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Material und Methoden

C Material und Methoden
1  Untersuchungsmaterial

1.1 Tiere

Die in dieser Arbeit untersuchten Hornproben stammen Milchkihen der
Rasse Schwarzbunt x Holstein-Friesian. Die Tiererdem in einem

landwirtschaftlichen Betrieb im Landkreis Weser-Emis Laufstall mit

Betonspalten und Liegeboxen gehalten. Der Betrighfigte bereits Uber
Erfahrung aus vorangegangenen Versuchen und zéichséch durch

zuverlassiges Management und hohe Motivation destZzges aus. Die Tiere
wurden bedarfsgerecht mit betriebseigenen Futtesimi{Silage zu 1/3 aus Mais-
und 2/3 Grassilage, sowie Heu) und einem handetsidn Kraftfutter (184 G)
gefuttert. Nach der ersten Probenentnahme wurdemeieil der Kihe
(Biotingruppe) uber das Kraftfutter Biotin (20 mggTag, Soja-Biotin, Fa.
Miavit, Essen (Oldb.)) supplementiert. Dies war darzige Unterschied in der

Futterung.

1.2 Gewinnung der Klauenhornproben

Die Hornproben fir die morphologischen und anatyigsn Untersuchungen
wurden im Rahmen der routinemé&Rigen Klauenpflegaoemmen. Die Klauen
wurden zuvor klinisch untersucht, die Befunde intBkollen (Kap. | Anhang, S.
126) dokumentiert und die FuBungsflachen der Kldatgrafiert.

Die Proben fur die mikroskopischen Untersuchungenrden mit dem
Rinnhufmesser aus dem proximalen Ballensegment Ad#$enklauen hinten
rechts geschnitten (Textabb. 1, S. 33).

Fur die gaschromatographischen Lipidanalysen wutde Horn, welches im
Rahmen der normalen Klauenpflege anféllt, von alien Klauenpaaren pro Kuh

gesammelt.

Die Hornproben wurden mit kaltem Leitungswasseeigggt, in verschliel3baren
Plastikbehaltern transportiert und fur die morplga@dohen Untersuchungen
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entsprechend weiterverarbeitet. Die Proben flurLgidanalysen wurden bis zur

Weiterverarbeitung bei —22 °C tiefgefroren gelagert

Textabbildung 1: Halbschematische Darstellung der FulBungsflacheer ei
AulRenklaue zur Darstellung der Probenentnahmestelle

Die Probenentnahmestelle Stérn) liegt im
proximalen Ballensegmenprox. BS).

WeilRe Punktlinie = die Grenze zwischen
fuRendem und nicht fuBendem Abschnitt des
proximalen Ballensegmentes.

Durchgezogene Linie = die Grenze zwischen
proximalem und distalem Ballensegmertis{.
BS).

Schwarze Punktlinie= Grenze zwischen Ballen-
und Sohlensegmen$69.

Schréagstrichlinie = die weil3e Linie

Pfeilkopfe = der axiale Schenkel der weil3en
Linie.

Pfeile = der abaxiale Schenkel der weil3en Linie

1.3 Begleitende Untersuchungen
1.3.1 Milchproben

Zur Uberprifung der Biotinsupplementierung wurdeitchproben gezogen. Die
Proben wurden wéahrend der routineméaRigen Milchprifim Betrieb gewonnen.
Somit konnten von allen laktierenden Kihen Milch@o vom Morgen- und

Abendgemelk gezogen werden (10 ml pro Tier).

Der Biotingehalt wurde mit der mikrobiologischen tiede nach Frigg und
Brubacher (1976)n den Laboratorien der Firma Hoffmann-La Roche AG

Basel bestimmit.

1.3.2 Futtermittelproben

Zur Bestimmung des Biotingehaltes in den Futtesimttwurden vor und nach

dem Versuchszeitraum Proben von dem Zusatz- (Sioj@nBFa. Miavit, Essen
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(Oldb.)) und dem Grundfuttermittel (Mais- und Giksge, am Hof hergestellt)
genommen. Der Biotingehalt wurde in den Laboratoder Firma Hoffmann-La
Roche AG in Basel bestimmit.

2 Methoden

2.1 Versuchsaufbau und Ablauf

In dieser Arbeit sollte die Wirkung von Biotin, adfas Ballenhorn, nach 13
Monaten Biotinsupplementierung untersucht werdemd[®2 Probenentnahmen im
Rahmen der routinemalligen, halbjahrigen Klaueneflsgattfanden, wurden

dreimal Proben gewonnen.

Bei dem ersten Probenentnahmetermin wurden die uZ¢ksgruppen

zusammengestellt. Da die Kihe in keiner festgetegieihenfolge - also
Jreiwillig” - in den Klauenstand kamen, konntersgesamt 76 Kiihe zufallig dem
Versuch zugeordnet werden, ohne dass dabei welassvahlkriterien (z.B.

