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EINLEITUNG

1. Einleitung

Seit der Entdeckung des Vitamin K durch den Didnen Hendrik Dam wurde viel zu dessen
Vorkommen, Funktionen und der Bedeutung der verschiedenen Formen geforscht. Bei
Vitamin K; oder Phyllochinon (PK) und Vitamin K;, Menachinon (MK), handelt es sich um
natiirlich vorkommende Formen. Vitamin K3 (Menadion) wird synthetisch hergestellt.
Vitamin K dient im menschlichen und tierischen Organismus als Cofaktor fiir verschiedene
Proteine und hat dadurch einen Einfluss auf die Blutgerinnung, den Knochenstoffwechsel und
weitere, z.T. noch unbekannte Funktionen.

Das iiber die Nahrung aufgenommene Vitamin K; wird an Mizellen gebunden im Diinndarm
resorbiert und hauptséchlich iiber die Lymphe zur Leber, dem Hauptspeicherort, transportiert.
Vitamin K, wird im Intestinaltrakt von der dort ansédssigen Mikroflora gebildet. In welcher
Form und in welchem Umfang diese Vitamin K-Quelle im Darm resorbiert und genutzt
werden kann, ist noch weitgehend ungeklirt. Genauso unklar ist, ob durch die intestinale
Synthese der tédgliche Bedarf an Vitamin K gedeckt werden kann. Bei Tieren, die
Koprophagie zeigen, ist dies mit ziemlicher Sicherheit der Fall.

Das synthetisch hergestellte Vitamin Ks; wird seit vielen Jahren als zugelassener
Futtermittelzusatzstoff in der Tiererndhrung eingesetzt. Es findet vor allem in der Erndhrung
von Gefliigel, aber auch im Heimtierfuttermittelbereich seinen Einsatz.

Untersuchungen zur Eigensynthese von Vitamin K; bei Hunden liegen nicht vor. Ein Ziel
dieser Dissertation ist es deshalb, einen Uberblick iiber die Bildung von Vitamin K; im
Intestinaltrakt von Hunden zu bekommen. Des Weiteren wurde der Einfluss von
Kohlenhydraten und Proteinen auf die mikrobielle Vitamin K,-Bildung iiberpriift.

Um Tierversuche vermeiden zu konnen, wurden zwei In-vitro-Methoden vergleichend
beziiglich ihrer Anwendbarkeit auf die oben genannte Fragestellung getestet. Zum einen
handelt es sich hierbei um eine Kurzzeitinkubation, die innerhalb relativ kurzer Zeit (24
Stunden) erste Ergebnisse zur Verfiigung stellt. Die zweite ist eine semikontinuierliche
Langzeitinkubation, bei welcher Fermentationsprozesse iiber einen Zeitraum von ca. drei
Wochen beobachtet werden kénnen.

Um einen Uberblick dariiber zu bekommen, wie sich die Vitamin K,-Konzentrationen und die
Verteilung der einzelnen Metaboliten in den verschiedenen Darmabschnitten des Hundes
darstellen, wurde zusitzlich zu den In-vitro-Versuchen die Konzentration von Vitamin K, im
Darminhalt von Hunden aus Duodenum, Jejunum, Ileum, Zdkum und Kolon bestimmt. Diese
Bestimmung dient auBerdem als Vergleichsmoglichkeit, in wie weit sich beide In-vitro-

Modelle zur Untersuchung der Vitamin K,-Synthese eignen.

14



LITERATUR

2. Literaturiibersicht

2.1 Vitamin K

2.1.1 Friihere Untersuchungen zum Vitamin K

Vitamin K wurde in den dreifliger Jahren von Hendrik Dam entdeckt. Es war das Ergebnis
einiger Experimente iiber die Rolle von Cholesterol in der Erndhrung von Hiihnern, bei denen
nach dem Verfiittern von fettfreiem Futter eine spontane Blutungsneigung festgestellt werden
konnte (Dam, 1929). Es folgten weitere Studien, um die Ursache der Blutungen zu
untersuchen. In einem Fiitterungsversuch an Hiihnern stellte sich heraus, dass die Fiitterung
bestimmter Futtermittel wie z.B. Schweineleber und verschiedene Getreide- und
Gemiisesorten gegen ein Auftreten von Blutungen schiitzen kann, wohingegen bei anderen
(z.B. Reis, Sonnenblumenkerne, Mais und Roggen) Himorrhagien und verlidngerte
Blutungszeiten beobachtet werden konnten (Dam, 1935). Das neu entdeckte Vitamin wurde
zunichst als antihimorrhagischer oder Koagulationsfaktor bezeichnet, bevor es seinen heute
noch giiltigen Namen Vitamin K erhielt (Dam, 1935). Im Jahr 1943 wurde Hendrik Dam
zusammen mit Edward A. Doisy mit dem Nobelpreis fiir Physiologie und Medizin
ausgezeichnet, fiir die Entdeckung dieses neuen Vitamins und fiir die Aufkldrung seiner
chemischen Beschaffenheit (Zetterstrom, 2006).

Bald nach der Entdeckung zeigte sich, dass es zwei natiirlich vorkommende Formen gibt, das
Phyllochinon (Vitamin K;) und das Menachinon (Vitamin K;). Obwohl schon Ende der
dreiliger Jahre herausgefunden wurde, dass es eine Beziehung zwischen einem niedrigen
Prothrombingehalt im Blutplasma und einem Mangel an Vitamin K gibt (Shearer, 1992),
wurde erst in den fiinfziger Jahren entdeckt, dass drei weitere prokoagulatorische Faktoren
(VII, IX und X) fiir ihre biologische Aktivitdt Vitamin K benotigen. Nach weiteren Jahren
wurden neben den gerinnungsfordernden Faktoren weitere Vitamin K-abhingige Proteine
identifiziert, welche die Bezeichnung Protein C und Protein S erhielten (Stenflo, 1976; Di
Scipio et al., 1977). Die Funktion dieser Proteine war zunédchst unklar. Es stellte sich nach
weiteren Studien heraus, dass auch sie an der Hidmostase beteiligt sind, jedoch einen
gerinnungshemmenden Einfluss ausiiben (Seegers et al., 1976; Comp et al., 1982; Hackeng et
al., 1994). Lange Zeit war die genaue biochemische Funktion von Vitamin K unklar. Diese
wurde 1974 herausgefunden, als eine bis dahin unbekannte sdurehaltige Aminosiure, die y-
Carboxyglutaminsiure, aus bovinem Prothrombin isoliert wurde, bei welcher das Vitamin K
die Rolle eines Mediators bei der Carboxylierung spielt (Stenflo et al., 1974). Gleichzeitig
entdeckte man, dass y-Carboxyglutaminsdure in den funktionell inaktiven
Prothrombinmolekiilen bei Tieren fehlte, welche nach der Aufnahme von Cumarin

Gerinnungsstorungen aufwiesen (Stenflo et al., 1974). Nach der Entdeckung der fy-

15



LITERATUR

Carboxyglutaminsidure dauerte es noch ein halbes Jahrhundert, bis weitere -
Carboxyglutaminsdure-abhéngige Proteine identifiziert wurden, welche nicht an der
Héamostase beteiligt sind (Vermeer und Hamulyak, 2004), sondern ihre Funktion in der
Kalzifizierung von Gewebe, der Knochenformatierung und bei Zellwachstum und Apoptosis

haben. Fiir andere Proteine sind die Funktionen immer noch nicht geklirt.
2.1.2 Chemische Struktur und Eigenschaften von Vitamin K

Alle Verbindungen mit Vitamin K-Aktivitdt bestehen aus einem 2-Methyl-1,4-Naphtochinon
Ring (NRC, 1987). Vitamin K ist eine allgemeine Bezeichnung sowohl fiir das 2-Methyl-1,4-
Naphtochinon als auch fiir alle Verbindungen, denen an der dritten Position eine Seitenkette
angehdngt ist und die eine Gerinnungsstorung verhindern kénnen (NRC, 1987). Bei dieser
Seitenkette handelt es sich um Isopreneinheiten mit jeweils fiinf Kohlenstoffatomen. Die
Anzahl der Isopreneinheiten dient als Grundlage bei der Bezeichnung der Seitenkette
(IUPAC-IUB, 1975). Eine Einheit wird als ,,Prenyl* bezeichnet, die Hexahydrotetraprenyl-
Seitenkette als ,,Phytyl* (IUPAC-IUB, 1975).

Der 2-Methyl-1,4-Naphtochinon Ring kann vom Tierkorper nicht synthetisiert werden (Suttie,
1984). Bakterien und Pflanzen sind jedoch in der Lage, den aromatischen Ring iiber weitere
Zwischenstufen aus Shikimisdure zu synthetisieren (Cox und Gibson, 1966; Bentley, 1975).
Vitamin K zdhlt zur Gruppe der fettloslichen Vitamine (Dam, 1935). Es ist lichtempfindlich
und sehr hohe Temperaturen (185 — 190 °C) konnen zu erheblichen Verlusten fiihren (Ferland
und Sadowski, 1992b). Beim Autoklavieren eines Futters mit zugesetztem PK konnte ein
Verlust von bis zu 70 % beobachtet werden (Ronden et al., 1998).

