem bis
Morpho- | kompaktem expandiertem | granuliertem granuliertem fehlendem
logie Cumulus Cumulus Ooplasma und | Ooplasma mit | Cumulus
oophorus oophorus geringem fehlendem oophorus
Cumulus Cumulus
oophorus oophorus
Tab. 4: Klassifizierung der Cumulus-Oozyten-Komplexe

nach LEIBFRIED UND FRIST(1979) UND OTZDORF (2006)
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Far die Brilliantcresylblau-Farbung wird Brilliantcresylblau (BCB) in Oozyten als Marker der
Aktivitat der  Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G6PDH), einem Enzym des
Pentosephosphatwegs, genutzt. Die G6PDH reduziert den Farbstoff BCB von blau zu
farblos. In Oozyten mit abgeschlossenem Wachstum ist die Aktivitat des Enzyms geringer.
Demnach farbt sich das Cytoplasma blau (BCB+). Im Gegensatz dazu zeigen Oozyten
wahrend des Wachstums eine hohe G6PDH-Aktivitat, ihr Cytoplasma ist farblos (BCB-)
(OPIELA ET AL., 2010).

Die BCB-Farbung wurde wie bei ALM ET AL. (2005) beschrieben durchgefiihrt. Nach dem
Waschen der COK in PBS +0,2 % BSA fand eine Inkubation mit 26 yM BCB-Ldsung bei
38,5 °C fir 90 Minuten statt.

Im Anschluss wurden die COK mit PBS +0,2% BSA gewaschen und unter dem
Stereomikroskop aufgrund der Anfarbbarkeit des Cytoplasmas in BCB+ (blau) und BCB-

(farblos) eingeteilt.

3.6.5 Bestimmung der Verteilung und Aktivitdit von Mitochondrien im
Ooplasma und Beurteilung der Chromatinkonfiguration in
praovulatorischen Oozyten

Fir die Analyse zur mitochondrialen Verteilung und Aktivitat wurden an den Oozyten eine

Doppelfarbung mit den Fluoreszensfarbstoffen MitoTracker Orange CMTMRos und

Hoechst 33258 durchgeflhrt.

3.6.5.1 Durchfiihrung der Doppelfarbung an Oozyten

Die Doppelfarbung wurde mit den Farbstoffen MitoTracker Orange CMTMRos und
Hoechst 33258 durchgefiihrt. Zunachst wurden die Oozyten in eine auf 38,5 °C temperierter
Trypsin-EDTA-L6sung verbracht und die Cumuluszellen mechanisch abgelést. Dann wurden
die Oozyten zweimal mit PBS-Loésung gewaschen. Danach erfolgte die Inkubation in
MitoTracker Orange CMTMRos-Farbelésung fir 30 Minuten im Dunkeln. Nach Ablauf der
Einwirkzeit wurden die Oozyten zweimal mit PBS-Lésung gewaschen und anschlie3end fir
15 Minuten in 3 % igem Paraformaldehyd fixiert. Es folgten drei Waschschritte: einmal mit
3 % igem Polyvinylalkohol und zweimal mit PBS-Lésung. Anschlieltend fand das Aufbringen
von je 5 Oozyten in 10 ul PBS auf einem Objekttrager und Uberschichten mit 6 yl Hoechst
33258-Farbeldsung statt. Nach Eindeckelung der Probe mit Deckglaschen wurden die
Rander mit Nagellack versiegelt und abgedunkelt bei 4 °C gelagert.

Die Farbung der Mitochondrien im Ooplasma erfolgte mit dem Fluoreszensfarbstoff
MitoTracker Orange CMTMRos. Dieser Farbstoff diffundiert passiv durch die

Plasmamembran und akkumuliert selektiv in den aktiven Mitochondrien. Der Farbstoff enthalt
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eine Chlormethyl-Gruppe, die mit den Thiolgruppen von Peptiden der Atmungskette in den
Mitochondrien reagiert und fluoreszierende Konjugate bildet (SCORRANO ET AL., 1999).

Fir die Bestimmung der Chromatinkonfiguration wurde der Fluoreszensfarbstoff
Hoechst 33258 verwendet. Der Farbstoff Hoechst 33258 gehért in die Gruppe der
Bisbenzimid-Farbstoffe. Er ist membrangangig und bindet spezifisch an A-T reiche
Sequenzen der DNA. Der Fluoreszensfarbstoff Hoechst 33342 wird vom UV-Licht bei einer
Wellenlange von 340 nm angeregt und emittiert Licht im Spektrum von Blau bis Cyan
(ca. 510 nm). Gebunden an der DNA kommt es zu einer Verschiebung des
Emissionsmaximums auf 465 nm. Mit Hilfe eines Fluoreszensmikroskopes Jenalumar
erfolgte die Auswertung der Doppelfarbung.

Die Messung der Emission der mitochondrialen Aktivitdt der Oozyten erfolgte bei einer
Wellenlange von 570 nm mit einem an das Fluoreszensmikroskop angeschlossenen
Fotomultiplyer. Die mitochondrale Aktivitdt wurde durch Bestimmung der Intensitat der
Fluoreszenz unter Beriicksichtigung der Hintergrundfluoreszenz berechnet.

Fir die Bestimmung der Chromatinkonfigurationen wurde die Emission bei 410 nm fir die

Hoechst 33258-Farbung gemessen.

3.6.5.2 Verteilung und Aktivitidt der Mitochondrien in Oozyten

Angelehnt an die Einleitung nach TORNER ET AL. (2007) wurde die Verteilung der
Mitochondrien im Ooplasma in feingranuliert, grobgranuliert und in kristallin unterteilt. In

Abbildung 12 sind Bilder fur das jeweilige Aggregationsmuster dargestellt.

Abb. 12:  Aggregationsmuster von Mitochondrien in Oozyten
(MitoTracker Orange CMTMRos, Fluoreszensmikroskop 400 x Vergréerung,
freigestellt)
A. feingranuliert, B. grobgranuliert, C. kristallin
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3.6.5.3 Anfarbung der Chromatinkonfiguration in Oozyten

Die Einteilung der Chromatinkonfiguration in den Oozyten erfolgte in unreife (Diplotan
Prophase |, Germinalvesikel), fortgeschrittene Meiose (Ana-, Telo-, Metaphase |) und reife
(Metaphase Il), diese Stadien sind bildlich in Abbildung 13 dargestellit.

Abb. 13:  Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der Chromatinkonfigurationen in
Oozyten (Hoechst 33258, 400 x Vergrolerung, freigestellt)
A. diffuses Dipl6tan, B. Anaphase, C. Metaphase |l

3.6.6 Entwicklungskompetenz von Oozyten

Eine Uberprifung der Entwicklungskompetenz von Oozyten aus 3 bis 5 mm grofRen Follikeln
erfolgte in-vitro auf der Basis der etablierten Standardmethode ALM ET AL. (2005). Dazu
wurden folgende Parameter der praimplantativen Entwicklungsfahigkeit der Oozyten
untersucht: die Befruchtungs-, die Furchungs- und die Blastozystenrate sowie die

Maturierungs- und die Fertilisationsrate.

3.6.6.1 In-Vitro-Maturierung der Cumulus-Oozyten-Komplexe

Nach Klassifizierung der COK in BCB+ und BCB- wurden sie jeweils einmal mit PBS +0,2 %
BSA und mit 420 ul Reifungsmedium TCM 199 gewaschen. Die Reifung der Oozyten erfolgte
im Inkubator bei 38,5 °C in feuchtigkeitsgesattigter Atmosphare unter Zusatz von 5 % CO..

Die Inkubationszeit betrug 24 Stunden.

3.6.6.2 In-Vitro-Fertilisation der Cumulus-Oozyten-Komplexe

Die gereiften COK wurden mit Fertilisationsmedium (Fert-TALP I) gewaschen, in 100 pl
Befruchtungsmedium (Fert-TALP II) Gberfuhrt und vollstdndig mit Mineraldl Gberschichtet.
Fir die in-vitro-Befruchtung wurde in Pailletten tiefgefrorenes Sperma verwendet. Nach dem

Auftauen der Spermasuspension fur 30 Sekunden in 38,5 °C warmen Wasser erfolgte die
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Gewinnung der motilen Sperminenfraktion tber eine SWIM-UP-Methode (PARRISH ET AL.,
1986). Hierzu wurde die Spermiensuspension zunachst mit Kapazitationsmedium (Sperm-
TALP) verdinnt und zentrifugiert. Es folgte die Abpipetierung des Uberstandes und die
Resuspension in das Befruchtungsmedium.

Zu einer Gruppe von je 10 COK wurden je 16 yl der Spermiensuspension mit einer
Konzentration von 10° Spermien/ml gegeben und fiir 18 Stunden im Brutschrank bei 38,5 °C
und 5 % COsinkubiert.

3.6.6.3 In-Vitro-Kultivierung der Cumulus-Oozyten-Komplexe

Die COK wurden in Reifungsmedium gewaschen und zuriick in die Reifungsschale gesetzt.
Nach 24 Stunden fand eine mechanische Entfernung des Cumulus statt. Die bereits
gefurchten Oozyten wurden in Synthetic Oviductal Fluid (SOF) gewaschen, in eine 4-Loch-
Schale mit SOF Uberfihrt und mit Mineral6él Uberschichtet. Die Kultivierung der bereits
gefurchten Oozyten erfolgte anschliefiend im Inkubator bei 38 °C, 5 % CO,und 5 % O, uber
sieben Tage. Die Furchungsrate wurde ermittelt, indem die Anzahl der eingesetzten COK
durch die Anzahl der gefurchten COK dividiert wurde. Der Parameter der Furchungsrate
wurde nach 48 Stunden nach der Zugabe der Spermiensuspension ermittelt. Zu den
gefurchten Oozyten wurden die Oozyten gezahlt, die mindestens zwei Blastomere
aufwiesen.

Am Tag sieben und acht wurde die Entwicklung zur Blastozyste beurteilt.
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3.7 Statistische Methoden

Zur Auswertung der Versuchsergebnisse wurden das Tabellenkalkulationsprogramm MS
Excel 2010 und die Statistikprogramme SigmaPlot 11.0 und SAS (Statistical-Analysis-
System) des Statistikpaketes fir Windows, Version 9.2 (SAS INSTITUTE, 2009)
herangezogen.

Samtliche Daten der zootechnischen Parameter, der Serum- bzw. Plasmakonzentrationen
der Metabolite und Hormone, der Leberparameter sowie der COK wurden varianzanalytisch
(ANOVA) mit den RANDOM und REPEATED Methoden der MIXED-Prozedur des SAS
analysiert.

In das verwendete, statistische Model wurden [Gruppe], [Wo_z Kalb] sowie [Gruppe X
Wo_z Kalb] als fixe Effekte und [Kuh] als zufalliger Effekt einbezogen, wobei [Gruppe] fir
die Gruppierung (Wiedereinsetzen der ersten lutealen Aktivitat p.p. nach der Abkalbung
(CL <24 und CL > 58) bzw. Rickenfettdicke von <20 mm, 20-30 mm oder > 30 mm eine
Woche vor der Abkalbung), [Woche] die jeweilige Woche vor oder nach der Abkalbung und
[Kuh] fUr das individuelle Tier stehen. Die Mittelwertdifferenzen wurden als LS MEANS mit
einem multiplen Mittelwertvergleich nach Tukey-Kramer auf Signifikanz getestet.

FUr die statistische Analyse wurde ein Signifikanzniveau von p < 0,05 festgelegt. Die
Darstellung der Ergebnisse in den Grafiken erfolgte jeweils als arithmetischer Mittelwert
unter Angabe der jeweiligen Standardabweichung. Bei der Gruppeneinteilung nach der RFD
eine Woche a.p., wurden drei Gruppen die miteinander verglichen, unterschiedliche
Buchstaben bedeuten signifikante Unterschiede. Bei der Gruppeneinteilung nach dem
Einsetzen der lutealen Aktivitat wurden zwei Gruppen miteinander verglichen, ein Sternchen
zeigt signifikante Unterschiede auf. Darliber hinaus wurden jeweils die p-Werte fir die in das

statistische Analysemodel einbezogenen Effekte angegeben.
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4 Ergebnisse

Von den urspringlich 30 Kiihen wurden 26 Tiere in die Auswertung einbezogen. Vier Tiere
wurden von der Studie ausgeschlossen, da die Tiere folgende Probleme aufwiesen: Eine
Kuh (94841) wies eine Labmagerverlagerung p.p. auf. Der Labmagen wurde operativ
reponiert, jedoch bildete sich ein Abszess. Eine Kuh (63238) zeigte ein gestdrtes Puerperium
mit ketotischer Stoffwechsellage und eine Pansenatonie. Dieses Tier erhielt eine
Dauertropfinfusion. Bei zwei Kihen (23799 und 63382) entstanden nach der Abkalbung

Zysten auf den Ovarien.

4.1 Leistungsniveau der Tiere

Bei den untersuchten Tieren handelte es sich um hochleistende Tiere mit einer
durchschnittlichen Milchleistung von 11245 + 262 kg / 305 Tage in der 2. Laktation und mit
einem durchschnittlichen Milchfettgehalt von 4,0 + 0,81 % und MilcheiweilRgehalt von
3,4 10,25 %. Der Untersuchungszeitraum erstreckte sich vom Trockenstellen, d.h. acht
Wochen vor dem errechneten Abkalbetermin bis zur Schlachtung, diese erfolgte im Mittel am
Tag 85 £ 20 Tag p.p. der 3. Laktation. Die 60 Tage-Milchleistung in der 3. Laktation ist in der
Abbildung 14 von allen Kuhen dargestellt und betrug 2691 + 384 kg Milch/Kuh mit
3,9 1 0,82 % Fettgehalt und einem durchschnittlichen Eiweildgehalt von 3,02 + 0,27 %.
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Milchmenge (kg/60 Tage)
4

500 -

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
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Kuhnummer

Abb. 14:  60-Tage Milchleistung in der dritten Laktation
(n = 26, durchschnittliche Milchleistung 2691 kg + 384 kg Milch/60 Tage)
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4.2 Ergebnisse nach der Gruppeneinteilung
4.2.1 Erste luteale Aktivitat

4.2.1.1 Einteilung der Tiere nach Einsetzen der ersten lutealen Aktivitat nach der
Abkalbung

Zum Einschatzen des Wiedereinsetzens der Ovarfunktion nach der Abkalbung wurde das
Intervall vom Partus bis zum Einsetzen der ersten lutealen Aktivitdt bestimmt. Die
Bestimmung des Intervalls wurde durchgefihrt, um die Zeitspanne in Bezug zu
metabolischen und endokrinen Parametern zu betrachten. Eine erste luteale Aktivitat konnte
bei allen Tieren festgestellt werden. Allerdings traten starke Variationen zwischen den Tieren
auf. Das klirzeste Intervall von der Abkalbung bis zum Einsetzen der ersten lutealen Aktivitat
wiesen die Kihe-Nr. 11 und 12 mit 14 Tagen p.p. auf, wahrend Kuh-Nr. 21 mit 135 Tagen
von der Abkalbung bis zum Einsetzen der ersten lutealen Aktivitdt das langste Intervall
aufwies.

Es wurden Tiere verglichen, die ihre erste luteale Aktivitdt bis zum 24. Tag p.p. aufwiesen,
mit Tieren, die nach dem 59. Tag p.p. ihre erste Ovulation hatten. Abbildung 15 zeigt die
Intervalllange von der Abkalbung bis zur ersten lutealen Aktivitat der Tiere. Die Tiere der
Gruppe CL < 24 wiesen die klirzesten Intervalle von der Abkalbung bis zur ersten lutealen
Aktivitat von durchschnittlich 17 + 3 Tagen auf, wahrend die Tiere der Gruppe CL > 58 von
Tieren gebildet wurde, die die langsten Intervalle von durchschnittlich 85 + 33 Tagen zeigten.
Die Gruppeneinteilung wurde so gewahlt, um jeweils eine gleiche Anzahl Tiere mit kurzem
Intervall von der Abkalbung bis zur ersten lutealen Aktivitat, mit Tieren mit einem langeren
Intervall systematisch vergleichen und so Zusammenhange zwischen metabolischen

Parametern und reproduktiven Funktionen erkennen zu kénnen.
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Abb.15:  Verteilung des Einsetzen der ersten lutealen Aktivitét p.p.
(Gruppe CL < 24: n= 8, Gruppe CL > 58:n= 8)
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4.2.1.2 Einsetzen der ersten lutealen Aktivitat nach der Kalbung in Abhangigkeit
zur RFD 1 Woche a.p.

Die Mittelwerte des Intervalls von der Abkalbung bis zur ersten lutealen Aktivitat sind im
Verhaltnis zur RFD in Abbildung 16 dargestellt. Die Tiere der Gruppe RFD 20-30 zeigten
nach 28 + 7 Tagen ihre erste luteale Aktivitat, wahrend bei den beiden anderen Gruppen das
Intervall vom Partus bis zum Einsetzen der ersten lutealen Aktivitat mehr als doppelt so lang
war. Die Tiere der Gruppe RFD < 20 zeigten ihre erste luteale Aktivitdt nach 66 + 10 Tagen
und die Tiere der Gruppe RFD > 30 nach 59+ 9 Tagen. Die Mittelwertdifferenzen des
Intervalls von der Abkalbung bis zum Einsetzen der ersten lutealen Aktivitat von den Tieren
der Gruppe RFD 20-30 unterschieden sich signifikant von denen der Gruppe RFD > 30 und
denen der Gruppe RFD <20 (p < 0,03), wahrend sich die Mittelwertdifferenzen fir diesen
Parameter zwischen den Tieren der Gruppe RFD <20 und RFD > 30 nicht signifikant
(p = 0,85) unterschieden.
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Abb. 16:  Verteilung des Einsetzen der ersten lutealen Aktivitat p.p. in Abhangigkeit
der RFD 1 Woche a.p.
(Gruppe RFD < 20: n=6, RFD 20-30: n=13, RFD > 30: n=7); * (p < 0,03)
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4.2.2 Rickenfettdicke
4.2.2.1 Entwicklung der RFD in Abhangigkeit zur ersten lutealen Aktivitat p.p.

Zur Beurteilung der Korperkondition der Tiere wurde im Untersuchungszeitraum die
Ruckenfettdicke gemessen. Der Verlauf der RFD-Entwicklung der Tiere beider Gruppen ist in

Abbildung 17 dargestellt und verlief nahezu identisch.
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Abb. 17:  Riickenfettdickeentwicklung (MW*STABW) iiber den Untersuchungszeit-
raum von der achten Woche a.p. bis zur neunten Woche p.p.
(Gruppe CL < 24: n= 8, Gruppe CL > 58: n= 8)
Zu Untersuchungsbeginn wiesen die Tiere der Gruppe CL < 24 eine RFD von 22,0 £ 2,6 mm
und die Tiere der Gruppe CL > 58 eine RFD von 25,25 £ 2,6 mm auf.
Die Werte zwischen den Versuchstieren variierten erheblich. In der Woche des
Trockenstellens zeigte Kuh-Nr. 26 (CL 24-58) mit 5,6 mm die geringste RFD, wahrend Kuh-
Nr. 2 (Gruppe CL > 58) und Nr. 24 (Gruppe CL > 58) mit 38 mm die gréte RFD aufwiesen.
Bei allen Tieren stieg die RFD bis zur Abkalbung an. Zu diesem Zeitpunkt wurde jeweils die
grofdte durchschnittliche RFD pro Gruppe von 26,1 £ 1,9 mm gemessen. Bei den Tieren der
Gruppe CL <24 lagen die durchschnittichen Maximalwerte bei 24,5 + 2,6 mm Rickenfett
und bei den Tieren der Gruppe CL >58 die durchschnittlichen Maximalwerte bei
27,8 £+ 2,6 mm Riuickenfett. Nach der Abkalbung konnte bei den Tieren beider Gruppen eine
Reduzierung der RFD festgestellt werden. Zum Ende des Untersuchungszeitraumes wurde
bei den Tieren der Gruppe CL < 24 die geringste RFD mit durchschnittlich 14,3 + 2,6 mm
RFD gemessen und bei den Tieren der Gruppe CL >58 wurden 15,4+ 2,6 mm RFD

gemessen.
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Insgesamt konnte eine postpartale Ruckenfettdickemobilisierung bei den Tieren der Gruppe
CL <24 im Durchschnitt von 10,2 mm RFD gemessen werden, wahrend die Tiere der
Gruppe CL > 58 eine RFD von 13,4 mm aufwiesen.