Alter, klinischer Status der Klaue, Gesundheitsadtoder Milchleistung der
einzelnen Tiere) bertcksichtigt wurden.

Die Kraftfuttergabe an die Kuhe erfolgte Uber eimemputergestitzte
Transponderfitterung in Futterstationen (Kraftfudtesierer gesteuert mit dem
Herdenmanagementprogramm DP5, beides Fa. Westiahajen Futterstationen
waren Zusatzdosierer fur Mineralstoffe angebradliver die ein Biotin-,

Sojagemisch (Fa. Miavit, Essen (Oldb.)) gefiittetrde. So konnte 43 Tieren
(Biotingruppe) nach dem ersten Probenentnahmeterrgarielt Biotin

(20mg/Tag/Tier) Uber das Kraftfutter zugefuhrt wesrd Die verbleibenden 33
Kihe bildeten die Kontrollgruppe. An ihrer Futteguwurde keine Veranderung
vorgenommen. Es wurden, abgesehen von der Biofesugntierung an die
Kilhe der Biotingruppe, keine weiteren Anderungen ifkblauf des

landwirtschaftlichen Betriebes vorgenommen.

Bei jedem Probenentnahmetermin kamen die TierénieneKlauenstand, in dem
die GliedmalRen einzeln hochgebunden wurden. So esamdglich, vor der
Klauenpflege durch Adspektion und Palpation denigthen Status der Klauen
zu erheben. Die von zwei Tierarzten erhobenen ns&kmsch-klinischen
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Befunde wurden in Protokollen (Kap. | Anhang, S.6)lZestgehalten. Die
klinische Untersuchung der einzelnen Klauen erélgirchschnittlich in ein bis
zwei Minuten. Die Fuflungsflachen der Klauen wurdersatzlich mit einer
Digitalkamera (Olympus Camedi 2000 Z) fotografiert.

Im Verlauf dieses Feldversuches kam es zu einerfafltege unter den
urspringlichen Versuchstieren. Im Rahmen des Ibéitfeen Ablaufs wurden
einzelne Tiere verkauft oder der Schlachtung zugefiDes weiteren wurden
trockenstehende Kihe aus dem Stall auf die Weitheagbt. Dort konnte kein
Biotin zugeflttert werden, und diese Tiere standam nachsten Termin der
Probenentnahme nicht mehr zur Verfligung. Zudem tausgihrend des
Versuchszeitraums ein neues Computersystem auf Hieiinstalliert werden.
Das hatte zur Folge, dass die Gruppeneinteilungelegen Tieren nicht mehr
eindeutig nachzuvollziehen war. Alle Tiere derenp@enzugehdrigkeit nicht

eindeutig war, wurden aus dem Versuch herausgenamme

Fur alle weiteren morphologischen und analytischiriersuchungen wurden
insgesamt 24 Kihe (Kerngruppe, 12 Biotin- und 12tkalltiere, Texttabelle 1,
S. 36) herangezogen, von denen zu jedem der draniie Hornproben

gewonnen werden konnten.
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Texttabelle I Angaben zu den Kiihen der Kerngruppe, die ausdetngurden

Kuhdaten der Kerngruppe

Name | Stall- Geburtsdatum | Anzahl der Versuchsgruppg
nummer Kalbungen (bis
zum 3.Termin)
Guste 89 01.01.1996 2 Biotin
Alma 99 22.12.1996 2 Biotin
Erika 100 10.12.1996 2 Biotin
Frigga 106 01.01.1996 1 Biotin
Clara 112 13.11.1996 2 Biotin
Trude 117 27.10.1996 2 Biotin
Petra 118 23.02.1997 2 Biotin
Quirina 120 25.10.1996 2 Biotin
123 16.02.1997 2 Biotin
Sofie 124 31.01.1997 2 Biotin
Kerstin 125 11.12.1996 2 Biotin
Norma 126 24.02.1997 1 Biotin
Doris 20 01.04.1989 9 Kontroll
Ulla 54 10.12.1994 3 Kontroll
59 25.12.1995 3 Kontroll
Birgit 74 08.03.1996 2 Kontroll
Oma 81 09.08.1996 2 Kontroll
Leila 86 01.01.1996 2 Kontroll
Marianne 95 28.08.1996 2 Kontroll
Jana 102 25.02.1997 2 Kontroll
104 30.10.1996 2 Kontroll
Hilde 109 06.12.1996 2 Kontroll
115 17.01.1997 2 Kontroll
Rita 129 05.02.1997 2 Kontroll

117
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2.2 Lichtmikroskopie
2.2.1 Herstellung der histologischen Praparate

Aus dem Hornmaterial des proximalen Ballensegmewisrden fur die
lichtmikroskopische Untersuchung ca. 5 x 5 x 5-1fx groRe Bléckchen, sowie
Blockchen fiur die transmissionselektronenmikrosgope Untersuchung (siehe
Kap. C Material und Methoden, unter 2.3.1, ab S.88er der Stereolupe (Fa.
Zeiss, Jena) mit Rasierklingen herausgeschnitten.