Besonders die Lichtempfindlichkeit, sowohl gegeniiber Tageslicht als auch bei
fluoreszierendem Licht ist ein limitierender Faktor bei Arbeiten mit Vitamin K. Somit sollte
auf eine lichtgeschiitzte Lagerung von Gemiise und Olen mit Vitamin K-Gehalt geachtet
werden und bei Arbeiten im Labor geddmpfte Lichtverhiltnisse herrschen (Ferland und
Sadowski, 1992b). Es ist zu empfehlen, Vitamin K bei Laborarbeiten, aber auch Vitamin K-
beinhaltende Speisedle (z.B. Raps- und Sojadl) in lichtgeschiitzten Behiltnissen zu lagern. Es
zeigte sich, dass ein zweitdgiger Einfluss von Laborlicht bei Raumtemperatur zu einem
unbedeutenden Verlust von PK fiihrte, wihrend nach neun Tagen unter gleichen Bedingungen
50 % verloren gingen (Seifert, 1979).

Das ultraviolette Spektrum der oxidierten Form des Vitamin K zeigt im Bereich zwischen 240
und 280 nm vier Peaks und hat eine weniger deutliche Absorption zwischen 320 und 330 nm.
Nach einer Reduktion zum Hydrochinon ist das Bild des Absorptionsspektrums deutlich
verdndert. Der Peak bei 245 nm wird deutlicher und der Peak bei 270 nm verschwindet
(Suttie, 1984).
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2.1.2.1 Der Vitamin K-Zyklus in Leberzellen und extrahepatischen Zellen

Das Vitamin K unterliegt einer stindigen zyklischen Umwandlung (Thijssen und Drittij-
Reijnders, 1994). Dieser Vorgang, der so genannte Vitamin K-Zyklus, wurde zunéchst nur in
den Zellen der Leber vermutet. Es konnten jedoch auch in extrahepatischen Zellen, wie z.B.
Niere, Milz Lunge, Hoden und Knochen am Zyklus beteiligte Vitamin K-abhingige
Carboxylasen gefunden werden (Friedman und Smith, 1977; Vermeer et al., 1982; Thijssen
und Baars, 1991). Die zyklische Umwandlung des Vitamin K findet im endoplasmatischen
Retikulum der Zellen statt (Bristol et al., 1996).

Bei der Carboxylierung von Glutamatresten zu y-Carboxyglutaminsdure dient neben dem
Einfluss von Kohlenstoffdioxid ein reduziertes Vitamin K-Molekiil, das Vitamin K-
Hydrochinon, als Cofaktor, welcher wihrend dieser Reaktion zum Vitamin K-Epoxid
umgewandelt wird (Suttie, 1987; Vermeer, 1990; Spronk et al., 2003). Es scheint, dass dieser
Vorgang der Oxidation ein eigenstindiger Prozess ist, und dass die dabei entstehende Energie
fir die parallel ablaufende Carboxylierung genutzt wird (Vermeer, 1990). Ohne
Carboxylierung konnen die Vorlduferproteine der Blutgerinnung kein Kalzium binden und
sind damit nicht fdhig, an der Gerinnungskaskade mitzuwirken (Ramotar et al., 1984). Bevor
es wieder verwendet werden kann, muss das Vitamin K-Epoxid durch die Vitamin K-Epoxid-
Reduktase wieder zum Vitamin K und danach zu seiner reduzierten, aktiven Form
umgewandelt werden (Abb. 1). Es ist jedoch nicht ganz klar, ob die Vitamin K-Epoxid-
Reduktase neben der Umwandlung vom Epoxid zum Vitamin K auch die Umwandlung vom
Vitamin K zum Hydrochinon selbst katalysiert, ob noch weitere Enzyme beteiligt sind oder
ob dieser Schritt eventuell durch andere Enzyme katalysiert wird (Stafford, 2005). Entgegen
friiherer Vermutungen, dass mehrere in der Leber vorkommende Enzyme an diesem Vorgang
beteiligt sind (Suttie, 1987), herrschte spiter die Meinung, dass es sich um zwei verschiedene
Enzyme handelt (Vermeer, 1990), obwohl beide Dithiol-abhingig sind. Ferner gibt es noch
eine Nikotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH)-abhingige K-Reduktase
(Vermeer, 1990). Beide Dithiol-abhingigen Reduktasen werden durch Cumarinderivate
gehemmt (Fasco und Principe, 1982; Hildebrandt und Suttie, 1982), wohingegen die
NADPH-abhingige Reduktase dadurch in ihrer Wirkung nicht beeinflusst wird (Vermeer,
1990). In neueren Ubersichtsarbeiten wird davon ausgegangen, dass die Vitamin K-Epoxid-
Reduktase fiir die Umwandlung vom Vitamin K-Epoxid iiber das Vitamin K bis zu seiner
reduzierten Form verantwortlich ist (Garcia und Reitsma, 2008; Tie und Stafford, 2008).

Die Funktion der Enzyme in den extrahepatischen Geweben ist noch nicht vollstindig geklért,
da nicht in jedem Organ mit einer Vitamin K-abhingigen Carboxylaseaktvitit auch Vitamin

K-abhingige Proteine nachgewiesen werden konnten.
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Vitamin K-Hydrochinon

Reduzierung
(Vitamin K-Epoxid Reduktase?
Andere?)

Oxidicrung

(y-Glutamyl Carboxylase)

Vitamin K : Vitamin K-Epoxid
Reduzierung

(Vitamin K-Epoxid Reduktase)

Abb. 1: Vitamin K-Zyklus in Leberzellen und extrahepatischen Gewebezellen
2.1.2.2 Vitamin K,

Die biochemische Bezeichnung fiir Phyllochinon lautet 2-Methyl-3-Phytyl-1,4-
Naphthochinon (JUPAC-IUB, 1966). PK besitzt an der dritten Position eine Phytyl-Gruppe
(Ronden et al., 1998), welche aus vier Isopreneinheiten besteht, von denen drei geséttigt sind
(Schurgers et al., 2007) (Abb. 2). Bei Raumtemperatur liegt PK als eine dlige Fliissigkeit vor
(Suttie, 1984).
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Abb. 2: Chemische Struktur von Vitamin K,

2.1.2.3 Vitamin K,

Vitamin K, wird allgemein als Menachinon-n (MK-n) (IUPAC-IUB, 1975) bezeichnet, wobei
n die variable Anzahl der Isopreneinheiten in der Seitenkette anzeigt. Seine biochemische
Bezeichnung lautet 2-Methyl-3-Multiprenyl-1,4-Naphthochinon (IUPAC-IUB, 1966). Das
von Bakterien synthetisierte Menachinon besitzt am dritten Kohlenstoffatom eine ungesittigte
Polyisoprenylseitenkette mit variierender Lange (Ronden et al., 1998) (Abb. 3). Die Struktur

des pflanzlichen Vitamin K; und MK-4 ist sehr dhnlich. Beide besitzen vier Isopreneinheiten
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in ihrer Seitenkette. Sie unterscheiden sich dadurch, dass beim PK nur eine der Einheiten
ungesittigt ist, beim MK jedoch alle (Groenen-van Dooren et al., 1995; Schurgers et al.,
2007).

Es wurden zunichst nur von Mikrokokken und Staphylokokken gebildete MK mit sechs bis
neun Isopreneinheiten in der Isoprenylseitenkette gefunden (Jeffries et al., 1967). Kurze Zeit
spater wurden MK aus Staphyloccocus aureus mit vier bzw. fiinf Einheiten isoliert
(Cawthorne et al., 1967). Mittlerweile sind MK mit Seitenketten von dreizehn (Suttie, 1984)
bzw. fiinfzehn (Sakano et al., 1986; Conly und Stein, 1992b) Isopreneinheiten beschrieben.
Bei einer Analyse von Hundefizes konnten MK mit bis zu vierzehn Isopreneinheiten
nachgewiesen werden (Sakano et al., 1986). Der Schmelzpunkt liegt zwischen 35 und 60 °C
und ist abhiingig von der Seitenkettenldnge (Suttie, 1984).

O
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Abb. 3: Chemische Struktur von Vitamin K,

nH

2.1.2.4 Vitamin K3

Vitamin K3 tragt den biochemischen Namen 2-Methyl-1,4-Naphthochinon (Conly und Stein,
1992b) und besitzt im Vergleich zu den anderen beiden Formen keine Seitenkette an der
dritten Position (Abb. 4). Die Bezeichnung Menadion leitet sich von den zwei enthaltenden
Ketogruppen ab (Kolb et al., 1999). Bei der Reinform des Menadions handelt es sich um eine
fettlosliche Substanz. In der Tiererndhrung wird es jedoch als stabile, wasserlosliche und gut
resorbierbare Additionsverbindung (siehe unten) eingesetzt (Kolb et al., 1999).

