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Einleitung und Ziel der Arbeit

1 Einleitung und Ziel der Arbeit

Hochleistende Milchkihe sind heutzutage Stoffwechsel-Spezialisten. Fir Milchmengen von
teilweise Uber 40 Litern pro Tag bendtigen sie entsprechend viel Energie. Um diesen hohen,
kurzfristigen Energiebedarf flr die Milchproduktion zu decken, mobilisieren die Tiere mit
Einsetzen der Laktation verstarkt Korperfett, was Veranderungen im Energiestoffwechsel nach
sich zieht. Mitochondrien steuern als ,Kraftwerke“ der Zelle die Energieversorgung und
nehmen neben Stoffwechselorganen, wie dem Fettgewebe und der Leber, einen wichtigen
Bestandteil im Organismus von Milchkthen ein. Sie kénnen sich dem aktuellen Energiebedarf
der Zelle anpassen und somit zu einer altersbedingten Reduzierung des Energiestoffwechsels
fuhren. Neben den Mitochondrien nehmen auch die Telomere eine wichtige Rolle im

Alterungsprozess bei Milchkihen ein.

Das erste Ziel dieser Arbeit war es daher, den Einfluss der Laktation und den damit
verbundenen Auswirkungen von oxidativem Stress auf die zellulare Energieversorgung
(mitochondrialen DNA (mtDNA)-Kopienanzahl, Citrat-Synthase (CS)- und Cytochrom-c-
Oxidase (COX)-Aktivitat) sowie auf den Alterungsprozess (Methylierung und Telomerlange
(TL)) zu charakterisieren und zu prifen, ob diese Prozesse dabei in einem Zusammenhang
stehen. Die Untersuchungen beinhalten sowohl Unterschiede im Laktationsverlauf als auch
Vergleiche zwischen den verschiedenen Geweben bei laktierenden und nicht laktierenden
Kihen.

Das zweite Ziel dieser Arbeit bestand in der Fragestellung, ob sich die TL ebenso in der
Nasenschleimhaut von Kihen mit zunehmendem Alter verkiirzen und ob somit nichtinvasive
Probenentnahmen in Form von nasalen Tupfern und Milchproben die invasiven
Blutprobenentnahmen zur TL-Bestimmung ersetzen konnen. Um diesen Vergleich anstellen
zu konnen, wurden die Ergebnisse aus DNA-Untersuchungen in Nasenschleimhaut-, Milch-

und Blutproben von laktierenden Kihen gegenlbergestellt.
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2 Literaturteil

2.1 Stoffwechsel der hochleistenden Milchkuh — Besonderheiten wahrend der

verschiedenen Laktationsphasen

Hohe Milchleistungen sind flr die meisten Betriebe ein zentrales Ziel in der Milchviehzucht.
Dass Leistungssteigerungen mit einer grélRer werdenden Gefahr flr Erkrankungen
einhergehen kénnen, zeigte Butler (2003) in seiner Studie, in der in den letzten 50 Jahren die
Zunahme der Laktationsleistung von 5000 kg auf mehr als 10000 kg zu einer Reduktion der
Konzeptionsrate um etwa 50 % fuhrte. Viele dieser Erkrankungen und Stoffwechselstérungen
treten verstarkt in der sogenannten Transitperiode auf, die den Zeitraum 3 Wochen vor der
Geburt bis 3 Wochen nach der Abkalbung umfasst (Grummer, 1995; Drackley, 1999). Die
Transitperiode stellt durch die Trachtigkeit (TK), die verminderte Futteraufnahme wahrend der
letzten Graviditatsphase, die Abkalbung sowie die einsetzende Laktogenese fur Milchkihe
eine groflte metabolische Belastung dar (Grummer, 1995). In den letzten Trachtigkeitsmonaten
muassen Kihe dementsprechend wesentlich mehr Energie umsetzen als nicht tragende Tiere.
Wahrend ihr Energiebedarf fur die Erhaltung und Trachtigkeit um 23 % ansteigt (Moe & Tyrrell,
1972), kommt es gleichzeitig zu einer Abnahme der Trockenmasseaufnahme um 30 % (Bertics
et al., 1992; Grummer, 1995). Somit kann die nach der Kalbung (Fruhlaktation; FL) benétigte
Energie fir die Milchsynthese nicht ausreichend Uber die aufgenommene Nahrung
bereitgestellt werden (Moe et al., 1971), was zu einer negativen Energiebilanz (EB) flhrt. In
der FL durchlaufen 80 % aller Milchkihe eine solche Phase der negativen EB (Domecq et al.,
1997). Um das Energiedefizit auszugleichen, mobilisieren Kihe verstarkt ihre
Korperfettreserven, was einen Verlust von bis zu 90 kg ihres Koérperfettes ausmachen kann
(Chibisa et al., 2008). Wahrend dieser Phase der Fettmobilisierung, die auch Lipolyse genannt
wird, werden nicht veresterte freie Fettsduren (NEFA) beim Abbau von Fettgewebe in die
Blutzirkulation freigesetzt. Somit stellen eine erhdhte NEFA-Konzentration im Serum (Bell,
1995), ein Anstieg der B-Hydroxybutyrat (BHB) Konzentration (Bell, 1995) und eine Abnahme
der Koérperkondition (BCS; Wildman et al., 1982; Pires et al., 2013) in der FL bei Milchkihen
wichtige Hinweise fir eine negative EB dar. In der Spatlaktation (SL) und Trockenstehzeit
kommt es durch die sinkende Milchleistung und dem damit verbundenem Rickgang der
bendtigten Energie fur die Milchsynthese zu einem Wiederaufbau der Fettreserven durch
Einlagerung von Lipiden in die Fettzellen (Lipogenese). Die Milchkiihe befinden sich zu dieser
Zeit in einer positiven EB (McNamara, 1991; Kenéz et al., 2015) und durchlaufen somit in jeder
Laktation einen Wechsel zwischen der Lipolyse in der FL und der Lipogenese in der SL (Lanna
et al., 1995).
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2.1.1 Bedeutung des Fettgewebes bei Milchkiihen

Aus friherer Sichtweise wurde Fettgewebe lediglich als ein Energiespeicher des Korpers
angesehen. Mit der Entdeckung von Leptin im Jahre 1994 wurde dem Fettgewebe eine weitere
wichtige Funktion als ein komplexes, immunologisch aktives und endokrines Organ zugesagt
(Zhang et al., 1994; Ahima & Flier, 2000; Kershaw & Flier, 2004). Das Fettgewebe als eine
Sonderform des lockeren Bindegewebes setzt sich aus verschiedenen Zelltypen zusammen.
Neben den reifen Fettzellen (Adipozyten), die den gréfdten Anteil bilden, besteht es aus Zellen,
die zu der stromal-vaskularen Fraktion gehdren wie etwa Praadipozyten, Endothelzellen,

Fibroblasten, Immunzellen, Blutgefalte und Makrophagen (Frayn et al., 2003; Abbildung 1).

Blutgefal

Adipozyt

Nukleus

Lipidvakuole

Makrophage

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Fettgewebes. Verandert nach Choe et al. (2016).

Das Fettgewebe produziert und sezerniert eine Vielzahl von Signalmolekilen, die
sogenannten Adipokine (wie zum Beispiel Leptin, Adiponektin, Apelin, Visfatin, Interleukin-6).
Sie agieren als Botenstoffe sowohl lokal (autokrin/parakrin) als auch systemisch (endokrin)
und verbinden den Stoffwechsel mit dem Immunsystem (Mancuso, 2016). Darlber hinaus
beeinflussen Adipokine viele verschiedene Prozesse wie den Lipid- und Glukosestoffwechsel,
das Hunger- und Sattigungsgefiihl, Entziindungsprozesse, die Insulinsensitivitat und die
Immunabwehr (Frihbeck et al., 2001). Auch die Expression von Haptoglobin, eines der
wichtigsten Akute-Phase-Proteine beim Rind, konnte sowohl im humanen Fettgewebe (Fain,

2006) als auch im Fettgewebe bei Rindern (Saremi et al., 2012) nachgewiesen werden.
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Aufgrund von histologischen/morphologischen und funktionellen Merkmalen wird das
Fettgewebe in zwei verschiedene Gewebearten unterteilt: braunes und weiltes Fettgewebe
(Ailhaud & Hauner, 2004).

Braunes Fettgewebe besteht aus vielen kleineren Lipidtropfen (multivakuolar), ist sehr stark
vaskularisiert und enthalt eine auffallend hohe Anzahl an Mitochondrien. Es tragt zur direkten
Erzeugung von Warme (Thermogenese) aus dem gespeicherten Fett bei und findet sich bei
allen neugeborenen Saugetieren aulier beim Schwein (Berg et al., 2006; Jastroch et al., 2018).
Das im Kérper von Saugetieren mengenmalig Uberwiegende weille Fettgewebe besteht aus
univakuolaren Adipozyten, wobei die grofe zentrale Fettvakuole den Zellkern und andere
Zellorganellen, wie Mitochondrien, an den Rand der Zelle drickt (Shen et al., 2003). Die
Gesamtmasse des Fettgewebes unterliegt umwelt- und genetisch bedingten Veranderungen
einerseits in Form einer Volumenanderung der Adipozyten (Hypo-/Hypertrophie) und
andererseits durch eine Zu- oder Abnahme der Zellzahl (Hypo-/Hyperplasie; Spiegelman &
Flier, 2001; Choe et al., 2016). Neben der Schutz- und Stutzfunktion spielt das weile
Fettgewebe eine wichtige Rolle im Energiestoffwechsel und steht somit im Mittelpunkt der

vorliegenden Dissertation.

2.2 Zellulare Energieversorgung bei Milchkiihen wahrend der Laktation

Nach der Kalbung erhéht sich der Nahrstoffbedarf der Milchkuh drastisch, um dem erhéhten
Energiebedarf fir die Milchsynthese gerecht zu werden. Die vom Organismus
aufgenommenen Nahrstoffe wie Glucose, Aminosauren und Fettsduren werden verdaut, ins
Blut aufgenommen, in die Zellen verteilt und dort unter Verbrauch von Sauerstoff oxidiert, um
schlussendlich Speicherenergie zu produzieren. Die Oxidation von Fettsauren wird als -
Oxidation bezeichnet und die Oxidation von Glucose, des am meisten verwendeten
Energietragers, als Zellatmung. Die Zellatmung lauft in vier Stufen ab (Glykolyse, oxidative
Decarboxylierung, Citratzyklus und Endoxidation in der Atmungskette) und dient zum
Verbrennen energiereicher Stoffe, um daraus die fiir das Uberleben der Zellen benétigte
Energie zu gewinnen. Die Energie aus den Nahrstoffen wird in chemischer Form als
Adenosintriphosphat (ATP) gespeichert und genutzt, um energieabhangige Prozesse wie
Biosynthesen und Transportprozessen von Molekullen anzutreiben. Der grofdte Teil der
zellularen ATPs entstent durch die oxidative Phosphorylierung (OXPHOS) in den

Mitochondrien, den Energiekraftwerken der Zelle.
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2.2.1 Bedeutung von Mitochondrien im Energiestoffwechsel

Mitochondrien sind Zellorganelle, die von einer Doppelmembran umgeben sind und in den
meisten eukaryotischen Zelltypen, aul3er in roten Blutkérperchen, vorkommen (Stier et al.,
2013). Wahrend die dauRere Membran Uber Kanale durchlassig flr Moleklile ist, bildet die
innere Membran zisternenférmige Einstllpungen (Cristae), in deren Membran die
Enzymkomplexe der Atmungskette und die ATP-Synthase lokalisiert sind. Die Matrix, die sich
im inneren Membranraum befindet, enthalt unter anderem mehrere Kopien des eigenen
mitochondrialen Genoms (mtDNA), das als zirkulare und doppelstrangige DNA vorliegt
(Abbildung 2).

aulere Membran Crista Ribosom

innere Membran

Granulum

Intermembranraum Matrix DNA Porenkanal

Abbildung 2: Detaillierter Aufbau eines Mitochondriums nach https://www.naturepower.de/vitalstoff-

journal/aus-der-forschung/vitamine/coenzym-q10-zuendfunke-fuer-die-leistungskraft/, 26. Marz 2018.

Mitochondrien bilden ein dynamisches Netzwerk aus verzweigten Roéhren. Sie sind in der
Lage, sich durch Fusion zu verbinden und sich durch Fission wieder zu teilen (Detmer & Chan,
2007). Somit kénnen sie sich in ihrer Anzahl und Gré3e dem aktuellen Energiebedarf der Zelle
sowie den zellularen Umweltbedingungen anpassen (Jakobs et al., 2003; Li et al., 2005).
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Die Anzahl an Mitochondrien pro Zelle variiert je nach Art des Gewebes, des Zelltyps und des
Energiebedarfs der Zelle (Scarpulla, 2002; Clay Montier et al., 2009), wobei Zellen mit einem
hohen Energiebedarf, wie zum Beispiel Hepatozyten, ein sehr gro3es mitochondriales
Netzwerk aufweisen (Amacher, 2005; Lindinger et al., 2010). Wahrend die geringste Anzahl
an Mitochondrien von weit unter 100 in einer humanen Spermazelle gefunden wurde
(Amacher, 2005), kénnen Rattenhepatozyten bis zu 2000 Mitochondrien aufweisen (David,
1979).

Die Energieerzeugung in Form von ATP erfolgt in den Mitochondrien tber die OXPHOS in
Verbindung mit dem Fettsdureabbau durch R-Oxidation sowie dem oxidativen Abbau von
organischen Stoffen durch den Citratzyklus (Goldenthal & Marin-Garcia, 2004). Zunachst
werden Elektronen und Protonen, die durch oxidativen Abbau aus den vom Organismus
aufgenommenen Nahrstoffen gewonnen werden, durch eine Reihe von Proteinkomplexen der
Atmungskette (I - 1V), die an der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert sind, geleitet.
Durch diese Elektronen-Transportvorgdnge und durch Anreicherung von Protonen wird
zwischen dem Intermembranraum und der mitochondrialen Matrix ein Protonengradient
aufgebaut (Finley & Haigis, 2009). Dieser dient dazu mit Hilfe der ATP-Synthase etwa 95%
der zellularen ATP-Produktion sicherzustellen (Nadanaciva et al., 2007), welches dann ins
Zytosol der Zelle abgegeben wird. Als Nebenprodukt der Atmungskette werden reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) gebildet (Wallace, 2005). Oxidativer Stress beschreibt einen Zustand
des Stoffwechsels, bei dem vermehrt ROS gebildet werden und nicht geniigend Antioxidantien
vorhanden sind, um diese abzubauen. In niedriger, d.h. physiologischer Konzentration stellen
mitochondriale ROS flir den Organismus wichtige Signalmolekiile dar (Nemoto et al., 2000;
Dada et al., 2003). In hohen und somit pathologischen Konzentrationen fliihren ROS allerdings
zu oxidativen Schaden an mtDNA, Proteinen und Lipiden (Finley & Haigis, 2009).
Infolgedessen kann dies zu einer Beeintrachtigung des Energiemetabolismus fiihren und somit
Krankheiten und negative Auswirkungen unter anderem auf die Fruchtbarkeit von Kiihen
fordern (Miller et al., 1993; Jorritsma et al., 2003). Zusatzlich dazu, dass Mitochondrien eine
wichtige Rolle im Energiestoffwechsel in vielen Geweben wie dem Herz- und Skelettmuskel,
Gehirn, Leber und Fettgewebe einnehmen (Cedikova et al., 2016), regulieren sie den
programmierten Zelltod (Apoptose) durch Freisetzung von Cytochrom ¢ und anderen pro-

apoptotischen Faktoren aus den Mitochondrien in das Zytoplasma (Lenaz, 1998).



Literaturteil

2.2.2 Cytochrom-c-Oxidase, Citrat-Synthase und mtDNA-Kopienzahl als Biomarker fiir
die Mitochondriendichte
Cytochrom c ist ein Protein in der mitochondrialen Atmungskette (Komplex lll), das in den
Mitochondrien bei der Energiegewinnung (OXPHOS) als Elektronentransporter eine wichtige
Rolle spielt. Das Enzym COX des Komplexes IV der Atmungskette katalysiert die Oxidation
von Cytochrom c und die damit verbundene Elektronenlbertragung und Reduktion von
Sauerstoff zu Wasser (Wong-Riley, 1989; Bertoni-Freddari et al., 2004). Die COX-Aktivitat
reprasentiert die maximale Effizienz des mitochondrialen Komplexes IV Sauerstoff zu
verbrauchen, um mit der dabei freigesetzten Energie einen Protonenkonzentrationsgradienten
zu erzeugen, der wiederum von der ATP-Synthase zur Produktion von ATP genutzt wird.
Daher gilt Cytochrom ¢ und somit die COX-Aktivitdt als ein guter Indikator fir die
Mitochondriendichte und der Produktionskapazitat von ATP, da der mitochondriale Cytochrom
c-Gehalt proportional zur Konzentration der Atmungskettenkomplexe ist (Bertoni-Freddari et
al., 2001; Nogueira et al., 2001; Pichaud et al., 2013).
Die CS als Schlisselenzym des Tricarbonsaurezyklus (Citratzyklus) ist in der
Mitochondrienmatrix und damit in unmittelbarer Nahe zur Atmungskette lokalisiert (Pichaud et
al., 2013). Folglich besteht eine enge Verbindung zwischen den oxidativen Vorgangen im
Citratzyklus und der Gewinnung von energiereichen Verbindungen in der Atmungskette. Die
CS katalysiert die Kondensation von Oxalacetat mit Acetyl-CoA zu Citrat. Die wichtigste
Funktion des gesamten Citratzyklus besteht demnach in der Oxidation von Acetylgruppen,
damit Elektronen fir die Atmungskette frei werden. Der Citratzyklus tragt somit indirekt zur
Synthese von ATP bei. Uber die CS-Aktivitdt kann der zelluldre Energiestatus bestimmt
werden, wodurch diese als einer der genauesten Biomarker der Mitochondriendichte
angesehen wird (Larsen et al., 2012).
Mitochondrien enthalten ein eigenes mitochondriales Genom, die sogenannte mtDNA. Das
mitochondriale Genom von Rindern besteht aus 16.338 Basenpaaren (bp; Anderson et al.,
1982) und kodiert fur 37 Gene: 2 rRNAs (12S und 16S rRNA) fir mitochondriale Ribosomen,
22 tRNAs flr die mitochondriale Proteinbiosynthese und 13 Proteine, die fur Untereinheiten
der Atmungsketten-Komplexe einschlieBlich der ATP-Synthase kodieren (Wallace & Chalkia,
2013). Im Gegensatz zum nukledren Genom (nDNA) besitzt die mtDNA eine 5 — 10-mal hdhere
Mutationsrate (Brown et al., 1979). Einerseits sind die DNA-Reparaturmechanismen im
Vergleich zur nDNA deutlich ineffizienter (Brown et al., 1982). Andererseits besitzt die mtDNA
kaum Introns, ist nicht methyliert und Histone, die schiitzend wirken, fehlen in der mtDNA
(Groot & Kroon, 1979). Aufgrund des Mangels an Histonen und der raumlichen Nahe der
mtDNA zu ROS, die in den Mitochondrien durch die Atmungskette gebildet werden, ist die
mtDNA anfalliger fir oxidative Schaden, die durch ROS hervorgerufen werden (Ide et al., 2001;
Mandavilli et al., 2002; Passos et al., 2007).
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Die mtDNA-Kopienzahl, die die Haufigkeit von Mitochondrien in einer Zelle widerspiegelt und
somit als Marker fur die Mitochondriendichte angesehen werden kann (Al-Kafaji & Golbahar,
2013), variiert je nach Energiebedarf und Umweltbedingungen (Lee & Wei, 2005). Diese
Veranderungen im mtDNA-Gehalt stehen zudem im Zusammenhang mit oxidativem Stress,
Adipositas und Alterungsprozessen in vielzahligen menschlichen Zellen und Geweben wie
unter anderem in der Skelettmuskulatur (Barrientos et al., 1997a), im Gehirn (Barrientos et al.,
1997b), in Leukozyten (Liu et al., 2003) und im Fettgewebe (Lindinger et al., 2010). Eine
Erhéhung der mtDNA-Kopienzahl kénnte eine Folge der durch oxidativen Stress
hervorgerufenen mitochondrialen Schaden sowie dem Riickgang des Elektronentransports in
der Atmungskette darstellen. Durch die Erhéhung der Mitochondrienzahl werden wiederum
mehr ROS gebildet was folglich noch mehr oxidative Schaden an der mtDNA verursacht, den
zellularen Energiestoffwechsel beeintrachtigt und schlussendlich im Zelltod endet (Ide et al.,
2001; Santos et al., 2003; Passos et al., 2007).

2.2.3 Die Rolle von Mitochondrien im Zelltod

Um einem unbegrenzten Wachstum von Zellpopulationen entgegen zu wirken und somit die
Zellzahl auf einem konstanten Niveau zu halten, werden beschadigte, nicht mehr
funktionstiichtige oder genetisch fehlerhafte Zellen gezielt entfernt. Dies geschieht einerseits
Uber den physiologisch ablaufenden, kontrollierten Zelltod (programmierter Zelltod, Apoptose)
und andererseits Uber einen pathologischen, unkontrollierten Zelltod, der durch eine
Schadigung der Zellstruktur durch auliere Einflisse wie Toxine, mechanische Verletzungen
oder Krankheitserreger ausgelost wird (Nekrose). Das morphologische Erscheinungsbild der
Nekrose ist durch ein Anschwellen der Zellen, dem Aufreil3en der Plasmamembran und der
Ausschittung des Zellinhaltes in das umliegende Medium gepragt, wodurch eine
Entzindungsreaktion hervorgerufen wird (Galluzzi et al., 2007). Im Gegensatz dazu ist das
morphologische Bild der Apoptose durch eine Kondensation sowohl des Zellkerns als auch
des Zytoplasmas (Pyknose), der Fragmentierung des Nukleus (Karyorrhexis), der
Abschnlirung von Plasmamembranvesikeln und deren Aufnahme durch Phagozyten
charakterisiert (Kerr et al., 1972; Taylor et al., 2008). Die Apoptose ist die haufigere Form des
Zelltods und spielt bei der embryonalen Entwicklung und im Immunsystem eine wichtige Rolle.
Apoptotische Signalwege in der Zelle werden durch zellularen Stress, wie zum Beispiel durch
ROS hervorgerufene DNA Schaden, ausgeldst (Lenaz, 1998). Zwei wichtige Signalwege sind
zum einen der extrinsische Weg, hervorgerufen Uber Todesrezeptoren in der Zellmembran
und zum anderen der intrinsische Weg, der innerhalb der Zelle durch Mitochondrien ausgeltst
wird (O’Brien & Kirby, 2008).
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Der extrinsische Weg wird durch eine spezifische Ligandenbindung an einen Todesrezeptor
eingeleitet. Diese sogenannten Todesrezeptoren gehéren zu der Tumornekrosefaktor (TNF)-
Rezeptor-Superfamilie. Zu den Bekanntesten zahlen der Fas-Rezeptor und der TNF-Rezeptor
1 (TNFR1) mit den entsprechenden Liganden Fas Ligand (FasL) und TNF-a. Sobald drei oder
mehr Todesrezeptor-Liganden-Komplexe vorliegen, riicken ihre auf der zytosolischen Seite
befindenden Todesdomanen (DD; death domain) zusammen und bilden eine Bindungsstelle
fur ein Rezeptor-spezifisches Adapterprotein (Fas-assoziierte DD [FADD] oder TNF-Rezeptor-
assoziierte DD [TRADD]). Anschlielsend bindet das Adapterprotein an die DD und bildet einen
neuen Komplex, den sogenannten Tod-induzierenden Signalkomplex (DISC; death-inducing
signaling complex). Dieser wiederum I6st eine Kaskade aus, wodurch verschiedene Caspasen
aktiviert werden (Abbildung 3; O’'Brien & Kirby, 2008).

FasL Pro-apoptotic ligands - -
.. I;eat‘:t glgnlalslg Extrinsic Pathway

TNFR subfamily cell membrane
DPISC
FADD TRADD cytosol

Procaspa se-8

. Procaspase-3,-7

/\ S = Caspase-8
‘c -FLIP 1l 2 ] .