Die Hornblockchen wurden ohne weitere Behandlung emem Epoxidharz-
Kleber (UHU plu§ schnellfest, 2 Komponenten Epoxidharz-Kleber) auf
Holzblocke (ca. 2 x 2 x 1 cm) geklebt. Es wurdentinéahnitte an einem
Schlittenmikrotom (Fa. Jung, Heidelberg) mit einbtikrotommesser (Fa. Jung,
D-Schiliff) hergestellt. Die ca. 5 pum dicken Natikat@te wurden bis zur Farbung
in destilliertem Wasser aufbewahrt. Es folgte diettierende Farbung mit
Perjodsaure-Schiff-Reaktion nach MCMANUS (ROMEIS8%). Anschliel3end
wurden die Schnitte auf Objekttrager aufgezogen umid Kanadabalsam

eingedeckelt.

Die Auswertung der histologischen Schnitte erfolgtsnd (d.h. es war nicht
bekannt, welches Tier beurteilt wird) mit Hilfe es Bewertungsschlissels
(Textabb. 2, S. 38).

Die einzelnen Schritte der Auswertung werden uStatistische Methoden (Kap.
C Material und Methoden, unter 2.5.1, ab S. 43uwelrt.

2.2.2 Histochemischer Nachweis

Perjodsaure-Schiff-Reaktion (PAS-Reaktion) nach MCMANUS (ROMEIS,
1989)

Die PAS-Reaktion eignet sich zum semiquantitativédachweis von
Glykoproteinen und Glykolipiden, die im Bereich detellgrenzen, im

Interzellularkitt vorkommen.

Bei dieser Reaktion oxidiert Perjodsaure die Hyghgouppen der Kohlenhydrate
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zu Aldehydgruppen, die wiederum durch LeukofuchSC€HIFFs-Reagens, Fa.

Merck, Darmstadt) rosarot angefarbt werden.

PAS-positive Strukturen farben sich stark rosasohwach positive sind hellrosa,

wahrend PAS-negative Strukturen farblos bleiben.

Textabbildung 2: Bewertungsschlissel mit Referenzproben fir di& Farbung

1

Bewertungsschlissel
2

3

—
25 um

—
25 um

25 pm

PAS schwach positiv

PAS negativ

PAS positiv

2.3 Transmissionselektronenmikroskopie
2.3.1 Herstellung der transmissionselektronenmikroskopishen Praparate

Fiur die transmissionselektronenmikroskopische Wothung wurden aus dem
Hornmaterial des proximalen Ballensegmentes pro Zweei ca. 3 X 3 X 5 mm
grof3e Bléckchen nach dem fir die Lichtmikroskopesdhriebenen Verfahren
(siehe Kap. C Material und Methoden, unter 2.2 Sa 37) herausgeschnitten.
Die Blockchen wurden zum einen zur Herstellung Wativschnitten nach der
Methode von BUDRAS et al. (2002) und zum anderen Einbettung in

Epoxidharz verwendet.
Einbettung in Epon®

Je ein Hornblockchen aus dem proximalen Ballensagmerde in Epoxidharz
(Eporf’, Fa. Serva, Heidelberg) eingebettet. Die Bléckchemden zunachst in
2,5%iger phosphatgepufferter Glutaraldehydlosunghémsionsfixiert. Nach der
Spllung in Phosphatpuffer nach SOGRENSEN (Romeisg919vurden die
Hornbldéckchen in 1%iger Osmiumtetroxidlosung naxefit und nach der

Entwasserung in einer aufsteigenden Alkoholreihgporf eingebettet.
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Herstellung der Semidinnschnitte

Von den in Epofi eingebetteten und von den unbehandelten Hornkhickc
wurden Semidunnschnitte angefertigt. Die ca. Ojg¥ldicken Semidiinnschnitte
wurden am Ultramikrotom OmU2 (Fa. Reichert, Wien} ginem Glasmesser
geschnitten, in destilliertem Wasser aufgefangend uauf Objekttrager

aufgezogen. Nach der Trocknung wurden die Semidimmiite mit 1%iger

Methylenblau- und 1%iger Azur-II-L6sung (Verhaltdidl) gefarbt.