Menadion besitzt keine biologische Aktivitit. Um diese zu erlangen, muss eine Seitenkette
angefiigt werden (NRC, 2006). Aus diesem Grund wird das Menadion in einigen Fillen auch

als Provitamin bezeichnet (Ronden et al., 1998).

@
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Abb. 4: Chemische Struktur von Vitamin K3
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Verschiedene wasserlosliche Verbindungen des Menadions kommen in der Tiererndhrung
zum Einsatz: Menadion-Natriumbisulfit besitzt eine SO3Na* x 3H,O-Gruppe an der zweiten
Position. Es gilt in Mischfutter eher als unstabil (Suttie, 1984), jedoch stabiler als das reine
Menadion (NRC, 2006). Bei der Verbindung, welche kommerziellem Hunde- und
Katzenfutter zugefiigt wird, handelt es sich in der Regel um Menadion-Natriumbisulfit (NRC,
2006).

Menadion-Natriumbisulfit-Komplex besitzt an der zweiten Position SO3Na* x NaHSO; x
3H,0 und unterscheidet sich vom Menadion-Natriumbisulfit durch die Zugabe eines weiteren
Natriumbisulfitmolekiils. Im Gefliigelfutter wird Menadion-Natriumbisulfit-Komplex
weitldufig eingesetzt, da ihm eine &dhnliche biologische Aktivitit wie dem Vitamin K;
nachgesagt wird (Suttie, 1984).

Beim Menadion-Dimethylpyrimidinol-Bisulfit wird Menadion-Natriumbisulfit Dimethyl-
piridinol zugesetzt. Studien haben gezeigt, dass Menadion-Dimethylpyrimidinol-Bisulfit in
Gefliigelfutter (Dua und Day, 1966) und in Schweinefutter (Suttie, 1984) eine effektivere
Wirkung hat als Menadion-Natriumbisulfit-Komplex. Dies zeigt sich in einer Verkiirzung der
Prothrombinzeit (Dua und Day, 1966; Oduho et al., 1993).

Menadion-Natriumdiphosphat wird teilweise in der Klinik als Vitamin K Substitution
eingesetzt, allerdings wird aufgrund der Gefahr einer Hyperbilirubindmie der Einsatz von PK
bevorzugt (Suttie, 1984).

Menadion-Nicotinsdureamid-Bisulfid besteht aus 45,7 % Menadion und 32 % Nicotinamid
(Oduho et al., 1993). Auch hier zeigte sich bei Vergabe an Hiihner eine Verkiirzung der
Prothrombinzeit und zusitzlich durch die Zugabe von Nicotinamid ein positiver Einfluss auf
Gewichtszunahme, Futteraufnahme und Futterverwertung (Oduho et al., 1993). Bei einer den
Bedarf von Vitamin K deckenden Fiitterung unter Einsatz von Menadion-Nicotinsdureamid-
Bisulfid, sowohl bei Hiihnern (Oduho et al., 1993) als auch bei Schweinen (Marchetti et al.,
2000), sollte allerdings beachtet werden, dass nur ein Teil des tdglichen Niacinbedarfs

gedeckt wird und dieses zusitzlich ergdnzt werden muss.
2.1.3 Vorkommen und Bildung von Vitamin K
2.1.3.1 Vitamin K;

Vitamin K; kommt, wie der Trivialname Phyllochinon (griechisch Phyllon = Blatt) andeutet,
hauptsidchlich in Pflanzen, vor allem in griinblittrigem Gemiise und verschiedenen
pflanzlichen Speisedlen vor (Schurgers und Vermeer, 2000). Zu den Pflanzen mit sehr hohem
PK-Gehalt zdhlen unter anderem Griinkohl, Spinat, Blattsalat und Mangold (1657 + 62,
1439 + 2, 1180 + 247 bzw. 917 = 137 png/100 g frischer Probe) (Ferland und Sadowski,
1992a). Wie wichtig der Einfluss der Photosynthese auf die Bildung von PK ist, zeigt eine

20



LITERATUR

Analyse des Vitamin K;-Gehalts in Kohl. Hier wurden die dufleren und die inneren Blitter
separat analysiert. Dabei stellte sich heraus, dass in den dufleren Schichten, in denen eine
stirkere Photosynthese stattfindet, die PK-Konzentration héher war (719 + 2 ug/100 g frische
Probe) als in den weiter innen gelegenen Blittern (228 + 2 ug/100 g frische Probe) (Ferland
und Sadowski, 1992a). In Lebensmitteln liegt Vitamin K in der Regel in seiner Chinonform
vor. Der Gehalt in den einzelnen Pflanzen hingt vom Ort des Anbaus und den dortigen

klimatischen Bedingungen ab, sowie von der Beschaffenheit des Bodens.
2.1.3.2 Vitamin K,

Vitamin K; (Menachinon) wird von Bakterien in den hinteren Darmabschnitten von Sdugern
und Vogeln und in den Vormigen von Wiederkduern gebildet. Zu den synthesefihigen
Bakterien werden sowohl gramnegative als auch grampositive Arten gezihlt. Es handelt sich
um eine groe Anzahl an fakultativ und obligat anaeroben Bakterien (Suttie, 1995). Mehrere
Untersuchungen haben gezeigt, dass verschiedene in der Intestinalflora vorkommene
Bakterien MK bilden, wobei von den einzelnen Bakterien nicht jeweils alle MK produziert
werden (Tab. 1). Es wurde festgestellt, dass auch weitere Bakterien, die keine typischen
Vertreter der Darmflora sind, MK bilden. Dazu zihlen unter anderen Mycobacterium spp.
(MK-7 bis -9), Corynebacterium reatenovorans (MK-8 bis -10), Streptomyces spp. (MK-9),
Flavobacterium spp. (MK-5, -6), Bacillus stearothermophilis (MK-7) (Dunphy et al., 1971)
sowie Micrococcus spp. (MK-4 bis -8) (Jeffries et al., 1967; Dunphy et al., 1971) und
Staphylococcus aureus (MK-7 bis 9) (Jeffries et al., 1967; Conly und Stein, 1993; Conly et
al., 1994).

Tab. 1: Uberblick iiber die von Bakterien im Intestinaltrakt gebildeten Menachinone (MK)

Fernandez und  Kindbergetal. Conly und Stein

) Shearer (1995)
Collins (1987) (1987) (1993)*
] MK-6, -9, -10, MK-10
Bacteroides spp. MK-9, -10, -11 MK-10, -11
-11 (MK-11, -9)

Enterobakterien MK-8, (MK-7) MK-8
MK-7

Veillonella spp. MK-7

(MK-6, -8)

Eubacterium
MK-6 MK-6

lentum

Wolinella spp. MK-6

*genannt sind nur die Formen, die den Hauptteil (>90 %) der gebildeten MK darstellen
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Bei Untersuchungen von Darminhalt aus den unterschiedlichen Darmabschnitten beim
Menschen wurde festgestellt, dass MK-10 und MK-9 in allen Abschnitten dominieren (Conly
und Stein, 1992a). Ahnliche Untersuchungen bei Tieren liegen bisher noch nicht vor. Bei
einer vergleichenden Untersuchung des Vitamin K-Gehaltes in menschlichen und tierischen
Fazes wurde festgestellt, dass auch beim Hund die lingerkettigen MK dominieren, sich das
Muster der MK jedoch sehr verschieden darstellt (Sakano et al., 1986). Bei der Bestimmung
der Darmflora aus hinteren Darmabschnitten zeigten sich Bacteroidesarten als vorherrschende
Spezies bei Menschen (Conly und Stein, 1992a) und bei Tieren (Davis et al., 1977; Benno et
al., 1992). In mehreren Studien wurde festgestellt, dass Bacteroidesarten ldangerkettige MK,
wie MK-9, -10 und -11, bilden (Fernandez und Collins, 1987; Kindberg et al., 1987; Conly
und Stein, 1993; Shearer, 1995). Damit reflektiert das Auffinden von MK-10 als
dominierende Form im Koloninhalt vermutlich die hohe Anzahl der Bacteroidesarten im
Dickdarm (Conly und Stein, 1992a).

Widerspriichlich sind die Aussagen verschiedener Autoren iiber die Bildung von MK durch
Laktobazillen. Zum einen wird berichtet, dass Laktobazillen, Bifidobakterien und Clostridien
kein Vitamin K, produzieren (Ramotar et al., 1984; Fernandez und Collins, 1987).
Andererseits wurde herausgefunden, dass verschiedene Spezies und Subspezies von
Laktobazillen fahig sind, MK-7 bis -10 zu bilden (Morishita et al., 1999). Dabei handelt es
sich um Lactococcus lactis ssp. cremoris, L. lactis ssp. lactis und Leuconostoc lactis. Andere
Milchsédurebakterien, wie Lactobacillus casei, L. acidophilus, Bifidobacterium bifidum und B.
breve, welche hdufig in der Humanernidhrung als Probiotika eingesetzt werden, besitzen diese
Fahigkeit nicht (Morishita et al., 1999).