Jedoch reduzierte sich die RFD bei den Tieren der Gruppe CL > 58 in den ersten zwei
Wochen jeweils um zwei mm, wahrend die Tiere der Gruppe CL < 24 bis zur dritten Woche
p.p. insgesamt vier mm Rlckenfett mobilisierten. Die Mittelwertdifferenzen der RFD der Tiere
beider Gruppen unterschieden sich nicht signifikant (p =0,58) voneinander. Die
Mittelwertdifferenzen der RFD verringerten sich jeweils von der letzten Woche vor der
Abkalbung bis zur sechsten Woche p.p. Uber die Zeit in beiden Gruppen signifikant
(p <0,01).

4.2.2.2 Einteilung der Tiere nach der Rickenfettdicke eine Woche vor der
Abkalbung
Die Entwicklung der RFD Uber den Untersuchungszeitraum der Tiere in den drei Gruppen ist
in Abbildung 18 dargestellt.
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Abb. 18: Ruckenfettdicke (MW £ STABW) in Abhangigkeit von der RFD 1 Woche a.p.
im Zeitraum von der achten Wochen a.p. bis zur neunten Wochen p.p.
(Gruppe RFD < 20: n=6, RFD 20-30: n=13, RFD > 30: n=7)
Auffallig war eine hohe Varianz zwischen den Tieren. Die geringste RFD 1 Woche a.p. zeigte
Kuh-Nr. 26 (Gruppe RFD < 20) mit 9 mm. Die Kuh-Nr. 5 (Gruppe RFD > 30) wies mit 38 mm
die starkste RFD 1 Woche a.p. auf. Zwischen den Gruppen zeigte sich ein anndhernd
gleicher Verlauf der Entwicklung der RFD Uber den Untersuchungszeitraum. Es wurde
deutlich, dass es in allen drei Gruppen vom Zeitpunkt des Trockenstellens bis 1 Woche a.p.
zu einer Zunahme der RFD kam. Nach der Abkalbung mobilisierten die Tiere aller drei
Gruppen Rilckenfett. Zum Ende des Untersuchungszeitraumes waren die

Mittelwertdifferenzen zwischen den Gruppen geringer als zum Zeitpunkt des
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Trockenstellens. Sie befanden sich in allen drei Gruppen unterhalb des Ausgangswertes zu
Untersuchungsbeginn. Die Unterschiede der RFD der Gruppen wurden nicht berechnet, in
Abbildung 19 ist die Signifikanz der Abnahmen der RFD sichtbar.

4.2.3 Riuckenfettmobilisierung in Abhangigkeit von der RFD 1 Woche a.p.

In Abbildung 19 ist der Verlauf der Rickenfettmobilisierung nach der Abkalbung dargestellt.
Die Gruppe RFD <20 hat dber den Zeitraum von der Abkalbung bis zum
Untersuchungsende die geringsten Abnahmen von 5,3 + 1,3 mm zu verzeichnen. Nach der
Abkalbung mobilisierten diese Tiere signifikant weniger (p < 0,01) Rickenfett als die Tiere
der anderen Gruppen. Die Tiere der Gruppe RFD 20-30 verringerten ihre RFD um
11,3+ 0,9 mm im postpartalen Zeitraum. Die starkste RFD-Reduzierung mit insgesamt
14,6 £ 1,2 mm fand bei den Tieren der Gruppe RFD > 30 statt. In den ersten drei Wochen
p.p. mobilisierten die Tiere der Gruppe RFD < 20 von ihrem gesamten RFD-Abbau 69,9 %.
Ab der vierten Woche p.p. erfolgte bei diesen Tieren keine weitere RFD-Mobilisierung. Bei
der Betrachtung der Mittelwertdifferenzen der Abnahme der RFD ab der vierten Woche p.p.
zeigten die Tiere der Gruppen RFD < 20 und RFD > 30 signifikante Unterschiede (p < 0,03).
Ebenfalls lief3en sich signifikante Unterschiede in den Mittelwertdifferenzen der Abnahme der
RFD zwischen den Tieren der Gruppen RFD 20-30 und RFD > 30 ab der vierten Woche p.p.
statistisch nachweisen (p < 0,05). Die Mittelwertdifferenzen der Abnahme der RFD zeigte
zwischen den Tieren der Gruppen RFD <20 und RFD 20-30 ab der sechsten Woche p.p.
signifikante Unterschiede (p < 0,03).
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Abb.19:  Abnahme der RFD (MW*STABW) in Abhéngigkeit von der RFD 1 Woche a.p.
im Zeitraum von der ersten bis zur neunten Woche p.p.
(Gruppe RFD < 20: n=6, RFD 20-30: n=13, RFD > 30: n=7)
a:c (p <0,03), b:c (p <0,05), a:b (p <0,03)
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4.2.4 Energiebilanz

Die Energiebilanzen wurden im Wochenmittel als ,Nettoenergie fir die Laktation“ (NEL) je

Tag angegeben.

4.2.41 Die Energiebilanz in Abhangigkeit von der RFD 1 Woche a.p.

Bei der Analyse der Energiebilanz wurde in allen drei Gruppen ein ahnlicher Verlauf
festgestellt. Zum Zeitpunkt des Trockenstellens lag die durchschnittliche Energiebilanz bei
allen Tieren bei 17,5+ 3,1 MJ NEL. Bis zur Abkalbung erhéhte sich die Energiebilanz
geringflgig auf 23,0 £ 3,3 MJ NEL. Nach der Abkalbung reduzierte sich die Energiebilanz bei
allen Tieren. In der zweiten Woche p.p. wiesen die Tiere der Gruppe RFD > 30 mit
-77,1 £ 10,2 MJ NEL ihre durchschnittlich negativste Energiebilanz auf. Die Tiere der beiden
anderen Gruppen zeigten ihre durchschnittlich negativste Energiebilanz in der dritten Woche
p.p. (-44,8 + 11,0 MJ NEL bei den Tieren der Gruppe RFD < 20 bzw. -74,2 + 7,5 MJ NEL bei
den Tieren der Gruppe RFD 20-30). Insgesamt wurde die niedrigste Energiebilanz mit
-139,1 MJ NEL in der dritten Woche p.p. wurde bei der Kuh-Nr. 20 aus der Gruppe RFD < 20
festgestellt, wahrend die kleinste negative Energiebilanz zu diesem Zeitpunkt die Kuh-Nr. 8
aus der Gruppe RFD 20-30 mit -11,3 MJ NEL aufwies. In Abbildung 20 sind die Verlaufe der

Energiebilanz der einzelnen Gruppen dargestellt.
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Abb. 20:  Energiebilanz (MW+STABW) in Abhangigkeit von der RFD 1 Woche a.p.

im Zeitraum von der achten Woche a.p. bis zur neunten Woche p.p.
(Gruppe RFD < 20: n=6, RFD 20-30: n=13, RFD > 30: n=7); a:b (p < 0,05)
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Eine kontinuierliche Verringerung des Energiedefizites von der Abkalbung bis zur
neunten Woche p.p. konnte bei den Tieren der Gruppe RFD > 30 beobachtet werden. Das
Energiedefizit reduzierte sich um 68,2 % auf -24,6 + 10,2 MJ NEL. Bei den Tieren der
Gruppen RFD 20-30 verringerte sich die negative Energiebilanz von der dritten bis zur
achten Woche p.p. fortlaufend um insgesamt 38,5 %, danach nahm die Energiebilanz erneut
Zu.

Die Mittelwertdifferenzen der Energiebilanzen im Untersuchungszeitraum vor der Abkalbung
sind bei den Tieren der Gruppe RFD <20 mit +32,2 + 8,5 MJ NEL signifikant hoher
(p<0,01) als bei den Tieren der Gruppe RFD>30 mit +20,4+ 3,1 MJ NEL. Die
Mittelwertdifferenzen der Energiebilanzen der Tiere der Gruppe RFD 20-30 lagen zwischen
den Werten der Tiere der beiden anderen Gruppen. Nach der Abkalbung konnte ein
signifikanter Abfall der Mittelwertdifferenzen der Energiebilanzen aller Tiere statistisch
nachgewiesen werden (p < 0,01). In dem Untersuchungszeitraum nach der Abkalbung waren
die Mittelwertdifferenzen der Energiebilanzen der Tiere der Gruppe RFD < 20 mit
-26,4 £ 7,1 MJ NEL deutlich geringer (p <0,01) als die der Tiere der beiden anderen
Gruppen. Die Tiere der Gruppe RFD 20-30 hatten eine mittlere Energiebilanz p.p. von
-59,6 £ 4,8 MJ NEL und die Tiere der Gruppe RFD > 30 von -53,4 + 6,6 MJ NEL. In der
neunten Woche p.p. wiesen die Mittelwertdifferenzen der Energiebilanzen der Tiere der
Gruppe RFD 20-30 signifikant (p < 0,04) geringere Energiebilanzen auf als die Tiere der
beiden anderen Gruppen. Die Mittelwertdifferenzen der Energiebilanzen der Tiere der
Gruppe RFD < 20 unterschieden sich in den Wochen zwei, vier und finf p.p. signifikant
(p < 0,03) von denen der Tiere der Gruppe RFD > 30.

In den Wochen drei bis neun p.p. ergaben sich signifikante Unterschiede (p < 0,03) in den
Mittelwertdifferenzen der Energiebilanzen der Tiere der Gruppen RFD < 20 und RFD 20-30.

4.2.4.2 Energiebilanz in Abhangigkeit zur ersten lutealen Aktivitat p.p.

Bei der Analyse der Energiebilanz wurde in beiden Gruppen ein dhnlicher Verlauf beobachtet
(siehe Abbildung 21). Zum Zeitpunkt des Trockenstellens lag die durchschnittliche
Energiebilanz bei den Tieren der Gruppe CL <24 und CL > 58 bei 20,2 + 6,1 MJ NEL. Bis
zur zweiten Woche a.p. erhohte sich die Energiebilanz auf 33,0 £ 5,9 MJ NEL. Ein Abfall der
Energiebilanz konnte schon vor der Abkalbung bis zur zweiten Woche p.p. beobachtet
werden. Nach der Abkalbung reduzierten sich die Energiebilanzen in den beiden Gruppen.
Der mittlere durchschnittliche Tiefstwert trat in der zweiten Woche p.p. mit -65,8 + 5,9 MJ
NEL auf. Eine Verringerung des Energiedefizites konnte bei den Kuhen der Gruppe CL > 58

bis zum Untersuchungsende festgestellt werden.
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Die Tiere dieser Gruppe erreichten eine durchschnittliche Energiebilanz von -22,7 + 8,3 MJ
NEL in der neunten Woche p.p., wohingegen bei den Kiihen der Gruppe CL <24 eine
Reduzierung der negativen Energiebilanz auf -42,2 + 8,3 MJ NEL bis zur achten Woche p.p.
zu beobachten war und anschlielend ein weiterer Abfall der Energiebilanz auf
-55,15 £ 8,3 MJ NEL bis zum Ende des Untersuchungszeitraumes festgestellt wurde. Es lie}
sich in der achten und neunten Woche p.p. ein statistischer Unterschied zwischen den
Mittelwertdifferenzen der Energiebilanzen der Tiere der Gruppe CL < 24 und den Tieren der
Gruppe CL > 58 feststellen (p < 0,02).
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Abb. 21:  Energiebilanz (MW+STABW) in Abhangigkeit vom Einsetzen der lutealen
Aktivitat p.p. Uber den Untersuchungszeitraum von der achten Woche a.p.
bis zur neunten Woche p.p.
(Gruppe CL < 24: n= 8, Gruppe CL > 58: n=8), * (p < 0,02)

4.2.5 Milchleistung

Zur Bestimmung der Milchleistung wurden die Milchdaten aller Kihe von der Abkalbung bis
zum 60. Tag p.p. erfasst. Die Auswertung der Milchdaten erfolgte in zwei Parametern: Die
Milchmengenleistung ist in Abbildung 22 und Abbildung 23 dargestellt und die ECM ist in
Abbildung 24 und Abbildung 25 dargestellt.

Wahrend des gesamten Untersuchungszeitraumes traten nur nummerische Unterschiede
der Mittelwertdifferenzen bezogen auf die Milchparameter zwischen den Gruppen auf. Es

konnten keine signifikanten Unterschiede aufgezeigt werden.

4.2.5.1 Milchmengenleistung in Abhangigkeit zur RFD 1 Woche a.p.

Die 60-Tage-Milchleistung in der dritten Laktation betrug durchschnittlich 2691,2 + 384,3 kg
Milch und schwankte zwischen mindestens 1848,0 kg (Kuh-Nr. 3; Gruppe RFD 20-30) und
maximal 3328,0 kg (Kuh-Nr. 12; Gruppe RFD 20-30).
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Die Tiere der Gruppe RFD < 20 wiesen die héchste durchschnittliche 60-Tage-Milchleistung
mit 2767,2 £+ 312,2 kg Milch auf, gefolgt von den Tieren der Gruppe RFD > 30 mit 2695,0 +
389,8 kg Milch und den Tieren der Gruppe RFD 20-30 mit 2654,1 + 432,1 kg Milch.

Die Milcheinsatzleistung schwankte zwischen maximal 52,8 kg (Kuh-Nr.24; Gruppe
RFD > 30) und minimal 28,0 kg (Kuh-Nr. 3; Gruppe RFD 20-30). Im Mittel lag die Milch-
Einsatzleistung bei den Kihen bei 42,5 + 1,5 kg Milch/Tag, wobei sich die durchschnittlichen
Mittelwertdifferenzen nicht signifikant von Null unterschieden. In den ersten Wochen p.p.
stieg in allen drei Gruppen die Milchmengenleistung an.

Die Milchmengenhéchstwerte wurden in den Gruppen zu unterschiedlichen Zeitpunkten
erreicht. Die Tiere der Gruppe RFD < 20 erzielte mit 51,3 £ 2,3 kg Milch/Tier und Tag in der
funften Woche p.p. ihre hdchste durchschnittliche Milchleistung, wahrend die Tiere der
Gruppe RFD 20-30 mit 49,9 + 2,4 kg Milch/Tier und Tag ihre hdchste durchschnittliche
Milchleistung in der sechsten Woche p.p. erreichten und die Tiere der Gruppe RFD > 30
zeigte mit 49,4 + 2,4 kg Milch/Tier und Tag in der siebten Woche p.p. ihre hochste
durchschnittliche Milchleistung. Insgesamt erreichte die Kuh-Nr. 12 (Gruppe RFD 20-30) in
der sechsten Woche p.p. mit 65,2kg die hochste tagliche Milchmengenleistung im
Wochenmittel. Zum Ende des Untersuchungszeitraumes reduzierte sich die
Milchmengenleistung aller Tiere auf durchschnittlich 47,6 + 1,5 kg Milch/Tier und Tag.
Bezogen auf den gesamten Untersuchungszeitraum lag die hdchste durchschnittliche
tagliche Milchmenge mit 48,5 + 2,8 kg bei den Tieren der Gruppe RFD 20-30, gefolgt von der
durchschnittlichen Tagesmilchleistung mit 47,1 + 2,5 kg Milch/Tier und Tag in der Gruppe
RFD < 20 und 47,2 + 1,9 kg Milch/Tier und Tag bei den Tieren der Gruppe RFD > 30.
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Abb. 22:  Milchmengenleistung (MWtSTABW) in Abhangigkeit von der RFD 1 Woche
a.p. im Zeitraum von der zweiten bis zur neunten Woche p.p.
(Gruppe RFD < 20: n=6, RFD 20-30: n=13, RFD > 30: n=7)
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4.2.5.2 Milchmengeleistung in Abhéngigkeit zur ersten lutealen Aktivitat p.p.

Die Tiere der Gruppe CL < 24 wiesen eine 60-Tage-Milchleistung von 2335,7 + 142,2 kg
Milch auf, wahrend die Tiere der Gruppe CL > 58 bezogen auf die 60-Tage-Milchleistung
6,3% mehr Milch erzeugten (2493,2 + 151,9 kg).

Der Verlauf der Milchmengenkurven verlief in den beiden Gruppen ahnlich. In der
zweiten Woche p.p. wurde in beiden Gruppen die niedrigste Milchmengenleistung
festgestellt. Danach stieg in beiden Gruppen die Milchmengenleistung bis zur
sechsten Woche p.p. an. Die Tiere der Gruppe CL <24 erzielten eine durchschnittliche
Milchmengenhdchstleistung von 48,0 + 2,8 kg/Tag und die Tiere der Gruppe CL > 58 von
48,9 + 2,8 kg/Tag. Ab der siebten Woche p.p. kam es in der Gruppe CL > 58 zu keiner
weiteren Steigerung der Milchleistung. Bei den Tieren der Gruppe CL < 24 reduzierte sich
die durchschnittliche Milchmengenleistung zum Untersuchungsende hin um 6,8 %.

Bezogen auf den gesamten Untersuchungszeitraum lag die durchschnittliche Milchmenge
der Tiere der Gruppe CL <24 mit 45,0 + 2,6 kg Milch/Tag unter der durchschnittlichen
Milchmenge von den Kihen der Gruppe CL>58 mit 47,1+26kg/Tag. Die
durchschnittlichen Mittelwertdifferenzen unterschieden sich nicht signifikant (p = 0,6).
Bezogen auf die Zeit stiegen die Mittelwertdifferenzen der Milchmengenleistung von der
zweiten auf die dritte Woche p.p. und von der dritten auf die vierte Wochen p.p. signifikant an
(p <0,02).
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Abb. 23:  Milchmengenleistung (MW+STABW) in Abhédngigkeit vom Einsetzen der

lutealen Aktivitat p.p. von der zweiten bis zur neunten Woche p.p.
(Gruppe CL < 24: n= 8, Gruppe CL > 58:n= 8)
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4.2.5.3 ECM in Abhangigkeit zur RFD 1 Woche a.p.

Im Mittel gaben die Kihe im Untersuchungszeitraum in der Gruppe RFD 20-30
45,8 + 3,1 kg ECM/Tag, in der Gruppe RFD < 20 waren es 46,5 + 2,9 kg ECM/Tag und in der
Gruppe RFD>30 lag die tagliche ECM bei 46,8 +2,1kg. Die Einsatzleistung,
wiedergegeben in ECM in der zweiten Laktationswoche, lag bei 45,7 + 1,8 kg ECM/Tag und
stieg um 2,0 kg bis zur sechsten Laktationswoche auf 47,7 £ 1,8 kg ECM/Tag an. Zu Ende
des Untersuchungszeitraumes fiel die durchschnittiche ECM auf 45,3 + 1,8 kg/Tag ab. Die
Mittelwertdifferenzen der ECM variierten im Untersuchungszeitraum von mindestens 28,4 kg
ECM in der zweiten Laktationswoche (Kuh-Nr. 3; Gruppe RFD 20-30) bis maximal 66,7 kg
ECM in der dritten Laktationswoche (Kuh-Nr.12; Gruppe RFD 20-30). Wahrend des
gesamten Untersuchungszeitraumes traten keine signifikanten Unterschiede (p = 0,94) der

Mittelwertdifferenzen zwischen den Gruppen auf.
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Abb. 24: ECM (MW+STABW) in Abhédngigkeit von der RFD 1 Woche a.p. im Zeitraum

von der zweiten bis zur neunten Woche p.p.
(Gruppe RFD < 20: n=6, RFD 20-30: n=13, RFD > 30: n=7)
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4.2.5.4 ECM in Abhangigkeit zur ersten lutealen Aktivitét p.p.