Die nativen Semidiinnschnitte wurden mit den in Epeimgebetteten Schnitten
von zwei Untersuchern unabhangig voneinander \argh. Die Nativschnitte

stellten sich im Gesamtschnitt etwas kontrastreicinel vor allem besser gefarbt
dar. Bei den eingebetteten Schnitten war besorierZentrum der Schnitte sehr
blass und kaum berurteilbar. Nachdem sich auchdéeiUltradiinnschnitten die

Nativschnitte kontrastreicher darstellten (siehep.KaMaterial und Methoden,

unter 2.3.2, ab S. 40), wurde die weitere Auswegtam den Nativschnitten

vorgenommen. Im Kapitel H Abbildungen, ab S. 12@sixemplarisch in Ep6n

eingebettete Schnitte und entsprechende Nativéelggegenibergestellt.

Die Semidunnschnitte wurden mit Hilfe des in dektaébbildung 3 (siehe S. 40)
dargestellten  Bewertungsschlissels lichtmikroskabpis ausgewertet. Die
Beurteilung der Qualitat der Hornzellen und ihreerbindung untereinander
erfolgte blind (d.h. es war nicht bekannt, welches beurteilt wird). Zusatzlich
wurden geeignete Areale zur Herstellung der Ultnadiéhnitte ausgewahilt.

Die einzelnen Schritte der Auswertung werden uStatistische Methoden (Kap.
C Material und Methoden, unter 2.5.1, ab S. 43uzelrt.
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Textabbildung 3: Bewertungsschlissel mit Referenzproben fir diewsusing
der Semidunnschnitte.

Bewertungsschlissel
2

die Zellen sind homogen die Zellen sind teilweise die Zellen sind inhomogen

(gleichmal3ig gefarbt) inhomogen (ungleichmal3ig gefarbt)

im Interzellularspalt sind keine im Interzellularspalt sind im Interzellularspalt sind

Zusammenhangstrennungen teilweise deutliche

Zusammenhangstrennungein Zusammenhangstrennunge

Herstellung der Ultradiinnschnitte

Nach der lichtmikroskopischen Voruntersuchung demf@innschnitte wurden
jeweils von den entsprechenden Hornblockchen Ultmadchnitte am
Ultramikrotom Ultracut E (Fa. Reichert-Jung, Helukg) hergestellt. Die mit
einem Diamantmesser geschnittenen, ca. 75 nm dickeadinnschnitte, von
den in Epofi eingebetteten- und den Nativblockchen, wurden kefilmte
Nickelnetzte aufgefangen. Die Nativschnitte wurdersatzlich auf unbefilmte
Nickelnetze aufgefangen.

2.3.2 Kontrastierung der Ultradinnschnitte

Die Ultradinnschnitte auf den befilmten Nickelnetagurden direkt mit fertig
angesetztem, stabilem Bleicitrat und Uranylaceka. (Leica, Wien) per Hand

kontrastiert.

>
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Die Schnitte von den unbehandelten Nativblockcheie zusatzlich auf
unbefilmten Nickelnetzen aufgefangen wurden, wurd@nbesseren Darstellung
der Lipide erst mit 1%iger Osmiumtetroxidlosung csmund dann mit fertig
angesetztem, stabilem Bleicitrat und Uranylacefa. (Leica, Wien) per Hand

kontrastiert.

Die in Epoff eingebetteten Schnitte wurden mit den entspreerend
Nativschnitten von zwei Untersuchern unabhéngigewmander verglichen. Da
sich bei den in Epdheingebetteten Ultradiinnschnitten die Kontrastiemmgin
der Peripherie deutlich zeigte und die Nativsckngich im gesamten Schnitt
kontrastreicher darstellten, wurde die weitere Aerswng im Rahmen dieser
Arbeit ausschlief3lich an den Nativschnitten vorgenen.

Die Lipide waren auf den zusatzlich osmierten Nsathnitten (auf den

unbefilmten Nickelnetzen) geringfugig besser zweselDa diese Schnitte auf den
unbefilmten Netzen im Elektronenmikroskop nicht iermausreichend stabil
waren, wurden die Nativschnitte auf den befilmteztadn bei Bedarf zusatzlich

zur Auswertung herangezogen.

Im Kapitel H Abbildungen, ab S. 120 sind exempletisn Epoff eingebettete
Schnitte den entsprechenden Nativschnitten gegegéstellt und der Vergleich

zwischen befilmten und unbefilmten Netzten dardkste

Die intra- und interzellularen Strukturen wurden jeweils drei Kriterien
eingeteilt. Die Auswertung der Schnitte wurde vavezUntersuchern mit Hilfe
eines Bewertungsschlissels (Textabb.4a und 4b,2Surtl 43) unabhangig
voneinander am Elektronenmikroskop EM10 (Fa. Ze#sS, Oberkochen)
durchgefiihrt. Bei der Bewertung war den beiden baafigen Untersuchern

nicht bekannt, welches Tier sie beurteilten.