Offenbar haben bestimmte Lebens- bzw. Futtermittel einen Einfluss auf die MK-Bildung
durch Bakterien. Studien an Ratten ergaben, dass eine Fiitterung mit Reis die Darmflora
verdndert und einige MK-bildende Bakterien (Bacteroides fragilis und B. vulgatus) reduziert
(Mathers et al., 1990; Thijssen und Drittij-Reijnders, 1994). Bei Ratten, die mit einer auf Reis
basierenden Diit gefiittert wurden, konnte ein verstirktes Auftreten von Blutungen und eine
verlidngerte Gerinnungszeit beobachtet werden (Mathers et al., 1990).

Neben der Produktion durch Bakterien im Intestinaltrakt kommt MK auch in geringen
Mengen in einigen Nahrungsmitteln vor. Es handelt sich hierbei hauptsidchlich um solche, die
in ihrer Verarbeitung einen Fermentationsprozess durchlaufen, wie z.B. bestimmte Kisesorten
und das japanische Sojaprodukt Natto (Schurgers und Vermeer, 2000).

Von allen Menachinonen scheint MK-4 eine Sonderstellung zu haben, da es sowohl im
carboxylasereichen als auch —armen Gewebe gefunden wird (Thijssen und Drittij-Reijnders,
1994), allerdings von Bakterien in eher geringer Menge produziert wird (Kindberg et al.,
1987). Verschiedene Untersuchungen ergaben, dass nach einer oralen oder intravendsen
Supplementierung von PK ein Anstieg von MK-4 im Gewebe zu erkennen ist (Will et al.,
1992; Thijssen und Drittij-Reijnders, 1994; Thijssen et al., 1996; Ronden et al., 1998).
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2.1.3.3 Vitamin Kj;

Menadion wird in einem synthetischen Vorgang hergestellt und seit vielen Jahren
Futtermitteln zugesetzt. Durch eventuell im Futter enthaltene Antibiotika, besonders im
Gefliigelfutter, wird die intestinale Eigensynthese verringert und ein Zusatz von Menadion ist
erforderlich. Ein Einsatz von PK wire fiir diese Zwecke zu teuer, zudem besitzen

wasserlosliche Vitamine wie das Menadion eine hohere Stabilitéit im Futter (Suttie, 1984).

2.1.4 Resorption und Ausscheidung von Vitamin K
2.1.4.1 Vitamin K;

Die Absorption von PK findet im Diinndarm statt. In-vitro-Studien an Diinnddrmen von
Ratten ergaben, dass PK hauptsichlich in den proximalen Abschnitten aufgenommen wird
und nur noch ein geringer Teil in den distalen Bereichen (Hollander, 1973). Dieses konnte in
vivo nicht bestétigt werden. An isolierten Rattendiinnddrmen wurde kein Unterschied in der
Absorptionsrate zwischen proximalen und distalen Abschnitten beobachtet (Hollander et al.,
1977a). Altere In-vitro- (Hollander, 1973) und In-vivo-Untersuchungen (Hollander et al.,
1977a) deuten darauf hin, dass es sich bei der Absorption im Diinndarm um einen
energieabhingigen Prozess mit einer Sittigungskinetik handelt. Es zeigte sich bei einer In-
vivo-Studie an Ratten mit isolierten proximalen und distalen Diinndarmabschnitten, dass eine
Erhohung der PK-Konzentration in der intestinalen Perfusionslosung im nanomolaren Bereich
zu einem linearen Anstieg der Absorption fiihrte. Wurde die Konzentration bis in den
mikromolaren Bereich erhoht, deutete die Verlaufskurve der Absorption in beiden
Darmabschnitten auf eine Sittigung hin (Hollander et al., 1977a). Dieses bestitigte die
Ergebnisse vorangegangener In-vitro-Untersuchungen an Rattendiinnddrmen (Hollander,
1973). Allerdings konnte hier der Effekt nur in den proximalen Abschnitten beobachtet
werden. Sowohl eine Senkung der Inkubationstemperatur und eine Inkubation unter Stickstoff
als auch eine Zugabe von metabolischen Hemmstoffen (2,4-Dinitrophenol) fiihrten in vitro zu
einer Abnahme der PK-Aufnahme im vorderen Diinndarm und deuten auf einen
energieabhingigen Prozess hin (Hollander, 1973). Da diese Beobachtungen einen aktiven
Transport vermuten lieBen, wurde die Beteiligung von speziellen Carrier-Proteinen, wie z.B.
Fettsduren-bindenden Proteinen, diskutiert (Hollander et al., 1977a). Weitergehende
Untersuchungen sind offenbar nicht publiziert worden. Nach der Passage der Darmwand
erfolgt der Transport des PK hauptsichlich in der Lymphfliissigkeit und es scheint, dass nur
ein kleiner Teil iiber das Portalblut direkt in die Leber transportiert wird (Hollander and Rim,
1978). Als Haupttransportproteine im Blut gelten die triacylglycerolreichen Lipoproteine
(Lamon-Fava et al., 1998).
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In verschiedenen In-vitro- und In-vivo-Studien wurde der FEinfluss unterschiedlicher
Parameter in der Inkubationslosung (Gallensalze, Fettsdauren und pH-Wert) auf die
Absorption von PK im Diinndarm von Ratten untersucht. Dabei handelt es sich um
Untersuchungen aus den siebziger Jahren. Veroffentlichungen neuerer Studien liegen offenbar

nicht vor.

Gallensalze

Bei einem Austausch der in Form von Natrium-Taurocholsidure vorliegenden Gallensalze
gegen ein nichtionisches Detergens (Pluronic F-68) in der Inkubationsldsung zeigte sich in
vitro keine bzw. nur eine geringe Senkung der PK-Absorption im distalen bzw. proximalen
Diinndarm. Nach einer Erhohung der Konzentration von urspriinglich 10 mmol/l auf
20 mmol/l Natrium-Taurocholsdure war jedoch eine signifikante Abnahme der
Resorptionsrate in beiden Diinndarmabschnitten zu verzeichnen (Hollander und Rim, 1976a).
In vivo fiihrte weder eine Veridnderung der Konzentration der Gallensalze noch der Austausch
mit einem nichtionischen Detergens zu einer verdnderten Absorption. Eine morphologische
Verianderung am Diinndarmgewebe wurde nicht festgestellt (Hollander et al., 1977a).
Aufgrund dieser Ergebnisse wurde zunidchst vermutet, dass Gallensalze, au3er ihrer Rolle bei
der Mizellenbildung, keine weiteren Einfliisse auf die Absorption von PK haben (Hollander
und Rim, 1976a). Dieses wurde in einer weiteren In-vivo-Studie allerdings widerlegt. Es kam
nach einer Erhohung der Natrium-Taurocholsidurenkonzentration in der Inkubationsfliissigkeit
zu einem Anstieg der PK-Konzentration in der lymphatischen Fliissigkeit, nicht jedoch in der
Galle (Hollander und Rim, 1978).

Fettsduren und andere fettlosliche Substanzen

Eine Zugabe von kurzkettigen Fettsduren (Butyrat) zum Inkubationsmedium fiihrte in vitro zu
einem geringen (Hollander und Rim, 1976a) bzw. in vivo zu einem deutlichen Anstieg der
PK-Absorption (Hollander et al., 1977a). Dieses spiegelte sich auch in vivo in der PK-
Konzentration in der Galle wider, welche nach einem Zusatz von Butyrat anstieg. In der
Lymphe hingegen war eine Abnahme der Konzentration zu verzeichnen (Hollander und Rim,
1978). Die Zugabe von langkettigen Fettsduren fiihrte in vitro (Hollander und Rim, 1976a)
und in vivo (Hollander et al., 1977a) zu einer Abnahme der Absorption von PK. Allerdings
stieg der Gehalt an PK in der Lymphfliissigkeit an, wihrend er in der Galle abnahm
(Hollander und Rim, 1978). Durch den Zusatz von Lecithin zur Inkubationslosung kam es in
vitro zu einer deutlichen Verringerung der PK-Aufnahme (Hollander und Rim, 1976a).