/D B -

» - D Caspase-3,-7

nucleus

cytosolic
protein cleavage

-
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nuclear
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Abbildung 3: Darstellung des extrinsischen Signalweges. Es erfolgt eine spezifische Ligandenbindung
an einen Todesrezeptor (Fas oder TNFR). Die auf der zytosolischen Seite befindlichen Todesdomanen
(DD, death domain) der Todesrezeptor-Liganden-Komplexe lagern sich zusammen und bilden eine
Bindungsstelle fiir ein Adapterprotein. Dieser Ligand-Rezeptor-Adapterprotein Komplex wird DISC
genannt. Durch diesen werden wiederum verschiedene Caspasen Uber eine Kaskade aktiviert, was
schlussendlich zur Apoptose flhrt (aus O’Brien & Kirby, 2008).

FasL: Fas Ligand; TNFR: Tumornekrosefaktor-Rezeptor; FADD: Fas-assoziierte Todesdomane; TRADD: TNF-
Rezeptor-assoziierte Todesdomane; DISC: Tod-induzierender Signalkomplex; c¢-FLIP: FLICE-ahnliches

inhibitorisches Protein
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Der intrinsische Signalweg wird durch vielzahlige Stressoren, wie etwa DNA-Schaden,
ausgeldst. Diese wiederum aktivieren p53, einen Transkriptionsfaktor, der an die DNA bindet
und die Expression, Lokalisation und Aktivitat von Mitgliedern der Bcl-2 (B-Zell Lymphom-2)
Familie reguliert (Vazquez et al., 2008). Die Bcl-2 Familie wird in drei funktionelle Gruppen
unterteilt: die anti-apoptotische Bcl-2 und Bcl-x. Subfamilie und die beiden pro-apoptotischen
Subfamilien Bax und Bak sowie BH3 (Hengartner, 2000). Alle Bcl-2 Familienmitglieder sind
auf der auReren mitochondrialen Membran lokalisiert (Minn et al., 1997). Die Aktivierung von
p53 stimuliert die Expression der pro-apoptotischen Subfamilien. Diese flihren durch eine
erhdhte Permeabilitat der aulleren Mitochondrienmembran (MOMP; mitochondrial outer
membrane permeabilization) zur Freisetzung von apoptogenen Faktoren wie Cytochrom c (Liu
et al., 1996; Shimizu & Tsujimoto, 2000) und Smac/DIABLO (Ravagnan et al., 2002) aus dem
mitochondrialen Intermembranraum ins Zytosol. Cytochrom ¢ bewirkt durch Bindung mit dem
apoptotischen Protease aktivierenden Faktor 1 (Apaf-1) unter Aufwendung von ATP dessen
Oligomerisierung. Dieser Apaf-1 Cytochrom ¢ Komplex wandelt die Procaspase-9 in inre aktive
Form um, die dann zusammen das Apoptosom bilden. Die aktivierte Caspase-9 |0st
anschlieltend die Caspase-Kaskade aus und aktiviert wiederum die Effektor-Caspase 3
(Abbildung 4; Zou et al., 1999).

Smac/DIABLO bindet als einziges Saugetierprotein Apoptoseinhibitoren (IAP; inhibitor of
apoptosis protein), macht diese dadurch funktionsunfahig und fordert somit den

Apoptoseablauf (Verhagen et al., 2000).
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Abbildung 4: Darstellung des intrinsischen Signalweges. Das durch DNA-Schaden aktivierte p53
stimuliert die Expression der pro-apoptotischen Proteine BH3 sowie Bax und Bak. Diese oligomerisieren
an der Mitochondrienmembran und fihren zur Freisetzung der mitochondrialen Faktoren Cytochrom ¢
und Smac/DIABLO ins Zytosol. Cytochrom ¢ verbindet sich mit Apaf-1 und der Procaspase-9 zum
Apoptosom und Smac/DIABLO inaktiviert 1APs. Die aktivierte Caspase-9 wiederum aktiviert die
Caspase-3 oder -7, was ein Voranschreiten der Apoptose zulasst. EndoG und AlF, die die Apoptose
Caspase-unabhangig stimulieren, werden ebenfalls aus den Mitochondrien freigesetzt (aus O Brien &
Kirby, 2008).

Bcl-2: B-Zell Lymphom-2; Bax: Bcl-2-assoziiertes Protein x; Bak: Bcl-2-assoziiertes Protein k; BH3: Bclhomologie-
3; IAP: Inhibitor des Apoptoseproteins; Apaf-1: apoptotischer Protease aktivierender Faktor 1; Smac/DIABLO:

zweiter mitochondrialer Aktivator der Caspase/direkter Inhibitor des Apoptose-bindenden Proteins mit niedrigem pl;

EndoG: Endonuklease G; AlF: Apoptose-induzierender Faktor

In den meisten Fallen von Zelltod kommen Signale, vor allem Stresssignale, von
verschiedenen subzellularen Lokalisationen am Mitochondrium zusammen (Galluzzi et al.,
2014). Dieses agiert als Kontrollzentrum und entscheidet dann, ob die Signale in Todessignale
umgesetzt werden und demnach ein Todesprogramm initiiert wird oder nicht. Wenn
Stresssignale Uberwiegen und die Homdostase nicht wiedererlangt werden kann, werden
Kaskaden aktiviert, die schlieBlich zum Zelltod fuhren (Galluzzi et al., 2012). Eine solche
Stresssituation kann die Laktation einer hochleistenden Milchkuh darstellen. Dass die
Laktation dabei einen Einfluss auf die Apoptoserate hat, konnte bereits bei Haussler et al.

(2013) gezeigt werden und soll in der vorliegenden Dissertation durch den Apoptosenachweis
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im subkutanen Fettgewebe vergleichend bei laktierenden und nicht laktierenden Kuhen
untersucht werden.

Fir den Nachweis von Apoptose gibt es viele verschiedene Methoden. Welche Methode
herangezogen wird, hangt von der jeweiligen Fragestellung und der zu untersuchenden Probe
ab (Wilingham, 1999). Eines der charakteristischsten Ereignisse der Apoptose ist die
umfangreiche Fragmentierung der nuklearen DNA, wobei eine grolie Anzahl an DNA-
Doppelstrangbriichen entsteht (Enari et al.,, 1998; Nagata, 2000). Der TUNEL (terminal
deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick-end-labeling) -Test, bei dem die 3'-OH
Enden der DNA-Strangbriiche durch eine histochemische Farbreaktion nachgewiesen
werden, stellt dabei eine der wichtigsten Methoden dar, um Apoptose in intakten Geweben
nachzuweisen (Gavrieli et al., 1992; Darzynkiewicz et al., 2008) und wurde daher in der
vorliegenden Dissertation angewendet. Ein Nachteil dieser Methode besteht allerdings darin,
dass die nachgewiesenen DNA-Strangbriiche nicht nur in apoptotischen, sondern auch in

nekrotischen Zellen vorkommen kénnen (Grasl-Kraupp et al., 1995).

2.3 Zellulare Alterungsprozesse

Altern ist keine Krankheit und die Biologie des Alterns, die zwischen Individuen variiert, wird
am Besten im Zusammenhang mit der Evolution verstanden (Aubert & Lansdorp, 2008). Altern
wird definiert als ein fortschreitender, degenerativer Prozess, der durch eine Ansammlung von
Schaden verursacht wird, die wiederum zu zellularer Dysfunktion, einer abnehmenden
Fruchtbarkeit und erhéhten Mortalitat bis hin zu Gewebeversagen und zum Tod fihren. Die
Auswirkungen des Alterns kénnen dabei vielfaltig sein (Kirkwood & Austad, 2000; Kelly, 2011;
Bratic & Larsson, 2013).

Es gibt unterschiedliche Theorien, die den Alterungsprozess beschreiben (Davidovic et al.,
2010). Einerseits ist Altern laut traditioneller Sichtweisen keine Anpassung oder genetisch
programmierte Veranderung. Andererseits lasst es sich nach modernen biologischen Theorien
in zwei Kategorien einteilen: programmierte und Schadens- oder Error-Theorien. Die
programmierten Theorien besagen, dass das Altern einem biologischen Zeitplan folgt, in dem
Regulierungen von Anderungen in der Genexpression abhangen. Diese wirken sich wiederum
auf Systeme, die fir Aufrechterhaltungs-, Reparatur- und Abwehrreaktionen verantwortlich
sind, aus. Bezogen auf die Schadens- oder Error-Theorien stellt das Altern eine Folge von
Umwelteinflissen auf lebende Organismen dar, die kumulative Schaden auf verschiedenen
Ebenen hervorrufen (Jin, 2010).

Altern impliziert zudem ,VerschleiRerscheinungen® in zwei zellularen Organellen —im Kern und

im Mitochondrium.
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Mit fortschreitendem Alter werden die Chromosomen zunehmend beschadigt. Normalerweise
verhindern Telomere, die als Schutzkappen an den Chromosomenenden fiir Stabilitat sorgen,
solche Schaden. Wenn diese Schutzfunktion fehlt und Telomere somit altersbedingten
Schaden nicht mehr entgegenwirken kénnen, wird eine zelluldre Standardreaktion ausgelést,
die DNA-Reparaturmechanismen aktiviert. Diese wiederum stoppen unter Einbeziehung des
Proteins p53 die DNA-Replikation und andere zellular proliferativen Prozesse. Wenn diese
Reparaturmechanismen fehlschlagen, kann es zu einem apoptotischen Zelltod kommen. Bei
dieser Telomerverkiirzungstheorie des Alterns wurde gezeigt, dass Telomere sich mit jeder
nachfolgenden Zellteilung verkirzen und verkirzte Telomere wiederum p53 aktivieren, was
eine weitere Zellproliferation verhindert und schlussendlich den Zelltod auslést (Hastie et al.,
1990; Lee et al., 1998; Kelly, 2011).

Auch Mitochondrien kénnten beim Altern eine Rolle spielen, indem sich Mutationen
zunehmend in der mitochondrialen DNA ansammeln, was wiederum zu zelluldrem
Energiemangel fuhrt (Balaban et al., 2005; Wallace, 2005). Die Folgen fir nicht-proliferative
Zellen in Organen mit geringer Regenerationsfahigkeit wie dem Herz und Gehirn sind dabei
besonders verheerend. Studien von Finley und Haigis (2009) besagen, dass die Aktivitat von
Master-Regulatoren der Mitochondrienzahl und -funktion mit dem Alter abnimmt und zu einer
mitochondrialen Dysfunktion flihrt. Die Folgen dieser schwerwiegenden mitochondrialen
Dysfunktion, die mit einer sinkenden ATP-Produktion, erhéhten ROS-Bildung und
Ansammlung von oxidativ geschadigten Makromolekilen einhergeht, werden wahrend des
Alterns und bei altersbedingten Erkrankungen beobachtet.

Die Kommunikation zwischen dem Zellkern und den Mitochondrien ist somit fur die
Aufrechterhaltung der Mitochondrienaktivitat essentiell, denn eine Stérung dieser ist oft mit
einer Alterung und altersbedingten Erkrankungen verbunden (Finley & Haigis, 2009).

In der vorliegenden Studie soll der Schwerpunkt im Bereich der zellularen Alterungsprozesse

bei den Telomeren, unter Berlicksichtigung der Laktation, liegen.

2.3.1 Telomere

Telomere dienen in Form von Schutzkappen an den Chromosomenenden fir die Stabilitat der
Chromosomen, schiitzen vor Beschadigungen und gewahrleisten bei jeder Zellteilung eine
zuverlassige Trennung von genetischem Material in die Tochterzellen (Zakian, 1989; Aubert
& Lansdorp, 2008). Sie bestehen bei allen Wirbeltieren aus sich wiederholenden DNA-
Sequenzen (TTAGGG) und enden am 3°-Ende in einem zwischen 50 und 300 Nukleotiden

bestehendem G-reichen Einzelstrang, wobei die Lange der wiederholenden Sequenzen
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zwischen den Chromosomen und den Spezies variiert (Moyzis et al., 1988; Lansdorp et al.,
1996; Griffith et al., 1999).

Auch wenn bereits bekannt ist, dass Telomere eine wichtige Rolle in der zellularen Antwort auf
Stress und DNA-Schéaden spielen, sind noch nicht alle Verbindungen zwischen Proteinen und
Signalwegen, bei denen Telomere direkt oder indirekt beteiligt sind, vollstandig verstanden
(Aubert & Lansdorp, 2008). So ist es zum Beispiel moglich, dass Schaden an der Telomer-
DNA durch ROS entweder durch funktionsgestérte Mitochondrien entstehen oder dass
Signalwege (zum Beispiel eine Uberexpression von Onkogenen) dazu beitragen oder
pradisponierte Zellen zu Apoptose und Alterung fihren (Harman, 1988; Wallace, 2005; Mooi
& Peeper, 2006). Die Telomere von somatischen Zellen werden mit jeder Zellteilung und somit
mit zunehmendem Alter kirzer (Abbildung 5), was auf das ,End-Replikationsproblem®
zurickzufuhren ist. Die DNA-Polymerasen kénnen die Enden des DNA-Strangs nicht

vollstandig replizieren (Harley et al., 1990; Hastie et al., 1990; Counter et al., 1992).

Was wir durch Alterung verlieren -
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Endkappen schotzen ...verklirzen die Telomere und die Zelltellung kann stoppen.
die Chromosome

Abbildung 5: Darstellung der Telomerlangenverkirzung nach https://www.ta-65.de/telomere-

telomerase/telomere-und-telomerase/, 24. Mai 2018.

Die Verkurzung uber eine kritische Lange hinaus flhrt zum Verlust des Telomerschutzes und
induziert den zellularen Alterungsprozess (Blasco, 2005). Die Aktivierung des reversen
Transkriptase Enzyms Telomerase wirkt der Telomerldngenverkirzung entgegen und
verlangert somit die zelluldre Lebensdauer, indem das 3'-Ende der Chromosomen durch
Hinzufligen von TTAGGG Wiederholungen verlangert wird (Blackburn, 2001; Autexier & Lue,
2006; Collins, 2006).
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Telomere koénnen zwischen einem ,offenem Zustand®, der eine Verlangerung durch die
Telomerase erlaubt, und einem ,geschlossenem Zustand®, der flr die Telomerase
unzuganglich ist, wechseln. Es wird angenommen, dass der ,offene Zustand“ umgekehrt

proportional zur TL der Wiederholungsabfolge ist (Blackburn, 2001; Abbildung 6).
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Abbildung 6: Telomere in ,ungen“ Koérperzellen haben viele TTAGGG-Wiederholungen (lange
Telomere), die einen ,geschlossenen” Zustand, der fiir die DNA-Schadensreparatur und die Telomerase
unzuganglich ist, beglinstigen. Da die Telomerlange jedoch an einzelnen Chromosomenenden
abnimmt, sinkt somit auch die Wahrscheinlichkeit, dass die Telomere ,geschlossen® bleiben. An einem
bestimmten Punkt werden die Telomere zu kurz, sodass sie nicht mehr von defekten Enden
unterschieden werden koénnen. Eine begrenzte Anzahl von kurzen Enden kann entweder durch die
Telomerase oder Rekombination verlangert werden, was vom Zelltyp und den in der Zelle exprimierten
Genen abhangig ist. Mit fortschreitender Zellteilung und Telomerlangenverlust sammeln sich jedoch zu
viele kurze Enden an. Diese beschadigten Telomere I|6sen Signale aus, sodass p53 als
Transkriptionsfaktor die Expression von Genen, die zur Apoptose oder Alterung fihren, reguliert.
Verandert nach Aubert & Lansdorp (2008).
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Die Tatsache, dass sich Telomere sowohl verlangern als auch verklrzen koénnen, lasst
behaupten, dass Telomere dynamische Strukturen sind (Zakian, 1989). Das Gleichgewicht
zwischen Verlangerung und Verkirzung, das die Langenverteilung von Telomeren bestimmt,
wird von mehreren Faktoren beeinflusst: genetisch, entwicklungsbedingt (Blackburn, 2000)
und physiologisch (von Zglinicki et al., 2000). Diese Tatsache erklart auch, warum die TL
zwischen verschiedenen Zelltypen, Spezies und Individuen gleichen Alters unterschiedlich
sind (Ehrlenbach et al., 2009).

2.3.1.1 Telomerldange bei Milchkiihen

Die ersten Beobachtungen, die Telomere in einen direkten Zusammenhang mit dem Altern
bringen, wurden 1986 gemacht (Cooke & Smith, 1986). Auch Jeyapalan und Sedivy (2008)
sowie De Meyer et al. (2008) zeigten, dass verklrzte Telomere mit dem Altern und wichtigen
altersbedingten Krankheiten wie Alzheimer und Adipositas zusammenhangen. Individuen mit
den langsten Ausgangs-TL im Untersuchungszeitraum zeigten die starkste TL-Verklrzung
(Ehrlenbach et al, 2009; Nordfjall et al., 2009). AuRerdem sind laut Factor-Litvak et al. (2016)
weibliche Individuen von Geburt an mit langeren Telomeren ausgestattet als Mannliche. Bei
Laubenthal et al. (2016b) zeigten sich in verschiedenen Geweben bei Milchkihen
unterschiedliche TL, wobei die TL im subkutanen Fettgewebe im Vergleich zu der in der Leber,
im Blut und im Euter am gréf3ten war. Bei Tilesi et al. (2010) zeigten sich die langsten Telomere
in der Leber verglichen zum Lungen- und Milzgewebe bei zwei unterschiedlichen

Fleischrinderrassen (Maremmana und Chianina).

Die in der Literatur gefundenen Studien zu Telomeren und zur TL-Verkirzung beziehen sich
groltenteils auf Daten aus Humanstudien. Nur wenige Studien beschéaftigen sich mit der
Spezies Rind und mit TL in der Nasenschleimhaut, weshalb der Schwerpunkt der vorliegenden

Studie unter anderem auf diesem Gebiet gesetzt wurde.

2.3.2 DNA - Methylierung

Die DNA-Methylierung ist an der Regulierung verschiedener zellularer Prozesse, wie unter
anderem der Zellalterung, beteiligt und fir die Entwicklung von Saugetieren unverzichtbar.
Neben den Telomeren zahlt die DNA-Methylierung zu einem der wichtigsten epigenetischen
Regulationsmechanismen (Pollina & Brunet, 2011; Smith & Meissner, 2013). Grundséatzlich ist
das Methylierungsmuster einer Zelle bestandig. Jedoch kann die DNA-Methylierung wahrend
der Entwicklung dynamisch reguliert werden. Dies erfolgt hauptsachlich durch eine zyklisch-

enzymatische Kaskade, die unter anderem aus der Cytosin-Methylierung durch
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DNA-Methyltransferasen besteht (Wu & Zhang, 2014). Die Methylierung der DNA, die bei
Eukaryoten ausschlieRlich an Cytosinen ablauft (Schibeler, 2015), ist eine enzymatische
Modifikation, bei der sich durch das Hinzufligen einer Methylgruppe an der C5-Position die
Base 5-Methylcytosin (5mC) ergibt (Singal & Ginder, 1999; Breiling & Lyko, 2015). Bei
Saugetieren erfolgt die Methylierung vorwiegend an Cytosinen, auf die ein Guanin folgt (CpG
Dinukleotide) und verlauft prinzipiell bimodal (Ziller et al., 2011; Messerschmidt et al., 2014):
in Regionen mit geringer CpG-Dichte sind CpGs oft methyliert (gewebsspezifische Gene,
Methylierungsgrad 60-90%), wohingegen besonders CpG-reiche Regionen, die als CpG-
islands (CGls) bezeichnet werden, vorwiegend in unmethyliertem Zustand vorliegen
(Gardiner-Garden & Frommer, 1987; Meissner et al., 2008). Dadurch entsteht der Eindruck
einer global stark methylierten, aber CpG-armen genomischen Landschaft, die durch
unmethylierte CpG-reiche CGls unterbrochen wird (Deaton & Bird, 2011; Abbildung 7).

Global bimodal CpG and 5mC distribution

e ot BB ¢ ¢ 00000 o ¢ Sopgt BB

Promoter Orphan (intergenic) Promoter
CaGl CaGl CaGl

© methylated CpG O unmethylated CpG

Abbildung 7: DNA-Methylierung im Saugetiergenom. Globale bimodale CpG-Verteilung: CpGs
innerhalb der CpG-Inseln (CGls) liegen im unmethylierten Zustand vor und finden sich an Promotoren
oder intergenischen Regionen (orphan CGls). CpGs auferhalb der CGls sind hingegen im Allgemeinen
methyliert. Verandert nach Messerschmidt et al. (2014).

Als CpG-Insel wird nach Takai & Jones (2002) ein DNA-Abschnitt mit einer Mindestlange von
500 bp und einem GC-Gehalt von mindestens 55% definiert. Diese kommen in etwa 60% aller

Saugergene vor und sind meist Bestandteil von Haushalts- oder Entwicklungsgenen.
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2.3.2.1 altersabhidngige Veranderungen

Neben der Vielzahl von Krankheiten, die mit einer fehlerhaften Methylierung einhergehen
(Robertson, 2005), kénnen sich die DNA-Methylierungsmuster allerdings auch im Laufe des
physiologischen Alterungsprozesses verandern. So ist in der Literatur von einer
altersabhangigen DNA-Methylierungsdrift die Rede, die durch globale Hypomethylierungs-
und lokale Hypermethylierungsereignisse charakterisiert wird (Fraga & Esteller, 2007; Jung &
Pfeifer, 2015). Die Aussage von Zin'kovskaia et al. (1978), dass der 5 mC-Gehalt in der DNA
von Kiihen und somit die DNA-Methylierung gewebsspezifisch ist und mit zunehmendem Alter
deutlich abnimmt, konnte auch in der Studie von Romanov & Vanyushin (1981) bestatigt
werden. Es wurde ein viel héherer 5 mC-Gehalt in Embryonen als in alten Kiihen gemessen.
Die DNA-Methylierung ist zu einem Markenzeichen des Alterns geworden, wobei jedoch die
Schnelligkeit des Auftretens altersabhangiger Methylierungen nicht konstant ist und durch
zahlreiche Faktoren wie unter Anderem durch verschiedene Umwelteinflisse und Stress
beeinflusst wird (Lépez-Otin et al., 2013; Klengel et al., 2014; Jung & Pfeifer, 2015).

2.3.2.2 Aufrechterhaltung und Etablierung durch DNA-Methyltransferasen

Die hohe Genauigkeit, mit der DNA-Methylierungsmuster in Saugetieren nach jeder Zellteilung
vererbt werden, wird durch DNA-Methyltransferasen (DNMT's) sichergestellt (Fraga &
Esteller, 2007). DNMT’s sind Enzyme, die eine Methylgruppe von S-Adenosyl-Methionin
(SAM) auf die Cytosin-Basen der DNA Ubertragen. Dabei kommt es generell zu einer
symmetrischen Methylierung von CpG-Dinukleotiden auf beiden DNA-Strangen (Goll & Bestor,
2005). Bei Saugetieren gibt es drei aktive DNMT’s: DNMT1, DNMT3a und DNMT3b, wobei
die beiden letzteren nah verwandt sind und zu der DNMT3-Familie zahlen (Hermann et al.,
2004). Sie sind fir die normale Entwicklung eines Organismus essentiell. Gendeletionen
sowohl von DNMT1 als auch von DNMT3b verursachen einen enormen globalen Verlust der
DNA-Methylierung, rufen schwerwiegende Defekte hervor und fihren meist zu embryonaler
Letalitat. Mause mit DNMT3a-Veranderungen sterben in etwa vier Wochen nach der Geburt
(Li, 1997; Okano et al., 1999; Messerschmidt et al., 2014).

Die Funktion von DNMT1 besteht hauptsachlich in der Erhaltung der Methylierung wahrend
der DNA-Replikation (Erhaltungsmethyltransferase). Dabei wird hemimethylierte DNA in vitro
15 bis 40-mal effizienter methyliert als unmethylierte DNA (Hermann et al., 2004). Durch die
Anwesenheit von bereits methylierter DNA kann die Praferenz flir hemimethylierte DNA
allerdings reduziert werden. Demnach flihrt eine allosterische Aktivierung zu einer erhdhten

Aktivitat gegentber unmethylierter DNA (Bacolla et al., 1999; Fatemi et al., 2002), weshalb
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eine mdgliche de novo-Methylierungsaktivitdét von DNMT1 angenommen wird (Vertino et al.,
1996; Jair et al., 2006; Abbildung 8).

methylated DNA
maintenance

DNA methylation

Abbildung 8: DNA-Methylierung in Saugetieren:
de novo DNA, _!_!_
unmethylierte DNA wird durch de novo-

methylation
hemimethylated DNA

Methyltransferasen und hemimethylierte DNA durch
Erhaltungsmethyliransferasen (Maintenance-

Methyltransferasen) zu methylierter DNA

umgewandelt.
Verandert nach Jurkowska et al. (2011).