Die einzelnen Schritte der Auswertung werden uStatistische Methoden (Kap.
C Material und Methoden, unter 2.5.1, ab S. 43uwelrt.
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Textabbildung 4a: Bewertungsschlissel mit Referenzproben fiir diewsuging
der intrazellularen Faktoren

Bewertungsschlissel
2

Keratinfilamente sind
gleichméRig angeordnet und
sind nur geringe
elektronendichtere Strukture
zwischen den
Keratinfilamenten sichtbar

Keratinfilamente sind
ggeichmalig angeordnet und
sind elektronendichtere
n Strukturen zwischen den
Keratinfilamenten sichtbar

Keratinfilamente sind
es ungeordnet und es sind

deutliche elektronendichtere

Strukturen zwischen den
Keratinfilamenten gehauft
sichtbar

(homogenes Bild)
A 3

&

(inhomogenes Bild)

es sind vereinzelt Lipidtropfe
in einzelnen Zellen vorhandd

nes sind vereinzelt Lipidtropfe,
n in den meisten Zellen
vorhanden

res sind zahlreiche Lipidtropfe
in den meisten Zellen
vorhanden

es sind keine Kern- oder
Organellenreste sichtbar

es sind vereinzelt Kern- ode
Organellenreste sichtbar

r es sind gehauft Kern- oder
Organellenreste sichtbar

n
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Textabbildung 4b: Bewertungsschlissel mit Referenzproben fiir diswartung
der interzellularen Faktoren

Bewertungsschlissel

der Interzellularspalt ist
regelmafig eng, mit
vereinzelten kleinblasigen
Erweiterungen

der Interzellularspalt ist
unregelmafig erweitert, mit
kleinblasigen Erweiterunger

der Interzellularspalt ist
unregelmafig erweitert, mit]
grol3blasigen Erweiterungen

Erweiterungen des
Interzellularspaltes sind
Uberwiegend gefillt

Erweiterungen des
Interzellularspaltes sind

Erweiterungen des
Interzellularspaltes sind
Uberwiegend ungefullt

teilweise gefllt
TS "

die Struktur der interzellulare
Kittsubstanz ist fein gekornt

rdie Struktur der interzelluléare
Kittsubstanz ist mittelméaRig

gekornt

rdie Struktur der interzellulare
Kittsubstanz ist grob gekornt
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2.4 Lipidanalyse

Die Mdoglichkeit der Lipidanalyse in Aberdeen ergsibh erst nach dem ersten
Probenentnahmetermin. Die Menge der gesammeltempitdyen vom ersten

Probenentnahmetermin war nicht ausreichend um sieayverden zu kénnen..

Die Lipidanalysen der Hornproben der Biotin- (nach3 Monaten
Biotinsupplementierung) und der Kontrollgruppe weirdm Department of
Agriculture and Forestry, University of Aberdeermgofand von Dr. Kathrin
Meyer in Zusammenarbeit mit Dr. Jes Scaife und Mikenie durchgefihrt
(MEYER, 2004).

2.4.1 Vorbereitende Téatigkeiten

Die Hornproben wurden fir den Weitertransport natierdeen in Plastiktuten

vakuumverpackt.

In Aberdeen wurden die Proben in Flussigsticksgefiroren, mit einem Hammer
grob vorzerkleinert und mit einer Stickstoffmihi@lén Creston Freezer Mill,
Typ 6800) bis zum Analysefeinheitsgrad gemahlen.s Di@ingemahlene
Hornpulver wurde bis zur Lipidextration bei 4°C agért.

2.4.2 Lipidextraktion

Die Lipidextraktion erfolgte in mehreren Schrittdm ersten Schritt wurden die
Gesamtlipide (die einfachen und komplexen Lipidgjrahiert. Es folgte die
Extraktion der einfachen, bzw. neutralen Lipidep{ti1). Die komplexen, bzw.

polaren Lipide (Lipid 2) wurden in einem weiterech8tt extrahiert.

Um die Gesamtlipide (die einfachen und komplexgrida) aus dem Hornpulver
zu extrahieren, wurde diesem in einem Quickfit Ruotiden eine
Chloroform/Methanol LOsung (2:1) zugefuhrt. An emeKondensorsystem
angeschlossen, konnten so die Lipide in einem Redidahren herausgeldst

werden. Die entstandene Mischung wurde filtriert.