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass sowohl die Zusammensetzung der Mizellen als auch
die An- bzw. Abwesenheit von anderen fettloslichen Verbindungen Einfluss auf die
Resorption von Vitamin K; haben (Hollander und Rim, 1976a). Des Weiteren scheint es, als

hitte die Anwesenheit von Fettsduren mit unterschiedlicher Kettenlinge einen Einfluss
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darauf, ob PK aus den Enterozyten in die Lymphe oder iiber das Portalblut zur Leber

transportiert wird (Hollander und Rim, 1978).

pH-Wert
Wenn der pH-Wert der intestinalen Perfusionslosung, der bei 7,4 lag, auf 8,0 erhoht wurde,

fiihrte dies in vivo zu einer Abnahme der PK-Absorption, welche sich in den proximalen
Abschnitten des Jejunums deutlicher abzeichnete als in den distalen Abschnitten (Hollander et
al., 1977a). Eine Absenkung des pH-Wertes auf 6,0 - 4,5 fiihrte hingegen zu einer verstirkten
Absorption in beiden Diinndarmabschnitten (Hollander et al., 1977a). Einer Verdnderung des
Wertes in den alkalischen oder sauren Bereich fiihrte nicht zu veridnderten Konzentrationen
von PK in der Lymphe und Galle (Hollander und Rim, 1978).

Somit findet man bei einer erhohten Wasserstoffkonzentration im Inkubationsmedium eine
erhohte Absorption, aber keine Erhohung des Vitamin K; in Lymphe und Galle. Dieses
konnte damit zusammenhéngen, dass die Aufnahme in die Enterozyten durch den pH-Wert
beeinflusst wird, da die Ladung der Mizellenoberfliche durch die hohe Wasserstoffionen-
Konzentration weniger negativ ist und somit eine leichtere Passage durch die ebenfalls
negativ geladene luminale Zellmembran moglich ist (Hollander et al., 1977a). Dieses hat
jedoch vermutlich keinen Einfluss auf den intrazelluldren pH-Wert und es kommt damit nicht
zu einem erhohten Transport von PK aus den Enterozyten in die Lymphe bzw. Galle, sondern
fiihrt zu einer verstdrkten Akkumulation von PK sowohl an der Oberfldche der Darmzellen als

auch in den Enterozyten (Hollander und Rim, 1978).

Die Ausscheidung von Vitamin K; aus dem menschlichen Korper erfolgt nach
Metabolisierung (Shearer und Barkhan, 1973; Harrington et al., 2005) und konjugiert,
hautséchlich mit Glucuronat, iiber den Urin (Shearer und Barkhan, 1973) und die Galle. Dabei
ist der Anteil, der iiber die Galle ausgeschieden wird, sehr gering. Nach einer
intraperitonealen Injektion von PK bei Ratten wurden nach zwolf Stunden nur 8,5 % der

Dosis in der Galle wieder gefunden (Konishi et al., 1973).

2.1.4.2 Vitamin K,

Der Transport von MK durch die Darmwand wird als eine passive Diffusion beschrieben
(Hollander et al., 1976; Hollander und Rim, 1976b; Hollander et al., 1977b).

Die Resorption von MK wurde sowohl an Diinndarmsegmenten (Hollander und Rim, 1976b)
als auch an Dickdarmpriparaten (Hollander et al., 1976) von Ratten am Beispiel von
radioaktiv markiertem MK-9 untersucht. Anhand dieser In-vitro-Versuche konnte gezeigt
werden, dass es sich bei der Aufnahme von MK sowohl im Diinndarm als auch im Dickdarm

um einen passiven Vorgang handelt, der energieunabhéngig ist und keine Carrier bendtigt.

25



LITERATUR

Allerdings wurde durch eine autoradiographische Untersuchung der Darmstiicke festgestellt,
dass MK-9 zwar vom Diinndarm und Kolon aufgenommen, jedoch nicht bis zur serosalen
Seite weiter transportiert wurde, sondern eine Akkumulation des Vitamins in den mukosalen
und submukosalen Schichten stattfand (Hollander et al., 1976; Hollander und Rim, 1976b). Es
wurde vermutet, dass der Grund fiir den nicht darstellbaren transmuralen Transport bei den
In-vitro-Versuchen im Fehlen der lymphatischen (Hollander et al., 1976) bzw. der portalen
Zirkulation (Hollander et al., 1977) lag.

Ebenso wie beim PK konnte auch beim MK ein Einfluss des Inkubationsmediums auf die

Absorption festgestellt werden.

Gallensalze

Sowohl im Ileum als auch im Kolon von Ratten wurde bei In-vivo-Versuchen mit erhéhter
Natrium-Taurocholsdure (10 und 15 mmol/l) eine hohere Absorption von MK-9 beobachtet
(Hollander et al., 1977b). Nach den In-vivo-Versuchen wurde das verwendete Darmgewebe
histologisch untersucht. Im Ileum wurden keine morphologischen Verdnderungen beobachtet,
wihrend im Kolongewebe bei beiden Konzentrationen Abnormalitidten am Epithel festgestellt
wurden. Demnach konnte die steigende Absorption von MK im Diinndarm auf die erhohte
Konzentration von Gallensalzen zuriickgefiihrt werden, wohingegen der Anstieg der
Absorptionsrate im Dickdarm Folge der Epithelverinderungen sein konnte (Hollander et al.,
1977b).

Bei In-vitro-Versuchen an Rattendiinndirmen wurde die Natrium-Taurocholsdure der
Inkubationsfliissigkeit durch ein deionisiertes Detergens ausgetauscht, was in einer erhohten
Aufnahme des MK resultierte (Hollander und Rim, 1976b).

Fettsduren

Wihrend ein Zusatz von gesittigten kurz- (Butyrat) und mittelkettigen Fettsduren
(Octansdure) zum Perfusionsmedium im Rattenileum in vivo eine deutliche Abnahme der
MK-Resorption zeigte (Hollander et al., 1977b), wurde in vitro im Diinndarm eine Zunahme
beobachtet (Hollander und Rim, 1976b). Im Kolon von Ratten konnte kein Einfluss der
beiden Fettsduren auf die Resorption unter In-vivo-Bedingungen erkannt werden (Hollander
et al., 1977b). Sowohl im Ileum als auch im Kolon fiihrte eine Zugabe von Linol- und Olséure
in vivo zu einer Abnahme der Absorptionsrate (Hollander et al., 1977b). In vitro war keine

Anderung im Diinndarm zu erkennen (Hollander und Rim, 1976b).

pH-Wert
Sowohl im Ileum als auch im Kolon fiihrte eine schrittweise Senkung des pH-Wertes von

urspriinglich 7,4 auf 4,5 zu einer Erhhung der Resorptionsrate (Hollander et al., 1977b).
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Die beschriebenen Beobachtungen lassen sich so interpretieren, dass eine Aufnahme von MK
im Dickdarm von Sdugetieren méoglich ist und eine alimentir bedingte Mangelsituation durch
die Vitamin K,-Synthese im Darm verhindert werden konnte. Allerdings konnte anhand
dieser Untersuchungen nicht bewiesen werden, dass es tatsdchlich zu einer Aufnahme in das
Blut- oder Lymphsystem kommt (Ichihashi et al., 1992).

Dass MK zumindest in geringen Mengen auch noch in hinteren Darmabschnitten resorbiert
wird, ldsst sich nach einer Studie an Ratten vermuten, bei denen MK in der Leber gefunden
wurde, obwohl die Tiere an Koprophagie gehindert wurden (Kindberg et al., 1987).

Auch der Einfluss der Gallensalze bei den Resorptionsvorgéingen ist noch nicht ganz geklért.
Es scheint aber, dass sie bei der Absorption, dhnlich wie bei PK, auch bei MK eine Rolle
spielen. Wiahrend bei In-vitro-Versuchen eine erhdhte Absorptionsrate von MK-9 in
Abwesenheit von Natrium-Taurocholsdure festgestellt wurde (Hollander und Rim, 1976b),
zeigte sich in vivo das Gegenteil (Hollander et al., 1977b). Eine Erkldrung wurde hierfiir nicht
gegeben. Bei einem Vergleich der Absorption von MK-4 und MK-9 aus dem Jejunum und
Kolon in die Lymphe stellte sich heraus, dass beide im Jejunum in Anwesenheit von Galle
deutlich besser resorbiert werden als ohne, wihrend im Kolon ohne Galle iiberhaupt kein
Transfer in die Lymphe beobachtet wurde (Ichihashi et al., 1992). Dementsprechend scheint
das terminale Ileum eventuell ein wichtiger Ort der Resorption fiir MK zu sein. Bei diesem
Darmabschnitt handelt es sich um einen der Hauptorte, an dem Gallensduren sowohl aktiv als
auch passiv reabsorbiert werden konnen (Schiff et al., 1972).

Des Weiteren scheint die Linge der Seitenkette bzw. die Struktur des Vitamin K einen
Einfluss auf die Absorption zu haben. Je ldnger die Seitenkette ist, desto mehr nimmt die
Resorptionsrate ab. Daher wird Menadion besser resorbiert als MK-4 und MK-9. Letzteres
wird mit seiner langen Seitenkette von den drei Verbindungen am schlechtesten
aufgenommen (Ichihashi et al., 1992).