N —

unmethylated DNA

DNMT1 besteht aus einer gro3en N-terminalen Doméane mit regulatorischer Funktion und einer
katalytischen C-terminalen Domane (Abbildung 9). Ausgehend von der Tatsache, dass die
N-terminale Doméane essentiell fiur die katalytische Aktivitdt der DNMT1 ist, wird eine
intramolekulare Interaktion zwischen beiden Domanen, die zu einer aktiven Konformation

fuhrt, angenommen (Fatemi et al., 2001; Jurkowska et al., 2011).

Die Funktion der DNMT3-Familie besteht hauptsahlich in der Etablierung von
Methylierungsmustern in der DNA (de novo-Methyltransferasen; Goll & Bestor, 2005; Denis et
al., 2011). Trotz der zum Teil unterschiedlichen Funktionen haben sowohl DNMT3a als auch
DNMT3b wahrend der Entwicklung eines Organismus eine grofle Bedeutung (Okano et al.,
1999; Messerschmidt et al., 2014). Obwohl beide Enzyme in die Klasse der de novo-
Methyltransferasen eingeordnet werden, spielen sie ebenso eine Rolle bei der
Aufrechterhaltung der Methylierungsmuster. Es wird angenommen, dass sie durch DNMT1
ausgelassene Licken ausbessern kénnen (Liang et al., 2002; Jackson et al., 2004; Arand et
al., 2012).

Die DNMT3-Familie besteht ebenfalls aus einer N-terminalen und einer C-terminalen Region,
wobei die cysteinreiche, Zn?*-bindende ADD-Domane (ATRX-DNMT3-DNMT3L) der N-
terminalen Region an Wechselwirkungen mit Proteinen beteiligt ist. AuRerdem besitzen sie in
ihrer N-terminalen Region noch eine PWWP-Domane (Prolin-Tryptophan-Tryptophan-Prolin-
Motiv), die an der DNA-Bindung beteiligt ist (Hermann et al., 2004; Abbildung 9).
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N-terminale Region C-terminale Region
g: c
g25 ., 2
i i &: Ei’ Target-Sequenz é BAH BAH DNA-Mtase-Motive
Dnmt1 ] I T [ M l l H]:I]:I:II
PWWP ADD
Dnmt3a | [ [ H]:Dl:ll]
PWWP ADD
Dnmt3b [ T TTHITEI W

Abbildung 9: Domanenstruktur der Saugetier-DNA-Methyltransferasen. In der Abbildung werden
funktionelle Domanen der N-terminalen Region (verschieden farbig dargestellt) und konservierte Motive
der katalytischen C-terminalen Doméane (dunkelblau markiert) gezeigt. Verandert nach Jurkowska et al.
(2011).

PBD: an PCNA bindende Doméne; NLS: nukledres Lokalisationssignal; Target-Sequenz: mit Replikationsfoci
interagierende Region; CXXC: Zn?*-bindende Domane des Typs CXXC (C: Cystein; X: beliebige Aminosaure);
BAH: Bromo adjacent homology Doméane; PWWP: Domane mit konserviertem Prolin-Tryptophan-Tryptophan-
Prolin-Motiv; ADD: ATRX-DNMT3-DNMT3L-Doméne; DNA-Mtase-Motive: DNA-Methyltransferase-Motive

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Methylierung von CpG-Dinukleotiden in
Saugetieren von drei aktiven DNA-Methyltransferasen katalysiert wird. DNMT1 ist dabei
vorrangig fur die Erhaltungsmethylierung, die DNMT3-Familie fur die de novo-Methylierung
verantwortlich.

Dass Stress zu Veranderungen des Epigenoms filhren und sich somit negativ auf die DNA-
Methylierung auswirken kann, wurde in zahlreichen Studien belegt (Weaver et al., 2004; Roth
et al., 2009). Ob Stress in Form einer Laktation bei Milchkiihen auch die DNA-Methylierung

beeinflusst, soll in der vorliegenden Arbeit untersucht werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Versuch 1
3.1.1 Tiere

Fir die Untersuchungen standen in der Lehr- und Forschungsstation Frankenforst, der
Landwirtschaftlichen Fakultdt der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitdt Bonn in
Kdnigswinter, 16 Farsen der Rasse Deutsche Holstein zur Verfligung. Die Probenentnahme
an diesen Tieren erfolgte im Rahmen des durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft (DFG)
geférderten Antrages ,Untersuchungen zum Alterungsprozess sowie der zellularen
Energieversorgung bei hochleistenden Milchkihen* (HA6026/3-1). Der Versuch wurde von der
zustandigen Behdrde, dem Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz (LANUV)
Nordrhein-Westfalen in Recklinghausen, genehmigt (Aktenzeichen 84-02.05.20.12.160).

In Versuch 1 wurden tragende Farsen (n=8; nachfolgend als laktierende Gruppe bezeichnet)
Uber einen Zeitraum von zwei Laktationen (TK; 1. FL; 1. SL und 2. FL) mit einer Kontrollgruppe,
bestehend aus gleichaltrigen, nicht tragenden Farsen (n=8; nachfolgend als nicht

laktierende Kontrollgruppe bezeichnet) verglichen.

3.1.2 Haltung und Fiitterung

Die nicht laktierende Kontrollgruppe war in einem separaten Laufstall untergebracht. Da bei
diesen Tieren die Leistung fiir Trachtigkeit und Laktation wedfiel, betrug der Energiebedarf
38,4 MJ NE_/Tag und war somit deutlich niedriger als der Bedarf der laktierenden Gruppe
(128,6 MJ NE/Tag). Um eine Uberkonditionierung der nicht laktierenden Kontrolltiere zu
verhindern, wurden sie knapp Uber dem Erhaltungsbedarf gefittert. Sie hatten von Mai bis
Oktober Zugang zur Weide und erhielten wahrend der Wintermonate eine Stroh-Gras-Silage
(50:50; 6,05 — 6,19 MJ NE kg TM), die ad libitum zur Verfligung stand.

Die laktierende Gruppe wurde in einem Liegeboxenlaufstall gehalten, zweimal taglich
gemolken und hatte in den Sommermonaten ebenfalls Zugang zur Weide. Die Fitterung der
laktierenden Tiere erfolgte gemalRR den Empfehlungen der Gesellschaft fir
Ernahrungsphysiologie (GfE, 2001) mit einer partiellen Mischration (6,3 — 6,8 MJ NE./kg TM),
die ad libitum angeboten wurde. Zusatzlich bekamen diese Tiere Kraftfutter (7,7 MJ NE/kg

TM) abhangig von der individuellen Milchleistung des jeweiligen Tieres.
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Zur Errechnung der Nettoenergiebilanz wurde die Summe aus dem taglichen Erhaltungsbedarf
(NEw; GfE, 2001) und dem taglichen Energiebedarf fur die Milchleistung (NE.; Tyrrell & Reid,
1965) von der taglichen Energieaufnahme subtrahiert, wobei der Fett- (4%) und Proteingehalt
(3,4%) der Milch bekannt war (GfE, 1991).

Nettoenergiebilanz (MJ NE, /Tag) =
Energieaufnahme (MJ NE/Tag) - [NEy (MJ NE./Tag) + NE, (MJ NE./Tag)]

NEw (MJ NE,/Tag) = 0,293 x kg Lebendmasse®7°

NE, = Energiegehalt der Milch (MJ NE./kg) x Milchmenge (kg/Tag)
Energiegehalt der Milch (MJ NE_/kg) = 0,38 x 4% (Fett) + 0,21 x 3,4% (Protein) + 0,95

Das Korpergewicht (kg), die Futteraufnahme (kg) und die Milchmenge (kg) wurden taglich
erfasst. Die Kérperkonditionsbeurteilung (BCS, gemaf dem 5-Punkte System von Edmonson
et al. (1989)) hingegen fand nur am Tag der Biopsie statt. Fur die Berechnung der EB und der

Milchmenge wurden die Wochenmittelwerte herangezogen.

3.1.3 Probenentnahmen

Uber einen Zeitraum von zwei Laktationen wurden Biopsien aus dem subkutanen Fettgewebe
im Bereich des Schwanzansatzes und der Leber enthommen (Abbildung 10). Die 1. Biopsie
erfolgte in der frihen TK (209 — 224 Tage vor der ersten Geburt), die 2. Biopsie in der 1. FL
(14 — 38 Tage nach der ersten Geburt), die 3. Biopsie in der 1. SL (230 — 260 Tage nach der
ersten Geburt) und die 4. Biopsie in der 2. FL (22 — 34 Tage nach der zweiten Geburt).

Dabei wurden die Biopsien sowohl bei den laktierenden Tieren als auch bei den jeweilig

gleichaltrigen, nicht laktierenden Partnertieren zum selben Zeitpunkt durchgefihrt.

Gleichzeitig wurde zwei Wochen vor und am Tag der Biopsie eine Blutentnahme aus der V.
Jugularis bei beiden Tiergruppen durchgeflihrt. Zusatzlich wurden bei den laktierenden Tieren
in der FL, eine Woche vor der Biopsie, Blutproben gezogen.

Am Tag der Gewebeentnahme wurden insgesamt je 3 Réhrchen pro Tier (Sarstedt,
Nimbrecht, Deutschland) zu je 15 mL Blut entnommen. Von diesen 3 Réhrchen wurden 2 mit
je 16 uL Heparin (Biochrom, Berlin, Deutschland) beflllt. Das erste wurde verwendet, um die

Heparin-Plasmaprobe und das zweite um die Heparin-Vollblutprobe zu gewinnen.
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Das dritte Rohrchen enthielt keinen zusatzlichen Wirkstoff und wurde verwendet, um die
Serumprobe zu gewinnen.

Bei den anderen beiden Blutentnahmen (2 Wochen vor der Biopsie bei laktierend und nicht
laktierend; 1 Woche vor der Biopsie nur bei laktierend) wurden insgesamt nur je 2 Réhrchen
pro Tier zu je 15 mL Blut entnommen: ein Rdhrchen flir die Heparin-Plasmaprobe und ein

Roéhrchen flr die Serumprobe. Auf die Heparin-Vollblutprobe wurde verzichtet.

1. TK 1. FL 1. ML 1. SL Trocken 2. FL
1. Geburt 2. Geburt
[ | [ l l l |
[ [ [ [ [ [ |
0 280 392 504 588 644 756 Tag
1. Biopsie 2. Biopsie 3. Biopsie 4. Biopsie Biopsie
(56-71 d) (294-318 d) (510-540 d) (666-678 d) (Il_::lgtér)
Plasm;I
Serum
nur bei
lak-
tierend

Voliblut
Plasma
Serum

Abbildung 10: Probenentnahme bei der laktierenden Gruppe (n = 8) und der nicht laktierenden

Kontrollgruppe (n = 8) Gber einen Zeitraum von zwei Laktationen (1. TK bis 2. FL).
TK: Trachtigkeit; FL: Frihlaktation; ML: mittlere Laktation; SL: Spatlaktation
*1:1. Besamung (d = 0); *2: 2. Besamung (d = 364)

Um die Heparin-Plasma- und Serumproben aus den enthommenen Blutproben zu gewinnen,
wurden diese im Labor zentrifugiert (15 Minuten, 3.000 x g, 4°C) und bei -80°C bis zur weiteren
Analyse gelagert. Aus den Heparin-Vollblutproben wurde zusatzlich die DNA isoliert (3.1.8)
und anschlielend bei -20°C gelagert.
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Vor jeder Biopsie bekamen die Tiere zunachst eine milde, zentrale Sedation Uber die
Schwanzvene (1 mL Xylazin, 2%, Serumwerk Bernburg AG, Deutschland). Danach erfolgte
eine grundliche Reinigung, Rasur und Desinfektion mit 70 -%igem Ethanol (Medite, Burgdorf,
Deutschland) der jeweiligen Biopsiestelle. Diese wurde dann lokal subkutan mit
Lidocainhydrochlorid unterspritzt und somit lokal anasthesiert (Leber: 10 mL; subkutanes
Fettgewebe: 20 mL; 2%; Bela-Pharm GmbH & Co. KG, Vechta, Deutschland).

Bei der Leberbiopsie erfolgte zunachst auf der rechten Seite des Tieres im Bereich des
zehnten Interkostalraumes mit dem Skalpell ein circa 0,5 cm langer Schnitt durch die Haut. Mit
Hilfe der 12 g x 20 cm langen Core Tissue Biopsienadel (BARD MAGNUM, Covington, GA,
USA) und unter Verwendung eines automatischen Bard®Magnum®Biopsiegerates (BARD
MAGNUM) wurden insgesamt ca. 60 — 80 mg Lebergewebe gewonnen.

Bei der subkutanen Fettgewebsbiopsie wurde die Haut zunachst auf einer Lange von 5 cm im
Bereich des Schwanzansatzes inzisiert, anschliefend vom darunterliegenden Fettgewebe
insgesamt ca. 5 g enthommen und danach die Wunde mit U — Heften verschlossen. Die
Entnahme der Fettgewebsproben fand alternierend auf der rechten und der linken Seite des
Schwanzansatzes statt.

Alle biopsierten Stellen am Tier wurden nach der jeweils durchgeflihrten Biopsie mit einem
Oxytetracyclin-Hydrochlorid-Spray (Blauspray; Intervet Deutschland GmbH,
UnterschleiRheim, Deutschland) behandelt. Die entnommenen Gewebeproben wurden direkt
nach jeder Biopsie mit steriler Kochsalzlésung gesplilt, unverziglich in flissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -80°C bis zur weiteren Analyse gelagert.

3.1.4 Analyse der verschiedenen Blutparameter

Die nicht-veresterten Fettsaure- (non esterified fatty acids, NEFA), B-Hydroxybutyrat- (BHB)
und Albumin-Konzentrationen wurden im Serum photometrisch mittels vollautomatischem
klinisch chemischem Analyser (Eurolyser CCA180, Eurolab, Hallein, Osterreich) bestimmt. Die
Messungen erfolgten in Braunschweig am Friedrich-Loffler-Institut durch die Arbeitsgruppe
von Herrn Prof. Dr. Dr. S. Danicke.

Die Konzentrationen der beiden Fettgewebshormone Adiponektin und Leptin sowie
Haptoglobin (Entziindungsparameter) und Progesteron wurden in den Plasmaproben mittels
hauseigener, etablierter ELISAs (Sauerwein et al., 2004, 2006; Hiss et al., 2009; Mielenz et
al., 2013) nachgewiesen.

Die oxidativen Stressparameter der Derivate reaktiver Sauerstoffmetaboliten (derivates of
reactive oxygen metabolites, dROM), Thiobarbitursaurereaktive Substanzen (thiobarbituric
acid reactive substances, TBARS) und Produkte fortgeschrittener Proteinoxidation (advanced

oxidation protein products, AOPP) wurden in den Serumproben bestimmt.
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Bei dem dROM Test wurde die Menge an Hydroperoxiden (Trotti et al., 2001) entsprechend
dem abgeanderten Protokoll von Regenhard et al. (2014) gemessen. Dieser
spektrophotometrische Test nutzt dabei N,N-diethyl-para-phenylendiamin (DEPPD) als
chromogenes Substrat (Alberti et al., 2000). Alkoxy- und Peroxyreste, die beim Abbau von
Hydroperoxiden durch Ubergangsmetallionen in sauren Medien entstehen, kdnnen Substrate
wie DEPPD zu den entsprechenden Kationen (DEPPD*) umwandeln, welches bei einer
Wellenlange von 505 nm im Spektrophotometer (Genesys 10 UV, ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, USA) gemessen wurde. Die Farbintensitat des entstandenen Produkts stand in
direktem Verhaltnis zur Menge an Hydroperoxiden in der Probe. Es wurde Wasserstoffperoxid
(30 -%ige Stammlosung; Carl ROTH®, Karlsruhe, Deutschland) eingesetzt, um eine
Standardkurve aus 5 Standardpunkten zu erstellen, wobei der Blank (Blindwert, Nullprobe)
aus Natriumacetat-Puffer (pH 5,0; AppliChem, Darmstadt, Deutschland) und
Chromogenlésung (Merck, Darmstadt, Deutschland) bestand. Die Ergebnisse sind in der
Einheit ug H202/mL angegeben.

Die Bildung von Lipidperoxiden wurde mit Hilfe eines biochemischen Testkits fir TBARS
(BioAssay Systems, Hayward, CA, USA) laut Herstellerprotokoll gemessen. Dabei wurden
100 pL Serum mit 200 yL Trichloressigsaure (10%, Carl ROTH®) gemischt, fir 5 Minuten auf
Eis inkubiert und bei 18.000 x g fur 6 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Es dienten finf
Verdinnungen von Malondialdehyd in bidestilliertem Wasser (2 uyM bis 0,125 puM) als
Standardkurve. Durch die Zugabe von 200 uL Thiobarbitursaure (TBA) zu den Proben und
Standards und 60-minutiger Erhitzung bei 100°C entstand ein pinkfarbenes Produkt. Die
Farbintensitat steht in direktem Verhaltnis zur TBARS-Konzentration der Probe. Diese wurde
bei einer Wellenlange von 515/535 nm durch ein Photometer (Synergy H1; BioTek, Winooski,
VT, USA) gemesen.

AOPP wurde nach modifizierter spektrophotometrischer Methode von Witko-Sarsat et al.
(1998) und Celi et al. (2011) bestimmt. Es wurden finf Verdinnungen (6,25 bis 100 uM) von
Chloramin-T (Sigma-Aldrich, St.Louis (Missouri); USA) in PBS (pH 7,3; phosphate buffered
saline) genutzt, um daraus eine Standardkurve zu erstellen. Als Blank wurde PBS ohne
Chloramin-T eingesetzt. Die Proben und Standards wurden mit 40 uL reiner Essigsaure (Carl
ROTH®) fir 5 Minuten bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Zusatzlich wurde den Standards
noch 20 pL Kaliumjodid (Sigma-Aldrich) hinzugeflgt. Bei einer Wellenlange von 340 nm wurde
die Absorption spektrometrisch (Synergy H1; BioTek) gemessen. Die AOPP-Konzentration
wurde auf die Albumin-Konzentration bezogen und in der Einheit ymol/g dargestellt. Dabei
wurde die Albumin-Konzentration mittels vollautomatischem klinisch chemischem Analyser
bestimmt (Eurolyser CCA180, Eurolab).
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3.1.5 Bestimmung der Enzymaktivitiaten

Fir die enzymatischen Untersuchungen wurden Fettgewebsextrakte hergestellt, indem die
Biopsieproben des  subkutanen  Fettgewebes zunachst in HEPES  Puffer
[Hydroxyethylpiperazin-Ethansulfonsaure-Puffer; 10 mM; pH 7,4 inklusive komplettem
Protease-Inhibitor-Cocktail (1 Tablette/10 mL Puffer; Roche, Mannheim, Deutschland)]
homogenisiert wurden. Dies erfolgte mit Hilfe eines Homogenisators (Precellys 24, Peqlab,
Erlangen, Deutschland). Danach wurden die Homogenate zentrifugiert (zweimal bei 14.000 x
g, 10 Minuten, 4°C) und die Fettschicht entfernt. In den Fettgewebsextrakten wurden nun die
Aktivitaten von CS (Kit CS0720; Sigma-Aldrich) und COX (Kit CYTOCOX1; Sigma-Aldrich),
wie bei Laubenthal et al. (2016a) beschrieben, bestimmt. Das Gesamtprotein wurde in den
Fettgewebsextrakten mit Hilfe eines Bradford-Assays bestimmt (Roti® -Nanoquant K880, Carl
ROTH®). Fur beide Messungen wurden je Probe 1,37 ug Protein eingesetzt. Die Messung der
CS- und COX- Aktivitat erfolgte in einer Dreifachbestimmung (Triplikat). Die Bildung von Citrat
durch eine CS katalysierte Reaktion von Oxalacetat und Acetyl-CoA flhrt zur Abspaltung von
Coenzym-A (CoA-SH). CoA-SH reagiert mit 5,5°-Dithio-2-Nitrobenzolsdure (DTNB), was zur
Bildung von TNB (Thionitrobenzoate) fuhrt, wodurch ein gelber Farbstoff entsteht. Die damit
verbundene Absorptionsanderung, die zu einem linearen Anstieg, proportional zu der
enzymatischen Aktivitat der CS, fuhrte, wurde alle 15 Sekunden fur insgesamt 3 Minuten
spektrophotometrisch bei einer Wellenlange von 412 nm (28°C) mit Hilfe eines Photometers
(Synergy H1, BioTek) laut Herstellerangaben gemessen. Die Enzymaktivitat wird dadurch
definiert, wieviel Substrat in einem bestimmten Zeitraum umgesetzt wird und wurde auf
Grundlage des Lambert-Beer schen-Gesetzes berechnet.

Das Enzym COX Ubertragt Elektronen auf molekularen Sauerstoff, die es vom Cytochrom ¢
Ubernimmt. Diese Oxidation von Cytochrom ¢ wurde bei einer Wellenlange von 550 nm (25°C)
ebenfalls alle 15 Sekunden fiir insgesamt 3 Minuten mit Hilfe eines Photometers (Synergy H1,
BioTek) laut Herstellerangaben gemessen.

Als Positiv-Kontrolle wurden anstelle der Fettgewebsextrakte die Enzyme CS und COX
eingesetzt. Bei der Negativ-Kontrolle wurde die Probe durch bidestilliertes Wasser ersetzt. Die

Enzymaktivitaten sind in nmol/min/mg Protein angegeben.

3.1.6 Histologische Untersuchungen

Die Biopsieproben des subkutanen Fettgewebes wurden in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80°C gelagert. Anschlieend wurden mit Hilfe eines Kryostats (Leica
CM 3050S; Leica Mikrosysteme, Wetzlar, Deutschland) 12 ym dicke Schnitte von den
Fettgewebsproben angefertigt und unmittelbar danach auf Superfrost®Plus Objekttrager

(Menzel, Braunschweig, Deutschland) Uberfihrt. Diese Gefrierschnitte wurden auf
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apoptotische Zellen unter Durchfihrung des modifizierten terminal deoxynucleotide
transferase-mediated dUTP nick-end-labeling (TUNEL) Tests (Gavrieli et al., 1992), wie auch
schon in Haussler et al. (2013) beschrieben, untersucht. Als Positiv- und Negativkontrollen
dienten Schlachthofproben von Rinderplazenta.

Die Schnitte wurden bei 200-facher Vergrofierung am Lichtmikroskop (Leica DMLB, Leica
Mikrosysteme), welches mit einer digitalen JVC-Farbkamera KY-F75U ausgestattet (Hachioji
Plant of Victor Company, Tokio, Japan) und an einen Computer angeschlossen war,
aufgenommen und gespeichert.

Pro Fettgewebsprobe wurden 10 Fotos (GréRe pro Foto: 350 x 450 pm), die zufallig
ausgewahlt wurden, aufgenommen, anhand derer jeweils die Anzahl an positiven, rot
gefarbten Zellkernen sowie die Gesamtzahl an Adipozyten gezahlt wurden. Die Farbreaktion
wurde durch die von der Meerrettichperoxidase (HRP, horseradish peroxidase) des
Streptavidin-Komplexes (Biozol, Eching, Deutschland) katalysierte Oxidation des Chromogens
AEC (amino ethyl carbazol, Biozol) hervorgerufen.

Die Ergebnisse wurden als durchschnittliche Prozentzahl apoptotisch positiver Zellen pro

Gesamtadipozytenzahl dargestellt.

Die Adipozytengrofie wurde von 100 zufallig ausgewahlten Adipozyten pro Fettgewebsprobe,
wie auch schon bei Akter et al. (2011) beschrieben, bestimmt. Die Adipozytengréf3en wurden
mit Hilfe der DISKUS Software vermessen (4. Version; Hilgers, Kdnigswinter, Deutschland),

danach gemittelt und in der Einheit Quadratmikrometer (um?) angegeben.