Das die einfachen Lipide (Lipid 1) enthaltende $ige Lipidextrakt wurde in
einen Rundkolben Uberfuhrt. Der Pulverrickstandt, die Hornreste, die die
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komplexen Lipide (Lipid 2) enthielten, wurden gekoet und bis zur

Weiterverarbeitung bei 4°C gelagert.
Extraktion der einfachen Lipide (Lipid 1)

Das Losungsmittel im flussigen Lipidextrakt (Lipid) wurde mit einem
rotierenden Evaporator (Rotavapor-R, Fa. Bichi,weth) verdampft und die
verbleibende Probe Uber Nacht in einem Vakuumsé&hgatrocknet.

Das getrocknete Lipidextrakt wurde gewogen, ernruChloroform/Methanol
(2:1) geldst und bis zur Weiterverarbeitung bei ¢&lagert.

Extraktion der komplexen Lipide (Lipid 2)

Dem getrockneten Pulverrickstand (Lipid 2) wurdéM1Natronlauge in 90%
Methanol zugegeben. Diese Mischung wurde fur zvien&en in einem warmen
Wasserbad (60°C) aufbewahrt und regelmaf3ig gesthiltie Probe wurde mit
Aqua destillata und Chloroform versetzt, gut gestiiund Gber Nacht bei 4°C
stehen gelassen.

Die Chloroformschicht (enthalt Lipid 2) wurde entmmen und aufbewahrt (1.
Extraktion). Der Rest der Probe wurde mit 6 M Salze versetzt und, wie oben
beschrieben, nochmals mit Chloroform versetzt umet iNacht stehen gelassen.

Die Chloroformschicht wurde wieder entnommen (2ir&ion) und mit der
Chloroformschicht der 1. Extraktion zusammengefiugid getrocknet. Die
getrocknete Probe wurde in Chloroform/Methanol X2gklost. Nachdem die
Probe mit 2 M Kaliumchlorid in 0,1 M Salzsaure gealzen worden war, wurde
sie mit Hilfe eines Trennkolbens (Scheidetrichteryetrennt. Die
Chloroformschicht wurde entnommen, getrocknet, ggwmo und erneut in
Chloroform/Methanol (2:1) gelost.

2.4.3 Extraktion und Aufbereitung der Fettsauren aus Lipid 1 und 2

Fettsaure Methylester = FAME (fatty acid methyl eseér)

Das Losungsmittel der oben gewonnen Proben (Lipishd 2) wurde mit einem

rotierenden Evaporator verdampft.
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Zur Gewinnung der Fettsauren (FS) aus dem getréeknepidextrakt wurden
durch Zugabe von Bortrichlorid die FS (Fettsdurans den Bindungen der
komplexen Lipide gelost und methyliert. Diese Miseh wurde in einem
Wasserbad auf 50°C erwarmt, gelegentlich geschittetl fir 24 Stunden

aufbewahrt.

Die FAME (fatty acid methyl ester) wurden aus diggiéschung mit Hilfe eines
Trennkolbens (Scheidetrichter) dreimal mit jew@#sml Hexan herausgelost. Die
drei Hexanextrakte wurden zusammengefigt und mig@& Kaliumbikarbonat,
zur Neutralisation der Saure gewaschen. Anschigamrde das Hexanextrakt
Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet. Dasubgsmittel wurde mit dem
rotierenden Evaporator (Rotavapor-R, Fa. Bichi, weih) verdampft. Das

getrocknete Extrakt wurde zur weiteren Verarbeitumigexan resuspendiert.
Dunnschichtchromatographie

Die extrahierten FAME beinhalten nicht-hydroxyleerEettsduren (non-OH-FS)
und hydroxylierte Fettsduren (OH-FS). Diese lasseln anhand der Polaritat mit

Hilfe der DUnnschichtchromatographie auftrennen.

Fiar die Dunnschichtchromatographie wurden Glasptathit 0,5 mm Kieselgel
Typ G beschichtet und zwei Stunden bei 120°C adtivi

Die aktivierten Glasplatten wurden mit den Probed jeweils einem non-OH-
und einem OH-Fettsaurestandard (Beide Fa. Siymaeladen. Die
Chromatographie wurde in einem geschlossenen Tank mginem
Losungsmittelsystem von Hexan und Diethylether :(3,6durchgefihrt. Die
Glasplatten wurden aus dem Tank entfernt, sobatd Slventfront 2 cm

unterhalb des oberen Glasplattenrandes angelamgt wa

Die Glasplatten wurden zur Darstellung der Bandenit n®,02%
Dichlorofluoreszein in 95 % Methanol bespriiht. Diger einem UV-Sichtsystem
(Chromato-Vu€ C-70 G, Fa. UVP, Inc.) fluoreszierenden Bandendsarden
Standards entsprechend markiert und getrennt vanear von den Glasplatten

abgeldst.
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Aufbereitung der nicht-Hydroxy-Fettsauren Methylester (hon-OH-FAME)