In Abbildung 25 ist der Verlauf der ECM der beiden Gruppen Uber den
Untersuchungszeitraum dargestellt. Die Milcheinsatzleistung lag bei den Tieren der Gruppe
CL < 24 bei 41,6 + 3,3 kg/Tag und bei den Tieren der Gruppe CL > 58 bei 47,5 + 3,3 kg/Tag.
Wahrend ein Anstieg der ECM bei den Kihen der Gruppe CL < 24 bis zur sechsten Woche
p.p. zu beobachten war, schwankte die ECM bei den Tieren der Gruppe CL > 58 (iber den
Untersuchungszeitraum um durchschnittlich 46,8 £ 2,9 kg ECM. Der hochste ECM-Wert in
dieser Gruppe lag bei 57,2 kg/Tag (Kuh-Nr. 24; Gruppe CL > 58) in der siebten Woche p.p..
Der niedrigste Wert von 28,9 kg/Tag (Kuh-Nr. 6; Gruppe CL > 58) war in der finften Woche
p.p. zu beobachten. In der Gruppe CL < 24 erreichte die Kuh-Nr. 12 mit 66,7 kg/Tag die
hochste durchschnittiche ECM-Leistung (in der dritten Woche p.p.). Der niedrigste
durchschnittliche ECM-Wert betrug 25,9 kg/Tag in der vierten Woche p.p. bei der Kuh-Nr. 3
(Gruppe CL < 24). Wahrend des gesamten Untersuchungszeitraumes traten weder
signifikante Unterschiede (p = 0,5) der Mittelwertdifferenzen der ECM innerhalb der Gruppen

noch zwischen den Gruppen auf.
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Abb. 25: ECM (MW+STABW) in Abhidngigkeit vom Einsetzen der lutealen Aktivitat
p-p. Uber den Untersuchungszeitraum von der zweiten bis zur neunten
Woche p.p.
(Gruppe CL < 24: n= 8, Gruppe CL > 58:n= 8)
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4.2.6 Trockensubstanzaufnahme (TSA)
4.2.6.1 TSA in Abhéangigkeit zur RFD 1 Woche a.p.

Alle Tiere zeigten im Untersuchungszeitraum einen gleichartigen Verlauf der TSA. Abbildung
26 zeigt die Entwicklung der TSA der Tiere der drei Gruppen Uber den

Untersuchungszeitraum.
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Abb. 26: TSA (MW * STABW) in Abhangigkeit von der RFD 1 Woche a.p. im Zeitraum
von der achten Wochen a.p. bis zur neunten Wochen p.p.
(Gruppe RFD < 20: n=6, RFD 20-30: n=13, RFD > 30: n=7), a:b (p < 0,05)

Vom Trockenstellen bis zur Vorbereitungsfitterung (3. Woche a.p.) hatten die Tiere
durchschnittlich 11,4 £ 0,3 kg TS/Tag aufgenommen. Dabei variierte die TSA einzelner Tiere
zwischen minimal 6,0 kg TS/Tag (Kuh-Nr. 2; Gruppe RFD > 30) und maximal 15,7 kg TS/Tag
(Kuh-Nr. 10; Gruppe RFD 20-30). In der Phase der Vorbereitungsfiitterung wurden
durchschnittlich 11,3 £ 0,9 kg TS/Tag aufgenommen. In der letzten Woche vor der
Abkalbung reduzierte sich die TSA um durchschnittlich 16,6 %. Nach der Abkalbung stieg die
TSA bis zur maximalen TSA in der siebten Woche p.p. auf durchschnittlich
21,3 £ 2,7 kg TS/Tag an. Die Kuh-Nr. 17 (Gruppe RFD 20-30) zeigte mit 31,0 kg die héchste
TSA, wahrend die Kuh-Nr.3 (Gruppe RFD 20-30) zu diesem Zeitpunkt mit 13,9 kg die
geringste durchschnittiche TSA aufwies. Signifikante Unterschiede zwischen den
Mittelwertdifferenzen in der TSA lielen sich Uber die Zeit in folgenden Zeitabschnitten
statistisch erkennen: Vor der Abkalbung auf die 1. Woche p.p., von der 1. Woche p.p. auf die
2. Woche p.p. und von der 3. Woche p.p. auf die 4. Woche p.p.) (p < 0,01).

Insgesamt hatte die Tiere der Gruppe RFD <20 p.p. mit durchschnittlich 21,4 +1,2
kg TS/Tag die hoéchste TSA. In der Gruppe RFD > 30 lag die durchschnittliche TSA bei
18,2+ 1,1kgTS/Tag und bei der Gruppe RFD20-30 bei durchschnittlich
17,1 £ 0,8 kg TS/Tag.
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Aus der Mittelwertdifferenz der TSA ergeben sich signifikante Unterschiede zwischen den
Tieren der Gruppe RFD <20 und RFD 20-30 in den Wochen zwei bis sieben nach der
Abkalbung (p < 0,03). Die Mittelwertdifferenz der TSA der Tieren der Gruppe RFD < 20 und
der Tiere der Gruppe RFD > 30 unterschieden sich in Woche vier und finf p.p. signifikante
(p < 0,04).

4.2.6.2 Trockensubstanzaufnahme in Abhéangigkeit zur ersten lutealen Aktivitat
p-p-

Die Tiere beider Gruppen (Gruppe CL <24 und CL >58) zeigten zu Untersuchungsbeginn
eine annahernd gleiche TSA. Sie nahmen in dieser Phase durchschnittliche
11,4 £ 0,9 kg TS/Tag auf. Eine Woche vor der Abkalbung war ein Abfall der TSA um 13,5 %
auf 9,8 £ 0,9 kg TS/Tag zu beobachten. Danach war ein Anstieg der TSA bis zur sechsten
Woche p.p. auf 19,3 + 0,9 kg TS/Tag festzustellen. Zu diesem Zeitpunkt erreichten die Tiere
der Gruppe CL < 24 ihre durchschnittlich maximale TSA von 19,39 + 1,27 kg/Tag, wahrend
bei den Tieren der Gruppe CL > 58 eine weitere Zunahme der TSA beobachtet wurde. Die
maximale durchschnittiche TSA stieg in dieser Gruppe bis zum Ende des
Untersuchungszeitraumes auf 23,1 £ 1,3 kg TS/Tag an, wohingegen es bei den Tieren der
Gruppe CL <24 ab der siebten Woche p.p. zur Reduktion der TSA kam. Abbildung 27 zeigt
die Entwicklung der TSA der Tiere der beiden Gruppen.
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Abb. 27:  TSA (MW * STABW) in Abhédngigkeit von der lutealen Aktivitat p.p.im
Zeitraum von der achten Wochen a.p. bis zur neunten Wochen p.p.
(Gruppe CL < 24: n= 8, Gruppe CL > 58: n= 8), *p < 0,01

Zum Ende des Untersuchungszeitraumes nahmen diese Tiere durchschnittlich
17,49 + 1,27 kg TS/Tag auf. Die hochste mittlere TSA im Untersuchungszeitraum erreichte
die Kuh-Nr. 21 (Gruppe CL > 58) mit 30,0 kg TS/Tag in der achten Woche p.p., wahrend die
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niedrigste TSA zu diesem Zeitpunkt bei 9,96 kg TS/Tag (Kuh-Nr. 18; Gruppe CL < 24) lag.
Die Mittelwertdifferenzen der TSA der Tiere der Gruppe CL <24 waren ab der
siebten Woche p.p. signifikant niedriger (p < 0,03) als die der Tiere der Gruppe CL > 58.
Bezogen auf die Zeit reduzierten sich die Mittelwertdifferenzen der TSA vor der Abkalbung
signifikant (p < 0,01), wahrend sich die Mittelwertdifferenzen zur zweiten Wochen p.p. wieder
signifikant (p < 0,01) erhdhten.

4.2.7 Leberfettgehalt

4.2.7.1 Leberfettgehalt in Abhangigkeit von der RFD 1 Woche a.p.

Fir die Beurteilung der Stoffwechsellage wahrend des Untersuchungszeitraumes wurde der
Leberfettgehalt in der TS des Lebergewebes ermittelt. Von den 156 geplanten Leberbiopsien
konnten 93,0 % erfolgreich durchgefihrt und analysiert werden. Bei 80,8 % der Kihe
konnten alle sechs vorgesehenen Leberbiopsien enthommen werden. Abbildung 28 zeigt die

Leberfettgehalte in der TS der Tiere der drei Gruppen Uber den Untersuchungszeitraum.
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Abb. 28: Leberfettgehalt in der TS (MW+STABW) in Abhangigkeit von der RFD

1 Woche a.p. im Zeitraum von 56 Tag a.p. bis zum 85 Tag p.p.

(Gruppe RFD < 20: n=6, RFD 20-30: n=13, RFD > 30: n=7), a:b (p £ 0,05)
Zum Zeitpunkt des Trockenstellens wiesen alle Kihe einen annahernd gleichen
Leberfettgehalt von 13,4 +1,1 % auf. Mit Anndherung an die Abkalbung sank der
durchschnittliche Leberfettgehalt. Die niedrigste Leberfettkonzentration wurde mit 3,9 %
(Kuh-Nr. 3; Gruppe RFD 20-30) am 15. Tag a.p. festgestellt. Die Mittelwerte des
Leberfettgehaltes in der TS war bei den Tieren der Gruppe RFD < 20 mit 9,19 £ 0,70 % am
15. Tag a.p. am niedrigsten im Vergleich zu den beiden anderen Gruppen. Nach der

Abkalbung bis zum 14. Tag p.p. stieg der Leberfettgehalt der Tiere in allen drei Gruppen um
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uber 220 % auf ihren Maximalwert an. Bei den Tieren der Gruppe RFD 20-30 wurde in
diesem Zeitraum ein durchschnittlicher Anstieg um 330 % auf 30,4 £ 3,3 % festgestellt.

Die durchschnittliche Konzentration des Leberfettgehaltes war von der Abkalbung bis zum
14. Tag p.p. bei den Tieren der Gruppe RFD < 20 weniger stark ausgepragt (23,3 £ 4,2 %).
Zum Ende des Untersuchungszeitraumes erreichten die Tiere dieser Gruppen mit
durchschnittlich 13,9 £ 1,7 % Leberfett in der TS in etwa wieder das Ausgangsniveau. Die
Tiere der Gruppe RFD > 30 hatten Uber den gesamten Untersuchungszeitraum einen
durchschnittlichen Leberfettgehalt von 21,1+ 3,6 %. Die Tiere der Gruppe RFD 20-30
wiesen Uber den Untersuchungszeitraum durchschnittlich einen Leberfettgehalt von
19,0+ 3,7 % auf. Mit 14,5+2,6 % hatten die Tiere der Gruppe RFD <20 (ber den
Untersuchungszeitraum durchschnittlich die  geringsten Leberfettgehalte. Die
Mittelwertdifferenzen des Leberfettgehaltes der Tiere der Gruppe RFD > 30 waren am Tag
15. a.p. signifikant (p < 0,02) héher als die der Tiere der beiden anderen Gruppen, wahrend
die Mittelwertdifferenzen des Leberfettgehaltes der Tiere der Gruppe RFD <20 am 14. Tag
p.p. signifikant (p < 0,02) niedriger waren als die der Tiere aus den beiden anderen Gruppen.

Am 85. Tag p.p. erreichen alle Tiere wieder anndhernd ihre Ausgangswerte.

4.2.7.2 Leberfettgehalt in Abhangigkeit zur ersten lutealen Aktivitat p.p.
In Abbildung 29 ist der mittlere Konzentrationsverlauf des Leberfetts in der TS der beiden
Gruppen Uber den Untersuchungszeitraum dargestellt.
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Abb. 29: Leberfettgehalt in der TS (MW+STABW) in Abhangigkeit von der lutealen
Aktivitat p.p. iiber den Untersuchungszeitraum vom 56 Tag a.p. bis zum
85 Tag p.p.
(Gruppe CL < 24: n= 8, Gruppe CL > 58: n=8), * p<0,05

In der Woche des Trockenstellens (am Tag 56 a.p.) wiesen die Tiere der Gruppe CL < 24

einen Leberfettgehalt von 12,5 + 4,3 % auf, wahrend die Tiere der Gruppe CL > 58 einen
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durchschnittlichen Leberfettgehalt von 13,4 £ 4,5 % aufwiesen. Mit Anndherung an die
Abkalbung reduzierte sich in beiden Gruppen der durchschnittliche Leberfettgehalt.

Die niedrigsten mittleren Leberfettkonzentrationen wurden am 15. Tag a.p. festgestellt. Die
Tiere der Gruppe CL < 24 zeigte durchschnittlich Werte von 7,9 + 4,3 %, die sich signifikant
von den Werten der Kiihe der Gruppe CL > 58 mit 11,2 + 4,5 % unterschieden (p < 0,05).
Danach wurde ein Anstieg des Leberfettgehalts in beiden Gruppen beobachtet. Am 14. Tag
p.p. erreichten beide Gruppen die maximalen durchschnittlichen Leberfettgehalte mit
25,8 + 4,3 % in der Gruppe CL < 24 bzw. 33,2 + 4,5 % in der Gruppe CL > 58. Nach dem 14.
Tag p.p. reduzierten sich die Leberfettgehalte. Zum Ende des Untersuchungszeitraumes
erreichten die Tiere beider Gruppen mit durchschnittlich 13,4 % + 3,1 % Fett/TS in etwa
wieder das Ausgangsniveau. Die durchschnittliche Leberfettkonzentration Uber den
gesamten Untersuchungszeitraumes war bei der Tieren der Gruppe CL <24 mit
16,8 + 2,9 % geringer als bei den Tieren der Gruppe CL > 58 mit 17,8 + 3,0 %.

Die  Mittelwertdifferenzen  des  Leberfettgehaltes  zeigten  keine  signifikanten
Gruppenunterschiede (p=0,1). Uber die Zeit gesehen ergaben sich in den

Mittelwertdifferenzen des Leberfettgehaltes signifikante Unterschiede (p < 0,01).

4.2.8 Freie nicht veresterte Fettsduren im Blut
4.2.8.1 NEFA-Konzentration im Blut in Abhangigkeit zur RFD 1 Woche a.p.

Bei der Analyse der NEFA-Konzentrationen wurde bei den Tieren in allen drei Gruppen ein
ahnlicher Verlauf festgestellt, der in Abbildung 30 dargestellt wird. Zum Zeitpunkt des
Trockenstellens (Tag 58 a.p.) lagen die durchschnittliche NEFA-Konzentrationen aller Tiere
der drei Gruppen bei 517 £ 86,3 ymol/l. Jedoch variierten die Werte zu diesem Zeitpunkt von
98 umol/l (Kuh-Nr. 11; Gruppe RFD 20-30) bis 1.577 pmol/l (Kuh-Nr. 14; Gruppe RFD
20-30). In den folgenden Wochen reduzierte sich die NEFA-Konzentration auf Minimalwerte
von durchschnittlich 141,0 £ 18,2 umol/l.

Die Tiere der Gruppe RFD < 20 wiesen mit durchschnittlich 87,6 + 18,1 umol/l und die Tiere
der Gruppe RFD 20-30 mit 143,1 + 79,4 ymol/l am Tag 15 a.p. die geringste Konzentrationen
an freien Fettsauren auf. An Tag 8 a.p. wurden die niedrigsten durchschnittliche
Konzentrationen mit 167,3 £ 82,2 umol/l bei den Tieren der Gruppe RFD > 30 gemessen.
Bereits vor der Abkalbung stiegen die NEFA-Konzentrationen bei den Tieren der Gruppen
RFD 20-30 bis Tag 7 p.p. auf 1045,3 + 91,2 ymol/l an. Bei den beiden anderen Gruppen
nahmen die NEFA-Konzentrationen von vor der Abkalbung bis zum 14. Tag p.p. zu. Die Kuh-
Nr. 5 (Gruppe RFD > 30) erreichte den héchsten Wert von 1.869 pymol/l an Tag 14 p.p.. Zum
Ende des Untersuchungszeitraums reduzierten sich die NEFA-Konzentrationen bei den

Tieren aller Gruppen auf durchschnittlich 234 + 71,5 pmol/l.
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Abb. 30: NEFA-Konzentrationen (MW+STABW) im Blut in Abhangigkeit von der

RFD 1 Woche a.p. liber den Untersuchungszeitraum

(Gruppe RFD < 20: n=6, RFD 20-30: n=13, RFD > 30: n=7), a:b (p < 0,05)
Im Untersuchungszeitraum waren die Mittelwertdifferenzen der mittleren NEFA-
Konzentrationen bei den Tieren in der Gruppe RFD < 20 mit 377,2 + 63,5 ymol/l signifikant
geringer als in den beiden anderen Gruppen (p < 0,01). Die Tiere der Gruppe RFD 20-30
zeigten mittlere NEFA-Konzentrationen von 630,0 £ 39,5 uymol/l und die Tiere der Gruppe
RFD>30 von 6229+53,9umol/ll. In allen Gruppen war der Anstieg der
Mittelwertdifferenzen der NEFA-Konzentrationen von vor der Abkalbung bis zur
ersten Woche p.p (Tag 7 p.p.) signifikant (p < 0,01) ausgepragt. In der ersten Woche p.p.
lieBen sich Unterschiede in den Mittelwertdifferenzen der NEFA-Konzentrationen bei den
Tieren der Gruppe RFD < 20 zu den Tieren der Gruppe RFD 20-30 (p < 0,03) und zu den
Mittelwertdifferenzen der NEFA-Konzentrationen der Tiere der Gruppe RFD > 30 (p < 0,02)
statistisch nachweisen. An den Tagen 21 und 28 p.p. waren die Mittelwertdifferenzen der
NEFA-Konzentrationen der Tiere der Gruppe RFD < 20 signifikant niedriger als die der Tiere
der Gruppe RFD > 30 (p < 0,05 bzw. p < 0,02).
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4.2.8.2 NEFA-Konzentrationen im Blut in Abhédngigkeit zur ersten lutealen
Aktivitat p.p.

Bei der Analyse der NEFA-Konzentrationen wurde in beiden Gruppen ein ahnlicher Verlauf

festgestellt, der in Abbildung 31 gezeigt wird.