Eine Studie an keimfreien und konventionellen Méusen zeigte, dass die konventionellen
Maiuse nach der Fiitterung einer Vitamin K-reduzierten Didt keine Mangelsymptome zeigten,
wohingegen die keimfreien Méause nach der gleichen Fiitterung eine Blutungstendenz
aufwiesen und schwere himorrhagische Symptome zeigten (Kimura et al., 1992). Bei den
konventionellen Midusen wurden verschiedene langkettige MK im Zikum- und Koloninhalt
und auch in der Fédzes nachgewiesen. Bei den keimfreien Tieren wurden keine MK gefunden.
Dies deutet darauf hin, dass bakteriell produzierte MK den Bedarf an Vitamin K bei Méusen
decken und somit auch in den hinteren Abschnitten des Darmes resorbiert werden.

Die meisten Untersuchungen zur Resorption von MK wurden an Ratten und Méusen
durchgefiihrt, allerdings lassen auch klinische Studien bei Menschen eine Resorption von MK
vermuten. Eine Applikation von MK {iber eine Nasensonde ins Ileum fiihrte nach ldngerer
Phase einer Vitamin K;-reduzierten Didt und zusitzlicher Gabe von Warfarin zu einer

Verringerung der Prothrombinzeit und einem Anstieg des Gerinnungsfaktors VII im Serum
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(Conly et al., 1994). Auch der postmortale Nachweis von MK-7 bis -10 im Portalblut von
Menschen deutet auf eine Absorption im Dickdarm hin (Conly et al., 1994).

Die Ausscheidung von MK erfolgt sehr schnell und zu einem groBen Anteil iiber die Galle.
Zwolf Stunden nach einer intraperitonealen Applikation von MK-4 wurden bereits iiber 70 %
der verabreichten Dosis iiber die Galle ausgeschieden (Konishi et al., 1973).

Trotz der vorliegenden Untersuchungen und obwohl das Auffinden von MK in der Leber auf
eine Resorption hindeutet, ist immer noch nicht vollstindig geklart, wie die Absorption im
Kolon erfolgt (Van Winckel et al., 2009).

2.1.4.3 Vitamin Kj;

Bei der Absorption von Menadion handelt es sich um einen passiven,
konzentrationsgradientenabhiingigen und energieunabhingigen Prozess, der sowohl im
Diinndarm (Hollander und Truscott, 1974a) als auch im Kolon (Hollander und Truscott,
1974b) stattfindet.

In-vitro-Untersuchungen an Rattendiinnddrmen haben ergeben, dass der Transport von
Menadion im distalen Diinndarm groBer ist als im proximalen Abschnitt (Hollander und
Truscott, 1974a). Es handelt sich um eine bidirektionale Diffusion, die sowohl von mukosal
nach serosal als auch umgekehrt stattfindet und von einem Konzentrationsgradienten abhingt.
Allerdings zeigt die Diffusion von mukosal nach serosal eine etwas hohere Transportrate.
Sowohl das Fehlen von Gallensduren, Lipiden und Sauerstoff als auch eine herabgesetzte
Inkubationstemperatur und die Addition von 2,4-Dinitriphenol zeigten keinen Einfluss auf die
Diffusionsrate von Vitamin K3 (Hollander und Truscott, 1974a). Ein Austausch der
mizellenhaltigen Losung auf der mukosalen Seite gegen ein nichtionisches Detergens fiihrte
zu einer FErhohung der Transportrate (Hollander und Truscott, 1974a). Ahnliche
Beobachtungen wurden bei In-vitro-Versuchen mit Kolonsegmenten der Ratte gemacht. Eine
anaerobe Atmosphire nach Stickstoffbegasung und ein Zusatz der metabolischen Hemmstoffe
2,4-Dinitrophenol und Natriumazid hatten keinen Einfluss auf die Diffusionsrate von Vitamin
K3 (Hollander und Truscott, 1974b). Das ldsst darauf schliefen, dass im Fall von Leber- oder
Gallenerkrankungen und Absorptionsstorungen Vitamin Kj trotzdem resorbiert werden kann
und damit die Blutgerinnung erhalten bleibt (Kolb et al., 1999).

Die Ausscheidung des Menadions erfolgt iiber den Urin und die Galle in Form von
Konjugaten, mit Sulfaten bzw. Glucoronaten des Menadions, wobei auch Metaboliten in das
Blut zuriickkehren (Losito et al., 1967). Die Hilfte der Dosis von intravends verabreichtem
Menadion wurde nach 24 Stunden iiber den Urin ausgeschieden. Fast 40 % einer
intraperitonealen Menadioninjektion wurden bereits nach zwdlf Stunden in der Galle wieder
gefunden (Konishi et al., 1973).
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2.1.5 Verteilung von Vitamin K im Koérper

Studien an Ratten (Thijssen et al., 1996; Davidson et al., 1998; Ronden et al., 1998) und
Hunden (Duello und Matschiner, 1971a) zeigten, dass PK hauptsichlich in der Leber und im
Herz gespeichert wird. Es wird dort recht schnell angereichert, hat jedoch mit einer
Halbwertzeit von ca. 17 Stunden keine lange Verweildauer (Thierry et al., 1970). Nach einer
intravendsen Applikation von markiertem Vitamin K; konnte mit Hilfe einer
Ganzkorperradiographie festgestellt werden, dass PK neben der Leber auch in Nebennieren,
Lunge, Knochenmark, Niere, Lymphknoten und Milz angereichert wird (Konishi et al., 1973).
Nach einer oralen Aufnahme von PK steigt in den verschiedenen Geweben sowohl dessen
Konzentration als auch die von MK-4 (Ronden et al., 1998; Okano et al., 2008). Bei beiden ist
eine Abhingigkeit zur aufgenommenen Menge zu erkennen (Ronden et al., 1998) bzw.
ibersteigt die Konzentration von MK-4 sogar die von PK (Okano et al., 2008). Entsprechende
Beobachtungen wurden auch nach einer intravendsen Applikation von PK gemacht (Thijssen
und Drittij-Reijnders, 1994). Die hochsten Konzentrationen von MK-4 wurden unter anderem
in Gehirn, Schilddriise, Pankreas, Nebenniere, Thymus und Korperfett gefunden (Okano et
al., 2008).

Aufgrund der geringen MK-4 Produktion durch Bakterien (Kindberg et al., 1987) und dem
Zusammenhang einer PK-Applikation mit dem Konzentrationsanstieg von MK-4 ist
anzunehmen, dass eine Umwandlung von PK zu MK-4 stattfindet (Thijssen und Drittij-
Reijnders, 1994), bei der zunichst Menadion als Zwischenprodukt gebildet und dann die
entsprechende Seitenkette angebaut wird (Billeter et al., 1964; Thijssen und Drittij-Reijnders,
1994; Okano et al., 2008). Nach einer oralen PK-Aufnahme von gesunden Menschen wurde
schon nach sehr kurzer Zeit (ca. einer Stunde) eine Ausscheidung von Menadion iiber den
Urin beobachtet (Thijssen et al., 2006). Diese Beobachtung liel sich jedoch in derselben
Studie nach subkutaner Injektion von PK nicht wiederholen. Wo genau sich der Ort der
Umwandlung befindet, ist noch nicht ausreichend geklirt. Zwei unterschiedliche Wege
werden diskutiert. Der eine ist die Abtrennung der Seitenkette des PK im Darm, ein Transport
des entstandenen Menadions iiber das Blut in die verschiedenen Gewebe und die dort
stattfindende Prenylation von Menadion zu MK-4 (Billeter et al., 1964; Okano et al., 2008).
Der zweite Erkldrungsansatz besteht darin, dass beide Schritte direkt im entsprechenden
Speichergewebe ablaufen (Okano et al., 2008).

Schon zu Beginn der sechziger Jahre konnte bei In-vivo-Versuchen eine Umwandlung von
PK zu MK-4 beobachtet werden (Billeter und Martius, 1960). Erste Untersuchungen iiber den
genauen Vorgang der Umwandlung lieBen vermuten, dass die Dealkylierung von PK durch
Bakterien der Darmflora erfolgt (Billeter et al., 1964). Spitere Beobachtungen konnten das
wiederum nicht bestétigen, da sowohl in keimfrei geziichteten Ratten (Davidson et al., 1998;

Ronden et al., 1998) und Miusen (Kimura et al., 1992) als auch in Zellkulturen aus humanen
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Nierenzellen (Davidson et al., 1998) eine Ansammlung von MK-4 nach PK-Aufnahme
registriert wurde. Da auch nach einer intravendsen Gabe von PK die MK-4 Gehalte im
Plasma sehr gering sind, ist anzunehmen, dass die Umwandlung direkt in dem Gewebe
stattfindet, in dem es auch nachgewiesen wird und nicht in einem bestimmten einzelnen
Gewebe oder Organ (z.B. Leber), um von dort verteilt zu werden (Thijssen und Drittij-
Reijnders, 1994). Der genaue Vorgang ist weiter unklar. Es wird jedoch vermutet, dass es sich
bei der Abspaltung der Seitenkette um einen intrinsischen katabolischen Vorgang im Korper
handelt (Thijssen et al., 2006).