Das die non-OH FAME enthaltende Kieselgel wurdeeinem Reagenzglas
zweimal mit Hexan gespult und geschittelt. Nach ddrsetzen des Gels wurde
der Uberstand in einem Quickfit Rundkolben gesarinfalis dem Uberstand
wurde mit einem rotierenden Evaporator (RotavapoF#& Blchi, Schweiz) das
Losungsmittel verdampft. Die Proben wurden erneutHexan gelost und in

kleine Glasflaschchen fir die Gaschromatographefibrt.
Aufbereitung der Hydroxy-Fettsduren Methylester (OH-FAME)

Die OH-FAME wurden aus dem Kieselgel mit einem @blorm/Methanol/Aqua
destillata (50:50:1) Gemisch herausgeltst. Das hgsunittel wurde mit einem
rotierenden Evaporator (Rotavapor-R, Fa. Blchiwgeh) verdampft.

Fur die gaschromatographische Analyse der OH-FAMHissen die

Hydroxygruppen acetyliert werden.

Zur Acetylierung wurden saures Anhydrid und Pyrifiinl) hinzugefugt. Dieses
Gemisch blieb unter einem Abzug bei Raumtemperaber Nacht stehen. Die
acetylierten FAME wurden zweimal mit Hexan extrahie Die

Losungsmittelschichten wurden jeweils gewonnen, agusengefligt und

getrocknet.

Zur  Reinigung der acetylierten FAME erfolgte eine eitere

Dunnschichtchromatographie. Die Chromatographie deur mit einem

Hexan/Diethylether/Essigsaure (70:30:1) Lésungstsigstem durchgefuhrt. Als
Standards wurdem- und o-acetylierte FAME (Fa. Signfa aufgetragen. Die
Banden wurden entsprechend der Standards vom getsdigetragen.

Die  acetylierten FAME wurden (wie oben beschriebenjnit

Chloroform/Methanol/Aqua destillata (50:50:1) auend Gel gelost. Das
Chloroform-Methanol Extrakt wurde mit 2 M Kaliumahidlésung gewaschen.
Die  Losungsmittelschicht wurde mit einer 2,5%igen assrigen
Kaliumcarbonatlosung versetzt, um Fluoreszeinresteentfernen. Die dabei
entstandene L&sungsmittelschicht wurde gewonnen dasl LOosungsmittel
verdampft.
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Die getrockneten acetylierten FAME wurden in Hexgelost und fur die

Gaschromatographie in kleine Glasflaschchen Ubsgrfuh

2.4.4  Gaschromatographische Analyse der Fettsauren

Die Analysen der Proben wurden mit einem Gaschrognaphen 3800 (Fa.
Varian, Inc., CA, USA) durchgefihrt.

Nicht-Hydroxy-Fettsduren Methylester (non-OH-FAME)

Die non-OH-FAME wurden unter Verwendung einer 3@ 225 Kapillarsaule
(FA. J und W Scientific) analysiert. Die Identigzung der Fettsduren erfolgte auf
der Basis der Retentionszeit im Vergleich mit belan Standards (Fa. Sigf)a
Die Analysetemperatur lag zu Beginn bei 50°C undrdeubis zu einer
Endtemperatur von 240°C gesteigert. Die Laufzeitugebis zu 83,7 Minuten.

Acetylierte-Fettsauren Methylester (acetylierte-FAME)

Die Analyse der acetylierten FAME erfolgte mit eirg® m BP 1 Kapillarsaule

(FA. J und W Scientific). Zur Idendifizierung decetylierten FAME wurden

acetylierte Fettsaure Standards (Fa. Sfmeerwendet. Die Temperatur wurde
von anfanglichen 50°C auf 300°C Endtemperatur drhidi einer Laufzeit von

bis zu 83,7 Minuten.

2.5 Statistische Methoden

Die statistische Auswertung und DiagrammdarstelldegErgebnisse im Rahmen
dieser Arbeit erfolgte mit Hilfe von Excel 9Microsoft) am Computer.

Die Darstellung in Form von Boxplots war mit EX€emdglich, da im Internet
(www.learn-line.nrw.de) Hilfsfunktionen zur Verfigg gestellt wurden, mit

denen man benutzerdefinierte Diagrammtypen (BoxpidExcef’ erstellen kann.
Statistische Auswertung der Lipidergebnisse

Die statistische Auswertung der Ergebnisse wurde Do Kathrin Meyer (am
Department of Agriculture and Forestry, University Aberdeen, Scotland)
durchgefiihrt. Die Daten aller Proben wurden miteeispeziellen Software
(MINITAB 13, Minitap Inc., State College PA, USA)egammelt, fur die
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statistische Auswertung nach der Anova-Methode Wt und in Excel

Ubertragen.
2.5.1 Beschreibende Statistik

Fur die morphologischen Untersuchungen wurden Beenvgsschlissel
entwickelt, die es ermdglichten bei der jeweiligdnswertung die sichtbaren

Strukturen in auswertbaren Zahlen darzustellen.