1400 - —9—CL<24

1200 - «=fe=CL > 58

1000 -

800-1

600 -

NEFA (umol/l)

400 -

200 -+

-56 -28 -15 -8 -5 1 7 14 21 28 35 42 49 56 63
relative Zeit zur Abkalbung (Tage)

Abb. 31: NEFA-Konzentrationen (MW£STABW) im Blut in Abhangigkeit von der

lutealen Aktivitat p.p. ilbber den Untersuchungszeitraum

(Gruppe CL < 24: n= 8, Gruppe CL > 58: n= 8)
Zum Zeitpunkt des Trockenstellens lagen die durchschnittlichen NEFA-Konzentrationen bei
den Tieren in den Gruppen bei 618,2 £ 88,4 umol/l. In den folgenden Wochen reduzierten
sich bei den Tieren beider Gruppen die NEFA-Konzentrationen. Bei den Tieren der Gruppe
CL > 58 waren die niedrigsten NEFA-Konzentrationen mit 149,0 £ 125,0 ymol/l an Tag
15 a.p. zu beobachten. Die Tiere der Gruppe CL < 24 erreichten ihre durchschnittlich tiefsten
Werte an Tag 28 a.p. mit 165,1 £ 133,0 umol/l. Danach war in beiden Gruppen ein Anstieg
der NEFA-Konzentrationen von 645 % auf 1.050,5 £ 88,4 umol/l bis zum Tag 14 p.p. zu
messen. Zum Ende des Untersuchungszeitraums reduzierten sich die NEFA-
Konzentrationen bei den Tieren beider Gruppen auf durchschnittlich 293,83 + 91,3 pmol/I.
Jedoch zeigten sich an Tag 49 und 56 p.p. Anstiege der NEFA-Konzentrationen bei den
Kihen der Gruppe CL < 24. Uber den gesamten Untersuchungszeitraum gesehen waren die
Mittelwertdifferenzen der mittleren NEFA-Konzentrationen bei den Tieren der Gruppe
CL <24 mit 619,4 + 44,3 ymol/l tendenziell (p = 0,05) hdher als bei den Tieren der Gruppe
CL>58 mit 4957 +441pumol/l. In beiden Gruppen war der Anstieg der
Mittelwertdifferenzen der NEFA-Konzentrationen von Tag 15 a.p. bis zur Abkalbung

signifikant (p < 0,05) ausgepragt.
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Des Weiteren waren bei den Tieren der Gruppe CL > 58 der Abfall der Mittelwertdifferenzen
der NEFA-Konzentrationen von Tag 14 p.p. auf Tag 21 p.p. und von Tag 28 p.p. auf Tag 35
p.p. signifikant (p < 0,05).

4.2.9 Glucosekonzentrationen im Blut

4.2.9.1 Blut-Glucosekonzentration in Abhéngigkeit von der RFD 1 Woche a.p.

Vom Trockenstellen bis zur Abkalbung wiesen alle Tiere eine durchschnittliche
Glucosekonzentration von 3,9+ 0,6 mmol/l im Blutserum auf. Der Verlauf der

Gruppenmittelwerte ist in Abbildung 32 dargestellt.
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Abb. 32: Blut-Glucosekonzentration (MW*STABW) in Abhédngigkeit von der RFD
1 Woche a.p. iiber dem Untersuchungszeitraum
(Gruppe RFD < 20: n=6, RFD 20-30: n=13, RFD > 30: n=7), a:b (p < 0,03)

Nach der Abkalbung sank in allen drei Gruppen die Glucosekonzentration der Tiere um
durchschnittich 12,3 %. In der ersten Woche p.p. konnte die minimalste
Glucosekonzentration mit 1,2 mmol/l (Kuh-Nr. 13 Gruppe; RFD 20-30) festgestellt werden,
die maximale Glucosekonzentration lag bei 4,5 mmol/l (Kuh-Nr. 12; Gruppe RFD 20-30). Bei
den Tieren der Gruppe RFD > 30 fand in der folgenden Woche eine weitere Reduktion der
Glucosekonzentration um 7,6 % statt, wahrend in den beiden anderen Gruppen ein Anstieg
der Glucosekonzentration zu verzeichnen war. Zum Ende des Untersuchungszeitraumes
erreichten die Tiere aller Gruppen mit 3,8 + 0,5 mmol/l wieder die Anfangskonzentrationen.
Die Glucosekonzentration variierte an Tag 63 p.p. zwischen 2,8 mmol/l (Kuh-Nr. 9 Gruppe;
RFD < 20) und 4,9 mmol/l (Kuh-Nr. 12; Gruppe RFD 20-30).
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In den ersten vier Wochen p.p. wiesen die Tiere der Gruppe RFD <20 die hoéchste
Glucosekonzentration mit 3,9 + 0,1 mmol/l auf. Die Tiere der Gruppe RFD 20-30 zeigten in
diesem Zeitraum im Mittel eine Glucosekonzentration von 3,6 + 0,1 mmol/l. Die niedrigste
Glucosekonzentration innerhalb der ersten vier Wochen p.p. war bei den Tieren der Gruppe
RFD > 30 mit 3,5 £ 0,1 mmol/l zu verzeichnen.

Sowohl an Tag 14 p.p. als auch an Tag 28 p.p. lieBen sich in den Mittelwertdifferenzen der
Glucosekonzentration der Tiere der Gruppe RFD < 20 zu den Tieren der Gruppe RFD > 30

signifikante Unterschiede (p < 0,03) statistisch nachweisen.

4.2.9.2 Blut-Glucosekonzentration in Abhédngigkeit zur ersten lutealen Aktivitat
p-p-

In der Abbildung 33 ist der Verlauf der Glucosekonzentration im Blut beider Gruppen Uber
die Zeit dargestellt. Zum Zeitpunkt des Trockenstellens zeigten sich in den
Glucosekonzentrationen keine Gruppenunterschiede. Die Tiere der Gruppe CL < 24 hatten
eine durchschnittliche Glucosekonzentration von 4,0 £ 0,5 mmol/l und die Tiere der Gruppe
CL > 58 wiesen durchschnittlich 3,7 £ 0,5 mmol/l auf.
In der Gruppe CL < 24 reduzierte sich die Glucosekonzentration auf durchschnittlich
3,8 £ 0,5 mmol/l am 8. Tag a.p. und stieg zur Abkalbung an. Die hochste durchschnittliche
Glucosekonzentration wurde um den Zeitpunkt der Kalbung mit 5,6 mmol/l (Kuh-Nr. 3;
Gruppe CL < 24) gemessen. Nach der Abkalbung reduzierten sich in beiden Gruppen die
durchschnittlichen Glucosekonzentrationen. Es konnte bei den Tieren der Gruppe CL > 58
eine geringere Glucosekonzentration von durchschnittlich 3,2 + 0,5 mmol/l an Tag 14 p.p.
beobachtet werden. Danach stieg die Glucosekonzentration bei den Tieren der Gruppe
CL > 58 bis zum Ende des Untersuchungszeitraumes auf durchschnittlich 3,9 + 0,5 mmol/l
an.
An den Tagen 56 und 63 p.p. wiesen alle Tiere die gleiche durchschnittliche
Glucosekonzentration von 3,9 £ 0,5 mmol/l auf, dies entsprach der Anfangskonzentration.
Es konnten keine signifikanten Unterschiede der Mittelwertdifferenzen der Glucosekonzen-
trationen weder innerhalb einer Gruppe noch zwischen den Gruppen Uuber den

Untersuchungszeitraum festgestellt werden (p > 0,2).
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Abb. 33:  Blut-Glucosekonzentration (MW+STABW) in Abhédngigkeit von der lutealen
Aktivitat p.p. Gber den Untersuchungszeitraum
(Gruppe CL < 24: n= 8, Gruppe CL > 58: n= 8)

4.3 Analyse der reproduktiven Parameter

Fir die Erfassung des Zeitpunktes des Wiedereinsetzens der Ovarfunktion war die
Progesteronkonzentration aus Milch und Blut von entscheidender Bedeutung. Die
Ergebnisse der Brunstbeobachtung und der gyndkologischen Untersuchung einschlieRlich
der CL-Befundung wurden unterstitzend hinzugezogen. Es wurden tierindividuelle
Progesteronprofile erstellt, in die die reproduktionspysiologischen Befunde eingetragen
wurden. Anhand dieser Profile wurde der Zeitpunkt der ersten Ovulation festgestellt. Alle 26
Tiere zeigten im Untersuchungszeitraum mindestens einen Zyklus. Lediglich 26,9 % der
Tiere zeigten ihre erste luteale Aktivitat in den ersten drei Wochen. Im Zeitraum der vierten
bis achten Woche p.p. konnte bei 34,6 % der Tiere die erste luteale Aktivitat festgestellt

werden. Ein Intervall von mehr als acht Wochen zeigten 30,8 % der Tiere.

4.3.1 Ergebnisse der Brunstbeobachtung

Im Zeitraum von der Abkalbung bis zur Schlachtung wiesen die Tiere unterschiedlich viele
Brunsten auf. Alle Brunsten wurden durch die erhdhte Progesteronkonzentration im Blut und
Milch festgestellt.

Als Grenzwert fir das Vorliegen einer Brunst galten Progesteronwerte im Nachgemelk von
2 5 ng/ml und im Blut von = 1 ng/ml. Es mussten immer beide Schwellenwerte Uberschritten
werden. Des Weiteren wurde die Brunstbeobachtung mit einbezogen. Bei den 26 Tieren

konnten Uber den Untersuchungszeitraum 55 Brunsten festgestellt werden.
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Davon  konnten  25Brunsten  durch  Brunstbeobachtung und  entsprechende
Progesteronkonzentration erkannt werden. Die anderen 43,63 % (n=30) wurden nur durch

die Progesteronkonzentrationen in Blut und Milch erkannt, siehe Abbildung 34.

Brunsterkennung

nur P4-Konzentration (n=30)

8% B P4-Konzentration und
Brunstbeobachtung (n=25)

O Brunstschleim (n=19)

Rétung der vaginalen
Schleimhaut (n=4)

B bespringt Kiihe (n=2)

Abb. 34: Brunsterkennungsmerkmale
(n=55 Brunsten bei 26 Tieren)

Die Verteilung der Brunstanzeichen, der insgesamt 25 durch Brunstbeobachtung erkannten
Brunsten ist, in Abbildung 34 aufgegliedert. Von den 25 Brunsten konnten 79 % durch
Anwesenheit von Brunstschleim erkannt werden, 16 % zeigten Rétung der vaginalen
Schleimhdute und 8 % der Brunsten konnten aufgrund des Brunstverhaltens (aufspringen
oder besprungen werden) beobachtet werden. Kuh-Nr. 17 (Gruppe RFD 20-30; Gruppe
CL 25-57) zeigte wahrend einer Brunst sowohl Brunstschleim als auch Rétungen der
vaginalen Schleimhaut. Bei Kuh-Nr. 18 (Gruppe CL < 24 bzw. Gruppe RFD 20-30) konnten
ebenfalls mehrere Brunstkategorien beobachtet werden. Die Kuh zeigte Brunstschleim und
besprang andere Tiere.

Aufgliederung der durch Progesteronkonzentration und Brunstbeobachtung festgestellten
Brunsten: Bei sechs Tieren konnte in diesem Zeitraum eine Brunst nachgewiesen werden,
bei elf Tieren traten zwei Brunsten auf und neun Tiere hatten drei Brunsten. Von den in
Brunst gesehenen Tieren konnte bei 57,7 % der Tiere (n =15) mindestens eine Brunst
beobachtet werden. Von diesen Tieren zeigten sieben Tiere (46,7 %) jede Brunst deutlich
an. Bei 53,3 % dieser Tiere (n = 8) konnte eine von zwei oder drei auftretenden Brunsten
erfasst werden.

Betrachtet man die Brunsterkennung durch Brunstbeobachtung bezogen auf die
Gruppeneinteilungen, ist in Abbildung 35 zu erkennen, dass Tiere aus der Gruppe

RFD 20-30 die Brunsten am deutlichsten anzeigten.
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Zusammenfassungen der Brunsterkennung bezogen auf die Gruppeneinteilungen

Gruppeneinteilung nach

RFD 1 Woche a.p.

Keine Brunst
erkannt bei 11 Tieren

mind. 1 von 2 oder 3 Brunsten
erkannt bei 8 Tieren

alle von 1 - 3 Brunsten
erkannt bei 7 Tieren

B RFD<20
B RFD 20-30
RFD > 30

1. luteale Aktivitat p.p.

Keine Brunst
erkannt bei 11 Tieren

mind. 1 von 2 oder 3 Brunsten
erkannt bei 8 Tieren

alle von 1 - 3 Brunsten
erkannt bei 7 Tieren

B CL<24
B CL 24-58
CL>58

Abb. 35: Zusammenfassungen der Brunsterkennung bezogen auf die Gruppen-

einteilungen
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4.3.2 Progesteronkonzentrationen

Die Progesteronkonzentrationen wurden nach der Abkalbung von den 26 Tieren sowohl in
der Milch als auch im Blutserum bestimmt und ausgewertet. Es wurden individuelle
Progesteronkonzentrationsprofile je Tier sowohl von den Werten der Milch als auch von den
Werten des  Blutes erstellt. In  Abbildung 36 sind beispielhaft die
Progesteronkonzentrationsverlaufe in Blut und Milch tUber den Untersuchungszeitraum von
Kuh-Nr. 26 dargestellt.

4.3.2.1 Milchprogesteron

Ab der zweiten Woche p.p. wurde von jedem Tier zweimal pro Woche die
Milchprogesteronkonzentration bestimmt. Eine Progesteronkonzentration tber 5 ng/ml im
Nachgemelk wurde als luteale Aktivitat gewertet. Die Progesteronkonzentration unterlag
groflen Schwankungen. Die Kuh-Nr. 23 (Gruppe RFD 20-30, CL 55) zeigte mit 11,7 ng/mi
die niedrigste Hochstkonzentration, wahrend bei der Kuh-Nr.21 (Gruppe CL > 58 bzw.
RFD < 20) die Hoéchstkonzentration bei 73,1 ng/ml lag. Im Mittel schwankten die
Progesteronhdchstkonzentrationen um 33,5 ng/ml. Bei den maximalen Progesteron-
konzentrationen wahrend der aufeinander folgenden Zyklen eines Tieres waren deutliche
Unterschiede zu erkennen. Bei funf Tieren war die maximale gemessene
Progesteronkonzentration im ersten Zyklus niedriger als in den weiteren Zyklen. Bei
sieben Tieren waren die Progesteronkonzentrationsmaxima in den Zyklen vergleichbar hoch
und bei vier Tieren wies der erste Zyklus hoéhere Hoéchstkonzentrationen auf als in den

weiteren Zyklen. Die anderen zehn Tiere wurden bereits im ersten Zyklus synchronisiert.
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4.3.2.2 Blutprogesteron

Die Blutprogesteronkonzentration wurde einmal wochentlich bestimmt. Abbildung 36 zeigt
den Verlauf der Blutprogesteronkonzentration und der Milchprogesteronkonzentration des
gleichen Tieres, Kuh-Nr. 26 (Gruppe RFD < 20, CL 30). Bei dem Konzentrationsverlauf der
Blutprogesteronwerte waren drei Anstiege der Progesteronkonzentration zu verzeichnen. Es
wurden somit bei diesem Tier drei Brunsten festgestellt: die erste Brunst ab dem 30. Tag
p.p., die zweite Brunst ab dem 54. Tag p.p. und die dritte Brunst ab dem 68. Tag p.p.. Bei
dieser Kuh ist deutlich zu erkennen, dass sich die Progesteronkonzentrationen im Blut und in
der Milch nahezu konvergent verhalten. Die Progesteronhdchstkonzentrationen in Milch und
Blut traten jeweils im zweiten Zyklus auf. Auch wenn nicht an jedem Tag Proben zur
Progesteronkonzentrationsbestimmung genommen wurden, lie3 sich die luteale Aktivitat
anhand der vorliegenden Progesteronkonzentrationen, den Brunstbeobachtungen und den

Befunden der gynakologischen Untersuchung zuordnen.
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Abb. 36: Milch- und Blutprogesteronkonzentrationen von Kuh-Nr. 26 im Zeitraum
vom 14 Tag bis zum 83 p.p.
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4.3.3 Zykluscharakteristik

Betrachtet man die erste Zykluslange p.p. unterschieden sich die Tiere hier ebenfalls
deutlich. Nimmt man 21 +3 Tagen als eine normale Zykluslange an, zeigten nur 7,7 %
(n = 2) einen normal langen Zyklus. Eine kirzere Zykluslange von weniger als 18 Tagen trat
bei 23,1 % (n = 6) auf, wahrend 30,8 % der Tiere (n = 8) einen verlangerten Zyklus von mehr
als 24 Tagen aufwiesen. Zum Ende des Untersuchungszeitraumes eines jeden Tieres wurde
eine Zyklussynchronisation durchgefiihrt. Bei 16 Tieren (61,6 %) fand nach Durchlaufen von
zwei oder mehr Zyklen eine Zyklussynchronisation statt. Bereits im ersten Zyklus wurden
38,4 % (n =10) synchronisiert.

4.4 Ergebnisse der ovariellen Untersuchungen

Die reproduktiven Organe wurden bei der Schlachtung fir die Untersuchung gewonnen. Die
Tiere sind im Vorfeld zufallig den Gruppen ZT0, ZT4 und ZT12 zugeordnet und entsprechend
synchronisiert worden.

Von den 26 Tieren wurden neun Tiere dem ZTO0 zugeteilt, acht Tiere dem ZT4 und neun

Tiere dem ZT12 zugeordnet.

4.4.1 Praovulatorische Cumulus-Oozyten-Komplexe (COK)

Praovulatorische COK konnten ausschlief3lich von den Tieren von ZT0 gewonnen werden.
Far die Untersuchung der praovulatorischen COK wurden die Tiere herangezogen, bei
denen zum Zeitpunkt der Schlachtung noch die praovulatorischen Follikel vorhanden waren.
Von neun Tieren, die in die Gruppe ZTO0 eingeordnet wurden, konnten acht Tiere in die
Auswertung einbezogen werden. Die Kuh-Nr. 24 hatte bereits vor der Schlachtung ovuliert,
somit konnte dieses Tier nicht mit in die Beurteilung der prdovulatorischen COK-
Gewinnungsrate einbezogen werden. Die Kuh-Nr. 18 (Gruppe CL < 24 bzw. RFD 20-30)
hatte zwei praovulatorische Follikel ausgebildet, so dass bei den acht Tieren insgesamt
neun praovulatorische Follikel gezahlt werden konnten. Davon konnten 88,9 % der COK

generiert werden, wie in Tabelle 5 dargestellt.

Zyklustag | Anzahl der Tiere _ Anzahl _ Anzahl | COK
y 9 (") praovulatorischer | praovulatrischer | Gewinnungsrate
Follikel (n) COK (n) (%)
O ° ) 8 88,9

Tab. 5: Anzahl der praovulatorischen Follikel und COK in Abhangigkeit vom ZTO0
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4.4.1.1 Beurteilung der Chromatinkonfiguration

Im sehr friihen Meiose-Stadium, dem Diplotén, befanden sich zwei der praovulatorischen
COK. In den dann folgenden zwei Entwicklungsstadien, der Metaphase | und der
Anaphase |, befand sich jeweils ein der praovulatorischen COK. Bis zur Metaphase Il hatten
drei der praovulatorischen COK die Meiose durchlaufen. In der Telophase Il, dem am
weitesten entwickelten Stadium der Meiose, konnte ein der praovulatorischen COK

festgestellt werden, siehe Tabelle 5.

Chromatin- Diplotan| Metall Anall Telo | Meta ll Anall Telo ll
konfiguration

Anzahl (n) 2 1 1 0 3 0 1
Anteil (%) 25 12,5 12,5 0 37,5 0 12,5
Mitochondrien|  istalin | kristallin | kristallin - kristallin - fein
aggregation

Tab. 6: Anzahl und Anteil der Chromatinkonfigurationen und der

Mitochondrienaggregationen am ZT0

4.4.1.2 Untersuchungen zur mitochondrialen Aggregation

Das kristalline Aggregationsmuster wurde bei den gewonnenen praovulatorischen COK mit
87,5 % am Haufigsten gefunden. Das feinkdrnige Aggregationsmuster wurde zu 12,5 %
ermittelt, das grobkodrnige Aggregationsmuster lag bei dieser Untersuchung nicht vor. Die

Befunde sind mit in Tabelle 5 aufgefiihrt.