3.1.7 mRNA-Expressionsanalysen (qPCR)

Die Isolierung der Gesamt-RNA und die anschlieRende cDNA-Synthese der bei -80°C
gelagerten Fettgewebs- und Leberproben wurden gemaf Saremi et al. (2012) durchgefiihrt.
Als Zielgene werden die Gene bezeichnet, deren mRNA-Expression in diesen
Untersuchungen mittels quantitativer PCR (QPCR) gemessen wurden. Dazu zahlten die
Erhaltungsmethyltransferase DNMT1 (DNA-Methyltransferase 1) und die de-novo
Methyltransferase DNMT3a flr Fett- und Lebergewebe (Golding et al., 2011). Referenzgene
dienen als Bezugsgrofle der indirekten Quantifizierung des Transkriptionsniveaus der
Zielgene. Diese missen im Probenmaterial gleichbleibend exprimiert sein, unabhangig vom
Probenentnahmezeitpunkt oder vom Laktationsstatus der Kuh. Die Auswahl der stabilsten
Referenzgene flr die verschiedenen Gewebe (Murani et al., 2007; Kadegowda et al., 2009;
Hosseini et al., 2010) erfolgte nach durchgefiihrter qPCR mit Hilfe von gBASEP“s 2.0
(Biogazelle, Gent, Belgien). In der vorliegenden Arbeit galten POL-II (RNA Polymerase II),

EMD (Emerin) und LRP10 (lipoprotein receptor-related protein 10) als stabilste Referenzgene
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fur die Fettgewebsproben, EMD und EIF3K (eucariotic translation initiation factor 3) fur die
Leberproben.

Die Quantifizierung der mMRNA-Expression der Ziel- und Referenzgene erfolgte mittels gqPCR
in einem Mx3000P Cycler (Agilent Technologies, CA, USA) mit SYBRGreen® (ThermoFisher

Scientific) als Doppelstrang-DNA-spezifischem Fluoreszenzfarbstoff.

Die Primer und die PCR-Bedingungen sind in Tabelle 1 aufgeflihrt.

Tabelle 1: Primer fir die gPCR

Name Zugangs- Primer Sequenz [57-3] Fragment- Annea- Zyklen
nummer lange (bp) ling (°C)
POL-II X63564 F = GAAGGGGGAGAGACAAACTG 86 60 36

R = GGGAGGAAGAAGAAAAAGGG

EMD NM_203361 F = GCCCTCAGCTTCACTCTCAGA 100 59 40
R = GAGGCGTTCCCGATCCTT

LRP10  Bc149232 F = CCAGAGGATGAGGACGATGT 139 61 33
R =ATAGGGTTGCTGTCCCTGTG

EIF3K NM_001034489 F = CCAGGCCCACCAAGAAGAA 125 59 40
R = TTATACCTTCCAGGAGGTCCATGT

DNMT1 NM_182651.2 F = TGACTCCACCTACGAAGACC 128 61 40
R=TCTCTACTTGCTCCACCACG

DNMT3a NM_001206502.1 F = CAACGGAGAAGCCTAAGGTCAA 121 62 40
R = TTGAGGCTCCCACAAGAGATG

F: Forward Primer Sequenz; R: Reverse Primer Sequenz; bp: Basenpaare; POL-Il: RNA Polymerase Il; EMD:
Emerin; LRP10: lipoprotein receptor-related protein 10; EIF3K: eucariotic translation initiation factor 3; DNMT1:
DNA-Methyltransferase 1; DNMT3a: DNA-Methyltransferase 3a
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Jede Reaktion wurde mit einem Gesamtvolumen von 10 uL durchgefiihrt, welche sich aus

2 uL 1:4 verdiinnter cDNA-Probe (aufter bei DNMT1, dort 3 pL) und dem ,MasterMix*,
bestehend aus 1 pL spezifischem Primermix (gleiche Anteile Forward und Reverse Primer,
4000 nM fur alle Primer aufer POL-II (8000 nM) und DNMT3a (10.000 nM)), 5 pL
SYBRGreen® (ThermoFisher Scientific) und 2 uL (bei DNMT1: 1 pL) Reinstwasser,
zusammensetzt. Jeder PCR-Lauf enthielt, neben den aufgetragenen Proben, einen ,Inter Run
Calibrator* (IRC, entspricht gepoolter cONA der Fettgewebsproben, 1:4 und 1:8 verdinnt),
Negativkontrollen der gPCR (NTC), Negativkontrollen und -RT-Kontrollen der cDNA-
Synthese. Die Negativkontrollen enthielten Reinstwasser anstelle der cDNA (QPCR) bzw. RNA
(cDNA-Synthese) und dienten zur Kontaminations-Kontrolle der ,MasterMixe®. Die -RT der
cDNA-Synthese bestand aus einem RNA-Pool der verwendeten Proben und allen
Bestandteilen des ,MasterMixes“ auler dem Enzym Reverse Transkriptase und wurde zur
Uberpriifung einer moglichen DNA-Kontamination der RNA-Proben eingesetzt. Des Weiteren
wurde eine cDNA-Standardreihe, bestehend aus 6 Standards (1:3 verdinnt), aufgetragen. Als
Qualitatskriterium der gPCR musste jede Standardreihe eine Effizienz von 100% + 15 und ein
BestimmtheitsmaR von mindestens 98% (R? = 0,980) aufweisen, ansonsten musste die
betreffende Messung wiederholt werden. Fur die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse wurde
jeder Standard, IRC, jede Negativkontrolle, -RT und Probe in einem Dreifachansatz (Triplikat)
aufgetragen.

Durch eine zehnminitige initiale Erhitzung im gqPCR-Cycler wurde die im SYBRGreen®
enthaltene hot-start Tag-Polymerase aktiviert. Danach folgte eine primerspezifische
Zyklenzahl (Tabelle 1) mit Denaturierungsphasen von 30 Sekunden bei 95°C, um die
Wasserstoffbriickenbindungen aufzubrechen und die beiden DNA-Strange zu trennen. Die
folgenden Annealingphasen primerspezifischer Temperatur und Dauer (Tabelle 1) dienten der
Anlagerung der Primer an die einzelstrangige DNA (Hybridisierung). Am Ende der
Annealingphase erfolgte eine zweimalige Fluoreszenzmessung. Wahrend der letzten Phase,
der Elongationsphase (72°C, 20/30 Sekunden), amplifizierte die Tag-Polymerase die zwischen
den Primern liegenden Sequenzabschnitte der DNA. Nach Ende des letzten Zyklus wurde eine
Dissoziationskurve mit Erfassung der Schmelzpunkte der PCR-Produkte erstellt (95°C fur 60
Sekunden, 55°C fur 30 Sekunden und 95°C fur 30 Sekunden). Beim Aufheizen von 55°C auf
95°C wurde bei jedem Grad Celsius der Temperaturanderung eine Fluoreszenzmessung
durchgefihrt, anhand derer dann die Dissoziationskurve erstellt wurde. Die
Schmelztemperatur ist spezifisch, da sie sich nach der Lange und der

Basenzusammensetzung eines PCR-Produktes richtet.

29



Material und Methoden - Versuch 1

Die Werte der gPCR wurden mit Hilfe von gBASEP"s 2.0 (iber die Werte der Referenzgene
normalisiert. Dazu wurde die ermittelte Menge an Ziel-mRNA in Relation zum geometrischen
Mittel der Menge an mRNA der Referenzgene gesetzt. Die Ergebnisse der gPCR fiir die
Zielgene wurden als relative Menge der mRNA in Arbitrary Units [A.U.] angegeben.

Da die hierfir vorgesehene Menge an Leber- und Fettgewebsproben limitiert war, wurde auf
die Messung der Methyltransferasen DNMT1 und DNMT3a zum Biopsiezeitpunkt in der

Trachtigkeit verzichtet.

3.1.8 DNA-Isolierung und Multiplex gPCR

Eine Multiplex gPCR ermdglicht es in einer PCR-Reaktion mehr als ein Primerpaar fir die
Vervielfaltigung bestimmter Gene zu verwenden. Dadurch ist der Nachweis von mehr als
einem Genomabschnitt in einem Ansatz mdglich. So wurde zum einen die Anzahl an mtDNA-
Kopien pro Zelle und zum anderen die relative Menge an Telomerprodukt (qT), welches stark
mit der relativen TL zusammenhangt, mit Hilfe einer Multiplex gPCR bestimmt (Cawthon,
2009).

Die Isolierung der gesamten genomischen DNA aus den Biopsieproben des subkutanen
Fettgewebes erfolgte mit Hilfe eines handelsiiblichen DNA-Isolationskits (PowerPlant® Pro
DNA Isolation Kit; MOBIO, Carlsbad, CA, USA) gemall der Protokollbeschreibung des
Herstellers. Die gesamte genomische DNA der Vollblutproben und der Leber wurden unter
Verwendung des Wizard Genomic DNA Purification Kits (Promega, Mannheim, Deutschland)
laut Angaben des Herstellers isoliert. Danach wurde die Konzentration (ng/uL) und die Reinheit
der isolierten DNA mittels Nanodrop1000 (peQLab Biotechnology) bei einer Wellenlange von
260 nm und 280 nm bestimmt, wobei das Verhaltnis 260/280 nm eine Aussage uber die
Proteinkontamination erlaubt. Dieser Wert sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen, andernfalls
wurde die DNA-Isolierung der entsprechenden Probe wiederholt. AnschlieRend wurde eine
DNA-Gelelektrophorese durchgefiihrt, um die Qualitat und Unversehrtheit der isolierten DNA
aller Proben zu Uberprifen. Daftr wurde ein 0,8 -%iges Agarosegel hergestellt. Je hdher die
Agarose konzentriert ist (meist 0,5 — 3%), desto kleiner sind die sich im Gel befindlichen Poren.
Der durch das Anlegen eines elektrischen Feldes entstehende lonenstrom bewirkt, dass die
negativ geladenen Nukleinsdure-Molekile der DNA durch die Gelmaschen in Richtung des
Pluspols ziehen. Dies ermdglicht eine Auftrennung der DNA-Strange nach ihrer Gré3e. Durch
den beigefligten Fluoreszenzfarbstoff Midori Green (Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf,
Deutschland) entsteht ein charakteristisches, nach Lange sortiertes Bandenmuster der
Bereiche im Gel mit Nukleinsauren unterschiedlicher Lange, welches dann anhand eines
zusatzlich aufgetragenen spezifischen Markers entsprechend nach Basenpaaren eingeordnet

werden kann. Die anschlieRende fotografische Dokumentation der Banden der getrennten
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DNA-Molekiile erfolgte mittels des Kamerasystems Biostep Dark Hood DH-40/50® (Biostep,
Jahnsdorf, Deutschland) und der dazugehorigen Software Argus X1 Version 4.5.

Nach der Qualitatsprufung der isolierten DNA wurden 10 ng/uL der DNA mit zwei
Primerpaaren gemischt. Zur Bestimmung der mtDNA wurde einerseits das Primerpaar,
welches das 12S rRNA Gen und andererseits das Primerpaar, welches das rinderspezifische
3-Globin Gen vervielfaltigt, eingesetzt. Dabei stellt das zuerst genannte eine spezifische
Sequenz im mitochondrialen Genom dar, wobei R-Globin als ,Housekeeping-Gen* mit
bekannter Kopienzahl von 2 Kopien pro Zelle auch als ,Zellkern-Kontroll-Gen*“ bezeichnet wird
(Brown et al., 2012). Fir die TL-Messung wurden Primerpaare, die Telomere und R-Globin
vervielfaltigen, eingesetzt. Um einerseits die Schmelztemperatur zu erhéhen (Cawthon, 2009)
und andererseits sicherzustellen, dass das 3-Globin-Produkt bei 83°C stabil ist, wurden den
Primern GC-clamps hinzugeflgt. Die Anwesenheit von Guanin oder Cytosin in den letzten flinf
Basen eines Primers erhoht die Spezifitdt der Primerbindung (GC-clamp). Dabei ist zu
beachten, dass die GC-clamps in der Reihenfolge und Lange verschieden sind, um eine
hairpin formation (Haarnadelbildung), die eine korrekte Primerbindung erschweren konnte, zu
verhindern. Die erwartete Produktgrof’e des [3-Globin Primers mit GC-clamps ist 144 bp. Die
Primersequenzen und PCR-Bedingungen (Tabelle 2) wurden aus dem Protokoll von Brown et
al. (2012) mit kleinen Anderungen in den Primerkonzentrationen (Telomer: 7200 nM; R-Globin:
4000 nM) und Temperaturbedingungen der PCR (Annealingphase: 59°C; Elongationsphase:

72°C) Ubernommen. Die Spezifitat der Primer wurde durch Gel-Elektrophorese tberprift.

31



Material und Methoden - Versuch 1

Tabelle 2: Primer fir die Multiplex gPCR

Name Zugangs- Primer Sequenz [57-3"] Fragment - Annea- Zyklen
nummer lange (bp) ling (°C)
12S rRNA NM_U01920.1 F = CGCGGTCATACGATTAACCC 74 59 402

R = AACCCTATTTGGTATGGTGCTT

B-Globin' F = CGGCGGCGGGCGGCGCGGGCTGG 144 59 407
GCGGGAAGGCCCATGGCAAGAAGG
R = GCCGGCCCGCCGCGCCCGTCCCGC
CGCTCACTCAGCGCAGCAAAGG

telg/telc (Telomer)' F = ACACTAAGGTTTGGGTTTGGGTTT 79 59 407
GGGTTTGGGTTAGTGT
R =TGTTAGGTATCCCTATCCCTATCCC
TATCCCTATCCCTAACA

F: Forward Primer Sequenz; R: Reverse Primer Sequenz; bp: Basenpaare; 12S rRNA: mitochondrial kodierte 12S
ribosomale RNA;

1: Primersequenzen (ibernommen von Brown et al. (2012);

2; die Multiplex PCR besteht aus 3 Abschnitten mit unterschiedlicher Zyklenzahl (1. Abschnitt: 1 Zyklus, 2. Abschnitt:
2 Zyklen, 3.Abschnitt: 40 Zyklen) gemaR Brown et al. (2012).

Jeder Multiplex gPCR-Lauf wurde mit einem Gesamtvolumen von 20 uL durchgefihrt, welcher
sich aus 2 yL DNA-Probe (10 ng/uL), beiden Forward und Reverse Primern (je 1 uL, je nach
Messung 12S rRNA und R-Globin bzw. Telomer und R-Globin), 10 yL SYBRGreen®
(ThermoFisher Scientific) und 0,12 uL ROX als passiven Referenz-Farbstoff (ThermoFisher
Scientific) und Reinstwasser zusammensetzt. Aulerdem wurde auf jede Multiplex gPCR-
Platte neben den Proben eine Standardreihe, bestehend aus 6 Standards (1:3 verdinnt,
ausgehend von einer Konzentration von 60 ng/uL), eine gepoolte DNA-Probe als IRC und eine
NTC jeweils in einem Dreifachansatz aufgetragen.

Das Programm MxPro (Version 4.10, 2007) legt anhand der Amplifikationskurven aller Proben
einer Messung eine ,Baseline” fest. Der Punkt, an dem alle Proben in die exponentielle Phase
gehen, wird als , Threshold“ (Schwellenwert) bezeichnet. Dieser entspricht dem Analysepunkt
der gPCR, an dem ein definiertes Fluoreszenzvolumen erreicht wird, bei dem die Fluoreszenz
erstmals signifikant Uber die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt. Die Anzahl von PCR-Zyklen,

die jeweils bendtigt wird, um den , Threshold“ zu erreichen, wird durch den C; (Cycle threshold)
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angegeben. Mit Hilfe der DNA-Standardkurve ermittelt das Programm MxPro die PCR-
Effizienz fur jeden gqPCR-Lauf.

Die Berechnung der relativen mtDNA-Kopienzahl in Bezug auf die Zellkern-DNA-Kopienzahl
(R-Globin) wurde nach Anleitung von Nicklas et al. (2004) durchgeflhrt:

relative Anzahl mtDNA-Kopien/Zelle = R-Globin Kopienzahl* x PCR-Effizienz ~ (¢t 125 'RNA - Ct &-

Globin)

"R-Globin Kopienzahl = 2 Kopien pro Zelle

Und die Berechnung der relativen qT in Bezug auf 3-Globin wurde wie folgt durchgefihrt:

qT = PCR-Effizienz (E)", mit n = Ctg-giobin - Ctrelomere

3.1.9 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm SPSS in der Version 24.0
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

Zunachst wurden alle Daten der einzelnen Parameter auf Normalverteilung mit Hilfe des
Shapiro-Wilk Tests und auf Varianzhomogenitat mit Hilfe des Levene-Tests geprift.
AnschlieRend wurden die Daten, die keine Normalverteilung aufwiesen, logarithmiert. Fir die
Abbildungen wurden die nicht-logarithmierten Daten verwendet.

Um zu ermitteln, ob es generell Unterschiede zwischen den vier verschiedenen
Biopsiezeitpunkten innerhalb der laktierenden bzw. nicht laktierenden Gruppe (abhangige
Stichproben) gibt, wurde zunachst bei normalverteilten Daten eine Varianzanalyse mit
Messwiederholungen und bei nicht normalverteilten Daten der Friedman-Test durchgefihrt.
Um anschlie®end herauszufinden zwischen welchen Biopsiezeitpunkten Unterschiede in der
jeweiligen laktierenden bzw. nicht laktierenden Gruppe zu verzeichnen sind, wurde bei
normalverteilten Daten der Students-t-Test bei verbundenen Proben und bei nicht
normalverteilten Daten der Wilcoxon-Test angewendet. Unterschiede zwischen den
laktierenden und den nicht laktierenden Tieren innerhalb desselben Biopsiezeitpunktes
(unabhangige Stichproben) wurden bei normalverteilten Daten mit Hilfe des Students-t-Tests

und bei nicht normalverteilten Daten mittels Mann-Whitney-U-Tests berechnet.
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Unterschiede in der EB, der Milchmenge und dem Energiebedarf zwischen den
Biopsiezeitpunkten innerhalb der laktierenden Gruppe (abhangige Stichproben) wurden bei
normalverteilten Daten jeweils mit Varianzanalyse mit Messwiederholungen und anschlieRend
mit dem Students-t-Test bei verbundenen Proben berechnet.

Zusammenhange zwischen den untersuchten Daten wurden mit Hilfe des Spearman
Korrelations-Tests geprift.

Alle Werte werden als Mittelwerte + Standardfehler (SEM) dargestellt. Als Signifikanzniveau

wurde P < 0,05 angenommen und Werte zwischen 0,05 < P < 0,1 wurden als Trend definiert.
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3.2 Versuch 2
3.2.1 Tiere

Im Rahmen des zweiten Versuches wurden in der Lehr- und Forschungsstation Frankenforst,
der Landwirtschaftlichen Fakultat der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitadt Bonn in
Konigswinter, insgesamt 60 Tiere der Rasse Deutsche Holstein untersucht. Die
Probenentnahme bei diesen Tieren wurde von der zustandigen Behorde, dem LANUV,
genehmigt (Aktenzeichen 84-02.05.40.14.027). In diesem Versuch wurden 60 Tiere in 3
Gruppen zu je 20 Tieren eingeteilt. Zur ersten Gruppe gehorten 17 weibliche und 3 mannliche
Kalber im Alter von 56 + 10 Tagen (< 6 Monate). Zur zweiten Gruppe zahlten 20 Farsen im
Alter zwischen 6 Monaten und der 1. Laktation (1,3 £ 0,1 Jahre). Die dritte Gruppe bestand
aus 20 laktierenden Kiihen mit der Laktationszahl 1 bis 3 (3,9 + 0,1 Jahre).

3.2.2 Haltung und Fiitterung

Die Kalber wurden in einem mit Stroh eingestreutem Kalberlaufstall gehalten und an den
Tagen 1 — 3 p.p. mit Kolostrum (mind. 6 L/Tag) versorgt sowie von Tag 4 — 7 p.p. mit Vollmilch
getrankt. An dem darauffolgendem 8. Tag p.p. bis zum Tag 70 p.p. wurden die Kalber Uber
einen Trankeautomaten mit Blattina®Profi Lac Milchaustauscher von Blattin® (Hoveler,
Dormagen, Deutschland) gemaR dort empfohlenem Trankeplan geflttert. Zusatzlich stand den
Kalbern Raufutter (Heu) ad libitum und ein Erganzungsfutter fur Aufzuchtkalber (max. 2,5
kg/Tier/Tag; 11,0 MJ ME/kg; KalberTop press, Agrifirm, Drentwede, Deutschland) zur
Verfigung. Ab dem 71. Tag p.p. bekamen die Kalber anstelle des Milchaustauschers und
zusatzlich zum Raufutter (Heu) und zum Erganzungsfutter flr Aufzuchtkalber eine partielle
Mischration, die auch an die laktierenden Kiihe verfuttert wurde, ad libitum zur Verfligung
gestellt.

Die Farsen waren in einem separaten, mit Stroh eingestreutem Laufstall untergebracht. In den
Sommermonaten (Mai bis Oktober) stand diesen Tieren Gras von der Weide ad libitum zur
Verfligung. In den Wintermonaten (November bis April) befanden sich die Farsen im Stall und
erhielten Grassilage vom 2. und 3. Schnitt (6,13 — 6,19 MJ NE./kg TM).

Die laktierenden Kiihe waren in einem Liegeboxenlaufstall untergebracht und wurden zweimal
taglich gemolken. Die Futterung erfolgte gemal den Empfehlungen der Gesellschaft fur
Ernahrungsphysiologie (GfE, 2001) mit einer partiellen Mischration (6,6 MJ NE./kg TM), die
ad libitum angeboten wurde. Zusatzlich bekamen diese Tiere Kraftfutter (7,5 MJ NEL/kg TM),
abhangig von der individuellen Milchleistung des jeweiligen Tieres. In den Sommermonaten
Mai bis Oktober hatten diese Tiere ebenfalls Zugang zur Weide.

Allen drei Versuchsgruppen stand Wasser Uber Selbsttranken ad libitum zur Verfigung.
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Zur Errechnung der Nettoenergiebilanz wurde wie im Versuch 1 die Summe aus dem taglichen
Erhaltungsbedarf (GfE, 2001) und dem taglichen Energiebedarf fir die Milchleistung (Tyrrell &
Reid, 1965) mit bekanntem Fett- (4%) und Proteingehalt (3,4%) der Milch (GfE, 1991) von der
taglichen Energieaufnahme subtrahiert. Die Berechnung der Energiebilanz und die Angabe

der Milchleistung erfolgte ebenfalls anhand der Wochenmittelwerte.

3.2.3 Probenentnahmen

Die Beprobung der Tiere erfolgte in 3 Teilversuchen. Alle Tiere wurden morgens vor der
Fatterung beprobt, um eine mogliche Kontamination des Naseneingangs mit Futterresten zu
vermeiden und somit ein sauberes Arbeitsumfeld zu schaffen. Die Tiere wurden fur die
Probenentnahme im Fressgitter fixiert.

Im 1. Teilversuch erfolgte bei allen 3 Gruppen (n = 20 je Gruppe) eine nichtinvasive
Probenentnahme im Bereich der Nasenschleimhaut mittels Performagene™ LIVESTOCK
nasal swab Probenentnahmekit PG-100 (Abbildung 11; DNA Genotek, Ottawa, CAN, USA)
laut Herstellerangaben. Jeder nasale Tupfer enthielt eine Pufferlésung zur Stabilisierung der
DNA.

10x
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Abbildung 11: Probenentnahme mittels Performagene™ LIVESTOCK nasal swab nach

http://www.dnagenotek.com/US/products/performagene/collection-instructions.html,19. Juni 2017.

Der Schwamm wurde fur 5 Sekunden auf der Nasenschleimhaut hin und her bewegt (Bild 1). Danach
wurde der Deckel mit dem Schwamm von dem aufrecht gehaltenen Roéhrchen geldst und in die
Pufferldsung eingetaucht (Bild 2 — 3). AnschlieRend wurde 10-mal kraftig geschwenkt und das Réhrchen

zur genauen Zuordnung der Proben entsprechend beschriftet (Bild 4 — 5).
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Im 2. Teilversuch erfolgte eine erneute Probenentnahme, allerdings nur bei der Kalbergruppe,
im Bereich der Nasenschleimhaut mittels Performagene™ LIVESTOCK nasal swabs (DNA
Genotek) an zwei unterschiedlichen Zeitpunkten, 6 und 18 Monate nach der ersten
Probenentnahme (Teilversuch 1). Die Probenentnahme erfolgte jeweils ausschliel3lich bei den
weiblichen Kalbern (n = 17), da die mannlichen Kalber (n = 3) zu diesen Zeitpunkten bereits
abgegangen waren.

Im 3. Teilversuch wurden 12 Tiere der 2. und 3. Laktation (n = je 6) aus der Gruppe der
laktierenden Kihe 3 Monate nach der ersten Beprobung (Teilversuch 1) erneut beprobt. Es
wurden Milchproben, Heparin-Vollblutproben und nasale Tupferproben zur Isolierung der DNA

entnommen.