Im Vergleich zum PK unterscheidet sich der Speicherort von MK-4 im Korper. Sowohl das
verabreichte MK-4 als auch das aus PK umgewandelte MK-4 sammelt sich vermehrt in
Arterien (Spronk et al., 2003) und extrahepatischem Gewebe an (Thijssen et al., 1996;
Ronden et al., 1998) bzw. kann dort besser genutzt werden (Thijssen et al., 1996; Ronden et
al., 1998), wihrend im Serum und in der Leber die geringsten Konzentrationen von MK-4
gemessen wurden (Ronden et al., 1998). Diese Ergebnisse widersprechen zum Teil friitheren
Studien, bei denen durch Ganzkorperradiographie intravends appliziertes MK-4 bei Ratten
neben Lunge, Milz, Nebenniere, Niere und Knochenmark auch in der Leber nachgewiesen
werden konnte. Die hochsten Konzentrationen wurden jedoch bereits eine Stunde nach
Verabreichung im Darminhalt gemessen (Konishi et al., 1973). Dieses spiegelt vermutlich die
hohe Ausscheidungsrate iiber die Galle wider. Ob das PK erst im Gewebe des Speicherortes
zu MK-4 umgewandelt wird oder ob dieser Vorgang an nur einem bestimmten Ort stattfindet
und das MK-4 von dort in die jeweiligen Organe verteilt wird, konnte noch nicht geklért
werden (Ronden et al., 1998). Die langkettigen Menachinone werden hauptsichlich in der
Leber gespeichert (Thijssen und Drittij-Reijnders, 1994) und nur in Spuren in anderen
Geweben (Thijssen und Dirittij-Reijnders, 1996). Postmortale Untersuchungen an Menschen
ergaben eine dhnliche Verteilung von Vitamin K (Thijssen und Drittij-Reijnders, 1996).

Bei einer vergleichenden Supplementierung von PK und MK-9 zum Futter von Ratten zeigte
sich, dass PK deutlich schneller in der Leber verstoffwechselt wird und eine deutlich
geringere Menge ausreicht, um Anzeichen einer Mangelsituation (verringerter
Prothrombingehalt und Erhdhung der Vorstufen von Vitamin K-abhédngigen Proteinen im
Plasma) zu verhindern (Will und Suttie, 1992). Damit wire der tidgliche Bedarf von Ratten an
MK-9 (5,6 umol/g) deutlich hoher als an PK (1,1 pmol/g). Als Grund hierfiir wird die
unterschiedliche Absorption im Intestinaltrakt vermutet (Will und Suttie, 1992). Eine weitere
Studie an Ratten konnte diese Beobachtungen zum Teil bestitigen. Es wurde aber auch
festgestellt, dass die Wirkung von MK-9 im Vergleich zu PK und MK-4 zwar spiter einsetzt,
die biologische Halbwertzeit jedoch deutlich ldnger ist (Groenen-van Dooren et al., 1995).
Auch fiir MK-7 konnte nach oraler Verabreichung bei Menschen eine lingere Halbwertzeit
nachgewiesen werden als fiir PK (Schurgers et al., 2007). Dieses bestitigt die zuvor genannte

schnellere Verstoffwechselung von PK in der Leber und gilt vermutlich auch fiir die

30



LITERATUR

kurzkettigeren MK. Auch die relative molare Aktivitit scheint sowohl nach oraler und
subkutaner Applikation (Groenen-van Dooren et al., 1995) als auch nach intrakardialer
Injektion (Matschiner und Taggart, 1968) bei den lidngerkettigen MK hoher zu sein als beim
PK und den kurzkettigen MK. Neben dieser Feststellung wurde ein ziemlich hoher Gehalt an
langkettigen, sehr lipophilen MK in der Leber (Matschiner et al., 1967), unter anderem von
Rindern (Matschiner und Amelotti, 1968), beobachtet. Dieses gibt Anlass zu der Vermutung,
dass die dort gespeicherten MK auch tatsédchlich vom Tier genutzt werden kénnen.

Auch Menadion wird nach Aufnahme in den Korper zu MK-4 umgewandelt (Taggart und
Matschiner, 1969; Thierry et al., 1970; Nestor und Conrad, 1990; Ronden et al., 1998).
Ratten, deren Futter Menadion zugesetzt wurde, zeigten eine hohere Konzentration von MK-4
in verschiedenen Organen und im Plasma als Ratten, denen eine Ration mit MK-4 gefiittert
wurde (Thijssen et al., 1996). Auch bei einer Untersuchung mit Zelllinien aus Leber-,
Pankreas- und Nierengewebe konnte eine Umwandlung von Menadion zu MK-4 beobachtet
werden (Thijssen et al.,, 2006). Aus Menadion gebildetes MK-4 findet man in
extrahepatischen Geweben stédrker vertreten als in der Leber (Thijssen et al., 1996).

Ebenso wie beim PK herrscht auch beim Menadion keine Klarheit {iber den Ort der
Umwandlung. Nach der Verabreichung von '*C markiertem Menadion wurden PK und MK-4
weder in der Galle (Losito et al., 1965) noch im Urin oder Blut analysiert (Losito et al., 1967).
Dieses deutet auf eine Umwandlung im extrahepatischen Gewebe und/oder im Intestinum hin.
Die Leber scheint kein Hauptspeicherort des Menadion im Korper zu sein. Eine Studie an
Ratten zeigte, dass injiziertes markiertes Menadion nur zu einem kleinen Anteil in der Leber
wiederzufinden war und sich sehr schnell {iber den ganzen Korper in samtlichen Geweben
verteilt. Die hochsten Konzentrationen wurden in der Harnblase und im Darminhalt gefunden
(Konishi et al., 1973).

2.1.6 Biologische Funktionen des Vitamin K

Die Aufgaben, die Vitamin K in Pflanzen, Bakterien und Tieren bzw. Menschen erfiillt,
unterscheiden sich voneinander. In griinblittrigen Pflanzen kommt PK vor, das am
Photosyntheseprozess beteiligt ist. In Bakterien steht deren synthetisiertes MK in enger
Verbindung mit der inneren cytoplasmatischen Membran (Conly und Stein, 1992b). Die
genaue Funktion, die MK fiir die Bakterien besitzt, ist nicht exakt gekldrt. Eine Funktion als
reversible Redoxverbindung im Rahmen des Elektronentransportes wird vermutet (Guest,
1977).

Im menschlichen und tierischen Organismus gibt es Gruppen von Proteinen, die von Vitamin
K abhingig sind. Hierbei handelt es sich um die Vitamin K-abhingigen Gerinnungsfaktoren,
die Vitamin K-abhéngigen Skelettproteine und weitere Vitamin K-abhingige Proteine. Zu den

Koagulationsproteinen gehoren die Gerinnungsfaktoren II (Prothrombin), VII (Convertin), IX
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(Christmas Faktor) und X (Stuart-Prower Faktor), aber auch die Gerinnungshemmer Protein C
und S. Ein weiteres Protein, welches an der Blutgerinnung beteiligt ist, ist das Protein Z,
dessen genaue Funktion jedoch nicht geklart ist (Ferland, 1998). Die am
Knochenstoffwechsel beteiligten Proteine sind Osteocalcin, Matrix Gla Protein und Protein S.
Weitere Vitamin K-abhédngige Proteine sind Plaque Gla Protein, Nephrocalcin, Prolin-reiche
Gla Proteine 1 und 2 und Growth arrest-specific gene 6. Aufler bei letzterem sind die genauen
physiologischen Funktionen noch nicht ausreichend bekannt. Das Growth arrest-specific gene
6 wird in verschiedenen Geweben gebildet (Manfioletti et al., 1993). Es wird vermutet, dass
es einen forderlichen Einfluss auf die Proliferation von vaskuldren glatten Muskelzellen hat
(Nakano et al., 1995) und deren Zelltod herauszégern kann (Nakano et al., 1996). Es herrscht
zwar in einigen Punkten noch Unklarheit, es steht jedoch fest, dass alle genannten Proteine fiir
den aktiven Zustand carboxyliert werden miissen. Bei dem dafiir verantwortlichen Enzym
handelt es sich um die y-Glutamatcarboxylase (Stafford, 2005) fiir welche Vitamin K die
Funktion eines Cofaktors hat (Buitenhuis et al., 1990; Ronden et al., 1998). Die
v-Glutamatcarboxylase wandelt peptidgebundene Glutamatreste durch Zufiigen -einer
Carboxylgruppe zu y-Carboxyglutamat um und erméglicht ihnen damit, Kalzium zu binden
und aktiv zu werden (Stenflo et al., 1974). Bei den Glutamatresten handelt es sich um einen
schwachen Kalzium-Chelatbildner, wohingegen fy-Carboxyglutamat hierfiir ein deutlich
hoheres Potential hat. Deshalb wird durch den Vitamin K-abhingigen Schritt der
Umwandlung die Kalziumbindungskapazitit eines Proteins und damit auch seine Aktivitit
erhoht (Vermeer, 1990).