4.4.2 Follikelbesatz in Abhangigkeit vom Zyklustag

Unmittelbar nach der Schlachtung wurde der Follikelbesatz auf den Ovarien festgestellt. Die
neun Tiere vom ZTO0 zeigten insgesamt 13 Follikel mit einem Durchmesser von > 10 mm auf
den Ovarien. Bei 50 % der Tiere konnte ein weiterer grofler Follikel neben dem
praovulatorischen Follikel detektiert werden (siehe Tabelle 7). An den anderen Zyklustagen
konnten jeweils ein grof3er Follikel (> 10 mm) je Tier auf den Ovarien gezahlt werden. Mit
ansteigendem Zyklustag wurde insgesamt eine hohere Gesamtfollikelanzahl auf den Ovarien

detektiert. Es lieRen sich keine statistisch  signifikanten  Unterschiede der
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Mittelwertdifferenzen des Follikelbesatzes zwischen den Gruppen der verschiedenen
Zyklustage feststellen.

Bei der Kuh-Nr. 17 (Gruppe RFD 20-30, CL 47) konnten mit 78 Follikeln der hdchste
Gesamtfollikelbesatz gezahlt werden. Die geringste Follikelanzahl wurde bei der Kuh-Nr. 7
(Gruppe RFD < 20, CL 43) mit drei Follikeln festgestellt. Im Durchschnitt konnten pro Tier
25 Follikel detektiert werden.

Betrachtet man die Follikelanzahl je Follikelgroe und Zyklustag, konnten am ZTO0 die
geringste Follikelanzahl bei den 3-5 mm grof3en Follikeln festgestellt werden. Die Kuh-Nr. 18
(Gruppe CL < 24 bzw. Gruppe RFD 20-30) wies in der Gruppe ZT0 mit 20 Follikeln die
hdchste Follikelanzahl auf. Am ZT4 konnten die meisten < 3 mm groR3en Follikel bei der Kuh-
Nr. 16 (Gruppe CL > 58 bzw. Gruppe RFD > 30) mit 25 Follikeln gezahlt werden. Am ZT12
traten die <3 mm grofen Follikel mit 40 Stick bei der Kuh-Nr. 17 (Gruppe RFD 20-30,
CL 47) am haufigsten auf. Bei den 3-5 mm grofien Follikel sah die Verteilung ahnlich aus.
Am ZTO0 konnten die meisten Follikel mit 26 Stiick bei der Kuh-Nr. 1 (Gruppe RFD > 30,
CL 45) gezahlt werden. Am ZT4 traten die grofite Follikelanzahl mit 23 Follikel bei Kuh-
Nr. 16 (Gruppe CL > 58 bzw. Gruppe RFD > 30) auf und am ZT12 waren es 37 Follikel bei
Kuh-Nr. 17 (Gruppe RFD 20-30, CL 45). Bei den 6-9 mm grof3en Follikeln konnten die
meisten am ZT4 mit acht Stick (Kuh-Nr. 3; Gruppe CL < 24 bzw. Gruppe RFD 20-30)
festgestellt werden, gefolgt vom ZT0 mit drei Follikeln (Kuh-Nr. 24; Gruppe CL > 58 bzw.
Gruppe RFD > 30) und einem Follikel (Kuh-Nr. 5; (Gruppe CL > 58 bzw. Gruppe RFD > 30)
am ZT12. Uber 10 mm groRe Follikel konnten in allen drei Gruppen nur bei zwei Tieren

detektiert werden.

Zyklustag Anzahl der | Anzahl (n) und GroRe der Follikel auf beiden Ovarien
Tiere (n) <3mm 3-5 mm 6.10 mm - 10 mm
4 8 77 87 9 8
12 9 130 140 ’ 9

Tab. 7: Anzahl und GroRe der Follikel auf den Ovarien in Abhédngigkeit vom Zyklustag
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4.4.3 Cumulus-Oozyten-Komplexe der 3-5 mm groRen Follikel
4.4.3.1 Gewinnungsrate

Aus den 3-5 mm grolien Follikeln aller Ovarien wurden die COK aspiriert. Insgesamt waren
326 Follikel mit einer GroRe zwischen 3-5 mm auf den Ovarien aller Tiere vorhanden. Aus
diesen konnten 214 COK aspiriert werden. Von den Tieren am ZT0 konnten zwischen
null COK (Kuh-Nr. 9; Gruppe RFD < 20, CL 42) und zwélf COK (Kuh-Nr. 18; Gruppe CL < 24
bzw. Gruppe RFD 20-30) gewonnen werden. Es ergab sich fiir die Tiere vom ZT0 im Mittel
eine Gewinnungsrate der COK von 49,4 %. Am ZT4 wurden mindestens zwei COK (Kuh-
Nr. 25; Gruppe CL > 58 bzw. Gruppe RFD < 20) und maximal 18 COK (Kuh-Nr. 3; Gruppe
CL < 24 bzw. Gruppe RFD 20-30) aspiriert. Insgesamt konnte von den Tieren am ZT4 eine
Gewinnungsrate von 81,6 % erzielt werden.

Am ZT12 schwankte die Anzahl der gewonnenen COK zwischen null COK (Kuh-Nr. 13;
Gruppe RFD 20-30, CL 34) und 19 COK (Kuh-Nr. 17; Gruppe RFD 20-30, CL 47). Somit lag
die durchschnittliche COK-Gewinnungsrate bei den Tieren vom Zyklustag zwolf bei 67,1 %.
Bei der Mittelwertdifferenz der COK-Gewinnungsrate aus den 3-5 mm Follikeln konnte ein
statistisch signifikanter Unterschied (p <0,03) zwischen den Tieren ZT0 und ZT4

nachgewiesen werden.

4.4.3.2 Morphologie

Die Tabelle 8 zeigt die Haufigkeit des Auftretens der COK-Klassen zu den untersuchten
Zyklustagen. Die Mehrzahl der COK zeigte an allen Zyklustagen einen Cumulus mit
kompakter Struktur. Am ZT0 traten die COK mit 53,1 % in kompakter Struktur auf. Am ZT4
waren es 49,3 % und am ZT12 waren es 39,4 %. Bei der Verteilung der COK mit kompakter
Struktur lieRen sich innerhalb der Zyklustage keine statistischen Unterschiede feststellen.
COK mit expandiertem Cumulus wurden am ZT12 mit 37,6 % am haufigsten gefunden. Bei
den Mittelwertdifferenzen im Auftreten der COK mit expandiertem Cumulus traten zwischen
den Tieren vom ZT0 und ZT12 ein signifikanter Unterschied (p < 0,01) auf. Es lieen sich
keine weiteren Unterschiede in den Mittelwertdifferenzen der verschiedenen COK-

Morphologien und unterschiedlichen Zyklustagen statistisch belegen.

87



Ergebnisse

gewonnene COK

Anzahl | Summe
Zyklus- | Kuh- | Gruppe | 3-5mm | 3-5 mm COK COK cp ex c.r. |denud.| deg.
tag Nr | RFD | Follikel | Follikel ) % (%) (%) (%) (%) (%)
(n) (n) (n) (n) (n) (n) (n) (n)
<20 4 3
0 0
8 4
12 18 7
o 20-30 99 495 | 531 | 143 | 224 | 82 2
14 19 O w9 | @0 | @ || @ | O
18 14 12 a
1 26 11
19 >30 5 2
24 9 1
25 <20 2 2
3 15 18
15 10 8
0 0 4 7 | 816 | 493 | 22 | 441 | 84 | o
4 87 ’ ’ (20) ’ ’
23 6 4 (71) | (3%) ab (8) (6) (0)
2 3 6
16 >30 23 16
27 15 10
7 1 1
21 <20 9 5
26 30 18
4 9 11
12 y i 140 .5 67,7 | 394 | 37,2 | 149 | 74 ,
20-30 (94) | (37) | (35 | (13) (7) (1)
13 0 0 b
17 37 19
5 -30 29 15
22 12 10

a:b < 0,01 (T-Test)
graue Felder: Anzahl eingesetzter COK in IVM/IVF/IVK.
cp- compakter Cumulus; ex- expandierter Cumulus; c.r.- corona radiata; denud.- denudiert;
deg.- degeneriert

Tab. 8: Anzahl und Morphologie der gewonnenen COK in Abhangigkeit vom Zyklustag
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4.4.4 Entwicklungskompetenz der Oozyten nach IVM/IVF/IVK

Ziel dieser Untersuchung war die Beurteilung der Entwicklungskompetenz von Oozyten von
hochleistenden Kiihen an den verschiedenen Zyklustagen unter standardisierten
Laborbedingungen nach IVM, IVF und IVK. Als MaR fir die Entwicklungskompetenz dient die
Furchungsrate nach 48 Stunden post fertilisationem sowie die Morulae- und Blastozystenrate

am Tag acht post fertilisationem.

4.4.4.1 Furchungsrate

Die Furchungsrate der Oozyten der Tiere vom ZT4 schwankt zwischen 68,8 % (Kuh-Nr. 16;
Gruppe CL > 58 bzw. Gruppe RFD > 30) und 100 % (Kuh-Nr. 23; Gruppe RFD 20-30, CL 55
und Kuh-Nr. 25; Gruppe CL > 58 bzw. Gruppe RFD < 20). Im Mittel lag die Furchungsrate
bei diesen Tieren bei 84,0 %. In der Gruppe mit den Tieren vom ZT12 waren die
Schwankungen groRer, die Furchungsrate reichte von 0 % (Kuh-Nr. 7; Gruppe RFD < 20,
CL 43) bis 84,2 % (Kuh-Nr. 17; Gruppe RFD 20-30, CL 47). Im Durchschnitt betrug die
Furchungsrate in dieser Gruppe 62,8 %. Am ZTO0 reichte die Furchungsrate von 0 %
(mehrere Kuhe) bis 50 % (Kuh-Nr. 18; Gruppe CL < 24 bzw. Gruppe RFD 20-30). Im Mittel
wurde eine Furchungsrate von 18,6 % erreicht. Die Oozyten von den Tieren am ZT4 und
ZT12 zeigten signifikant hdhere Mittelwertdifferenzen in der Furchungsrate als die Oozyten
von den Tieren am ZTO0 (p < 0,01). Die Furchungsraten bezogen auf den Zyklustag sind in
Abbildung 37 dargestellt.
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Furchungsrate Blastozystenrate
in % (n) in %
ZTO0
0%
ZT 4
ZT 12

B ungefurchte COK (n)
B gefurchte COK (n)

keine Entwicklung

Entwicklung
zur Blastozyste (%)

Abb. 37:  Furchungsrate nach 48 Stunden post fertilisationem und die Blastozysten-
rate nach 8 Tagen post fertilisationem in Abhangigkeit vom Zyklustag
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4.4.4.2 Blastozystenrate

Die sich entwickelten Embryonen wurden am achten Tag post fertilisationem unter dem
Stereomikroskop beurteilt. Die verwendeten COK vom ZT0 wiesen keine Entwicklung auf.
Am ZT4 betrug die Morulae- und Blastozystenrate, also die Entwicklungskompetenz,
COK 40%. Am 2ZT12

Entwicklungskompetenz bei 28,2 %. Es konnte ein statistisch signifikanter Unterschied

bezogen auf die eingesetzten gefurchten lag die
zwischen der Entwicklungskompetenz der Oozyten der Tiere vom ZTO0 und den Tieren der
beiden anderen Zyklustage festgestellt werden (p < 0,01), wahrend sich kein Unterschied in
der Entwicklungskompetenz zwischen den Oozyten vom ZT4 und ZT12 statistisch

nachweisen lie} (p < 0,33). Die Blastozystenraten sind ebenfalls in Abbildung 37 dargestellt.

4.5 Embryonen-Gewinnungsrate

Die Embryonen-Gewinnungsrate wurde bei den Tieren vom ZT4 und den Tieren vom ZT12
festgestellt. Zur Beurteilung der Ovulationen wurden die vorhandenen, den Zyklustag
entsprechenden CL herangezogen. Am ZT4 konnten bei acht Tieren zwdlf Ovulationen
festgestellt werden. Es zeigten vier Tiere eine Doppelovulation. Bei der Kuh-Nr. 3 und 10
konnten jeweils zwei Embryonen festgestellt werden. Keine Embryonen konnte bei
vier Tieren vom ZT4 gefunden werden. Insgesamt wurden bei diesen acht Tieren vom ZT4
sechs Embryonen diagnostiziert. Die Embryonen-Gewinnungsraten am ZT4 betrug somit
50,0 %.

Bei den Tieren vom ZT12 zeigte Kuh-Nr. 7 durch Anwesenheit von zwei entsprechenden CL
eine Doppelovulation. Es konnten bei den neun Tieren von diesem Zyklustag insgesamt
zehn Ovulationen festgestellt werden. Die Anzahl der gewonnenen Embryonen belief sich
auf drei. Am ZT12 wurde eine Embryonen-Gewinnungsrate von 30,0 % erreicht.

Tabelle 9 fasst die Ergebnisse zusammen. Es konnten keine statistisch signifikanten

Unterschiede zwischen den beiden Zyklustagen nachgewiesen werden.

Anzahl der| Anzahl der Anzahl der Gewinnungs- | Trachtigkeits-
Zyklustag Tiere Ovulationen | Embryonen rate rate
(n) (n) (n) (%) (%)
4 8 12 6 50,0 50,0
12 9 10 3 27 33,3

Tab. 9: Anzahl der Ovulationen und Embryonen in Abhédngigkeit vom Zyklustag
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4.6 Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse der
vorliegenden Studie
Parameter Gruppeneinteilung nach RFD 1 Woche a.p.
RFD < 20
Luteale Aktivitat RFD 20-30 | signifikant friher als
RFD > 30
RFD <20 | signifikant geringer ab 6. Wo p.p RFD 20-30
Ruckenfett-
mobilisierung RFD < 20 | signifikant geringer ab 4. Wo p.p. RFD > 30
RFD 20-30 | signifikant geringer ab 4. Wo p.p. RFD > 30
signifikant héher 1. Wo a.p.
RFD 20-30
RFD < 20 | signifikant besser 2.+ 3.Wo p.p.
und 6.-9. Woche p.p.
Energiebilanz signifikant hoher 1. Woche a.p.
RFD < 20 RFD > 30
signifikant besser 2.-5. Wo a.p.
RFD 20-30 | signifikant schlechter in 9. Wo p.p. | RFD > 30
MML nicht signifikant
ECM nicht signifikant
RFD < 20 | signifikant hoher in Woche 2.-7. RFD 20-30
TSA
RFD <20 | signifikant hoher in Woche 4.+5. RFD > 30
RFD < 20
Leberfettgehalt a.p. | RFD > 30 | signifikant hoher an Tag 15 a.p.
RFD 20-30
RFD 20-30
Leberfettgehalt p.p. | RFD <20 | signifikant niedriger an Tag 28 p.p.
RFD > 30
RFD < 20 ignifikant niedri Tag 7 RFD 20-30
< signifikant niedriger an Tag 7. p.p.
g 9 9f-pp RFD > 30
NEFA p.p.
signifikant niedriger an Tag 21.
RFD < 20 RFD > 30
und Tag 28. p.p.
signifikant hoher
Glucose p.p. RFD < 20 RFD > 30
an den Tagen 14 und 28 p.p.
RFD < 20
Brunstanzeichen RFD 20-30 | deutlicher
RFD > 30

Tab. 10: Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse der vorliegenden Studie nach

Gruppeneinteilung der RFD 1 Woche a.p.
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Gruppeneinteilung
Parameter .
nach den Einsetzen der ersten lutealen Aktivitat p.p.

RFD nicht signifikant

A RFD nicht signifikant

Energiebilanz cL>58 |ab8. Wochep.p. CL<24
signifikant kleiner

MML nicht signifikant

ECM nicht signifikant

TSA CL > 58 signifikant héher CL<24
in Woche 7-9 p.p.

Leberfettgehalt CL > 58 | signifikant hdher an Tag 15 a.p. CL<24
Uber den gesamten

NEFA p.p. CL >58 | Untersuchungszeitraum CL<24
tendenziell niedriger (p < 0,06)

Glucose nicht signifikant

Brunstanzeichen nicht signifikant

Tab. 11: Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse der vorliegenden Studie mit

Gruppeneinteilung nach dem Einsetzen der ersten lutealen Aktivitat p.p.
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5 Diskussion

In  der vorliegenden Arbeit wurde eine sehr intensive Phanotypisierung von
Hochleistungsmilchkiihen vor und wahrend der dritten Laktation durchgefihrt. Die Tiere
wurden unter identischen Bedingungen am Leibniz-Institut gehalten und bekamen die
gleichen Diaten ad libitum geflttert. Es wurden Zusammenhange zwischen zootechnischen
(wie Energiebilanz, RFD, TMA, Milchmengenleistung und ECM), metabolischen (wie NEFA-
und Glucose-Konzentrationen) und endokrinen (Progesteron-Konzentrationen) Parametern
betrachtet. Die Auswirkungen vom zeitlichen Intervall von der Abkalbung bis zum
Wiedereinsetzen der Ovarfunktion auf verschiedenen Stoffwechselparameter wurden
untersucht. Des Weiteren wurde der Einfluss der Hochleistung auf die Oozytenqualitat

untersucht.

5.1 Gruppeneinteilung nach der RFD 1. Woche a.p.

Da dem Korperfettgewebe als Energiereserve in der Frihlaktation eine wichtige Funktion
zukommt, wurden die Tiere unter diesem Aspekt miteinander verglichen. Der optimale
Fettansatz zur Kalbung wird von STAUFENBIEL ET AL. (1991) mit 25 mm beschrieben. Auf
dieser Grundlage wurden die Tiere dieser Studie in drei Gruppen aufgeteilt. Die Tiere der
Gruppe RFD < 20 hatten eine RFD 1. Woche a.p. von kleiner 20 mm, die Tiere der Gruppe
RFD 20-30 wiesen entsprechend eine RFD zwischen 20 bis 30 mm 1. Wochen a.p. auf und
die Tiere der Gruppe RFD > 30 zeigten eine RFD von mehr als 30 mm 1. Woche a.p.. Eine
wichtige Feststellung war, dass die Milchleistung (sowohl die Milchmengenleistung als auch
die ECM) zwischen den Gruppen annahernd gleich hoch war. Trotz unterschiedlicher RFD
und somit differierender Korperfettreserven der Tiere im Untersuchungszeitraum gab es
hinsichtlich der Milchleistung keine signifikanten Unterschiede. Ahnliche Ergebnisse
beschreibt STURMER (2009). In seinen Untersuchungen unterschieden sich die Tiere, die
anhand des Leberfettgehaltes gruppiert worden sind, nicht signifikant in Bezug auf die
fettkorrigierte Milch. STURMER (2009) vertritt die Hypothese, dass sich die metabolischen
Belastungen der Tiere innerhalb eines physiologisch tolerierbaren Bereiches befinden und
dass die Milchproduktion gegenuber anderen extramammaren energie- und
nahrstoffintensiven Prozessen bevorzugt wird.

Milchkiihe mobilisieren Kérperfett, um fiir die Milchproduktion Energie bereitzustellen. Da die
Glucosezufuhr begrenzt ist, werden Fette bevorzugt fir die Energieerzeugung genutzt. Die
Lipogenese-Aktivitaten werden inaktiviert und die lipolytischen Mechanismen im Fettgewebe
werden durch Veranderungen in der Expression von einigen Schlisselenzymen erhoht.
WEBER ET AL. (2013B) haben bei den Tieren dieser Studie einige Schlisselenzyme des

Leberstoffwechsels naher untersucht. Sie beschrieben, dass eine erhohte
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Korperfettmobilisierung in  der Frihlaktation mehr die Gluconeogenese als den
Lipidstoffwechsel beeinflusste. Dies zeigt die Abhangigkeit des hepatischen Glucose-
Metabolismus auf den Leberstatus und die Fettmobilisierung wahrend der Fruhlaktation
(WEBERET AL., 2013B).