Die Entnahme der Milchproben der 12 Tiere mit somatischen Zellgehalten von 0,15 x 10° bis
2,7 x 10° Zellen/mL Milch erfolgte am Vorabend des Probenentnahmetages nach den DVG
Leitlinien zur “ Entnahme von Milchproben unter aseptischen Bedingungen und Isolierung und
Identifizierung von Mastitiserregern® (2011). Zunachst wurden die Zitzen aller 4 Euterviertel
der Kuh mittels Einwegticher von groben Verschmutzungen gereinigt und danach mit 70 -
%igem Ethanol (Medite) desinfiziert. Die ersten 3 Milchstrahlen aus jeder Zitze wurden in einen
Vormelkbecher gemolken und auf visuelle Veranderungen und somit Anzeichen einer Infektion
(z.B. Flockenbildung der Milch) Uberprift. AuRerdem erfolgte eine Uberpriifung der
Zellzahlgehalte in der Milch dieser Tiere. Es wurden ausschlieBlich Kihe mit visuell
unauffalligen Eutervierteln und mit einer Zellzahl unter 3 x 10° Zellen/mL Milch (Kehrli &
Shuster, 1994; Usman et al., 2014) fir die Probenentnahme herangezogen. Nach erfolgtem
Vormelken wurden die Zitzenkuppen und -6ffnungen grindlich mit einem alkoholgetrankten
Einwegtuch fiir etwa 15 Sekunden pro Zitze gereinigt und desinfiziert. Dabei wurden die Zitzen,
der vom Probennehmer abgewandten Euterseite zuerst gereinigt und desinfiziert, jedoch
zuletzt beprobt, um eine erneute Kontamination zu vermeiden. Aus jedem Euterviertel wurden
in etwa gleich groRe Anteile der Milch in ein 50 mL Probenrdhrchen (Sarstedt) mit moglichst
geringem Druck gemolken. Nach VerschlieRen des Réhrchens wurde die Milchprobe mittels
leichtem Schwenken durchmischt.

Am Morgen nach der Milchprobenentnahme wurden bei diesen 12 laktierenden Kuhen mittels
Performagene™ LIVESTOCK nasal swabs (DNA Genotek) Abstriche von der
Nasenschleimhaut entnommen. AuRerdem erfolgte eine Heparin-Vollblutentnahme aus der V.

jugularis.
Nach der Probenentnahme wurden die nasalen Tupfer bis zur DNA-Isolierung bei

Raumtemperatur gelagert. Laut Herstellerangaben sind sie in der Pufferlésung bis zu einem

Jahr bei Raumtemperatur stabil.
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Die Milchproben wurden unmittelbar nach der Entnahme in mit Eis gekihlten Boxen zum Labor
transportiert, wo sie bis zur DNA-Isolierung bei -80°C gelagert wurden.
Bei den Heparin-Vollblutproben erfolgte noch am Tag der Probenentnahme die DNA-

Isolierung. AnschlielRend wurde die isolierte DNA bei -20°C fiir weitere Analysen gelagert.

3.2.4 DNA-Isolierung, -Quantitat und -Qualitat

Die Isolierung der genomischen DNA der Epithelzellen aus den nasalen Tupferproben erfolgte
geman des ,Laborprotokolls zur manuellen DNA-Aufreinigung von 0,5 mL der Performagene™
Probe“ des Herstellers. Der dazu bendétigte PG-L2P Performagene Purifier (PG-AC4) wurde
zusatzlich zum Probenentnahmekit PG-100 verwendet (DNA Genotek).

Die DNA-Isolierung der somatischen Zellen aus den Milchproben wurde mit Hilfe des First-
DNA all-tissue Kits (Gen-ial, Troisdorf, Deutschland) durchgefiihrt. Da Milch aufgrund der darin
enthaltenen Hemmstoffe wie Fette und Proteine ein schwieriges Medium flir eine DNA-
Isolierung darstellt (Usman et al., 2014), mussten die Milchproben zunachst vorbehandelt
werden. Hierfir wurden 2 mL der bei Raumtemperatur aufgetauten Milchprobe entnommen
und zentrifugiert (2000 x g, 20 Minuten, Raumtemperatur). Der Uberstand wurde bis auf einen
Rest von 200 yL verworfen. Das bei der Zentrifugation entstandene Pellet wurde in diesem
Restuberstand durch vortexen geldst und in ein 1,5 mL Reaktionsgefal® (Sarstedt) tberfihrt.
Danach wurden die weiteren Reaktionsschritte laut Protokollbeschreibung des Herstellers
durchgefihrt.

Die gesamte genomische DNA aus den Vollblutproben wurde unter Verwendung des Wizard
Genomic DNA Purification Kits (Promega) entsprechend der Herstellerangaben isoliert.

Im Anschluss wurde die Konzentration und die Reinheit der DNA aller Proben (ng/pL) mittels
Nanodrop1000 (peQLab Biotechnology) bei einer Wellenlange von 260 nm und 280 nm
gemessen. Aus dem Verhaltnis 260/280 nm erhdlt man eine Aussage Uber
Proteinkontaminationen in der Lésung. Alle nasalen Tupferproben der Kalber wurden vor der
Nanodrop-Messung in einem Verhaltnis von 1:10 mit Reinstwasser verdunnt, da diese fur die
Messung aufgrund der hohen DNA-Konzentration sonst zu viskds gewesen waren und
dadurch zu falschen Messergebnissen gefihrt hatten. In den Milchproben wurde im
Gegensatz zu den nasalen Tupfer- (129 ng/uL) und Vollblutproben (36 ng/pL) der laktierenden
Klhe der niedrigste DNA-Gehalt mit durchschnittlich 9 ng/uL gemessen.

Nachdem die Quantitat der DNA in den Proben festgestellt wurde, erfolgte die Bestimmung
der Qualitat aller DNA-Proben mittels DNA-Gelelektrophorese gemal den Angaben der
Performagene™ Studie PD-WP-015. Diese Qualitatspriifung war fir die anschlieRende
Multiplex gPCR eine Voraussetzung, da diese nur fir intakte DNA verlassliche Ergebnisse
liefert.
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Falls DNA bei der Probenentnahme und/oder bei der Isolierung beschadigt wurde, grenzten
sich die DNA-Banden im Gel nicht klar ab, sondern bildeten einen sogenannten ,Schmier®
(degradierte DNA). In diesem Fall wurde die DNA-Isolierung der betreffenden Probe wiederholt

und die Qualitdt nochmals Uberpruft.

Die DNA-Banden aller Proben lagen im Gel auf HOhe von 19.329 bp (Abbildung 12).

Abbildung 12: DNA-Gelelektrophorese (0,8% Agarose, 90V, 60 Minuten) der nasalen Tupferproben
der laktierenden Kiihe (n = 6). Je schwacher die Bande sichtbar ist (Lane 5), desto geringer ist der DNA-
Gehalt (Nanodrop).

Lane 3: degradierte DNA (,Schmier); Lane 7: Lambda-pUC Mix Marker 4

3.2.5 Multiplex qPCR

In der anschliefenden Multiplex gPCR wurde die qT mittels der Primerpaare, die Telomere
und R-Globin vervielfaltigen, wie bereits unter Punkt 3.1.8 beschrieben, mit folgenden
Abanderungen bestimmt.

Zunachst wurden alle DNA-Proben (Nasenschleimhaut, Blut, Milch) auf eine einheitliche DNA-
Konzentration von 5 ng/uL mit Reinstwasser verdiinnt. Danach wurde eine Poolprobe aus der
DNA der nasalen Tupferproben der Kalber, Farsen und laktierenden Kiihe (n = 60, je 10
ML/Probe) hergestellt und fir den IRC auf 5 ng/pL und flr die Standardreihe auf 60 ng/pL mit

Reinstwasser verdinnt.
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AulRerdem wurden Forward und Reverse Primer auf die entsprechende Konzentration
verdinnt (Telomer: 7200 nM; R-Globin: 4000 nM).

Jeder Multiplex gPCR Lauf wurde mit einem Gesamtvolumen von 20 uL durchgefihrt, das sich
aus 2 uL DNA-Probe (5 ng/uL), beiden Forward und Reverse Primern (Telomer: 2,5 uL; -
Globin: 2 pL), 10 yL SYBRGreen® (ThermoFisher Scientific), 0,12 yL ROX als passiven

Referenz-Farbstoff (ThermoFisher Scientific) und Reinstwasser zusammensetzt.

3.2.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten wurde mittels Programm SPSS in der Version 24.0
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA) durchgefihrt.

Zunachst wurden alle Daten auf Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk Test und auf
Varianzhomogenitat mittels Levene-Tests gepruft.

Unterschiede zwischen den 3 verschiedenen Tiergruppen (weibliche Kalber, Farsen und
Laktierende) wurden mittels Einfaktorieller ANOVA mit Bonferroni post hoc-Test analysiert. Bei
den weiblichen Kalbern wurde der relative qT-Wert eines Kalbes in den Auswertungen nicht
berlcksichtigt, da dieser mehr als doppelt so hoch lag, wie die relativen qT-Werte der anderen
weiblichen Kalber. Beim Vergleich zwischen weiblichen und mannlichen Kalbern wurden
Unterschiede mit Hilfe des Students-t-Tests bei unabhangigen Stichproben berechnet.

Ob es Unterschiede bei den weiblichen Kalbern zwischen den 3 verschiedenen Zeitpunkten
gibt, wurde mittels Varianzanalyse mit Messwiederholungen Uberprift. Anschlieliend wurde
mit Hilfe des Students-t-Tests bei verbundenen Proben berechnet, zwischen welchen
Zeitpunkten die Unterschiede bestehen.

Zusammenhange zwischen den untersuchten Daten wurden bei normalverteilten Daten mit
Hilfe des Pearson Korrelations-Tests und bei den nicht normalverteilten Daten der Milch mit
Hilfe des Spearman Korrelations-Tests gepriift.

Alle Werte werden als Mittelwerte + Standardfehler (SEM) dargestellt. Das festgelegte

Signifikanzniveau war P < 0,05 und Werte zwischen 0,05 < P < 0,1 wurden als Trend definiert.
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4 Ergebnisse

4.1 Versuch 1

4.1.1 Energiebilanz und Milchmenge

In folgendem Liniendiagramm (Abbildung 13) sind die EB und die Milchmenge der
laktierenden Kuhe (n = 8) dargestellt.

Die Tiere befanden sich zum Zeitpunkt der 1. FL in einer negativen EB. Diese stieg im Verlauf
der Laktation um 21,2 MJ NE_, sodass die EB dieser Tiere in der 1. SL (P = 0,018) positiv war.
Zum Zeitpunkt der 2. FL befanden sich die Tiere ebenfalls in einer negativen EB, die aber um
15,0 MJ NE_ héher lag als die in der 1. FL (P = 0,026).

Die Milchmenge stieg von der 1. FL zur 2. FL um 33% (P = 0,029) und von der 1. SL zur 2. FL
um 53% (P = 0,002).

Die Tiere hatten in der 2. FL den héchsten Energiebedarf (160 + 8,6 MJ NE,/Tag), dieser war
um 25% hoéher als in der 1. FL (128 + 5,3 MJ NE/Tag; P = 0,022) und um 36% hoéher als in
der 1. SL (118 £ 4,2 MJ NE_/Tag; P = 0,003).
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Abbildung 13: Verdnderungen der Energiebilanz (Mittelwerte £ SEM) und der Milchmenge (Mittelwerte + SEM) von laktierenden Kiuhen (n = 8) Uber einen

Zeitraum von 2 Laktationen (1. FL - 2. FL).

P =< 0,05; 1.FL: 1. Frihlaktation; 1. SL: 1. Spatlaktation; 2. FL: 2. Frihlaktation; DIM: days in milk (Laktationstage)
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4.1.2 Korperkonditions- und Blutparameter

Die Ergebnisse der Kdérperkonditions- und Blutparameter sind in Tabelle 3 dargestellt.

Bei den laktierenden Kuhen zeigte sich wahrend des Untersuchungszeitraumes (TK bis 2. FL)
eine Koérpermassenzunahme um 25% (P = 0,012), wobei die Kérpermasse von der 1. FL zur
1. SLum 5,5% (P = 0,012) und von der 1. FL zur 2. FL um 7,5% zunahm (P = 0,012). Bei den
nicht laktierenden Kiuihen zeigte sich wahrend des zuvor genannten Untersuchungszeitraumes
eine Kdrpermassenzunahme um 48% (P = 0,018). Diese zeigten von der 1. FL zur 1. SL eine
Kérpermassenzunahme um 9% (P = 0,036) und von der 1. FL zur 2. FL um 11% (P = 0,018).
Nicht laktierende Kihe waren in der 1. FL um 6,5% (P = 0,065), in der 1. SL und in der 2. FL
jeweils um 10% (P = 0,028; P = 0,009) schwerer als die laktierenden Kuhe.

Der BCS anderte sich bei den laktierenden Kiihen an den verschiedenen Biopsiezeitpunkten
nicht. Die nicht laktierenden Kiihe zeigten hingegen von der TK zur 1. SL eine BCS-Zunahme
um 19% (P = 0,023), von der 1. SL zur 2. FL eine Abnahme des BCS um 10% (P = 0,041) und
hatten im Vergleich zu den laktierenden Kihen in der 1. FL um 21% (P = 0,028), in der 1. SL
um 15% (P = 0,05) und in der 2. FL um 14% (P = 0,028) héhere BCS-Werte.

Die NEFA-Konzentration stieg bei den laktierenden Kihen von der TK zur 1. FL um 54% (P =
0,05) an. Die nicht laktierenden Kiihe hatten die hochste NEFA-Konzentration in der 1. SL,
wobei diese im Vergleich zur 2. FL etwa doppelt so hoch war (P = 0,017). In der 1. FL hatten
diese Tiere eine um 48% hdhere NEFA-Konzentration als in der 2. FL (P = 0,05). Die nicht
laktierenden Kihe hatten im Vergleich zu den laktierenden Kihen in der 1. FL eine um 23%
niedrigere (P = 0,05) und in der 1. SL eine um 75% hdhere (P = 0,028) NEFA-Konzentration.
Die BHB-Konzentrationen unterschieden sich lediglich bei den nicht laktierenden Kihen. Diese
war in der 1. FL am hochsten, um 54% hoher als in der 1. SL (P = 0,018) und fast doppelt so
hoch wie in der 2. FL (P = 0,05). Es wurde ein positiver Zusammenhang zwischen der NEFA-
und der BHB-Konzentration in der 2. FL bei den laktierenden Kihen (p = 0,719; P = 0,045)
und in der 1. SL bei den nicht laktierenden Kihen (p = 0,714; P = 0,047) festgestellt.

Die Plasmakonzentrationen von Adiponektin, Haptoglobin und Progesteron unterschieden
sich zwischen den verschiedenen Biopsiezeitpunkten, wobei die Konzentrationen aller drei
Parameter bei den laktierenden Kihen jeweils in der TK am hoéchsten waren. Die
Adiponektinkonzentration der laktierenden Kuhe war in der Tk um 35% hdéher als in der 1. FL
(P =0,012), um 25% hdher als in der 1. SL (P =0,017) und um 48% hoéher als in der 2. FL (P =
0,012). Die Haptoglobinkonzentration der laktierenden Kihe war in der TK um 43% hoéher als
in der 1. SL (P = 0,028) und um 91% hoher als in der 2. FL (P = 0,043). In der 1. FL hatten
diese Tiere eine um 72% hdhere Haptoglobinkonzentration als in der 2. FL (P = 0,028).

Bei den nicht laktierenden Kihen war die Adiponektinkonzentration in der 1. FL jeweils um
35% hoher als in der 1. SL (P = 0,012) und in der 2. FL (P = 0,017). Diese Tiere hatten in der

TK eine um 36% hohere Haptoglobinkonzentration als in der 1. SL (P =0,025) und eine um

43



Ergebnisse - Versuch 1

74% hoéhere Haptoglobinkonzentration als in der 2. FL (P = 0,025). In der 1. FL war die
Haptoglobinkonzentration um 48% hoher als in der 2. FL (P = 0,012) und die
Progesteronkonzentration um 62% hdher als in der 2. FL (P = 0,05). Unterschiede zwischen
den nicht laktierenden und den laktierenden Kihen zeigten sich in der
Adiponektinkonzentration. Diese war in der 1. FL bei den nicht laktierenden Kihen um 39%
hoher als bei den Laktierenden (P = 0,021).

Die Serumkonzentrationen von dROM und TBARS unterschieden sich lediglich in der Gruppe
der laktierenden Kuhe. Die dROM Konzentration war in der 1. SL am héchsten und jeweils um
38% hdher als in der TK (P = 0,036) und in der 1. FL (P = 0,05). Die TBARS Konzentration
war in der TK am héchsten, jeweils um 71% héher als in der 1. FL (P = 0,009) und in der 2. FL
(P = 0,033) und um 89% hoher als in der 1. SL (P = 0,022). Die Konzentrationen von
AOPP/Albumin waren bei den laktierenden Kuihen in der 1. SL am héchsten und um 62%
hoher als in der TK (P = 0,030). Die nicht laktierenden Kihe hatten in der 2. FL die hdchste
AOPP/Albumin Konzentration. Diese war doppelt so hoch wie in der TK (P = 0,020). In der 1.
SL hatten diese Tiere ebenfalls eine fast doppelt so hohe AOPP/Albumin Konzentration wie in
der TK (P = 0,002).

Die Cholesterinkonzentration unterschied sich ausschliellich im Serum der Gruppe der
laktierenden Kiuhe und war in der 1. SL am hochsten. Sie stieg von der TK zur 1. FL um 28%
(P = 0,025), von der TK zur 1. SL um 88% (P = 0,012) und von der 1. FL zur 1. SL um 48%
(P =0,012). Von der 1. SL zur 2. FL wurde ein Abfall der Cholesterinkonzentration um 24%
ermittelt (P = 0,012). Die laktierenden Tiere hatten in der 1. SL eine um 83% (P < 0,001) und
in der 2. FL eine um 44% (P = 0,028) hohere Cholesterinkonzentration als die nicht

laktierenden Tiere.
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Tabelle 3: Kdrperkonditions- und Blutparameter von laktierenden und nicht laktierenden Kiihen (je n = 8) wahrend der Trachtigkeit (209 - 224
Tage a.p.), der 1. Frihlaktation (14 - 38 DIM), der 1. Spatlaktation (230 - 260 DIM) und der 2. Frihlaktation (22 - 34 DIM). Mittelwerte £ SEM.

Trachtigkeit 1. Frihlaktation 1. Spatlaktation 2. Frihlaktation

L NL L NL L NL L NL
Korpergewicht (kg) 509+16,04 472+16,72 591+13,28 630+17,5° 624 +11,2¢ 685+ 20,3° 636+13,3¢ 699+ 12,7°
BCS 3,25+0,16 3,25+0,162 3,06£0,15 3,69%0,212° 3,38+0,16 3,88+ 0,13 3,06£0,06 3,50%0,13°
NEFA (mmol/L) 0,26+ 0,05* 0,34+0,082° 0,40%0,03® 0,31+0,032 0,28 + 0,098 0,49 + 0,082 0,30+ 0,06"8 0,21+ 0,05°
BHB (mmol/L) 0,62+0,09 0,72+0,102° 1,17+0,23 1,00+0,19? 0,67+0,06 0,65+0,16° 0,55+ 0,09 0,54+ 0,08°
Adiponektin (ug/mL) 36,9+2,41* 32,6+ 2,232P 27,4+2,69% 38,2+ 3,032 29,6 £ 3,298 28,3+ 2,78° 249+ 1,458 284+216°
Leptin (ng/mL) 8,80+1,29 8,34+0,88 766+£1,18 9,19+0,77 7,16+£1,02 9,11+0,75 782+1,15 10,6+ 1,02
Haptoglobin (ug/mL) 53,7+ 3,39% 52,4+4,222 48,3+ 5,178 44,6+ 1,782 37,6 +4,218€ 38,6 + 2,62>¢ 28,1+ 3,76° 30,1+ 2,88°
Progesteron (ng/mL) 14,6+1,84* 6,33+1,792F 3,06+0,86% 5,37+0,912 9,86 +0,83¢ 5,47%0,97** 517+1,268 3,31+1,15°
dROM (ugH202/mL) 66,4+ 13,5* 77,0£7,12 66,2+ 9,96" 78,8+12,6 91,9+8,66% 87,6+ 19,0 77,6+ 9,71A8 76,0+ 9,58
TBARS (umol/L) 0,36+ 0,06* 0,31+0,04 0,21+0,02® 0,28+0,03 0,19+0,01® 0,23+ 0,02 0,21+ 0,025 0,21+ 0,02
AOPP/Alb. (umol/g) 1,83+0,19* 1,56+ 0,132 2,39+ 0,658 2,27+ 0,432 2,97 £ 0,408 2,97 £ 0,27° 2,00+ 0,28"8 3,15+ 0,61°
Cholesterin (mg/dL) 95,5+5,21* 91,7+ 5,08 122 +6,118 106 +9,65 180 +5,86° 98,4+ 12,8 137 +18,2~8 95,2+ 6,10

Unterschiedliche Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Zeitpunkten, Unterschiede bei den laktierenden Kiihen sind mit Grol3buchstaben

gekennzeichnet, Unterschiede bei den nicht laktierenden Kihen mit Kleinbuchstaben. Die mit Fettdruck hervorgehobenen Werte zeigen signifikante

Unterschiede zwischen laktierenden und nicht laktierenden Kihen innerhalb eines Zeitpunktes (P < 0,05).
DIM: days in milk; L: laktierende Kuhe; NL: nicht laktierende Kihe; BCS: Body condition score; NEFA: non-esterified fatty acid; BHB: B-Hydroxybutyrat; dROM: derivates of

reactive oxygen metabolites; TBARS: Thiobarbituric acid reactive substances; AOPP/AIb.: advanced oxidation protein products/Albumin
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4.1.3 Gewebs- und laktationsspezifische Unterschiede in der Anzahl der mtDNA-Kopien
Die Anzahl der mtDNA-Kopien pro Zelle wurde im subkutanen Fettgewebe, in der Leber und
im peripheren Blut von laktierenden und nicht laktierenden Kiihen in der TK, der 1.FL, der 1.
SL und der 2. FL bestimmt.

Im Blut stieg die Anzahl der mtDNA-Kopien pro Zelle bei den laktierenden Kiihen von der 1.FL
zur 2.FL um 48% (P = 0,035; Abbildung 14A). Bei den nicht laktierenden Kihen gab es keinen
Unterschied in der mtDNA-Kopienzahl zwischen den verschiedenen Zeitpunkten.

In der Leber der laktierenden Kihe war die Anzahl an mtDNA-Kopien zum Zeitpunkt der TK
am hochsten: um jeweils 67% hoéher als in der 1. FL (P = 0,012) und in der 2. FL (P = 0,012)
und um 77% hoéher als in der 1. SL (P = 0,012; Abbildung 14B). Bei den nicht laktierenden
Kihen war die Anzahl der mtDNA-Kopien ebenso zum Zeitpunkt der TK am hdchsten: um 71%
hoher als in der 1. FL (P = 0,036) und fast doppelt so hoch wie in der 1. SL (P = 0,025) und in
der 2. FL (P = 0,012). Diese Tiere hatten in der 1. FL jeweils 20% mehr mtDNA-Kopien als in
der 1. SL (P =0,036) und in der 2. FL (P = 0,012). Beim Vergleich der zwei Tiergruppen hatten
die nicht laktierenden Kuhe in der 1. SL eine um 15% geringere Anzahl an mtDNA-Kopien als
die laktierenden Kiihe (P = 0,038).

Auch im subkutanen Fettgewebe hatten die laktierenden Kihe die héchste mtDNA-Kopienzahl
in der TK. Diese war fast doppelt so hoch wie in der 1. FL (P = 0,012) und in der 2. FL (P =
0,017) und um 68% hoher als in der 1. SL (P = 0,012; Abbildung 14C). Die nicht laktierenden
Kihe hatten in der TK 47% mehr mtDNA-Kopien als in der 2. FL (P = 0,05). Beim Vergleich
der zwei Tiergruppen hatten die nicht laktierenden Kihe in der 1. FL eine um 73% hohere (P
= 0,001) und in der 2. FL eine tendenziell um 40% hdhere (P = 0,065) mtDNA-Kopienzahl als
die laktierenden Kuhe.