Es wurden fir die Licht- und Elektronenmikoskopieté&tien ausgewabhlt, die sich

auf die intra- und interzellularen Strukturen bbgie.

Die einzelnen Kriterien wurden jeweils in drei mégen Erscheinungsformen
definiert und entsprechend den Bewertungszahlen ,2*und ,3" zugeordnet.
Bei der Auswertung der einzelnen Schnitte warenitsgBewertungen® in Form

von definierten Bewertungszahlen maoglich.

Die Bewertungsschliussel sind im Kap. C Material uMe@thoden in den
entsprechenden Unterkapiteln dargestellt (unter 2.28; unter 2.3, S. 40 und S.
42/43).

Erlauterung zu den Auswertungen der morphologischerErgebnisse

Die Beurteilung der histologischen Schnitte (PASR®nN, Semi- und
Ultradinnschnitte) wurde jeweils zweimal, in vorsider unabhéngigen

Durchgangen, durchgefuhrt.

Es gab Schnitte, die nicht eindeutig einer Beweaysaahl zugeordnet werden
konnten. Diese Schnitte wurden z.B. in einem Duaciggder ,1“ und im weiteren
Durchgang der ,2* zugeordnet. Abweichungen um naireine Bewertungszahl
kamen jedoch nicht vor. Diese Abweichungen wurdemn deer Auswertung
berticksichtigt, indem die Summe aus den Bewertwaidea beider Durchgéange

gebildet wurde.

Da bei allen drei Bewertungsschlisseln drei Bevwngdgaahlen verwendet
wurden, ergeben sich mogliche Summen zwischen BuB@i geraden Summen
wurden die Schnitte eindeutig einer Bewertungszaigieordnet, bei ungeraden

Summen lagen sie zwischen zwei Bewertungszahlen.
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Bei der Auswertung wurden die Summen verglichere Y2¢randerung ist dabei
um so deutlicher, je grof3er die Differenz der Sumimse Damit konnten auch die
»nicht eindeutigen“ Schnitte in die Auswertung mibhbezogen werden.

Die Ultradiinnschnitte wurden zusatzlich von eineweifen Untersucher am

Elektronenmikroskop, ebenfalls in zwei Durchgandeurteilt.

Fur jeden Untersucher wurde, wie oben beschriefiee, Summe gebildet. Beim
Vergleich dieser beiden Summen wurden leichte Ablmgigen um einen
Summenwert festgestellt (Texttabelle 2, S. 51).sBidbweichungen wurden
durch die Bildung einer Gesamtsumme bei der Auswegrberticksichtig. Da die
Summen zwischen 2 und 6 liegen, ergeben sich nhigliGesamtsummen

zwischen 4 und 12.



51
Material und Methoden

Texttabelle 2: Die Anzahl der Ubereinstimmungen und Abweichungkar
Summen (von zwei Untersuchern) fur die Kriterienr dditradlinnschnitte.

Angaben in Anzahl der Tiere, bzw. der gesichtetem$te.

Starke
Gruppen- | Kriterium Uberein- Leichte | Abweichungen
zugehoérigkeit zur stimmungen |Abweichungen| (um mehr als
Bewertung | der Summen| (um einen einen
Summenwert)| Symmenwert)
1 2 1 2 1 2
Keratin- 8 6 3 5 0 0
filamente
Lipidtropfen 7 8 4 3 0 0
o Kern-oder
BIOtIngrUppe Organe”en 8 8 3 3 0 0
(11 Kdhe) |Reste
Interzellular- 7 9 4 > 0 0
spalt
Erweiterungen 7 7 4 4 0 0
Kittsubstanz 10 7 1 4 0 0
Gesamt 47 45 19 21 0 0
(71%) | (69%) | (29%) | (31%) | (0%) | (0%)
Keratin- 7 8 2 1 0 0
filamente
Lipidtropfen 6 6 3 3 0 0
Kern-oder
Kontroll- Organe”en 6 5 3 4 0 0
gruppe  |Reste
(9 Kahe) interzellular- |, c s 4 0 5
spalt
Erweiterungen 5 6 4 3 0 0
Kittsubstanz 6 8 3 1 0 0
Gesamt 34 38 20 16 0 0
(62%) | (70%) | (37%) | (30%) | (0%) | (0%)

1= erster Probenentnahmetermin
2= letzter Probenentnahmetermin