Der Verlust von Kérpermasse geht mit einer erhdhten Konzentration an zirkulierenden NEFA
einher. Diesen Sachverhalt bestatigt diese Studie. Die Tiere der Gruppe RFD < 20 wiesen
eine Woche a.p. signifikant bessere Energiebilanzen auf, bauten weniger Kérperfett ab und
zeigten in den ersten Wochen signifikant niedrigere NEFA-Konzentrationen. Fir die
Regulation dieser Prozesse sind Veranderungen in der Synthese, Sekretion und in den
Signalwegen der somatotropinen Hormone (Insulin, Wachstumshormon und IGF-1) und
Leptin von zentraler Bedeutung (WATHES ET AL., 2012). Bei einer entkoppelten somatotropen
Achse ist die Wachstumshormon-Konzentration hoch und die Konzentration an Insulin und
IGF-1 niedrig. Insulin fehlt fur den insulinabhangigen Glukosetransport in die Zellen. Die
Milchdrise wird durch den insulinunabhangigen Glukosetransort versorgt, die anderen
Gewebe werden von der Glukoseversorgung abgekoppelt. Durch den entstehenden
Glukosemangel in den Zellen kommt es zur weiteren Korperfettmobilisierung (MENN 2017)
und vermehrt anflutenden NEFAs. Eine hohe Abhangigkeit von den Fettsduren als
Energiequelle in der peripartalen Zeit wird deutlich. Hierdurch werden oxidative Schaden an
den Mitochondrien von metabolisch aktiven Geweben wie der Leber und dem
Reproduktionstrakt verursacht (WATHES ET AL., 2012). Die Ergebnisse dieser Studie zeigten,
dass die Tiere der Gruppe RFD 20-30 signifikant hohere NEFA-Konzentrationen in den
ersten Wochen aufwiesen und dennoch ein deutlich kiirzeres Intervall von der Abkalbung bis
zur ersten lutealen Aktivitat zeigten als die Tiere der Gruppe RFD < 20. Somit wird deutlich,
dass weitere Faktoren die reproduktive Funktion beeinflussen und nicht nur die NEFA-
Konzentration dafir verantwortlich ist. KAWASHIMA ET AL. (2006) beschrieben, dass niedrige
IGF-1-Konzentrationen zu niedrigen Ostrogen-Konzentrationen fiihren, die wiederum keinen
LH-Peak auslésen und die Ovulation ausbleibt. LE BLANC (2014) beschrieb den Grad der
Fettmobilisierung als Risikofaktor fir metabolische Erkrankungen. Eine erhdohte NEFA-
Konzentration hat direkte Auswirkungen auf die Leber und die Immunfunktion, dies wiederum
fuhrt zu systemischen Erkrankungen. Diese Aussage konnte diese Studie nicht bestatigen,
da die Tiere mit hoherer NEFA-Konzentration nicht krankheitsanfalliger waren als die
anderen Tiere.

Der postpartale Leberfettgehalt dient als Parameter zur quantitativen Beschreibung der
peripartalen  Stoffwechselbelastung. Werden aufgrund einer starken katabolen
Stoffwechsellage p.p. Kérperreserven mobilisiert, gelangen die Fettsauren in die Leber. Ist
die Menge anflutender freier Fettsduren zu grof, kdnnen die Hepatozyten nicht alle

Fettsauren oxidieren. Die Fettsduren werden dann in der Leber reverestert und als
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Triglyceride gespeichert. Als Folge steigt der Leberfettgehalt an (NAFIKOV und BEITz, 2007).
Liegt durch unvollstandige Fettsaureoxidation Acetyl-CoA im UberschuR vor, werden hieraus
Ketonkdrper in der Leber synthetisiert. Infolge dessen kommt es zu einer Steigerung der
Ketogenese. Die synthetisierten Ketonkdrper werden aus der Leber ausgeschleuft. Die
erhdhten NEFA-Konzentrationen wiederum bewirken eine Reduzierung der Futteraufnahme
(STAUFENBIEL ET AL., 1991). Die Tiere befinden sich in einem circulus vitiosus. Allerdings ist
eine hohe Fettsdurekonzentration im Blut fir die Milchfettsynthese im Euter férderlich
(SCHRODER, 2000). In dieser Studie waren die ECM zwischen den Gruppen anndhernd
gleich. Es kénnen keine Rickschlisse von erhéhten NEFA-Konzentrationen auf héhere
Milchfettgehalte gemacht werden.

STAUFENBIEL ET AL. (1991) empfiehlt bei Tieren, die bis zur Abkalbung keine ausreichenden
Fettreserven angelegt haben, eine Steigerung der Futteraufnahme, um die
Energieverfugbarkeit zu verbessern und so die verminderten energetischen Puffer teilweise
zu kompensieren. Dies bestatigt die Untersuchungen von STURMER (2009).

Jedoch treten in der Folge verschlechterte Fruchtbarkeits- und Milchleistungen auf. Da in
dieser Studie die Milchleistung zwischen den Gruppen vergleichbar ist, treten keine
nennenswerten Folgen fur die Milchleistung auf.

Uberkonditionierte Milchkiihe (die Tiere der Gruppe RFD > 30) zeigten zu Laktationsbeginn
eine intensivere Lipolyserate, die sich in einem verminderten Appetit und damit einer
entsprechenden unzureichenden freiwilligen TSA zeigten. Von zentraler Bedeutung fur die
TSA bei Milchkihen im peripartalen Zeitraum sind sowohl der Umfang der
Korperfettreserven als auch die Korperfett-Mobilisierung im geburtsnahen Zeitraum
(STURMER, 2009). Die prapartale Korpergewichtsdnderung und die TSA stehen in der
Fruhlaktation bei Hochleistungskihen in einem umgekehrt proportionalen Zusammenhang,
bedingt durch die Wirkung der Fettmobilisierung auf die TSA. Die Kdrperfettmobilisierung
spiegelt in etwa die Anderung des Korpergewichts wider. Die Kdérperreserven und der Grad
der Verfettung scheinen wichtige Faktoren fir die Futteraufnahme nach der Abkalbung zu
sein (MCNAMARA, 2003). Diese Studie bestatigte dies. Die optimal konditionierten Kihe
(Gruppe RFD 20-30) zeigten eine fast gleiche TSA und eine ahnliche Energiebilanz wie die
Tiere der Gruppe RFD > 30. Die Tiere der Gruppe RFD < 20 wiesen signifikant gréRere TSA
p.p. auf und verfigten vor der Abkalbung Uber signifikant geringere Koérperfettreserven.
Diese Aussage wurde von WEBER ET AL. (2013A) trotz einer anderen Gruppeneinteilung
(nach dem Leberfettgehalt) bestatigt.

Haufig wird in der Literatur beschrieben, dass eine intensiv ausgepragte negative
Energiebilanz in der Frihlaktation mit starker Mobilisierung von Korperfett in enger
Verbindung mit schlechten Fruchtbarkeitsergebnissen steht (DOMECQ ET AL., 1997;
STAUFENBIEL ET AL., 2003). Dies bestatigt diese Studie jedoch nicht. In Energiemangel-
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Situationen wird die zur Verfigung stehende Energie fir essentielle Vorgange genutzt. Die
Fortpflanzung gehért jedoch nicht zu den essentiellen Vorgangen. Die Tiere der Gruppe
RFD 20-30 und Gruppe RFD > 30 wiesen ahnlich starke negative Energiebilanzen p.p. auf,
jedoch zeigten die Tiere der Gruppe RFD 20-30 signifikant kirzere Intervalle von der
Abkalbung bis zur ersten lutealen Aktivitat. Des Weiteren soll durch eine starke NEB eine
Reduktion der GnRH-Sekretion folgen. Dies vermindert die sichtbaren Brunstanzeichen der
Tiere. Auch dies bestatigte diese Studie nicht. Die Tiere der Gruppe RFD 20-30 zeigten die
Brunst deutlicher an als die Tiere der beiden anderen Gruppen. Betrachtet man allerdings
die Tiere der Gruppe RFD < 20 im Vergleich zu den Tieren der beiden anderen Gruppen,
zeigten diese Tiere eine signifikant niedrigere negative Energiebilanz p.p. auf und wiesen
geringere Rickenfettabnahmen auf. Dennoch zeigten diese Kihe das langste Intervall von
der Abkalbung bis zur ersten lutealen Aktivitat mit durchschnittlich 66 Tagen.

In Abhangigkeit der postpartalen Lipolyserate stieg die NEFA-Konzentration im Blut
(SALLMANN UND FUHRMANN, 2005) und der Leberfettgehalt an.

Dies bestatigte diese Studie. Die Tiere der Gruppe RFD < 20 mobilisierten in den ersten
Wochen p.p. weniger Koérperfett als die Tiere der beiden anderen Gruppen. Sowohl ein
niedriger Leberfettgehalt als auch niedrige NEFA-Konzentrationen sind Indikatoren flr
diesen Prozess (STURMER 2009). Dartber hinaus ist ein verstarktes Energiedefizit mit einer
niedrigeren Blutglucose-Konzentration verbunden (STAUFENBIEL ET AL. 1991). Die Tiere der
Gruppe RFD < 20 zeigten postpartal das geringste Energiedefizit im Vergleich zu den Tieren
der beiden anderen Gruppen. Dementsprechend wiesen diese Tiere an Tag 14 und Tag 28
p.p. auch die héchsten Blutglucose-Konzentrationen auf.

Fir die Entstehung von Fruchtbarkeits- und Gesundheitsstérungen machte STURMER (2009)
eher die postpartale Lipolyserate verantwortlich als die absolut abgebaute Menge an
Korperfett. Je langsamer der Abbau vonstattengeht, desto geringer sind die Risiken flr
Gesundheit und Fruchtbarkeit. Es wird eine moglichst langsame Lipolyse angestrebt, damit
die Leber die anflutenden freien Fettsduren verstoffwechselt und nicht weitere
Stoffwechselprobleme auftreten. STAUFENBIEL ET AL. (2003) wiesen signifikante Beziehungen
zwischen Kennziffern der Milchleistung und der Fruchtbarkeit zum Verlauf der RFD in der
Laktation nach. Auf dieser Grundlage entwickelten STAUFENBIEL ET AL. (2003) eine
Referenzkurve fir den optimalen Verlauf der RFD Uber einen Laktationszyklus. Tiere, die auf
hohe Milchleistung (305-Tageleistung > 9000 kg Fett korrigierte Milch) und gute
Fruchtbarkeit (ZKZ < 381 Tage) selektiert worden sind, zeigten in ihrem Verlauf der RFD-
Entwicklung anndhernd den Verlauf der Referenzkurve. STAUFENBIEL ET AL. (2003) gehen
davon aus, dass das Fruchtbarkeitsgeschehen wesentlich von der Konditionsentwicklung
beeinflusst wird. In ihren Untersuchungen wiesen die Tiere mit einer Zwischentragezeit von

> 159 Tage deutlich niedrigere RFD auf. Dies bestatigen die Ergebnisse dieser Studie. Bei
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den Tieren mit einer RFD <20 mm a.p. erfolgte der Verlauf der RFD unterhalb der
Referenzkurve. Diese Kihe wiesen ebenfalls ein langeres Intervall mit durchschnittlich
66 Tagen von der Abkalbung bis zur ersten lutealen Aktivitat auf, im Gegensatz zu den
Tieren der beiden anderen Gruppen. Bei den Tieren der Gruppe RFD 20-30 setzte die erste
luteale Aktivitat durchschnittlich nach 28 Tagen ein. Es ist ein signifikanter Unterschied der
Mittelwertdifferenzen in Bezug auf das Intervall von der Abkalbung bis zur ersten lutealen
Aktivitat zu erkennen (p<0,01). GOLLNITZ (2007) diskutierte eine Anpassung der
Referenzkurve flr die RFD-Mobilisierung an Tieren mit einer héheren Milchleistung. Sowohl
in ihren Untersuchungen als auch in den Untersuchungen von SCHRODER (2000) war eine
Verschiebung der Referenzkurve bei Tieren mit Milchleistungen von > 10.000 kg nach unten
zu erkennen.

STAUFENBIEL ET AL. (2003) beschrieben, dass durch die Futterung Milchleistung und
Fruchtbarkeit nicht gleichermallen geférdert werden. Es tritt eine unerwlinschte Konkurrenz
zwischen diesen beiden Parametern auf, die zu Lasten einer schlechteren Fruchtbarkeit
geht. Eine gute Fruchtbarkeit wird durch die Faktoren Tiergesundheit, Fltterung, Haltung,
Brunst sowie die Besamungstechnik beeinflusst. In dieser Studie wurde nur die Zeit von der
Abkalbung bis zur ersten lutealen Aktivitdt untersucht. Somit kann die Aussage von
STAUFENBIEL ET AL. (2003) bezogen auf die Konkurrenz zwischen Milchleistung und
Fruchtbarkeit nicht bestatigt werden, da in dieser Studie ein wesentlich kirzerer
Untersuchungszeitraum zugrunde lag. Die Tiere der Gruppe RFD < 20 hatten signifikant
hdéhere TSA und zeigten das langste Intervall von der Abkalbung bis zur ersten lutealen
Aktivitat im Vergleich zu den Tieren der beiden anderen Gruppen.

Die Tiere der Gruppe RFD <20 zeigten ein im Durchschnitt weniger stark auspragtes
Energiedefizit. Sie mobilisierten eine geringere Menge Riickenfett und wiesen geringfiigig
niedrigere NEFA-Konzentrationen als die Tiere der beiden anderen Gruppen auf. Sie zeigten
in den ersten Wochen nach der Abkalbung signifikant geringere Leberfettgehalte. Infolge
dessen war eine geringere RFD-Abnahme zu beobachten. Antepartal zeigten die Tiere der
Gruppe RFD > 30 signifikant héhere Leberfettgehalte. Postpartal, an Tag 28, wiesen die
Tiere der Gruppe RFD 20-30 und der Gruppe RFD > 30 hoéhere Leberfettgehalte auf als die
Tiere der Gruppe RFD < 20. Dies |83t sich auf eine starkere Kérperfettmobilisierung nach der
Abkalbung zurickfihren. Insgesamt deuten die starkere Ruckenfettmobilisierung und die
héheren Leberfettkonzentrationen auf starkere Belastungen des hepatischen Stoffwechsels
hin.

In der Studie von KiM und SUH (2006) wurde deutlich, dass Kiihe, die zur Abkalbung mehr als
0,75 Kérperkonditionspunkte verlieren, signifikant haufiger Endometritiden und Stoffwechsel-
stérungen (zum Beispiel Ketose) aufwiesen, als Tiere die moderate Koérperkondition

verlieren. Des Weiteren verlangerte sich das Intervall von der Abkalbung bis zur ersten
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Besamung deutlich bei den Tieren mit starkerem Korperkonditionsverlust zum Partus. Dies
beschrieb WATHES (2012) als Warnsystem. Wenn die Kuh sich in einem unglnstigen
metabolischen Zustand befindet, werden die bereit stehenden Nahrstoffe den wichtigen
Funktionen des Koérpers zur Verfigung gestellt. Als wichtige Funktionen beschrieb sie das
Wachstum und die Milchleistung. Da in dieser Studie die Milchleistung bei den Tieren
annahernd gleich ist, liegt die Vermutung nahe, dass metabolisch gesehen die Milchleistung

eine wichtige Funktion ist.

5.2 Einteilung nach der Lange des Intervalls von der Abkalbung bis
zur ersten lutealen Aktivitat p.p.

Um die Zusammenhdnge zwischen dem Wiedereinsetzen der Ovarfunktion in der
Frahlaktation und der Stoffwechsellage im geburtsnahem Zeitraum erkennen zu konnen,
wurden Ergebnisse metabolischer und endokriner Parameter miteinander verglichen. Dazu
wurden zwei Gruppen (Gruppe CL < 24 und Gruppe CL > 58) gebildet.

Als MeRgroRe wurde die Lange des Intervalls von der Abkalbung bis zur ersten lutealen
Aktivitat gewahlt, da diese Zeit ein wichtiger Parameter fur die nachfolgende Trachtigkeit
darstellt. Tiere, die fruher wieder in den Zyklus kommen und mehrere Zyklen bis zur
Besamung haben, zeigen eine gute luteale Aktivitat und haben die besten Voraussetzungen
fur die nachste Trachtigkeit. Nach der Auffassung von BUTLER ET AL. (2006) sollten
Milchkihe daher mdoglichst schnell nach der Abkalbung zu einer regelmafligen Zyklizitat
zurtckkehren. Je mehr regelmaRige Zyklen die Kihe bis zur ersten Besamung aufwiesen,
umso stabiler war die reproduktive Achse. SHRESTHA ET AL. (2004) beschrieben, dass Tiere
mit abnormalen ovarialen Zyklen eine schlechtere Fruchtbarkeit aufwiesen. Die Tiere wiesen
eine schlechtere Trachtigkeitsrate, verlangerte Intervalle bis zur ersten Besamung und bis
zum Kalben auf. Daraus ergibt sich die Frage, was dazu fihrt, dass diese Kuhe frih nach
der Abkalbung ovulieren. In dieser Arbeit wurden die metabolischen Parameter von Tieren
mit kurzem Intervall mit Tieren mit langeren Intervallen verglichen.

In einer Studie von KAWASHIMA ET AL. (2006) zeigte sich deutlich, dass Tiere, die innerhalb
der ersten drei Wochen p.p. ihre erste Ovulation hatten, nach 68 Tagen p.p. besamt werden
konnten und die Trachtigkeitsrate deutlich besser war, als bei den Tieren, die spater
ovulierten. Somit zeigte die Studie von KAWASHIMA ET AL. (2006), dass friihe Ovulationen p.p.
besser und sinnvoll fur eine gute Reproduktion sind. Aufgrund von einem negativen
Energiestatus p.p. kommt es zu verzogertem Wiedereinsetzen der Ovarfunktion. Eine spate
erste Ovulation p.p. beschrieb BOLLWEIN (2007) als Hauptursache fir erhdhte embryonale
Mortalitat. In dieser Studie zeigten die Tiere der Gruppe CL > 58 ab der siebten Woche p.p.
eine bessere TSA und ab der achten Woche p.p. bessere Energiebilanzen als die Tiere, die

eine erste Ovulation innerhalb der ersten 24 Tage p.p. aufwiesen. Wie sich dieser
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Sachverhalt auf die Trachtigkeitsraten und die embryonale Mortalitat bei den Tieren auswirkt,
wurde in dieser Studie nicht untersucht. Hier waren weitere Untersuchungen interessant
gewesen, ob eine spatere positve Energiebilanz positive Auswirkungen auf die folgende
Trachtigkeit hat.

In den Untersuchungen von KAWASHIMA ET AL. (2007A) wurde ein friihes Wiedereinsetzen
der Ovarfunktion beschrieben, wenn die Tiere innerhalb der ersten drei Wochen p.p. eine
luteale Aktivitat aufwiesen. STURMER (2009) ging von einer friihen ersten lutealen Aktivitat
aus, wenn die Tiere bis zum 28. Tag p.p. einen Milchprogesteronanstieg von =25 ng/ml
aufwiesen. Bei seiner Studie waren es 40 % der Tiere, die eine frihe ovarielle Funktion
zeigten. PATTON ET AL. (2006) beschrieben ein Hauptintervall von 35 + 15 Tagen. SHRESTHA
ET AL. (2004) und TAMADON ET AL. (2011) unterteilten in ihren Studien die Tiere nach ihrer
ersten lutealen Aktivitat vor und nach dem 45. Tag p.p.. In ihren Untersuchungen stellten
SHRESTHA ET AL. (2004) bei 13,2 % und TAMADON ET AL. (2011) bei 28,2 % der Tiere die
erste Ovulation nach dem 45. Tag p.p. bzw. keine Ovulation bis zum Untersuchungsende
(anovulatorische Tiere) fest.