Beim Vergleich der Anzahl der mtDNA-Kopien der untersuchten Gewebe und des peripheren
Blutes zeigte sich der héchste mtDNA-Gehalt in der Leber. Dieser war 8-mal héher als im
subkutanen Fettgewebe (P < 0,001) und 10-mal héher als im peripheren Blut (P < 0,001).

46



Ergebnisse - Versuch 1

m laktierend nicht laktierend

450 - Blut

400 - n.l.:n.s.
350 -
300 -
250 +
200 +
150 -
100 -

m Relative mtDNA Kopien/ >
Zelle

450 - A 2 Leber

*

2 B D B
200 - I f
150
100 -

50 -

0

450 +
400 -
350 -
300 -
250 -
200 -
150 - "
100 1 a _b a,b -
50 - A a, ' b
o EEN —— — —
TK 1. FL 1.SL 2. FL

0

Relative mtDNA Kopien/
Zelle

(@)

Fettgewebe

Relative mtDNA Kopien/
Zelle

Abbildung 14: Anzahl der mitochondrialen DNA (mtDNA) Kopien pro Zelle (Mittelwerte £+ SEM) in
verschiedenen Geweben bei laktierenden (n = 8) und nicht laktierenden Kihen (n = 8). Blutproben (A)
und Biopsien von Leber (B) und Fettgewebe (C) wurden in der TK (209 — 224 Tage a.p.), in der 1. FL
(14 — 38 DIM), in der 1. SL (230 — 260 DIM) und in der 2. FL (22 — 34 DIM) enthommen.
Unterschiedliche Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Zeitpunkten,
GroRbuchstaben = laktierende Kihe, Kleinbuchstaben = nicht laktierende Kihe (P < 0,05).
Unterschiede zwischen beiden Tiergruppen wahrend eines Zeitpunktes sind wie folgt gekennzeichnet:
*. P <0,05; ***: P<0,001; 1: 0,05 < P =0,1; n.s.: nicht signifikant.

TK: Trachtigkeit; 1.FL: 1. Frihlaktation; 1. SL: 1. Spatlaktation; 2. FL: 2. Friihlaktation; n.l.: nicht laktierend
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4.1.4 Citrat-Synthase- und Cytochrom-c-Oxidase Aktivitat im Fettgewebe

In der Abbildung 15 ist die Aktivitat der CS und der COX im Fettgewebe dargestellt.

Die laktierenden Kihe wiesen die geringste CS-Aktivitat in der 1. FL auf (Abbildung 15A).
Diese war um 37% geringer als in der TK (P = 0,035) und um 43% geringer als in der 1. SL (P
= 0,015). Im Gegensatz dazu war die CS-Aktivitat bei den nicht laktierenden Kihen in der 1.
FL am hdchsten, um jeweils 65% hoher als in der 1. SL (P = 0,012) und in der 2. FL (P =
0,034). Beim Vergleich der zwei Tiergruppen war die CS-Aktivitat bei den nicht laktierenden
Kihen in der 1. FL um 70% hoéher (P = 0,021) und in der 1. SL um 42% geringer (P = 0,011)
als bei den laktierenden Kihen. Die COX-Aktivitat war bei den laktierenden Kihen ebenfalls
in der 1. FL am geringsten (Abbildung 15B). Diese war um 65% geringer als in der 1. SL (P
= 0,043). Die nicht laktierenden Kihe hatten in der 1. SL die geringste COX-Aktivitat. Diese
war um 45% geringer als in der TK (P = 0,046) und um 61% geringer als in der 1. FL (P =
0,043). Beim Vergleich der zwei Tiergruppen war die COX-Aktivitat bei den nicht laktierenden
Kihen in der 1. FL 2,5-mal héher (P = 0,021) und in der 1. SL um 65% (P = 0,021) geringer
als bei den laktierenden Kuhen.

Es wurde ein positiver Zusammenhang zwischen der CS- und der COX-Aktivitat in der 1. SL

bei den laktierenden Kihen (p = 0,881; P = 0,004) festgestellt.
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Abbildung 15: Aktivitat der beiden mitochondrialen Enzyme Citratsynthase (A; nmol/min/mg Protein)
und Cytochrom-c-Oxidase (B; nmol/min/mg Protein) im Fettgewebe von laktierenden und nicht
laktierenden Kuhen (je n = 8) wahrend der TK (209 - 224 Tage a.p.), der 1. FL (14 - 38 DIM), der 1. SL
(230 - 260 DIM) und der 2. FL (22 - 34 DIM). Mittelwerte £+ SEM. Unterschiedliche Buchstaben zeigen
signifikante Unterschiede zwischen den Zeitpunkten, Groflbuchstaben = laktierende Kihe,
Kleinbuchstaben = nicht laktierende Kihe (P < 0,05). Unterschiede zwischen beiden Tiergruppen
wahrend eines Zeitpunktes sind mit * gekennzeichnet. *: P < 0,05.

TK: Trachtigkeit; 1.FL: 1. Frihlaktation; 1. SL: 1. Spatlaktation; 2. FL: 2. Frihlaktation
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4.1.5 Apoptoserate im subkutanen Fettgewebe und AdipozytengroRe

Die apoptotischen Zellen im subkutanen Fettgewebe einer laktierenden Kuh (A) und deren
nicht laktierendem Kontrolltier (B) in der 1. FL sind exemplarisch in der Abbildung 16 durch
die mit Pfeilen gekennzeichneten rot gefarbten Zellkerne dargestellt.

Die laktierenden Kiihe hatten in der 1. FL 1,5-mal so viele apoptotische Zellen wie die nicht
laktierenden Kiihe (P = 0,05). Diese Aussage spiegelt sich ebenso in der Abbildung 17A

wider.

Abbildung 16: Beispiele fir Apoptose (TUNEL — Test) positive Zellkerne in histologischen Schnitten

des subkutanen Fettgewebes laktierender Kihe (A) und deren nicht laktierender Kontrolltiere (B) in der
1. FL. Als Positiv- (C) und Negativkontrolle (D4, D2) diente bovine Plazenta.

VergroRerung: 200fach (D2: 100fach); positive, rot gefarbte Zellkerne sind durch Pfeile markiert;
Skalierungsbalken entsprechen 100 um.
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Die Apoptoserate der Adipozyten im subkutanen Fettgewebe und die AdipozytengréfRe sind in
der Abbildung 17 dargestellt. Die laktierenden Kihe wiesen die héchste Apoptoserate in der
1. SL auf (Abbildung 17A). Diese war in etwa doppelt so hoch wie die in der TK (P = 0,05)
und die in der 2. FL (P = 0,017). Die nicht laktierenden Kiihe hatten ebenfalls die héchste
Apoptoserate in der 1. SL und zeigten im Vergleich zur 1. FL eine 3,5-mal hdhere Apoptoserate
(P = 0,017). In der TK hatten diese Tiere im Vergleich zur 1. FL eine um 74% hdhere
Apoptoserate (P = 0,036) und in der 2. FL eine um 50% hohere Apoptoserate als in der 1. FL
(P =0,05). Beim Vergleich der zwei Tiergruppen hatten die laktierenden Kihe in der 1. FL eine
um 57% hdéhere Apoptoserate als die nicht laktierenden Kuhe (P = 0,05).

Die Adipozyten der laktierenden Kiihe waren in der TK um 25% gréRer als in der 1. SL (P =
0,05) und um 37% groRer als in der 2. FL (P = 0,036; Abbildung 17B). Bei den nicht
laktierenden Kiihen waren die Adipozyten in der TK am kleinsten; um 30% kleiner als in der 1.
FL (P =0,017), um 34% kleiner als in der 1. SL (P = 0,012) und um 26% kleiner als in der 2.
FL (P = 0,012). Die laktierenden Kihe hatten im Vergleich zu den nicht laktierenden Kuhen in
der 1. FL tendenziell um 18% (P = 0,065), in der 1. SL und in der 2. FL jeweils um 35% (P =
0,015; P = 0,010) kleinere Adipozyten.
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Abbildung 17: Apoptoserate im subkutanen Fettgewebe (A) und AdipozytengréfRe (B) von laktierenden
und nicht laktierenden Kiihen (je n = 8) in der TK (209 - 224 Tage a.p.), in der 1. FL (14 - 38 DIM), in
der 1. SL (230 - 260 DIM) und in der 2. FL (22 - 34 DIM). Mittelwerte £ SEM. Unterschiedliche
Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Zeitpunkten, GroRbuchstaben = laktierende
Kuhe, Kleinbuchstaben = nicht laktierende Kiihe (P < 0,05). Unterschiede zwischen beiden Tiergruppen
wahrend eines Zeitpunktes sind mit * gekennzeichnet:

*P<0,05*:P<0,01;1:0,06 <P <0,1.

TK: Trachtigkeit; 1.FL: 1. Frihlaktation; 1. SL: 1. Spatlaktation; 2. FL: 2. Frihlaktation
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4.1.6 Gewebs- und laktationsspezifische Veranderungen der Telomerlange und der

mRNA Expression der DNA-Methyltransferasen
Die relative Menge an qT wurde im subkutanen Fettgewebe und in der Leber bestimmt, wobei
es bei beiden Geweben in Bezug auf Laktation und Biopsiezeitpunkt keine signifikanten
Unterschiede gab.
Die Erhaltungsmethyltransferase DNMT1 und die de-novo Methyltransferase DNMT3a wurden
ebenfalls im subkutanen Fettgewebe und in der Leber gemessen, die Ergebnisse sind in
Abbildung 18 dargestellt.
Im Fettgewebe zeigte sich bei den laktierenden Kihen die hochste DNMT1 mRNA Expression
in der 1. FL (Abbildung 18A). Diese war um 30% hdher als in der 2. FL (P = 0,032) und
ebenfalls um 30% hdher als bei den nicht laktierenden Kiihen in der 1.FL (P = 0,078). In Bezug
auf die Biopsiezeitpunkte gab es bei den nicht laktierenden Kiihen keine Unterschiede in der
Expression der DNMT1 mRNA. Im Gegensatz zur DNMT1 mRNA Expression war sowohl bei
den laktierenden als auch bei den nicht laktierenden Kihen die DNMT3a mRNA Expression
in der 1. FL am geringsten (Abbildung 18B). Die laktierenden Kihe hatten in der 1. SL eine
2,3-mal héhere (P = 0,018) und in der 2. FL eine 1,8-mal héhere (P = 0,046) DNMT3a mRNA
Expression als in der 1. FL. Die nicht laktierenden Kiihe hatten in der 1. SL eine doppelt so
hohe (P = 0,018) und in der 2. FL eine 2,4-mal hdhere (P = 0,028) DNMT3a Expression als in
der 1. FL. Beim Vergleich dieser zwei Tiergruppen war die DNMT3a mRNA Expression im
Fettgewebe bei den nicht laktierenden Kihen in der 2. FL tendenziell um 48% hdher als bei
den laktierenden Kuhen (P = 0,073).
In der Leber gab es in der Expression der DNMT1 mRNA in Bezug auf Laktation und
Biopsiezeitpunkt keine Unterschiede (Abbildung 18C). Lediglich in der Expression der
DNMT3a mRNA wurde beim Vergleich der laktierenden und nicht laktierenden Kuhe ein
Unterschied festgestellt. Letztere hatten in der 1. FL eine um 28% héhere DNMT3a mRNA
Expression als die laktierenden Kihe (P = 0,002; Abbildung 18D).

51



Ergebnisse - Versuch 1

Fettgewebe
1
A 3 n.l.: n.s. B 3 - _b
A2,5 T 32,5 B B b ‘|’
< 2 < 21 [
< Z
E 15 A QE‘ 1,5 -
A a
= AB B S ] I
E 1 - I I I E g
Z
205 - 0 05 -
0 - 0
1. FL 1. SL 2. FL 1. FL 1. SL 2. FL
Leber
cC , D .,
n.s. .
25 - 525
> <
< 2 < 21
< 4 *k
215 I E15
) 1 © I I
- 1 ™ 1
-
= s
s 0,5 - Z05 -
n t D H
0 0
1. FL 1. SL 1. FL 1. SL

m laktierend nicht laktierend

Abbildung 18: Menge der mRNA von Methyltransferase DNMT1 (A) und DNMT3a (B) im Fettgewebe
laktierender und nicht laktierender Kiihe in der 1. FL (14 -38 DIM; .. n=7; n.l.. n=8), in der 1. SL (230
-260 DIM; I.: n=8; n.l.: n =7) und in der 2. FL (22 - 34 DIM; I.: n = 7; n.l.: n = 8). Methyltransferase
DNMT1 (C) und DNMT3a (D) in der Leber laktierender und nicht laktierender Kuhe in der 1. FL (14 —
38 DIM; l.: n=8;n.l.:n=8)und inder 1. SL (230 — 260 DIM; I.: n = 3; n.l.: n = 3).

Mittelwerte + SEM. Unterschiedliche Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede zwischen den
Zeitpunkten, GroRbuchstaben = laktierende Kihe, Kleinbuchstaben = nicht laktierende Kiihe (P < 0,05).
Unterschiede zwischen beiden Tiergruppen wahrend eines Zeitpunktes sind wie folgt gekennzeichnet:
**: P <0,01; 1. 0,05 < P <0,1; n.s.: nicht signifikant.

1.FL: 1. Frihlaktation; 1. SL: 1. Spatlaktation; 2. FL: 2. Frihlaktation; I.: laktierend; n.l.: nicht laktierend
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4.1.7 Zusammenhéange zwischen der Apoptoserate und der zelluldren Energie-
versorgung sowie der Zellalterung im subkutanen Fettgewebe

Die Zusammenhange zwischen dem Apoptoserate und der zellularen Energieversorgung

sowie der Zellalterung im subkutanen Fettgewebe unter Berlcksichtigung der oxidativen

Stressparameter dROM, TBARS und AOPP sind in der Tabelle 4 dargestellt.
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Tabelle 4: Spearman-Rho Korrelationskoeffizienten zwischen der Apoptoserate, den oxidativen Stressparametern (dROM, TBARS, AOPP/AIb.)
und der zellularen Energieversorgung (mtDNA, CS, COX) sowie der Zellalterung (qT, DNMT3a) im subkutanen Fettgewebe von laktierenden und

nicht laktierenden Kiihen ohne Berticksichtigung der verschiedenen Biopsiezeitpunkte (je n = 32).

zellulare Energieversorgung Zellalterung
mtDNA CS COX qT DNMT3a
L NL L NL L NL L NL L NL
Apoptose n.s. p=-0298 n.s. p =-0,552 n.s. p=-0414 n.s. n.s. n.s. n.s.
dROM n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. ns. p=-0,457 n.s. n.s.
TBARS p =0,346 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. p=-0,486 n.s.
AOPP/AID. n.s. n.s. p =0,297 n.s. p = 0,447 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Hervorgehoben: P < 0,05; Kursiv: 0,05 < P < 0,1; n.s.: nicht signifikant;
L: laktierende Kihe; NL: nicht laktierende Kiihe; mtDNA: mitochondriale DNA; CS: Citrat-Synthase; COX: Cytochrom-c-Oxidase; qT: relative Telomerlange; DNMT3a: DNA-

Methyltransferase 3a; dROM: derivates of reactive oxygen metabolites; TBARS: Thiobarbituric acid reactive substances; AOPP/AIlb.: advanced oxidation protein products/Albumin
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Bei den laktierenden Kihen gab es einen positiven Zusammenhang zwischen der mtDNA-
Kopienzahl und der CS-Aktivitat (p = 0,388; P = 0,028), wohingegen sich die CS-Aktivitat und
die DNMT1 mRNA Expression (p = - 0,490; P = 0,021) gegenteilig beeinflussten. Es wurde ein
positiver Zusammenhang einerseits zwischen der CS- und COX-Aktivitat (p = 0,483; P =
0,006) und andererseits zwischen der mtDNA-Kopienanzahl und der Adiponektinkonzentration
(p =0, 486; P = 0,005) ermittelt. Bei den laktierenden Kiihen konnte in der Spatlaktation auch
ein positiver Zusammenhang zwischen dem Korpergewicht dieser Tiere und der mtDNA-
Kopienzahl (p = 0,790; P = 0,020) festgestellt werden. Das Korpergewicht und die
Adiponektinkonzentration (p = - 0,384; P = 0,03) korrelierten bei diesen Tieren negativ,
wohingegen zwischen dem Koérpergewicht und der Leptinkonzentration (p = 0,370; P = 0,044)
der nicht laktierenden Tiere ein positiver Zusammenhang ermittelt wurde. Auch die
Apoptoserate und die AdipozytengréfRe (p = - 0,304; P = 0,09) beeinflussten sich bei den
laktierenden Tieren tendenziell gegenteilig. Bei diesen Tieren wurde ein positiver
Zusammenhang zwischen der NEFA- und der BHB-Konzentration (p = 0,470; P = 0,008)
festgestellt.
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4.2 Versuch 2

4.2.1 Teilversuch 1: nasale Tupferproben - Kalber, Farsen und laktierende Kiihe

In Abbildung 19 ist die relative Menge an qT in den nasalen Epithelzellen von weiblichen
Kalbern, Farsen und laktierenden Kihen dargestellt. Dabei zeigte sich, dass die Kalber die
langsten Telomere besitzen. Diese waren um 35% langer als bei den Farsen (P = 0,001) und
doppelt so lang wie bei den laktierenden Kiihen (P < 0,001). Die Farsen hatten um 54% langere

Telomere als die laktierenden Kuhe (P < 0,001).
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Abbildung 19: Relative Menge an Telomerprodukten (qT; Mittelwerte + SEM) in den nasalen
Epithelzellen von weiblichen Kalbern (n = 16, < 6 Monate), Farsen (n = 20, > 6 Monate < 1. Laktation)
und laktierenden Kiihen (n = 20, 1. - 3. Laktation).

Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen sind gekennzeichnet (***: P < 0.001).

Die weiblichen Kalber (n = 16; qT: 345 + 21) unterschieden sich in der relativen Menge an qT
von den mannlichen Kalbern (n = 3; qT: 247 + 34). Diese hatten um 40% langere Telomere
als die mannlichen Kalber (P = 0,073).
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4.2.2 Teilversuch 2: nasale Tupferproben — Kalber (3 Zeitpunkte)

Fur die nasale Tupferprobenentnahme wurden in diesem Teilversuch dieselben 16 weiblichen
Kalber aus Teilversuch 1 ausgewahlt. Bei dieser Vergleichsgruppe wurden die Proben zu drei
verschiedenen Zeitpunkten entnommen. Zur ersten nasalen Tupferprobenentnahme
(Zeitpunkt 1; ZP 1) waren die Kalber in einem Alter von héchstens 6 Monaten. Die zweite
nasale Tupferprobenentnahme (Zeitpunkt 2; ZP 2) erfolgte 6 Monate spater und die dritte
Entnahme (Zeitpunkt 3; ZP 3) erfolgte nochmals 12 Monate spater.

Die dabei in der DNA der nasalen Epithelzellen gemessene relative Menge an qT st in
Abbildung 20 dargestellit.

Die Kalber hatten zum ZP 1 um 9% langere Telomere als zum ZP 2 (P = 0,059) und um 16%
langere Telomere als zum ZP 3 (P = 0,003).
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Abbildung 20: Relative Menge an Telomerprodukten (qT; Mittelwerte + SEM) in den nasalen
Epithelzellen von weiblichen Kélbern zum Zeitpunkt 1 (n = 16, Alter < 6 Monate), Zeitpunkt 2 (n = 16,
ZP (1) + 6 Monate) und Zeitpunkt 3 (n = 15, ZP (2) + 12 Monate).

Signifikante Unterschiede zwischen den Zeitpunkten sind gekennzeichnet (**: P < 0.01).

57



Ergebnisse - Versuch 2

Es zeigte sich ein positiver Zusammenhang zwischen der relativen qT (ZP 1) und dem qT-
Verlust vom ZP 1 zum ZP 2 (r = 0,593; P = 0,020; Abbildung 21A) sowie dem qT-Verlust vom
ZP 1 zum ZP 3 (r = 0,711; P = 0,004; Abbildung 21B).

Von ZP 2 zu ZP 3 gab es einen positiven Zusammenhang zwischen der relativen qT (ZP 2)
und dem qT-Verlust (r = 0,526; P = 0,054; Abbildung 21C).
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Abbildung 21: Zusammenhang zwischen der relativen Menge an Telomerprodukten (qT) von
weiblichen Kalbern zum Zeitpunkt 1 und dem qT-Verlust vom Zeitpunkt 1 (ZP 1; Alter < 6 Monate) zum
Zeitpunkt 2 (ZP 2; ZP (1) + 6 Monate; A; n = 15) sowie vom ZP 1 zum Zeitpunkt 3 (ZP 3; ZP (2) + 12
Monate; B; n = 14). In der dritten Abbildung wird der Zusammenhang zwischen der relativen Menge an

gT von weiblichen Kalbern zum Zeitpunkt 2 und dem gT-Verlust vom ZP 2 zum ZP 3 (C; n = 14) gezeigt.
P <0,05.
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4.2.3 Teilversuch 3: Blut-, nasale Tupfer- und Milchproben — laktierende Kiihe

In diesem Teilversuch wurden 12 Tiere der 2. und 3. Laktation (n = je 6) aus der Gruppe der
laktierenden Kihe beprobt. Es wurden Heparin-Vollblutproben, nasale Tupferproben und
Milchproben zur Isolierung der DNA entnommen. Die gemessene relative Menge an qT im
Blut, in der Nasenschleimhaut und in der Milch der laktierenden Kiihe ist in Abbildung 22

dargestellt.
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Abbildung 22: Relative Menge an Telomerprodukten (qT; Mittelwerte + SEM) im Blut (n = 12), in der
Nasenschleimhaut (nasale Epithelzellen; n = 12) und in der Milch (n = 10) von laktierenden Kihen,
0,05<P<=0,1.

Es wurde ein positiver Zusammenhang zwischen der TL im Blut und der DNA der nasalen
Epithelzellen (r = 0,532; P = 0,092; n = 11) ermittelt. Im Gegensatz dazu konnte kein

Zusammenhang zwischen der TL im Blut und in der Milch festgestellt werden.

Die TL in der Milch korrelierte stark negativ mit den Zellzahlgehalten in der Milch (p = -0,770;
P = 0,009). Die Kuhe der 3. Laktation hatten mit durchschnittlich 92.580 + 18.780 Zellen/mL
Milch um 33% hohere Zellzahlgehalte als die Kiihe der 2. Laktation (P = 0,1). In Bezug auf die
relative Menge an T in der Milch wurde zwischen der 2. und 3. Laktation kein Unterschied
festgestellt. Ein Zusammenhang zwischen der TL in der Milch und der Laktationstage sowie

der Milchmenge wurde nicht ermittelt.
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5 Diskussion

5.1 Versuch 1

Mit dem Einsetzen der Laktation, die einen groflen Einfluss auf den Energiebedarf
hochleistender Milchkiihe hat, erhéht sich vor allem durch die Intensivierung der Milchleistung
der Nahrstoffbedarf so enorm, dass die dafiir benétigte Energie nicht ausreichend Uber die
aufgenommene Nahrung bereitgestellt werden kann (Bell, 1995; Grummer, 1995). Diese
Anpassung an die Laktation erfordert eine entsprechende Regulierung und Koordinierung des
Energiestoffwechsels zwischen wichtigen Organen wie zum Beispiel des Fettgewebes und der
Leber (Block et al., 2001). Mitochondrien stellen die Hauptquelle fiir die Energieproduktion in
Saugetierzellen dar und die mtDNA-Kopienzahl, die die Anzahl an Mitochondrien in einer Zelle
widerspiegelt, kann sich dem aktuellen Energiebedarf der Zelle und den zellularen
Umweltbedingungen anpassen (Jakobs et al., 2003; Kaaman et al., 2007; Al-Kafaji &
Golbahar, 2013). Ein Rickgang der Anzahl an mtDNA-Kopien kdnnte im Zusammenhang mit
einer altersbedingten Reduzierung des Energiestoffwechsels stehen (Clay Montier et al.,
2009). Neben den Mitochondrien nehmen auch die Telomere im physiologischen

Alterungsprozess eine wichtige Rolle ein (Passos et al., 2007).

5.1.1 Gewebs- und laktationsspezifische Unterschiede in der Anzahl der mtDNA Kopien
Die Menge an mtDNA-Kopien pro Zelle variiert je nach Art des Gewebes (Clay Montier et al.,
2009) und wird durch die Laktation und dem damit verbundenem erhéhten Energieumsatz
beeinflusst (Valencak et al., 2016). Laubenthal et al. (2016a) beschrieben einen hdheren
mitochondrialen Energieumsatz in der Leber bei laktierenden Kihen im Vergleich zu
Fettgewebe, Eutergewebe und Blut. In der vorliegenden Studie wurden ebenfalls die meisten
mtDNA-Kopien in der Leber ermittelt. Beim Vergleich der 2 Tiergruppen hatten die laktierenden
Kihe in der 1. SL einen hdheren mtDNA-Gehalt als die nicht laktierenden Kontrolltiere. Bei
dem Wiederaufbau der Fettreserven in der SL durch die energieverbrauchende Lipogenese
spielen Mitochondrien als Energieproduzenten eine wichtige Rolle. Dabei wird Uber eine
Erhéhung der Mitochondrienzahl und somit einer Erhéhung der mtDNA-Kopienzahl eine
ausreichende Energieversorgung der Zellen gewahrleistet (Kaaman et al., 2007; De Pauw et
al., 2009; Lu et al., 2010).

Die Leber als zentrales Stoffwechselorgan tbernimmt eine wichtige Rolle bei der Regulierung
der verschiedenen Stoffwechselvorgange bei der Milchkuh wie zum Beispiel der des
Fettstoffwechsels (Weber et al., 2017). In der vorliegenden Studie wurde bei den laktierenden

Kuhen ein Anstieg der Cholesterinkonzentration von der 1. FL zur 1. SL festgestellt. Diese
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Erhéhung kénnte mit einer Erhéhung des Fettstoffwechsels zusammenhangen, da die in der
FL verbrauchten Energiereserven regeneriert werden mussen, damit sie flr die nachste
Laktation wieder zur Verfligung stehen. Auch dass die laktierenden Tiere in der 1. SL eine fast
doppelt so hohe Cholesterinkonzentration als die nicht laktierenden Tiere aufwiesen, verstarkt
die Annahme einer laktationsbedingten Erhéhung des Fettstoffwechsels in der SL.

Der hohe Energiebedarf der Milchkuh in der FL wird durch eine starke Mobilisierung von
Fettreserven (Lipolyse) kompensiert, die wiederum zu einer Erhdhung der Fettsduren (NEFA)
im Blut fuhrt (Drackley, 1999; Adewuyi et al., 2005). Ein Anzeichen der daraus resultierenden
negativen EB stellen NEFA-Konzentrationen > 0,2 mmol/l (Drackley, 2000) dar. In der
vorliegenden Studie erhohte sich die NEFA-Konzentration bei den laktierenden Kuhen in der
1. FL im Vergleich zur TK. Auch im Vergleich zu den nicht laktierenden Kuhen zeigten die
Laktierenden in der 1. FL héhere NEFA-Konzentrationen. Ein weiteres Anzeichen flr eine
negative EB stellt die nach der Geburt steigende BHB-Konzentration dar (Bell, 1995). Auch in
der vorliegenden Arbeit waren die NEFA- und BHB-Konzentrationen der laktierenden Kihe
positiv korreliert.

In der 2. FL hatten die laktierenden Kuhe einen hdheren mtDNA — Gehalt im Blut als in der 1.
FL, was auf einen erhdhten Energiebedarf wegen der héheren Milchleistung in der 2. FL
zurtckzufihren ist. In Bezug auf die EB befanden sich die laktierenden Kihe in der SL im
Vergleich zur 1. FL infolge der abfallenden Milchleistungskurve und der vermutlich steigenden
Futteraufnahme in einer positiven EB. Diese erreichten die Tiere jedoch erst nach 25
Laktationswochen (175 DIM) und nicht wie durchschnittich angegeben nach 15
Laktationswochen (Coppock, 1985). Eine Erklarung dafir kénnte sein, dass Farsen in der
ersten Laktation eine intensive Mobilisation von Fettreserven zeigen. Zudem missen sie
zusatzlich einen erheblichen Bedarf fur ihr Wachstum decken, sodass einerseits der
Energiebedarf fir Laktations- und andererseits fur Wachstumsleistungen bereitgestellt werden
muss und sich die Tiere somit in einer lAngeren Phase der negativen EB befinden (Rossow,
2004). Wahrend der negativen EB kénnen vermehrt Infektions- und Stoffwechselkrankheiten
auftreten (Drackley, 1999). Haptoglobin, ein Akute-Phase-Protein, das in Folge von
Verletzungen oder Infektionen erhéht ist, wird zunehmend zur routinemafigen Analyse von
Entziindungen und unterschiedlichen Erkrankungen eingesetzt (Jawor et al., 2008; Huzzey et
al., 2009). Laut der Studie von Saremi et al. (2012) und Jawor et al. (2016) kommt es bei
primiparen Kihen in der ersten Woche nach der Kalbung zu einem Anstieg der
Haptoglobinkonzentration. In der vorliegenden Studie lag die Haptoglobinkonzentration nach
der Kalbung (1. FL) im Bereich des von Jawor et al. (2008) beschriebenen Normalwertes flr
gesunde Kuhe (< 0,1 g/L). Ebenfalls wie bei Jawor et al. (2016) beeinflussten die in der
vorliegenden Arbeit wahrend der Laktation durchgeflihrten Leberbiopsien die

Haptoglobinkonzentration nicht.
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Dass Kuhe in der 1. Laktation eine negativere EB haben als in der 2. Laktation (Petersson et
al., 2006) konnte auch in dieser Studie festgestellt werden. Einerseits bendtigen die Kihe, von
dem in der 2. Laktation héheren Energiebedarf aufgrund héherer Milchleistung, nicht mehr so
viel Energie um ihre Wachstumsleistung zu decken, was sich auch in einer
Kdrpermassenzunahme von der 1. zur 2. Laktation von etwa 8% widerspiegelt. Andererseits
hat die Milchkuh in der 1. Laktation den Wechsel zwischen der Mobilisation von Fettreserven
(Lipolyse) in der FL und ihrem Wiederaufbau (Lipogenese) in der SL (Lanna et al., 1995) schon
einmal durchlaufen und ist somit fir einen erneuten Wechsel zwischen Lipolyse und
Lipogenese in der 2. Laktation besser angepasst, was sich auch in einer niedrigeren
Haptoglobinkonzentration in der 2. FL widerspiegelt. Auch die Milchmenge stieg in der
vorliegenden Studie von der 1. zur 2. Laktation. Ray et al. (1992) und Vijayakumar et al. (2017)
beschrieben ebenso eine Erhohung der Milchmenge mit zunehmender Laktationsnummer,
was auf eine zunehmende Entwicklung und Volumenzunahme des Euters mit Erhdhung der
Menge an sekretorischen Zellen zurlickzufihren ist (Sorensen et al., 2006). Vor allem in der
1. Laktation befinden sich die Kiihe in einer Wachstumsphase, das Euter ist noch nicht
vollstandig entwickelt und leistungsfahig (Vijayakumar et al., 2017). Bei Laubenthal et al.
(2016a) zeigte sich ein tendenzieller Anstieg der mtDNA-Kopienanzahl im Eutergewebe von
der FL zur SL.

Der Wechsel zwischen Lipolyse und Lipogenese zeigt sich besonders durch die Veranderung
der AdipozytengrofRe, welche in der FL in Abhangigkeit vom Energiebedarf um bis zu 63%
abnimmt und mit dem verstarkten Koérperfettansatz in der SL wieder zunimmt (Smith &
McNamara, 1990). In der vorliegenden Studie konnten weder Anderungen in Bezug auf die
AdipozytengréfRe noch auf den BCS in der FL und SL der laktierenden Kihe festgestellt
werden. Allerdings erhdhte sich das Kdrpergewicht von der 1. FL zur SL um 5,5%. Da der
Wechsel zwischen Lipolyse und Lipogenese in Zusammenhang mit der Laktation steht, scheint
eine Anderung der AdipozytengréRe ebenfalls laktationsabhéangig zu sein. Auch in der
vorliegenden Arbeit waren die Adipozyten im subkutanen Fettgewebe der laktierenden Kihe
inder 1. FL um 18%, in der 1. SL und 2. FL jeweils um 35% kleiner als die der nicht laktierenden
Tiere, was eine laktationsabhangige Anderung der AdipozytengréRe widerspiegelt. Wahrend
der energieverbrauchenden Lipogenese spielen Mitochondrien durch die Produktion und
Bereitstellung von ATP eine wichtige Rolle (De Pauw et al., 2009; Lu et al., 2010). Der mtDNA-
Gehalt im humanen weillen Fettgewebe steht somit in engem Zusammenhang mit der
Lipogenese (Kaaman et al., 2007). In der vorliegenden Studie wurde ein positiver
Zusammenhang zwischen dem Koérpergewicht der laktierenden Kiihe und deren Anzahl an
mtDNA-Kopien im subkutanen Fettgewebe in der SL festgestellt.

Adiponektin, ein Peptidhormon des Fettstoffwechsels (Hulgan et al., 2013) wird vermehrt in

kleinen Fettzellen, wozu die neu differenzierten Adipozyten zahlen, synthetisiert (Yu & Zhu,
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2004). Die Differenzierung der Adipozyten erfordert viel Energie, was mit einer Erhéhung der
Mitochondrienanzahl und somit des mtDNA-Gehaltes einhergeht. Dieser Zusammenhang
zwischen der Mitochondrienfunktion und der Synthese von Adiponektin (Koh et al., 2007)
spiegelte sich auch in der positiven Korrelation zwischen der mtDNA-Kopienanzahl im
subkutanen Fettgewebe und der Plasma-Adiponektinkonzentration bei den laktierenden
Tieren in der vorliegenden Studie wider. Zum Zeitpunkt der FL (Kalbung) erreichten die Tiere
die niedrigste Adiponektinkonzentration (Singh et al., 2014). Bei Menschen und Pferden wurde
ein Ruckgang der Adiponektinkonzentration bei gleichzeitiger Zunahme an Korpermasse
beobachtet (Kern et al., 2003; Kearns et a., 2006). Auch bei den laktierenden Kiihen konnte in
der vorliegenden Studie eine negative Korrelation zwischen Adiponektin und dem
Koérpergewicht festgestellt werden. Leptin, ein weiteres Fettgewebshormon, wird fast
ausschlie8lich vom wei3en Fettgewebe produziert und sezerniert (Zhang et al., 1994). Es
beeinflusst die Nahrungsaufnahme, indem es Informationen Uber die Menge an Fettgewebe
und den Erndhrungszustand an das zentrale Nervensystem und periphere Organe Ubermittelt
und Uber spezielle Regionen des Hypothalamus somit die Nahrungsaufnahme und den
Energieverbrauch reguliert (Pelleymounter et al., 1995; Ahima et al., 1996; Prolo et al., 1998).
Die Plasmaspiegel von Leptin korrelieren positiv mit der Menge der im weillen Fettgewebe
abgelagerten Lipiden (Pratley et al., 1997). In der vorliegenden Studie wurde bei den nicht
laktierenden Kiihen ein positiver Zusammenhang zwischen der Leptinkonzentration und dem
Korpergewicht dieser Tiere ermittelt. Neben den Wirkungen am zentralen Nervensystem wird
fur Leptin unter anderem auch eine Wirkung bei der Reproduktion beschrieben (Chehab et al.,
1997). Ratten, die mit Progesteron behandelt wurden, zeigten eine geringere Freisetzung von
Leptin als Ratten ohne Progesteronbehandlung (Abelenda & Puerta, 2004). Die hemmende
Wirkung von Progesteron auf Leptin, die bei Rattenversuchen nachgewiesen wurde (Grueso
et al., 2001; Abelenda & Puerta, 2004), konnte in der vorliegenden Arbeit nicht bestatigt
werden. Progesteron, auch Gelbkdrperhormon oder Trachtigkeitsschutzhormon genannt, wird
beim Rind im Corpus luteum der Ovarien gebildet (Ruiz et al., 1989; Schnurrbusch & Vogler,
2005). Es schafft fur die Aufnahme und Entwicklung des Embryos optimale Bedingungen,
indem es die Gebarmutterschleimhaut anregt nahrstoffreiches Sekret zur Ernahrung der
Frucht zu bilden und ist somit Voraussetzung fir eine TK (Bostedt, 2003). Bei erfolgreicher
Besamung bleibt der Gelbkorper Uber die gesamte TK erhalten, sodass Progesteron im Blut,
Urin, Kot und in der Milch nachweisbar ist (Hoffmann & Hamburger, 1973; Schnurrbusch &
Vogler, 2005). Kurz vor und wahrend der Geburt nimmt die Progesteronproduktion abrupt ab
(Concannon et al., 1977). Dass die im peripheren Blut gemessenen
Progesteronkonzentrationen in unmittelbarer Beziehung zur Gelbkérperfunkion stehen und
somit trachtigkeitsabhangig unterschiedlich sind (Hoffmann & Hamburger, 1973; Ruiz et al.,

1989), konnte in der vorliegenden Studie ebenso festgestellt werden. Die laktierenden Kiihe
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hatten in der TK im Vergleich zur FL und SL mit 14,6 * 1,84 ng/mL die hdchste
Progesteronkonzentration. Diese war mehr als doppelt so hoch wie die der nicht tragenden
Kontrollgruppe. Nach der Kalbung (1. FL) wurde bei den laktierenden Tieren eine niedrigere

Progesteronkonzentration von 3,06 + 0,86 ng/mL gemessen.

5.1.2 Beeinflusst oxidativer Stress die zellulare Energieverfiigbarkeit?

Eine Erhdéhung der Konzentrationen an dROM, TBARS und AOPP/Alb., die auf ein
Ungleichgewicht zwischen der Bildung von ROS und deren antioxidativer Neutralisierung
zurtckzufihren ist, wird als oxidativer Stress bezeichnet (Witko-Sarsat et al., 1998; Bernabucci
et al., 2005). In der vorliegenden Studie wurde bei den laktierenden Kiihen eine Erhéhung der
dROM Konzentration von der 1. FL zur SL festgestellt, wohingegen TBARS und AOPP/Alb.
konstant blieben. Beim Vergleich der laktierenden und nicht laktierenden Kiihe konnte in
Bezug auf die Parameter des oxidativen Stress kein Unterschied und somit kein
Laktationseinfluss festgestellt werden. Bei den laktierenden Kihen wurde einerseits
tendenziell ein Zusammenhang zwischen dem Stressparameter AOPP/AlIb. und der CS-
Aktivitat im Fettgewebe festgestellt und andererseits erhdhte sich neben der dROM
Konzentration ebenso die CS- und COX-Aktivitat von der 1. FL zur SL. ROS, die als
Nebenprodukt der Atmungskette in den Mitochondrien gebildet werden, fihren in hohen
Konzentrationen zu oxidativen Schaden unter anderem an der mtDNA (Wallace, 2005; Finley
& Haigis, 2009), was zur Beeintrachtigung der Mitochondrienfunktion und somit des
Energiemetabolismus fiuhren kann (Kusminski & Scherer, 2012). Um die Situation des
erhdhten oxidativen Stress und die daraus resultierenden mitochondrialen Schaden zu
kompensieren, kommt es durch die Erhéhung der CS- und COX-Aktivitat zu einer gesteigerten
Energieversorgung innerhalb der Adipozyten. Sowohl die CS, ein Schlisselenzym des
Tricarbonsaurezyklus der Mitochondrienmatrix, als auch die COX, ein Enzym der inneren
Mitochondrienmembran (Komplex 1V), kénnen als Biomarker fur die Mitochondriendichte
herangezogen werden (Picard et al., 2011; Larsen et al., 2012). Diese Aussage wird durch
den in der vorliegenden Studie ermittelten Zusammenhang zwischen mtDNA und CS-Aktivitat
im subkutanen Fettgewebe der laktierenden Kiihe bestatigt.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass oxidativer Stress in Form einer
gesteigerten  Energieversorgung innerhalb der Zellen des Fettgewebes die

Energieverfligbarkeit beeinflusst.
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5.1.3 Energetische Unterversorgung, Alterung und Zelltod im subkutanen Fettgewebe —

gibt es einen Zusammenhang?
Oxidativer Stress (ROS) kénnte zur Schadigung der Mitochondrien und anderer Zellorganellen
fihren (Al-Kafaji & Golbahar, 2013), wobei dabei der zellulare Energiestoffwechsel
beeintrachtigt werden und dies schlussendlich in der Alterung der Zellen oder sogar dem
Zelltod (Apoptose) enden kdnnte (Passos et al., 2007; Loeser, 2017). In der vorliegenden
Studie hatten die laktierenden Kihe in der SL sowohl eine héhere dROM-Konzentration als
auch eine hdhere Apoptoserate im subkutanen Fettgewebe als in der TK. Dass laktierende
Kihe im Vergleich zu nicht laktierenden Kihen in der FL eine erhéhte Apoptoserate durch den
nach der Kalbung erhdhten oxidativen Stress (Abd Ellah, 2016) zeigten, konnte in der
vorliegenden Studie nur in Bezug auf die Apoptoserate bestatigt werden. Die laktierenden
Kihe zeigten in der 1. FL eine hdhere Apoptoserate im subkutanen Fettgewebe als die nicht
laktierende Kontrollgruppe, wohingegen in Bezug auf die oxidativen Stressparameter kein
Unterschied zwischen den beiden Tiergruppen bestand. Die Aussage, dass die Apoptoserate
bei Rindern von der Adipozytengrélte abhangt und es laktationsbedingt zu einer erhdhten
Apoptoserate kommt (Haussler et al., 2013), konnte in der vorliegenden Arbeit zusatzlich mit
dem Vergleich der histologischen Schnitte des subkutanen Fettgewebes in der FL zwischen
den laktierenden und nicht laktierenden Kiihen bestatigt werden. In der Studie von Haussler
et al. (2013) wurde eine erhéhte Apoptoserate in Fettdepots mit kleineren Adipozyten ermittelt.
Kleinere Adipozyten verlieren ihre Funktion als Lipidspeicher sobald sie eine kritische (kleine)
GroRe erreicht haben. Die Zellen sind folglich energetisch unterversorgt, was schlieRlich zur
Apoptose fuhrt (Cianzio et al., 1985; Haussler et al., 2013). In der vorliegenden Studie wurde
in der FL ein tendenziell negativer Zusammenhang zwischen der CS-Aktivitat, die den
zellularen Energiestatus wiedergibt, und der Apoptoserate ermittelt. Die Adipozytengréfle
nimmt in der FL durch die Mobilisierung von Fettreserven (Lipolyse) um bis zu 63% ab, was
zu einer energetischen Unterversorgung fuhrt und eine erhdhte Apoptoserate beglnstigt
(Cianzio et al., 1985; Smith & McNamara, 1990). In der vorliegenden Studie wurde eine
negative Korrelation zwischen der AdipozytengréRe und der Apoptoserate bei den
laktierenden Kihen ermittelt. Je kleiner die Adipozyten waren, umso groRer war die
Apoptoserate. Dass die Adipozytengrofle von der Laktation beeinflusst wird, konnte in der
vorliegenden Studie durch den Vergleich der beiden Tiergruppen bestatigt werden. Die
laktierenden Kihe hatten sowohl in der FL als auch in der SL kleinere Adipozyten als die nicht
laktierenden Kontrolltiere. Somit flihrt die laktationsabhangige AdipozytengréfRe zu einer
energetischen Unterversorgung der Zellen und dies zum Zelltod. Ein erhdhter oxidativer Stress
wahrend der Laktation und dessen Beeinflussung der Apoptosrate konnte anhand der
Ergebnisse der vorliegenden Studie nicht festgestellt werden. Ob die Laktation in Form einer

zelluladren energetischen Unterversorgung auch zur Alterung der Zellen flhren kann und wie
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sich oxidativer Stress auswirkt, wurde einerseits durch Bestimmung der relativen qT und
andererseits durch Bestimmung der Methyltransferasen DNMT1 und DNMT3a im subkutanen
Fettgewebe untersucht. In der vorliegenden Studie konnte kein Zusammenhang zwischen der
CS-Aktivitat und der relativen qT festgestellt werden. Dies flhrt zu der Annahme, dass die TL
in Zellen des subkutanen Fettgewebes nicht durch deren energetischen Status beeinflusst
wird. Als Haupteinflussfaktor der TL-Verkilirzung in Rindergeweben wird die Lange der
anfanglichen Telomere gesehen. Die TL-Verkirzungsrate ist demnach umso gréRer, je langer
die Ausgangstelomere sind (Ehrlenbach et al., 2009; Nordfjall et al., 2009; Laubenthal et al.,
2016b). In der vorliegenden Studie wurden weder Unterschiede in der relativen qT von der FL
zur SL noch zwischen den laktierenden und den nicht laktierenden Kihen ermittelt. Diese
Ergebnisse zeigen, dass eine Laktation bei Milchkihen zumindest im subkutanen Fettgewebe
keinen Einfluss auf die TL und somit einem beschleunigtem Alterungsprozess hat. Auch die
Anzahl von Laktationen hat laut Laubenthal et al. (2016b) keinen Einfluss auf die TL von
Milchklihen. Das Fettgewebe gehdrt zu den langsam proliferierenden Geweben (Daniali et al.,
2013), die laut einer Humanstudie langere Telomere aufweisen als schnell proliferierende
Gewebe (Aubert & Lansdorp, 2008). Dartiber hinaus zeigte sich im subkutanen Fettgewebe
von Milchkiihen in der FL nur eine geringe Zellproliferationrate (Haussler et al., 2013). In einer
Humanstudie von Nussey et al. (2014) wurden im Erwachsenenalter nur marginale TL-
Veranderungen in Geweben mit geringen Replikationsraten beobachtet, was zu der Annahme
fuhrt, dass TL-Verkirzungen moglicherweise keinen Einfluss auf den zellularen
Alterungsprozess von langsam proliferierenden Geweben, wie dem subkutanen Fettgewebe,
haben (Tzanetakou et al. 2012). Dass sich oxidativer Stress in Form von dROM negativ auf
die relative qT im subkutanen Fettgewebe auswirkt, konnte in der vorliegenden Studie bei den
nicht laktierenden Tieren gezeigt werden. Eine mdgliche Erklarung daflir, dass dieser
Zusammenhang nur bei den nicht laktierenden Kihen beobachtet wurde und somit
laktationsunabhangig zu sein scheint, konnte in der unterschiedlichen Korperkondition der
beiden Tiergruppen liegen. Die nicht laktierenden Kuihe hatten im Vergleich zu den
laktierenden Kuihen héhere BCS-Werte. Einerseits wurde ein Zusammenhang zwischen einer
Gewichtserhéhung und einer erhdhten dROM-Konzentration bei nicht laktierenden Kiihen
festgestellt (Laubenthal et al., 2017). In einer Humanstudie konnte andererseits ein
Zusammenhang zwischen der Koérperkondition und der TL festgestellt werden, wobei eine
Gewichtserhdhung zu vermehrtem oxidativem Stress und dies wiederum zu einer starkeren
Verkurzung der Telomere fuhrt (Mlezzinler et al., 2016).

Oxidativer Stress, als Folge einer Ansammlung von ROS, nimmt mit dem Alter zu und fihrt
gleichzeitig zu einem Rickgang des Zellreparaturmechanismus (Sohal & Weindruch, 1996;
Arita & Costa, 2014), wozu unter anderem die DNA-Methylierung zahlt (llli et al., 2009). In der

vorliegenden Studie konnte bei den laktierenden Kiihen gezeigt werden, dass eine Erhéhung
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des mtDNA-Gehaltes und somit der CS-Aktivitat, um durch den oxidativen Stress entstandene
mitochondriale Schaden zu kompensieren (Lee et al.,, 2000), mit einem Rickgang der
Erhaltungsmethyltransferase DNMT1 im subkutanen Fettgewebe einhergeht. Aullerdem
konnte die Aussage eines Rickgangs der DNA-Methylierung mit einem Rickgang der DNMT1
mRNA-Expression im subkutanen Fettgewebe bei den laktierenden Kiihen von der 1. FL zur
2. FL unterstitzt werden. Im Gegensatz zu den laktierenden Kiihen anderte sich die DNMT1
mRNA-Expression bei den nicht laktierenden Kihen im Untersuchungszeitraum nicht, was
neben der Tatsache eines tendenziell ermittelten Unterschiedes der DNMT1 mRNA
Expression zwischen den laktierenden und den nicht laktierenden Kihen in der 1. FL zu der
Annahme flhrt, dass die Laktation einen Einfluss auf die DNA-Methylierung hat. Im Gegensatz
zur DNMT1 mRNA-Expression im subkutanen Fettgewebe konnte in der Leber ein hoch
signifikanter Unterschied in der DNMT3a mRNA-Expression zwischen laktierenden und nicht
laktierenden Kuhen festgestellt werden. Die laktierenden Kihe zeigten in der 1. FL eine
niedrigere DNMT3a mRNA-Expression im Vergleich zu den nicht laktierenden Kihen, was die
Annahme einer laktationsabhangigen Methylierung ebenfalls stltzt. Dass oxidativer Stress zu
einem Rickgang der DNA-Methylierung fihrt, konnte durch den ermittelten kontraren
Zusammenhang zwischen TBARS und DNMT3a im subkutanen Fettgewebe in der
vorliegenden Studie gezeigt werden. Die DNMT3a mRNA-Expression erhéhte sich im
subkutanen Fettgewebe, entgegen der Aussage eines Rickgangs der DNA-Methylierung, bei
beiden Tiergruppen von der 1. FL zur 2. FL. Eine mégliche Erklarung dafir kdnnte sein, dass
die de novo Methyltransferase DNMT3a (Jurkowska et al., 2011) dem zelluldren
Alterungsprozess durch Aufrechterhaltung der Chromosomenstabilitat (Arita & Costa, 2014)

entgegenzuwirken scheint.