TAMADON ET AL. (2011) beschrieben in ihren Untersuchungen signifikante Zusammenhange
zwischen der Abbaurate und Abbaugeschwindigkeit des BCS und dem Intervall von der
Kalbung bis zur ersten lutealen Aktivitdt. Die Tiere, die nach dem 45. Tag p.p. ein
Wiedereinsetzen der Ovarfunktion aufwiesen, mobilisierten in den ersten drei Wochen p.p.
signifikant mehr Kérpermasse. Die Ergebnisse von PATTON ET AL. (2006) unterstitzen diese
Aussage von TAMADON ET AL. (2011). Tiere, die eine kleinere Reduktion des subkutanen
Fettgewebes aufwiesen, zeigten ein kirzeres Intervall von der Abkalbung bis zum
Wiedereinsetzen der ovariellen Funktion. In der vorliegenden Untersuchung liel3 sich diese
Aussage nicht bestatigen. Denn die Tiere, die ein langeres Intervall von der Kalbung bis zur
ersten lutealen Aktivitat aufwiesen, bauten in der ersten Wochen p.p. nicht mehr Rickenfett
ab.

Nach GRUMMER (1995) ist das Maximum des Energiedefizites in den ersten Wochen nach
der Abkalbung zu erwarten. Dies bestatigten die eigenen Ergebnisse. Einige Autoren
[BUTTLER (2003), SHRESTHA ET AL. (2004), PATTON ET AL. (2006), STURMER (2009) und
TAMADON ET AL. (2011)] beschrieben eine negative Korrelation zwischen der Dauer bzw. der
Auspragung der negativen Energiebilanz und dem Intervall von der Abkalbung bis zum
Wiedereinsetzen der ovariellen Funktion. Die vorliegende Studie zeigte jedoch zu dieser
Aussage abweichende Ergebnisse. Die Energiebilanzen kurz nach der Abkalbung waren bei
den Tieren der Gruppe CL < 24 und CL > 58 annahernd gleich, obwohl die Zeitspanne von
der Abkalbung bis zur ersten lutealen Aktivitat signifikant voneinander abweicht. Warum die

Energiebilanz in der achten und neunten Woche p.p. bei den Tieren der Gruppe CL < 24
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negativer wird und warum die Tiere in dieser weniger Zeit weniger fressen, ist nicht
abschlieRend geklart.

Weiter zeigten PATTON ET AL. (2006) und STURMER (2009), dass eine groflere TSA in der
Frahlaktation mit einem friiheren Wiedereinsetzen der Ovarfunktion einhergeht. Dies konnte
die vorliegende Studie nicht bestatigen. Die Tiere der beiden Vergleichsgruppen nehmen
wahrend der ersten sechs Wochen p.p. annahernd die gleiche Menge Trockensubstanz zu
sich. In der Literatur werden Angaben darliber getatigt, dass das Ausmal} der negativen
Energiebilanz in der Frihlaktation starker von dem Rickgang der Trockensubstanzaufnahme
als von der Milchleistung beeinflusst wird (VILLA-GODOY ET AL. 1988; SPICER ET AL. 1990,
NEBEL und MCGILLARD 1993).

Weiter konnte in dieser Studie beobachtet werden, dass die Tiere der Gruppe CL > 58 ab
der sieben bzw. achten Woche p.p. signifikant bessere TSA und bessere Energiebilanzen
aufwiesen. Diese Tiere hatten ihre erste luteale Aktivitat also erst als sie energetisch deutlich
besser gestellt waren. Die Dauer der Phase mit negativer Energiebilanz wird im Durchschnitt
mit acht Wochen angegeben (DOMECQ ET AL., 1997), sie kann zwischen funf Wochen
(BUTLER ET AL., 1989) und 16 Wochen (BUTLER ET AL., 1992) variieren. Diese Tatsache
deutet daraufhin, dass nicht allein die metabolischen Parameter eine wichtige Rolle spielen,
sondern auch endokrine Parameter und genetische Faktoren dafir mitverantwortlich sind.
Hier ware interessant, ob die Tiere, die ihre erste Ovulation in einer energetisch glnstigeren
Phase aufzeigen, bessere Fruchtbarkeitsergebnisse aufweisen. VON LESSEN et al. (2014)
beschrieben in deren Studie einen Zuchtwert fir die Energiebilanz und stellten fest, dass
Tiere mit einem besseren Zuchtwert fir die Energiebilanz signifikant friiheres
Wiedereinsetzten der lutealen Aktivitat p.p. aufwiesen.

Erganzend schlussfolgerten PATTON ET AL. (2006), dass die TSA diejenige Komponente der
Energiebilanz darstellt, die die Reproduktionsfunktion in der Friihlaktation starker verandert
als die Milchmengenleistung. In dieser Studie war die Milchmengenleistung zwischen den
Tieren der beiden Gruppen annahernd gleich. Dieses Ergebnis bestatigt die Resultate von
KAWASHIMA ET AL. (2007B) nicht. In deren Studie konnte, im Vergleich zu den ovulatorischen
Tieren, bei den anovulatorischen Kiihen signifikant mehr Milch gewonnen werden. In den
vorliegenden Ergebnissen ist dies nicht zu erkennen, sowohl die Milchmengenleistung als
auch die ECM waren bei den Tieren beider Gruppen gleich.

Die vier Studien von PATTON ET AL. (2006), KAWASHIMA ET AL. (2007B), STURMER (2009) und
TAMADON ET AL. (2011) zeigten Ubereinstimmungen: Tiere mit einem vergleichsweise spaten
Wiedereinsetzen der ovariellen Funktion nach der Abkalbung sind mit einem hdéheren
postpartalen Energiedefizit sowie niedrigeren Glucosekonzentration assoziiert. Die
vorliegende Studie bestétigt diese Ubereinstimmungen nicht. In dieser Studie zeigten die
Tieren der Gruppe CL < 24 und die Tiere der Gruppen CL > 58 &ahnliche negative
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Energiebilanzen bis zur achten Woche p.p. und gleiche Glucosekonzentrationen p.p..
WATHES ET AL. (2007) beschrieben einen Zusammenhang zwischen einer negativeren
Energiebilanz und signifikant hdheren NEFA-Konzentrationen. Dies steht im Widerspruch zu
den vorliegenden Ergebnissen. Die Tiere der beiden Gruppen wiesen nach der Abkalbung
gleiche negative Energiebilanzen bis zur achte Woche p.p. und gleiche NEFA-
Konzentrationen Uber den gesamten Untersuchungszeitraum auf. PATTON ET AL. (2006)
beschrieben keinen Zusammenhang zwischen dem Intervall von der Abkalbung bis zur
ersten lutealen Aktivitdt und den gemessenen metabolischen Blutparametern wie Glucose-
und NEFA-Konzentrationen. Im Einklang mit TAMADON ET AL. (2011) zeigten die Ergebnisse
von PATTON ET AL. (2006), dass die Dauer der negativen Energiebilanz nach dem Abkalben
negativ mit der Zeit bis zur ersten lutealen Aktivitat korreliert. In den vorliegenden
Ergebnissen war zu erkennen, dass die Tiere beider Gruppen in den ersten sieben Wochen
p.p. eine gleiche negative Energiebilanz aufwiesen.

Einen signifikanten Zusammenhang zwischen spater lutealer Aktivitdt p.p. und hoéheren
NEFA-Konzentrationen in den ersten Wochen p.p beschrieben JACKSON ET AL. (2011) in ihrer

Studie. Diese Ergebnisse bestétigte diese Studie nicht.

5.3 Reproduktive Parameter

5.3.1 Brunstbeobachtung

Die Brunstbeobachtung sollte nach Angaben von HEUWIESER (1997) mindestens dreimal
taglich Gber mindestens 20 Minuten wahrend der Ruhezeiten durchgefiihrt werden. Fuhrt
man eine Brunstbeobachtung von nur ein- bis zweimal taglich durch, kann nach WILTBANK ET
AL. (2006) die Brunsterkennungsrate unter 50 % sinken. Die Duldungsbereitschaft gilt als
primares Brunstanzeichen und kann als Schllsselzeichen und sicherster Hinweis fir eine
Brunst bewertet werden. Duldet eine Kuh das Aufspringen einer anderen Kuh, ist sie zu
90-95 % in Hochbrunst. Die Duldungsbereitschaft ist nur fir eine bestimmte Zeit wahrend der
gesamten Brunst eines Tieres vorhanden. Sie betragt bei Kihen im Mittel 6-8 Stunden
(GASTEINER 2014). Jedoch kann die Dauer der Duldungsbereitschaft bei einigen Tieren
extrem kurz sein. Bei hochleistenden Kiihen betragt diese Zeit zum Teil weniger als vier
Stunden (WILTBANK ET AL. 2006), so dass die Chance, diese Tiere in Brunst zu erkennen,
sehr gering ist. Etwa funf bis 15 % der Tiere sind stillorinstig. Diese Tiere sind in Brunst,
zeigen aber keine primaren Brunstanzeichen. In dieser Studie lag die Brunsterkennungsrate
durch die Brunstbeobachtung bei 43,6 % . Auch wenn man in Betracht zieht, dass nicht alle
durch die Progesteronanalytik detektierten CL eine sichtbare Brunst zur Folge haben, muss
hier von einer unzureichenden Brunstbeobachtung ausgegangen werden. Um eine optimale
Brunsterkennungsrate zu erzielen, sind in dieser Studie die Ergebnisse der Milch- und

Blutprogesteronbestimmung, der Ultraschall gestitzen gynakologischen Untersuchung und
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der Brunstbeobachtung zusammengefiihrt worden, so dass im Endeffekt eine
Brunsterkennungsrate von annahernd 100 % erzielt wurde. BECKER ET AL. (2005) fassten
zusammen, dass die Brunsterkennungsrate in milcherzeugenden Betrieben idealerweise
etwa 60 bis 80 % betragen sollte. Jedoch liegt im Regelfall die Brunsterkennungsrate in
leistungsstarken Milchrinderherden deutlich unter 60 %. Die Ursache begrindeten
BERGHORG ET AL. (1988) in dem zunehmenden Ausmall des Energiedefizites, welches die
Auspragung der Brunsterscheinung negativ beeinfluft.

WILTBANK ET AL. (2006) beschriecben den Zusammenhang wie folgt: Eine erhdhte
Milchleistung flihrt zu einer héheren Leberdurchblutung mit der Folge, dass unter anderem
die Steroidhormone in der Leber schneller metabolisiert werden. Die Konsequenz der
niedrigeren Blutkonzentrationen der Hormone Progesteron und Ostrogen sind kiirzere
Brunsten und geringere Duldungsreflexe. Somit wird die Brunstbeobachtung erschwert. In
dieser Studie lag die Brunsterkennungsrate alleine durch die Brunstbeobachtung bei nur
46 %, dies konnte an den von WILTBANK ET AL. (2006) und BERGHORG ET AL. (1988)
genannten Zusammenhangen liegen.

Die Duldungsbereitschaft entspricht laut GASTEINER (2014) einem sicheren Brunstanzeichen
und gehoért zu den sogenannten primaren Brunstanzeichen. Zu den sogenannten
sekundaren Brunstanzeichen zahlt der Abgang von klarem Schleim aus der Vulva. Dieses
Anzeichen gibt den besten Hinweis auf eine abgelaufene Brunst. Mit 76 % trat dieses
Brunstanzeichen am haufigsten bei den Tieren dieser Untersuchung auf. Eine Roétung der
vaginalen Schleimhaut konnte bei 16 % der Tiere beobachtet werden und lediglich bei 8 %

der Tiere konnte die typische Duldungsbereitschaft festgestellt werden.

5.3.2 Zeitpunkt der ersten Ovulation

In der Literatur gibt es unterschiedliche Angaben zum Zeitpunkt der ersten Ovulation nach
der Kalbung. WILTBANK ET AL. (2006) beschrieben eine erste Ovulation nach der Kalbung um
den 33,3+ 2,1 Tag p.p., wahrend SCHOPPER ET AL. (1993) durchschnittlich eine erste
Ovulation nach der Kalbung um den 23. Tag p.p. hachgewiesen haben. In den ersten drei
Wochen p.p. ovulierten in dieser Studie 29,9 % der Tiere. In der Studie von KAWASHIMA ET
AL. (2007A) ovulierten bereits 47,8 % innerhalb der ersten drei Wochen p.p..

Weiter zeigten in dieser Studie zwischen der 5.-8. Woche p.p. 34,6 % der Tiere ihre erste
Ovulation p.p. und nach der 8. Woche p.p. konnte bei 30,8 % der Tiere eine erste Ovulation
beobachtet werden. Im Durchschnitt ovulierten die Tiere in dieser Studie um den 44,4 + 28,9
Tag p.p., wahrend in den Untersuchungen von SHRESTHA ET AL. (2004) bei 86,8 % der
Hochleistungskihe ein Einsetzen der Ovarfunktion vor dem 45. Tag p.p. festgestellt wurde.

Auch TAMADON ET AL. (2011) beschrieben in ihrer Studie eine erste luteale Aktivitat p.p. vor
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dem 45. Tag p.p. von 71,8 %. Somit wird deutlich, dass in dieser Studie die meisten Tiere

einen wesentlich spateren Wiederbeginn der Ovarfunktion aufwiesen.

5.3.3 Zykluslange

In der Studie von SHRESTHA ET AL. (2004) wurde eine normale erste Zykluslange zwischen
10-20 Tagen angesehen. In ihrer Untersuchung zeigten 42,9 % der untersuchten Tiere einen
normalen ersten Zyklus innerhalb der ersten 45 Tage p.p.. Bei 35,2 % beobachteten
SHRESTHA ET AL. (2004) einen verlangerten Zyklus (>20 Tage) und bei 5,5 % einen
verkirzten Zyklus (< 10 Tage). Die restlichen 16,4 % der Tiere waren anovulatorisch.

Wird die Einteilung von SHRESTHA ET AL. (2004) fur die vorliegende Studie zu Grunde gelegt,
wird deutlich, dass die Ergebnisse ahnlich sind. In dieser Studie wurden etwas mehr Tiere
mit verlangertem Zyklus festgestellt (47,1 %). Die Anzahl der Tiere mit verkurzter
Zykluslange bilden mit 11,8 % auch in dieser Untersuchung die kleinste Gruppe. Einen
normal langen Zyklus wiesen 41,2 % der Tiere auf. Allerdings zeigten in der Studie von
RANASINGHE ET AL. (2011) nur 11,9 % der Tiere einen verlangerten Zyklus von = 20 Tagen.
Welche Faktoren die Zykluslange beeinflussen sind noch nicht ausreichend geklart.

Des Weiteren stellten sie fest, dass 56 % der Tiere mit einem verlangerten Zyklus eine
reduzierte Trachtigkeitsrate und ein verlangertes Intervall bis zur ersten Besamung
aufwiesen. Tiere mit einem kurzen Intervall von der Abkalbung bis zur ersten lutealen
Aktivitat zeigten ein hoheres Risiko zu verlangerten Zyklen. Dies konnte diese Studie nicht

bestatigen.

5.3.4 Progesteron

In der Literatur werden bei parallelen Messungen der Progesteronkonzentration in der Milch
und im Blutserum synchron verlaufende Konzentrationen gezeigt (HOEDEMAKER und HELD,
1985). Die Progesteronkonzentrationsverlaufe in der Milch und im Blutserum wiesen eine
Ubereinstimmung von 83 % auf (HOEDEMAKER und HELD, 1985). Auch in dieser Studie
zeigten die Progesteronprofile der Milchprogesteron- und Blutprogesteronkonzentrationen

deutliche Ubereinstimmungen.

5.4 Oozyten in vitro

Bei der in vitro Produktion kdnnen die Bedingungen der naturlichen Entwicklung in vivo nur
bedingt nachgestellt werden, dies fihrt zu vielfaltigen und zum Teil letalen
Beeintrachtigungen der in vitro Produktion. Die Praimplantationsphase ist eine sehr sensible
Phase, in der viele zentrale Prozesse ablaufen (FARIN ET AL., 2001). Dazu zahlt zum Beispiel
die epigenetische Reprogrammierung des Genoms oder das Imprinting. Eine wichtige Rolle

spielt dabei vermutlich die adaquate Methylierung regulatorischer DNA-Sequenzen.
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Stérungen in diesem hochkomplexen Prozess sind vermutlich eine wichtige Ursache fir das
Auftreten von embryonalen und fetalen Entwicklungsstdrungen (FERNANDEZ-GONZALEZ ET
AL., 2007).

5.4.1 Praovulatorische Cumulus-Oozyten-Komplexe (COK)

In dieser Studie standen nur wenige Tiere (n=8) fir die Gewinnung praovulatorischer COK
zu Verfugung. Die Gewinnungsrate von praovulatorischen COK lag bei 88,9 %. Es folgte die
Beurteilung der nuklare Reifung in den praovulatorischen COK. Die Kernreifung ist ein sehr
komplexer Vorgang. TROUNSON ET AL. (1977) definieren als ,Kernreife“ das Erreichen des
Metaphase-Stadiums der zweiten meiotischen Teilung. Fir die Beurteilung der
Oozytenqualitat sind die Wiederaufnahme der Meiose, die Meiosekinetik und die Qualitat der
Chromatinkonfiguration wichtige Parameter (OTzDORF 2006). Die Bestimmung der
Chromatinkonfiguration ist ein leicht zuganglicher Parameter. Aufgrund des komplexen
Vorganges der nukldren Reifung ist die alleinige Beurteilung des Erreichens der
Metaphase Il fir die Entwicklungkompetenz von Oozyten nicht ausreichend. In der Literatur
wird die Dauer der Reifungszeit bis zum Erreichen der Metaphase Il beim Rind
unterschiedlich angegeben. In dieser Studie befanden sich drei der COK in der Metaphase II.
Diese praovulatorischen Oozyten haben die Meisose bis zur Metaphase |l durchlaufen und
haben die besten Voraussetzungen flir eine Weiterentwicklung. Diese Tiere standen kurz vor
der nachsten Ovulation. Zwei der Oozyten befanden sich nicht im erwarteten Zustand, dem

Diplotan.

5.4.2 Follikelbesatz der Ovarien

Der metabolische Status einer Milchkuh hat grof3en Einfluss auf die Reproduktionsfahigkeit,
sowohl auf systemischer Ebene als auch durch Beeinflussung der hypothalamischen GnRH-
Achse oder durch direkte Wirkung auf ovarieller Ebene durch Regulation des
Follikelwachstums, der IGF-1-Entstehung und durch lokale Mediatoren an den Ovarien direkt
(GARCIA-GARCIA, 2012).

Bei den Tieren vom ZTO0 trat eigentlich nur ein groRer praovulatorischer Follikel auf, der
einen negativen Einfluss auf den Pool wachsender Follikeln austibte. In dieser Studie gab es
bei den Tieren keine weiteren groRen Follikel. Die Tiere von ZT4 und ZT12 wiesen mehrere
grofRe Follikel auf. Mit ansteigendem Zyklustag wurde eine hdhere Gesamt-Follikelanzahl auf
den Ovarien gezahlt. Dies lasst sich auf die einsetzende Follikelreifungswelle zurtickfihren.
Bei den Tieren vom ZT4 sind die ersten Follikelwellen angeschoben. Die Follikel mit einer

GrolRe von 6-10 mm haben meist keine Entwicklungskompetenz beim Rind.
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Zu erwarten ware, dass die prozentuale Verteilung vom kompakten Cumulus bis zum ZT12
weniger wird, da immer mehr Follikel atretisch werden. Durch die Atresie lockert der
Cumulus immer weiter auf, so dass mehr expandierte COK am ZT12 zu finden sind.