Basierend auf den aktuellen Ergebnissen scheint oxidativer Stress in Form einer gesteigerten
Energieversorgung innerhalb der Zellen des Fettgewebes die Energieverfiigbarkeit zu
beeinflussen. Sowohl der mtDNA-Gehalt der Zellen des Leber- und Fettgewebes als auch die
Adipozytengrole und die Apoptoserate im subkutanen Fettgewebe verandern sich
laktationsbedingt, wobei die laktationsabhéangige Adipozytengrofde zu einer energetischen
Unterversorgung der Zellen flhrt und dies im Zelltod endet. Die Laktation bei Milchkiihen hat
im subkutanen Fettgewebe keinen Einfluss auf die TL und somit einem beschleunigtem
Alterungsprozess, wohingegen die DNA-Methylierung im Leber- und Fettgewebe vermutlich
durch die Laktation beeinflusst wird.

Um die umfassenden Mechanismen der zellularen Energieversorgung bei Milchkihen zu
verstehen und den Einfluss mehreren Laktationen in weiteren Gewebearten zu untersuchen,

sind zukinftige Studien notwendig.
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5.2 Versuch 2

5.2.1 Telomerlangenbestimmung in nasalen Tupferproben

Bei der dieser Dissertation zu Grunde liegenden Studie handelt es sich um eine der ersten
Untersuchungen zur TL-Bestimmung der DNA aus nasalen Tupferproben von Kihen
unterschiedlichen Alters und Laktationsstatus. Bisherige Untersuchungen zur TL-Bestimmung
beziehen sich weitestgehend auf humane Studien, wodurch es bislang nur wenige
Erkenntnisse bei Kihen gibt. Bisher sind Daten Uber TL bei Milchkihen auf Messungen aus
invasiven Probenentnahmen, wie Blutproben und Biopsien verschiedener Gewebe, wie
Leber-, Fett- oder Eutergewebe, beschrankt (Brown et al., 2012; Laubenthal et al., 2016b). Als
Alternative zu dieser invasiven DNA-Probenentnahme beschrieben Foley et al. (2011) die
nichtinvasive Probenentnahme bei Kiilhen mit Hilfe der Performagene™LIVESTOCK nasal
swabs. Vorteile sind laut Foley et al. (2011) die universelle Einsetzbarkeit der nasalen Tupfer,
unabhangig vom Alter oder Geschlecht der Tiere und die qualitativ und quantitativ sehr hohe
DNA-Ausbeute. In der von Brown et al. (2012) durchgeflihrten Untersuchung von Holstein
Rindern und der damit verbundenen Aussage, dass sich die TL mit fortschreitendem Alter der
Kihe verkirzt, konnte sowohl im vorliegenden Teilversuch 1 als auch im Teilversuch 2
bestatigt werden. Im Teilversuch 1 hatte die Gruppe der laktierenden Kiihe, die in dem Versuch
die Gruppe mit den altesten Tieren darstellte, im Vergleich zur Gruppe der Farsen und der
Kalber, die kirzesten Telomere in der DNA der Nasenepithelzellen. Im Teilversuch 2 wurden
dieselben weiblichen Tiere der Kalbergruppe zu drei verschiedenen Zeitpunkten (1.
Beprobung: im Alter < 6 Monate; 2. Beprobung: 6 Monate spéater; 3. Beprobung: nochmals 12
Monate spater) beprobt.

Es wurde ebenso eine Verkirzung der TL von der 1. Beprobung bis hin zur 3. Beprobung
festgestellt.

Bisher ist nur wenig dariber bekannt, warum jedes Individuum zur Geburt mit einer
unterschiedlichen Lange an Telomeren ausgestattet ist. Eine Humanstudie von Marchetto et
al. (2016) zeigte, dass eine Ursache daflr die Umwelteinflisse wahrend der Schwangerschaft
darstellen kénnen. So hatten die Neugeborenen von Mittern, die in der Schwangerschaft
Stress hatten, kirzere Telomere als solche von Mdttern, die eine stressfreie Schwangerschaft
hatten. Eine weitere mdgliche Ursache kdnnte in der unterschiedlichen TL von weiblichen und
mannlichen Individuen zu sehen sein, wobei die Datenlage bezlglich der
geschlechterspezifischen Lange der Telomere verschieden ist und sich fast ausschlie3lich auf
Humanstudien bezieht. Einerseits gab es laut Okuda et al. (2002) keine Unterschiede in der
TL von neugeborenen Madchen und Jungen. Factor-Litvak et al. (2016) zeigten andererseits,
dass weibliche Neugeborene langere Telomere hatten als mannliche Neugeborene. In der
vorliegenden Studie hatten die weiblichen Kalber tendenziell langere Telomere als die

Mannlichen, wobei sich die Anzahl der mannlichen Kalber in der Untersuchung allerdings auf
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nur 3 beschrankte. Nachfolgende Studien sollten sich einerseits in Bezug auf die
geschlechterspezifische Lange der Telomere auf eine grollere Anzahl beprobter Kihe
beziehen und andererseits mit der Frage auseinandersetzen, ob Stress wahrend der
Trachtigkeit auch einen Einfluss auf die TL der Kalber hat. Auch die Aussage von Frenck et al.
(1998), dass die humane TL-Verkirzung nicht konstant ablauft, sondern es nach der Geburt
zu einer starken Verkirzung der Telomere kommt, die dann etwa im Alter von 4 Jahren
abschwacht, sollte in zuklnftigen Studien bei Kiihen untersucht werden, da es bis zum jetzigen
Stand in der Literatur keinerlei Angaben zu derartigen Studien gibt.

Nordfjall et al. (2009) zeigten, dass Individuen mit den langsten Ausgangs-TL im
Untersuchungszeitraum die starkste TL-Verkilrzung aufwiesen und Individuen mit kirzeren
Ausgangs-TL eine nicht so starke Verklrzung zeigten. Im Teilversuch 2 der vorliegenden
Studie wurde bei weiblichen Kalbern ebenfalls ein Zusammenhang zwischen der Ausgangs-
TL und dem gT-Verlust ermittelt, wobei die TL-Verklrzung einerseits bei langeren Telomeren
am starksten war und andererseits bei den Zeitpunkten, die am weitesten auseinander lagen
(ZP1 - ZP3), am grofiten war. Ein Grund hierfur kdnnte laut Ouellette et al. (2000) sein, dass
die Telomerase, ein Enzym, welches der Verkirzung der Telomere entgegenwirkt, bevorzugt
an kurzen Telomeren ansetzt. Da in der vorliegenden Studie die Telomeraseaktivitat nicht
bertcksichtigt wurde, sollte diese in nachfolgenden Studien untersucht werden.

Um nun zu Uberprifen, ob die ermittelten Daten der TL in der Nasenschleimhaut mit den TL
im Blut zusammenhdngen und somit vergleichbar sind, wurde ein weiterer Versuch

(Teilversuch 3) durchgefinhrt.

5.2.2 Konnen nichtinvasive Probenentnahmen die invasiven Blutprobenentnahmen zur

Telomerlangenbestimmung ersetzen?
Analog zu Foley et al. (2011) wurden in dem vorliegenden Teilversuch 3 nasale Tupfer- und
Milchproben sowie Blutproben als Bezugsgréfie von 12 Kihen enthommen, um aus diesen
Proben DNA fir die anschlieRende multiplex qPCR-Messung zur TL-Bestimmung zu
extrahieren. Dabei wurde ein tendenziell positiver Zusammenhang (r = 0,532; P = 0,092)
zwischen der TL in den nasalen Tupferproben und der TL in den Blutproben derselben Tiere
ermittelt. Dass es sich um einen Trend handelt, kdnnte einerseits an der geringen Anzahl an
beprobten Kihen liegen, andererseits kdnnte es mit der unterschiedlichen Art an Zellen
zusammenhangen. Die TL im Blut wurden aus zirkulierenden Zellen, den Leukozyten,
bestimmt, wahrend die TL in der Nasenschleimhaut Gewebe-TL vollstandig differenzierter
Zellen reflektieren (Daniali et al., 2013). Mit diesen Untersuchungen wurden erste
Grundkenntnisse im Zusammenhang zwischen der TL in der Nasenschleimhaut und der TL im

Blut bei Kuhen erreicht. Da es sich bei den vorliegenden Daten nicht um signifikante
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Ergebnisse, sondern um einen Trend handelt, kann zum jetzigen Zeitpunkt keine eindeutige
Aussage uber eine nichtinsavie Alternative in Form von nasalen Tupferprobenentnahmen zur
Bestimmung der TL bei Kiihen getroffen werden. Hierzu sind zukinftig weitere Studien mit
einer grolieren Anzahl an zu beprobenden Tieren notwendig.

Milchproben verschiedener Kiihe kdnnen sich einerseits erheblich in den Zellzahlgehalten und
andererseits hinsichtlich des Infektionsstatus, wie zum Beispiel Mastitis, unterscheiden (Kehrli
& Shuster, 1994) und sind zudem nicht vielseitig einsetzbar, da sich die Probenentnahme auf
die Gruppe der laktierenden Kihe beschrankt (Foley et al., 2011). Aus diesen Grinden ist
Milch kein geeignetes Medium, um eine einheitliche DNA-Menge zu erhalten. Um in dem
vorliegenden Teilversuch 3 die Unterschiede im Zellzahlgehalt der 12 laktierenden Kihe
moglichst gering zu halten, wurde einerseits die Milchprobe jeder Kuh nicht nur aus einem
Euterviertel, sondern aus allen vier Eutervierteln gleichermal3en entnommen (Murphy et al.,
2002) und die Milchprobenentnahme ausschlieRlich bei Kiihen mit gesunden, nicht infizierten
Eutervierteln (Zellzahlgehalt < 3 x 10° Zellen/ml Milch; Kehrli & Shuster, 1994) durchgefihrt.
Die anschlieBenden PCR-Messungen der isolierten DNA einerseits aus den somatischen
Zellen der 12 Milchproben und andererseits aus den Leukozyten der Blutproben derselben 12
Tiere des vorliegenden Versuches ergaben, dass kein Zusammenhang zwischen der TL im
Blut und in der Milch bestand. Das kdnnte daran liegen, dass die Milchprobenentnahme
aufgrund der starken Beeinflussung der DNA-Ausbeute aus den somatischen Zellen der Milch
unter anderem durch den Zellzahlgehalt keine zuverlassige und effiziente Methode zur DNA-
Isolierung darstellt. Auch dass die Isolierung qualitativ und quantitativ hochwertiger DNA durch
Milchinhaltsstoffe, wie Fette und Proteine, erschwert wird (Usman et al., 2014) und deshalb
der Aufwand der DNA-Isolierung aus den Milchproben ein gréRerer ist als zum Beispiel der
aus nasalen Tupferproben, stellt einen weiteren Grund dar, weshalb die Milchprobenentnahme
keine Alternative zur invasiven Blutprobenentnahme ist.

Es wurde ein starker negativer Zusammenhang zwischen der TL in den Milchproben und dem
Zellzahlgehalt in denselben Milchproben festgestellt. Mrode et al. (1998), Haile-Mariam et al.
(2001) und Bielfeldt et al. (2004) beschrieben, dass es mit steigender Laktationsnummer und
somit mit zunehmendem Alter der Tiere zu einem Anstieg des Zellzahlgehaltes in der Milch
kommt. Im Teilversuch 3 der vorliegenden Studie hatten die Kiihe der 3. Laktation tendenziell
hoéhere Zellzahlgehalte als die Kuhe der 2. Laktation. Eine Erklarung dafir sieht Schutz et al.
(1990) darin, dass die Milchmenge mit steigender Laktationsnummer zurlickgeht und somit
der somatische Zellzahlgehalt ansteigt, weil sich die somatischen Zellen in einem kleineren
Volumen konzentrieren. Laut Brown et al. (2012) verkirzt sich die TL bei Kihen mit
fortschreitendem Alter. In der vorliegenden Studie wurde weder eine Verklirzung der Telomere
in der Milch von der 2. zur 3. Laktation ermittelt, noch veranderte sich die Milchmenge mit

steigender Laktationsnummer. Ein Grund dafiir kbnnte zum einen die geringe Probenanzahl
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sein und zum anderen der geringe Abstand zwischen den beiden Laktationen sein. Da sich
zwischen einer Laktation vermutlich noch keine Unterschiede in der TL und der Milchmenge
feststellen lassen, sollten nachfolgende Studien noch weitere aufeinanderfolgende

Laktationen untersuchen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich die TL mit zunehmendem Alter verkirzt, dass
weibliche Kalber von Geburt an tendenziell mit langeren Telomeren ausgestattet sind als
Mannliche und dass die TL-Verkirzung umso groRer ist, je langer die Ausgangs-TL ist. Nasale
Tupferproben kénnten im Gegensatz zu Milchproben eine nichtinvasive Alternative zu
Blutproben auch aufgrund der besseren Praktikabilitdit der Probenentnahme fir die TL-
Bestimmung bei Kuhen darstellen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie geben nur einen begrenzten Einblick auf das
vielseitige Gebiet der TL-Untersuchung, vorallem in Nasenepithelzellen von Kuhen. Zukiinftige
Studien mit einer gréReren Probenanzahl sind notwendig, um Unterschiede in der
geschlechterspezifischen TL und Auswirkungen von Stress wahrend der TK zu untersuchen.
Haarproben kdnnten eine weitere potenzielle nichtinvasive Alternative zur TL-Bestimmung

darstellen und sollten in nachfolgenden Studien untersucht werden.
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6 Zusammenfassung

Untersuchung der zellularen Energieversorgung und Alterung in verschiedenen

Geweben bei Milchkiihen unter Beriicksichtigung der Laktation

Der Energiebedarf von Hochleistungskiihen wird entscheidend von der Laktation gepragt und
fhrt zu Veranderungen in der Energiebilanz (EB) und im Stoffwechsel. Sobald der
Energiebedarf die dber das Futter aufgenommene Energie Ubertrifft, mobilisieren
hochleistende Milchkiihe verstarkt ihre Kérperreserven, vorallem von Fett. Wahrend es nach
dem Kalben und in der Frihlaktation (FL) vermehrt zur Fettmobilisierung (Lipolyse) kommt,
findet in den spateren Laktationsphasen und in der Trockenstehzeit eine Fetteinlagerung
(Lipogenese) statt. In der wahrend der Lipolyse auftretenden Phase der negativen EB wirkt
sich der Energiemangel auf die Energieversorgung der Zellen aus. Dabei wird ein groRer Teil
der zellularen Energieversorgung von den Mitochondrien, die ein eigenes Genom besitzen
(mtDNA), bereitgestellt. Oxidative Schaden an der DNA der Mitochondrien, die durch eine
langfristig hohe Stoffwechselbelastung (oxidativer Stress) hervorgerufen werden, kénnen zu
zellularen Fehlfunktionen und zur Beeintrachtigung des Energiestoffwechsels fliihren und den
Alterungsprozess beschleunigen. Die Zellalterung kann einerseits liber die DNA-Methylierung
und andererseits durch Telomere gesteuert werden.

Ziel dieser Arbeit war es, in einem ersten Versuch den Einfluss der Laktation und die
Auswirkungen von oxidativem Stress auf die zellulare Energieversorgung sowie auf den
Alterungsprozess zu untersuchen und zu prifen, ob diese Prozesse in einem Zusammenhang
stehen. Ein weiterer Schwerpunkt bestand im zweiten Versuch in der Fragestellung, ob sich
die Telomerlange (TL) auch in der Nasenschleimhaut von Kihen mit zunehmendem Alter
verklrzen und ob somit nichtinvasive Probenentnahmen in Form von nasalen Tupfern die
invasiven Blutprobenentnahmen zur TL-Bestimmung bei Milchkihen ersetzen konnen.

Fir die Untersuchungen innerhalb des ersten Versuches wurden tragende Farsen (n = 8) mit
einer Kontrollgruppe, die aus gleichaltrigen, nicht tragenden Farsen (n = 8) bestand, Gber einen
Zeitraum von zwei Laktationen (Trachtigkeit (TK); 1. FL; 1. Spatlaktation (SL); 2. FL)
miteinander verglichen. Den Tieren wurden Biopsien aus der Leber und dem subkutanen
Fettgewebe im Bereich des Schwanzansatzes sowie Blutproben entnommen. In den Proben
wurde oxidativer Stress, die Mitochondriendichte und -aktivitdt, Apoptose und die
AdipozytengréfRe, die mtDNA-Kopienanzahl, die relative Anzahl an Telomerprodukten (qT)
und die DNA-Methylierung (DNMT1, DNMT3a) untersucht. In einem zweiten Versuch, derin 3
Teilversuche untergliedert war, wurden 60 Tiere der Rasse Deutsche Holstein in 3

Versuchsgruppen eingeteilt. Die erste Gruppe bestand aus 20 Kalbern, die zweite Gruppe aus
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20 Farsen und die dritte Gruppe aus 20 laktierenden Kiihen mit der Laktationszahl 1 bis 3. Im
1. Teilversuch wurde bei allen 60 Tieren im Bereich der Nasenschleimhaut mit Hilfe von
nasalen Tupfern Proben entnommen. Im 2. Teilversuch wurde die Kalbergruppe erneut mit
nasalen Tupfern 6 und 18 Monate nach der ersten Probenentnahme (Teilversuch 1) beprobt.
Im 3. Teilversuch wurden bei je 6 laktierenden Kiihen der 2. und 3. Laktation 3 Monate nach
der ersten Beprobung (Teilversuch 1) Milch-, Heparin-Vollblut- und nasale Tupferproben
entnommen, um anschlieend in den gesamten Proben die qT zu bestimmen.

Die Ergebnisse des ersten Versuches zeigten, dass oxidativer Stress in Form einer
gesteigerten  Energieversorgung innerhalb der Zellen des Fettgewebes die
Energieverfugbarkeit beeinflusst. Sowohl der mtDNA-Gehalt der Zellen des Leber- und
Fettgewebes als auch die AdipozytengréRe und die Apoptoserate im subkutanen Fettgewebe
verandern sich laktationsbedingt, wobei die laktationsabhangige Adipozytengrofie zu einer
energetischen Unterversorgung der Zellen fihrt und dies im Zelltod endet. Eine Laktation bei
Milchkiihen hat im subkutanen Fettgewebe keinen Einfluss auf die TL und somit einem
beschleunigtem Alterungsprozess, wohingegen die DNA-Methylierung im Leber- und
Fettgewebe durch eine Laktation beeinflusst wird. Im zweiten Versuch zeigte sich, dass sich
die TL mit zunehmendem Alter verkirzt, dass weibliche Kalber von Geburt an tendenziell mit
langeren Telomeren ausgestattet sind als Mannliche und dass die TL-Verkirzung umso gréRer
ist, je langer die Ausgangs-TL ist. Nasale Tupferproben kdnnten im Gegensatz zu Milchproben
eine nichtinvasive Alternative zur TL-Bestimmung bei Kiihen darstellen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie geben nur einen begrenzten Einblick. Um die
umfassenden Mechanismen der zellularen Energieversorgung bei Milchkiihen zu verstehen
und den Einfluss mehrerer Laktationen in weiteren Gewebearten zu untersuchen, sind
zuklnftige Studien notwendig. Auch eine gréRere Probenanzahl und weitere potenzielle
nichtinvasive Alternativen, wie Haarproben, zur TL-Bestimmung sollten in nachfolgenden

Studien berlcksichtigt werden.
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7 Summary

Investigation of cellular energy supply and aging in different tissues of dairy cows

under consideration of lactation

The energy requirements of high-performance dairy cows are significantly influenced by
lactation and lead to changes in their energy balance (EB) and metabolism. As soon as their
energy requirement exceeds the energy absorbed through feed, high-performance dairy cows
mobilise their body fat reserves. While fat mobilisation (lipolysis) occurs increasingly after
calving and during early lactation, fat storage (lipogenesis) takes place in the later lactation
phases and in the dry period. During the phase of negative EB occurring during lipolysis, the
cow’s energy deficiency affects the energy supply of the cells. A large part of the cellular
energy supply is provided by the mitochondria, which have their own genome (mtDNA).
Oxidative damage to the mitochondrial DNA caused by long-term high metabolic stress
(oxidative stress) can lead to cellular malfunctions and impairment of the energy metabolism
and thus accelerate the aging process. Cell ageing can be controlled by DNA methylation on
the one hand and by telomeres on the other.

The aim of the first experiment of this study was to investigate the influence of lactation, the
effects of oxidative stress on cellular energy supply and on the ageing process, to check
whether these processes are related. The second experiment focused on the question whether
whether the telomere length (TL) in the nasal mucosa of cows also decreases with age and
whether non-invasive sampling in the form of nasal swabs can replace invasive blood sampling
for TL determination in dairy cows.

For the investigations in the first experiment, pregnant heifers (n = 8) were compared with a
control group consisting of non-pregnant heifers of the same age (n = 8) over a period of two
lactations (pregnancy; 1 early lactation; 1%t late lactation; 2" early lactation). In addition to
blood samples, tissue biopsies were collected from liver and subcutaneous adipose tissue from
the tail stock region. In those samples, oxidative stress, mitochondrial density and activity,
apoptosis and adipocyte size, amount of mtDNA copies, relative quantity of telomere products
(qT) and DNA methylation (DNMT1, DNMT3a) were investigated. In a second experiment,
which was subdivided into 3 partial experiments, 60 animals of the breed Deutsche Holstein
were divided into 3 experimental groups. The first group consisted of 20 calves, the second
group of 20 heifers and the third group of 20 lactating cows with the lactation numbers 1 to 3.
In the first partial experiment, swab samples were taken from all 60 animals from the nasal
mucosa. In the second partial experiment, the group of calves was additionally sampled with

nasal swabs 6 and 18 months after the first sampling (partial experiment 1).
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In the third partial experiment, milk, heparinised whole blood and nasal swab samples were
taken from 6 lactating cows of the 2" and 3™ lactation, 3 months after the initial sampling
(partial experiment 1), in order to subsequently determine the T in all samples.

The results of the first experiment showed that oxidative stress in the form of an increased
energy supply within the cells of adipose tissue influences energy availability. Both the mtDNA
content of the liver and adipose tissue cells, as well as adipocyte size and apoptosis rate in
the subcutaneous adipose tissue change in correlation to lactation. The lactation-dependent
adipocyte size leads to an energetic undersupply of the cells, which results in cell death. For
the subcutaneous adipose tissue lactation has no influence on TL in dairy cows and thus an
accelerated aging process, whereas DNA methylation in liver and adipose tissue is influenced
by lactation. The second experiment showed that TL shortens with age, that female calves
tend to have longer telomeres than male calves at birth, and that the initial TL is directly
correlated to subsequent TL shortening: the longer the initial TL, the greater the TL shortening.
In contrast to milk samples, nasal swab samples may be a non-invasive alternative for TL
determination in cows.

The results of the present study only give a limited insight in cellular energy supply and tissue
aging in consideration of lactation. In order to understand the comprehensive mechanisms of
cellular energy supply in dairy cows and to investigate the influence of several lactations in
other tissue types, future studies are necessary. A larger number of samples and other
potential non-invasive alternatives for TL determination, such as hair samples, should also be

considered in subsequent studies.
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