Zur Charakterisierung der Entwicklungskompetenz der Oozyten stellt die Bestimmung der
Chromatinkonfiguration einen leicht zu erfassenden Parameter dar. Allerdings ist die
Beurteilung der Kernreifung flr die Feststellung der Entwicklungskompetenz der Oozyten
nicht ausreichend. Es sollten die Vorgange der zytoplasmatischen Reifung zur Ausbildung
der Entwicklungskompetenz mit herangezogen werden. In der vorliegenden Studie wurden
zur Bestimmung der Entwicklungskompetenz die Beurteilung der Morphologie des
Chromatins der COK eingesetzt.

Untersuchungen von OTzDORFF (2006) kamen zu dem Schluss, dass sich im Verlauf der IVM
aus einer feinkoérnigen Aggregationsform ein kristallines Aggregationsmuster entwickelte. In
ihrer Studie wurde weiter berichtet, dass Oozyten mit einer kristallinen mitochondrialen
Aggregation am Ende der IVM entwicklungskompetenter sein konnten. Die kristalline
Aggregationsform gab einerseits Hinweise auf eine Differenzierung der Mitochondrien am
Ende der Reifung, andererseits wiesen sie auf eine Ansammlung von Mitochondrien an
bestimmten zelluldren Strukturen hin, die einen hoheren Energiebedarf am Ende der Reifung

aufwiesen.

5.4.3 Entwicklungskomptenz der Oozyten nach IVM/IVF/IVK
5.4.3.1 Furchungs- und Blastozystenrate

Als Maly fir die Entwicklungskompetenz der QOozyten wurde die Blastozystenrate
herangezogen. Allerdings darf nicht aulleracht gelassen werden, dass fiur die in vitro
Fertilisation Oozyten aus der Punktierung von Follikeln der GroRe 3-5 mm isoliert wurden.
Die Oozyten kdnnen sich dabei noch in der Entwicklungs- bzw. Reifungsphase oder bereits
in Regression befinden (LEIDENFROST, 2007). Das Entwicklungspotential der einzelnen, so
gewonnenen Oozyten ist dementsprechend sehr variabel. Die Bedingungen von IVM/IVF/IVK
spiegeln nur unvollkommen die Situation in vivo wieder. OTZDORFF (2006) beschrieb, dass
die Beurteilung der Entwicklungskompetenz von Oozyten von vielen Arbeitsgruppen uber die
Bestimmung der Blastozystenrate und damit Uber die morphologische Beurteilung der
Blastozysten vorgenommen wurde. Der Vorteil dieser Beurteilung liegt in der nicht invasiven
Methodik sowie der schnellen und einfachen Durchfiihrbarkeit. Tiere am ZT4 wiesen Acht-
Zeller auf. Zu diesem Entwicklungszeitpunkt wird das embryonale Genom angeschaltet, die
Oozyte angelegt und implantiert (LEIDENFROST, 2007).

Wird die Technik aulier Acht gelassen, wird die Follikelentwicklung bei den Tieren vom ZT0
von dem dominanten praovulatorischen Follikel unterdriickt. Auf den Ovarien vom ZT4

kamen vorrangig wachsende Follikel vor. Auf den Ovarien vom ZT12 wiederum gab es
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atretische und wachsende Follikel. In dieser Studie ist die Entwicklung bei ZT4 und ZT12
annahernd gleich.

In der Studie von KROPP ET AL. (2017) ging es um Unterschiede zwischen Embryonen, die
von Spermien von hoch bzw. niedrig fruchtbaren Bullen (Rasse Holstein) erzeugt wurden
sind. Insgesamt wurden in ihrer Studie 5757 Oozyten eingesetzt. Am achten Tag der
Kultivierung wurde die Blastozystenrate bestimmt. Sie lag in der Gruppe der niedrig
fruchtbaren Bullen bei 27,01%, wahrend die Blastozystenrate in der andere Gruppe bei
29,41 % lag. Anscheinend ist die Fruchtbarkeit der Bullen nicht ausschlaggebend fiur die
Blastozystenrate. Ein Vergleich mit dieser Arbeit, bei der Blastozystenrate von 28,2 % bzw.
40,0 % bei den Tieren der Gruppe ZT12 bzw. ZT4 generiert werden konnten, lasst den
Schluss zu, dass hochleistende Milchkiihe ahnlich gute Embryonenentwicklung in der friihen
Phase aufweisen. Allerdings sollten aufgrund der geringen Anzahl eingesetzter Oozyten

weitere Untersuchungen folgen.

5.4.3.2 Embryonengewinnungsrate

Ursache fir eine nicht so hohe Embryonengewinnungsrate kénnten suboptimale
Gewinnungstechniken und der Verbleib von Embryonen im Reproduktionstrakt sein. Generell
wurden nur COK mit kompaktem Cumulus eingesetzt, um eine gute Embryonenqualtitat zu
erreichen.

Um die Embryonengewinnungsrate zu verbessern, empfehlen WOLGAST ET AL. (2008) den
Einsatz von uterotonisch wirkenden Medikamenten zum Beispiel Dinoprost. Die
luteolytischen Dosis sollte laut WOLGAST ET AL. (2008) 12 - 16 Stunden vor der
Embryonengewinnung verabreicht werden.

WATHES ET AL. (2012) beschrieben, dass Uberschussiges Fett unter anderem in den Oozyten
eingelagert wird. Dies kann ebenfalls die Fertilitdt verringern, indem die
Embryoneniberlebensrate verringert wird.

In einer Studie von FENWICK ET AL. (2008) wird der Zusammenhang zwischen der NEB
wahrend der frihen Laktation bei Milchkihen und der embryonalen Mortalitat aufgezeigt. Die
NEB fiihrt zu einem veranderten Stoffwechselzustand, der grofe Auswirkungen auf die
Produktion von IGFs hat. Die IGF-Verflugbarkeit im Ovidukt wird durch die NEB negativ
beeinflusst. Dadurch wird die Embryonenentwicklung beeintrachtigt, dies wiederum fihrt zu
hohen embryonalen Mortalitatsraten bei Milchkihen. Des Weiteren werden Krankheiten (wie
Mastitiden) als mitwirkende Faktoren fir den embryonalen Tod diskutiert (WATHES, 2012).
Hier lassen biologische Vorgange und der frihe embryonale Verlust Raum fir

Spekulationen.
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6 Schlussfolgerungen

Bei hochleistenden Milchkiihen beobachtete man im Hinblick auf die Stoffwechselprozesse
und die Fruchtbarkeitsparameter deutliche Biodiversitaten.

In dieser Studie gab eine intensive Phanotypisierung von Hochleistungskihen Auskiinfte
Uber die zootechnischen, metabolischen und endokrinen Parameter der Tiere. Es wurde
festgestellt, dass die Tiere bei annahernd identischer Milchleistung zum Teil auf
unterschiedlicher Weise das Energiedefizit ausglichen. Es zeigten sich unterschiedliche
Grade der Mobilisierung von Kérperfett bei gleicher Milchleistung.

Tiere mit einer erhdhten (>30 mm) oder verringerten (< 20 mm) RFD vor der Abkalbung
zeigten verlangerte Intervalle vom Partus bis zur ersten lutealen Aktivitat bei gleicher
Milchleistung. Nach den Ergebnissen dieser Studie ist der Nutzen der RFD-Messung als
Bestandteil des Herdenmanagement als sinnvoll anzusehen. Es ist ein guter und vor allem
einfacher Parameter flr den Milcherzeuger, seine Tiere optimal auf die Abkalbung und die
darauffolgende Milchleistung vorzubereiten. Die optimale RFD zur Abkalbung liegt zwischen
20-30 mm (STAUFENBIEL ET AL., 2004), wie sich in dieser Studie bestatigte. Optimal
konditionierte Kihe schienen die beste Strategie zu haben, die peripartale energetisch
schwierige Zeit moglichst ohne groRere Probleme zu Uberwinden. Sie zeigten ein friheres
Wiedereinsetzen der lutealen Aktivitdt und wiesen deutlichere Brunstanzeichen auf. Die
Tiere dieser Studie hatten alle eine vergleichbare Milchleistung. Die Milchproduktion scheint
somit gegenlber anderen extramammaren energie- und nahrstoffintensiven Prozessen
bevorzugt zu werden. Auch war die Brunsterkennung bei den Tieren mit einer RFD 20-30
deutlicher als bei den Tieren der anderen beiden Gruppen.

Anhand der ausgewerteten metabolischen und endokrinen Parameter lassen sich keine
Aussagen zu den signifikant unterschiedlichen Intervallen der Tiere der beiden Gruppen (CL
< 24 und CL > 58) machen. Warum die Tiere der Gruppe CL < 24 ab der siebten Woche p.p.
signifikant schlechtere Werte der Energiebilanz und der TSA im Vergleich zu den Tieren der
Gruppe CL > 58 zeigten, bleibt ungeklart. Die Pathomechanismen bezogen auf das
Einsetzen der ersten lutealen Aktivitat p.p. blieben weiterhin unerkannt.

Die auf hohe Milchleistung gezlichteten Kihe zeigten keine Beeintrachtigung bezogen auf
die Befruchtungsrate und die Entwicklungskompetenz von COK nach IVP. Somit kann die
frihe embryonale Entwicklung auch unter Hochleistungsbedingungen gut sein, wobei hier

weitere Untersuchungen an einem gréeren Pool von COK vorgenommen werden sollten.
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7 Zusammenfassung

Zusammenhange zwischen metabolischen und endokrinen Parametern, der
Energiebilanz und der Ovarfunktion bei hochleistenden Milchkiihen

Eine fruchtbare Milchviehherde ist die Grundlage fir den wirtschaftlichen Erfolg der
Milcherzeuger. Die Milchkiihe mussen neben hohen Milchleistungen auch hohe reproduktive
Leistungen realisieren. Insbesondere in hochleistenden Milchviehherden werden grofRe
individuelle Unterschiede in der Umsetzung einer hohen Milchleistung und einer guten
Fruchtbarkeit festgestellt. Das Ziel der Studie war es Zusammenhange bei hochleistenden
Milchkihen zwischen metabolischen und endokrinen Parametern, der Energiebilanz und der
Ovarfunktion zu untersuchen. Fir diese Studie wurden 30 Kuhe der Rasse Deutsche
Holstein in der zweiten Laktation mit einer erwarteten Milchleistung von Gber 10.000 kg Milch
innerhalb von 305 Tagen ausgewahlt. Der untersuchungszeitraum erstreckte sich vom Tag
des Trockenstellens in der achten Woche vor der Abkalbung bis zur zwolften Woche in der
dritten Laktation. Die Tiere wurden unter gleichen Bedingungen gehalten und gefittert. Allen
Kihen wurde die gleiche Mischration ad libitum wahrend des Trockenstehend und der
Laktation angeboten. Zootechnische Parameter wie die Rickenfettdicke (RFD) und die
Trockensubstanzaufnahme (TSA) wurden woéchentlich erhoben. Blutproben zur Analyse von
Stoffwechselmetaboliten (Glucose und freie nicht veresterte Fettsduren (NEFA)) und des
Hormons Progesteron wurden an Tag -56, -28, -15, -8, -5 und nach der Abkalbung
wochentlich gewonnen. Milchleistungsdaten wurden taglich erhoben. Milchproben wurden
zweimal die Woche zur Bestimmung der Milchprogesteronwerte und wochentlich zur
Bestimmung der Milchinhaltsstoffe genommen. Leberbiopsien wurden an Tag 56 und 15 vor
der Abkalbung und an Tag 1, 14, 28, 49 p.p. durchgefuhrt. Nach der Abkalbung wurden die
Kihe zweimal pro Woche reproduktionsphysiologisch untersucht und befundet. Die
Brunstbeobachtungen wurden dreimal taglich durchgefihrt. Die Tiere wurden synchronisiert,
kinstlich und zufallig in eine Gruppe (ZTO0 Schlachtung am Tag der Ovulation, ZT4 bzw.
ZT12 Schlachtung am vierten bzw. 12 Tag nach der Besamung) eingeteilt. Die gewonnenen
Oozyten wurden auf ihre praimplantativen Entwicklungsfahigkeit untersucht, dazu wurden die
Befruchtungs-, die Furchungs- und die Blastozystenrate ermittelt.

Die wahrend der Frihlaktation auftretende negative Energiebilanz erfordert bei
Hochleistungskihen eine Mobilisierung von Kdorperreserven und bewirkt temporar einen
erhohten Stoffwechsel in der Leber. Das Ausmall der Fettmobilisierung bezogen auf den
unterschiedlichen Leberfettgehalt der Tiere zeigt grof3e individuelle Unterschiede zwischen
Hochleistungskihen. Diese unterschiedlichen Stoffwechselbelastungen beeinflussen auch

das Reproduktionsgeschehen.
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Zusammenfassung

Die Tiere wurden in dieser Studie nach zwei Gesichtspunkten untergliedert:

1.) nach ihrer RFD in mm eine Woche vor der Abkalbung (ante partum (a.p.))
Gruppe RFD < 20, RFD 20-30 und RFD > 30.

2.) nach dem zeitlichen Einsetzten der ersten lutealen Aktivitat p.p.- vor dem 24 Tag p.p.
Gruppe CL < 24 und nach dem 58 Tag p.p. Gruppe CL > 58.

Alle Tiere zeigten unter Berlcksichtigung der verschiedenen Gruppen eine ahnliche hohe
Milchleistung. Die Tiere der Gruppe RFD 20-30 hatte vergleichbare Werte fir die
Stoffwechsel- und zootechnischen Parameter wie die Tiere der Gruppe RFD > 30. Im
Vergleich zur den Tieren der Gruppe RFD < 20 zeigten die Tiere um die Kalbung und p.p.
niedrigere NEB, hatten eine signifikant niedrigere TSA und zeigten am 28 Tag p.p. signifikant
héhere Leberfettgehalte. Die Tiere der Gruppe RFD 20-30 wies ein signifikant klrzeres
Intervall von der Abkalbung bis zur ersten lutealen Aktivitat auf und zeigte deutlichere
Brunstsymptome.

Die metabolischen und zootechnischen Parameter von den Tieren der Gruppe CL < 24 und
CL > 58 zeigten in den ersten sechs Wochen p.p. keine Unterschiede. Ab der siebten Woche
p.p. wies Gruppe CL < 24 signifikant geringere TSA auf und hatten ab der achten Woche
p.p. signifikant negativere Energiebilanzen.

Die phanotypischen Unterschiede beeinflussten nicht die Qualitdt der praovulatorischen
Oozyten. Ebenso schien die Qualitat praovulatorischer COK (Cumulus-Oozyten-Komplexe)
hochleistender Milchkihe nicht durch die negative Energiebilanz beeintrachtigt. Die
Embryonengewinnungsrate von den Tieren am ZT12 ist im Vergleich mit der von den Tieren
am ZT4 tendenziell niedriger. Insgesamt sind die Ergebnisse der Gewinnungsraten der
Embryonen an den ZT4 und ZT12 gut. Allerdings sollten aufgrund der niedrigen
Probenanzahl weitere Untersuchungen zum Thema embryonale Mortalitdt veranlasst
werden. Die Befruchtungsrate und die Entwicklungskompetenz von COK nach in-vitro-
Kultivierung (IVK) kann auch unter Bedingungen von Hochleistung gut sein.

Kihe mit einer optimalen RFD von 20-30 mm eine Woche a.p. haben die besten
Voraussetzungen fir eine hohe Milchleistung und eine gute Fruchtbarkeit mit kurzen
Zwischenkalbezeiten (ZKZ) und deutliche sichtbare Brunstanzeichen. Somit sind gut

konditionierte Milchkihe zur Abkalbung fir den Milcherzeuger am wirtschaftlichsten.
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8 Summary

Correlations of metabolic and endocrine parameters, energy balance and ovarian
function in high-yielding dairy cows

A good fertility in dairy herds creates the basis for economic success in dairy farming, but
fertility declined in the last decades worldwide in dairy cows. But, besides a high milk
production, dairy cows have to achieve a significant reproductive performance, and in this
regard existing great individual differences between dairy cows. Therefore, the objective of
the study was to clarify relationships between metabolic and endocrine parameters, energy
balance and ovarian function in high-yielding dairy cows.

For this study we selected 30 pure-bred German Holstein cows in the second lactation with
an expected milk yield of >10,000 kg within 305 days. During the observation period, from
dry off in week 8 before calving up until week 12 in their third lactation, cows were held under
equal feeding and housing conditions. All cows were fed the same total mixed rations ad
libitum during dry period and lactation. Back fat thickness (BFT) and dry mater intake (DMI)
were measured weekly. Blood samples were taken [on day (d) -56, -28, -15, -8, -5 and
weekly after calving] to measure plasma metabolites as glucose and not esterified fatty acids
(NEFA) and the hormone progesterone. Milk yield was recorded daily and milk samples were
taken twice per week to determine progesterone concentrations and weekly for analysis of
milk composition. Liver biopsies were taken [on d 56 and 15 before calving, and on d 1, 14,
28 and 49 p.p.] to measure liver fat concentration. Estrus observations were monitored three
times a day, ultrasound of the ovarian were carried twice per week. Cows were synchronized
and inseminated. For the examinations of the oocytes, the animals were randomly selected
on three days of the estrous cycle [D0- day-0O — slaughter on the day of ovulation, D4 —
slaughter on day 4 of following insemination, and D12]. The cows were slaughtered to obtain
oocytes for the examination of their capacity for preimplantative viability by analysis of the
fertilization, cleavage and blastocyst levels.

The negative energy balance during the early lactation requires mobilization of body reserves
in high-performance dairy cows and temporarily causes an increased metabolism in the liver.
The extent of fat mobilization based on the different liver fat content of the animals, this
shows large individual differences between high performance dairy cows. These different
metabolic loads also influence the reproduction process.

Cows in this study were classified in 2 different approaches: 1) cows were grouped according
to their BFT 1 week before calving in BFT < 20, BFT 20-30, and BFT > 30 . 2) In addition,
those cows were selected that were showing their first luteal activity p.p. indicated by milk
and blood progesterone concentration (> 5ng/ml and > 1ng/ml, respectively) until d 24 pp

(group: corpus luteum CL < 24) and after d 58 pp (group: CL > 58).
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All cows had similar milk yield considering the different groups. The cows of group BFT
20-30 and BFT > 30 revealed on the 28 day p.p. higher liver fat contents, around calving as
well as poorer negative energy balance (NEB) and significantly lower DMI than group
BFT < 20. Cows in group BFT 20-30 revealed a significantly shorter interval to the first luteal
activity and showed distinct estrus symptoms than cows in BFT <20 and BFT >30.
Zootechnical and metabolic parameters were not different between cows in CL < 24 and
CL > 58. From week seven p.p. cows of group CL < 24 revealed a significantly poorer DMI, a
lower NEB and a higher NEFA concentration than group CL > 58.

The quality of pre-ovulatory cumulus-oozyte-complex (COK) of high-yielding dairy cows did
not seem to be affected by the negative energy balance. The animals’ embryo recovery rate
of animals on D12 showed a decreasing tendency in comparison with the animals of D4.
Based on the recovery rates on D4 and D12, further research should to be done on the topic
embryonic mortality. The fertilization rate and development of COK and in-vitro cultivierung
(IPC) may also be good in high-performance conditions.

Cows with an optimum BFT between 20-30 mm one week ante partum provide the best
basis for high milk yield, while showing a as well as good fertility with short calving interval
and clearly visible rutting estrus. In conclusion, well-conditioned dairy cows for calving are

the most economic option for dairy farming.
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