Allerdings kann die Carboxylierung durch den z.T. recht geringen Gehalt an Vitamin K in der
Nahrung limitiert sein (Stafford, 2005), was zum Beispiel im Fall von Osteocalcin bei
Menschen gezeigt wurde (Binkley et al., 2002). Neben der Zufuhr iiber die Nahrung hat auch
die Seitenkette einen Einfluss auf die Aktivitit, da diese mit zunehmender Seitenkettenlinge
abnimmt (Buitenhuis et al., 1990).

Neben der lebenswichtigen Funktion in der Blutgerinnung hat auch der hemmende Einfluss
von Vitamin K auf die Osteoporose und die Arteriosklerose in den letzten Jahren immer mehr
Bedeutung in der Humanmedizin gewonnen. Hier scheinen vor allem die MK (besonders
MK-4 und MK-7) eine wichtige Rolle zu spielen. Bei mit Warfarin behandelten Ratten konnte
festgestellt werden, dass bei einer zusitzlichen Gabe von PK Kalzifikationen in den arteriellen
Gefien zu sehen waren. Wurde PK durch MK-4 ausgetauscht, konnte keine
Arterienverkalkung festgestellt werden (Spronk et al., 2003). Somit scheint MK-4 im
Gegensatz zu PK, zumindest im Rattenmodell, einen priaventiven Einfluss auf die Verkalkung
von Arterien zu haben. Auch in einer niederlindischen Studie wurde beobachtet, dass nach
einer hohen Aufnahme von MK das Risiko von Myokardinfarkten, Herztod und
arteriosklerotischen Verkalkungen bei Menschen reduziert werden konnte (Geleijnse et al.,

2004). Bei der Privention von arteriellen Verkalkungen scheint in erster Linie das Matrix Gla
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Protein eine entscheidende Rolle zu spielen (Price et al., 2000). Es wird von vaskuldren
glatten Muskelzellen und Makrophagen in die Arterie sezerniert und wurde urspriinglich in
demineralisiertem Knochengewebe entdeckt. Mittlerweile ist bekannt, dass es von einer
Vielzahl an Geweben und Zelltypen gebildet wird (Price et al., 2000). Es wird sogar ein
Zusammenhang zwischen dem Verlust von Knochenmasse und dem Auftreten von arteriellen
Verkalkungen vermutet, deren genauer Mechanismus jedoch noch nicht geklart ist (Price et
al., 2001).

In Versuchen mit gesunden Frauen in der Postmenopause wurde gezeigt, dass eine
mehrjidhrige tigliche orale Aufnahme von MK-4 im Vergleich zu einem Placebo einen
positiven Effekt auf die Gesundheit der Hiiftknochen hatte. Es konnten ein erhohter
Knochenmineralgehalt sowie eine erhohte Breite des Femurkopfes festgestellt werden
(Knapen et al., 2007).

Neben dem MK-4 scheint auch MK-7 eine wichtige Rolle vor allem bei der Priavention von
Osteoporose zu spielen. In-vitro-Studien an Knochengewebe von Ratten zeigten einen
regulierenden Einfluss von MK-7 auf den Knochenstoffwechsel (Tsukamoto, 2004) sowie
anabole Effekte auf das Knochengewebe und Osteoblasten (Yamaguchi et al., 2001).

In Japan werden MK bereits seit einiger Zeit in der Behandlung von Osteoporose eingesetzt
(Iwamoto et al., 2006).

Dem Vitamin K wird auch ein antitumordser Effekt zugeschrieben. Dieses belegen
verschiedene In-vivo- und In-vitro-Studien, in denen die Wirkung von Vitamin K sowohl
alleine als auch in Verbindung mit Bestrahlung, Chemotherapie oder Vitamin C untersucht
wurde (Lamson und Plaza, 2003). Bei den meisten Studien lag der Fokus auf dem Menadion,
aber auch PK und MK =zeigten &dhnliche Wirkung. Die Wirkungsweise ist jedoch
weitestgehend unklar. Vermutet wird ein Zusammenhang mit der oxidativen Kapazitit des
Vitamin K, zumindest beim Menadion. Aber auch die Auslosung einer Apoptose der
Krebszellen, ein Schrumpfen der Zellen oder ein hemmender Einfluss auf deren Zellzyklus
wird diskutiert (Lamson und Plaza, 2003).

2.1.7 Vitamin K Bedarf von Hunden

Bereits Mitte der fiinfziger Jahre wurden an Hunden mit Cholecystonephrostomie Versuche
durchgefiihrt, um herauszufinden, wie hoch der tigliche Bedarf an Vitamin K; ist, um eine
unveridnderte Prothrombinzeit zu gewihrleisten. Durch eine intravendse Gabe von 0,5 ul
Vitamin K;/kg KM konnte ein normaler Prothrombingehalt erreicht werden (Quick et al.,
1954). Aber auch durch die Zugabe von hohen Mengen an Galle (5 ml/kg KM) zu einer
Vitamin K-haltigen Diit konnte eine zuvor verringerte Menge an Prothrombin wieder zu einer
normalen Konzentration erhoht werden (Quick et al., 1954). Es stellte sich heraus, dass

wachsende Hunde einen hoheren Bedarf an Vitamin K haben als adulte Tiere (Quick et al.,
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1962). Im Laufe der Jahre wurden von verschiedenen Institutionen und Autoren
Empfehlungen fiir die Vitamin K-Versorgung bei Hunden ausgesprochen (Tab. 2).

Die Menge der Vitamin K-Aufnahme ist abhingig von dem Gehalt in der Nahrung und der
Effizienz der Absorption, von dem Grad der intestinalen Synthese, sowie der Anwesenheit

von antagonistischen Faktoren, wie z.B. Dikumarol.

Tab. 2: Empfehlungen bzw. Vorschlége fiir die tdgliche Aufnahme von Vitamin K; bzw. K3
fiir Hunde und Welpen pro kg Kérpermasse (KM)

Empfehlungen bzw. Vorschlége fiir tigliche )
Literaturquelle
Bedarfswerte

22 ng Ks/kg KM per os fiir adulte Hunde
44 ng Ks/kg KM per os fiir Welpen

2-5 pg Ki/kg KM 1.v. fiir adulte Hunde
5-15 ug Ki/kg KM 1.v. fiir Welpen

NRC (2006)

Quick et al. (1962)

2.1.8 Hypo- und Hypervitaminose

Bei einer Vitamin K-Hypovitaminose wird zwischen einem primiren und einem sekundéren
Mangel unterschieden. Ein primédrer Mangel kommt sowohl bei ausgewachsenen Tieren als
auch bei Menschen duflerst selten vor. Bei Hunden wurde ein solcher Mangel bisher nicht
beschrieben (NRC, 2006). Sekundire Mangelerscheinungen werden hingegen Ofter
beobachtet. Hierzu zihlen verschiedene Erkrankungen, welche die Aufnahme des Vitamins
beeintrachtigen, die Aufnahme von antagonistisch wirkenden Stoffen und eine Veridnderung
der physiologischen Darmflora, z.B. durch eine antibiotische Behandlung.

Um ein Defizit an Vitamin K nachweisen zu konnen, gibt es verschiedene Moglichkeiten. Die
ilteste und geldufigste ist die Bestimmung der Prothrombinzeit nach Quick (Quicktest), auch
wenn diese von einigen Autoren als nicht sensitiv und unspezifisch beurteilt wird (Kindberg
und Suttie, 1989). Es wird zwar die Gerinnungszeit ermittelt, jedoch kann keine Aussage iiber
die tatsdchliche Prothrombinkonzentration getroffen werden (Perlick, 1953). Aufgrund der
moglichen labor- und testabhéngigen Schwankungen wird seit den achtziger Jahren auch der
aus dem Quickwert abgeleitete INR-Wert (International Normalized Ratio) angewendet. Eine
Analyse des Prothrombins und der anderen Vitamin K-abhidngigen Gerinnungsfaktoren im
Blut konnte diesen Nachweis ergidnzen. Eine weitere Nachweismoglichkeit ist die
Konzentrationsmessung der Vorldufer von Vitamin K-abhingigen Proteinen im Blutplasma,
welche bei einem Mangel ansteigen (Suttie, 1973).

Chronische Lebererkrankungen (Lisciandro et al., 1998), Storungen der Gallensekretion (Neer

und Hedlund, 1989), Erkrankungen des Pankreas sowie Enteropathien wie Maldigestion und
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Malabsorption (Edwards und Russell, 1987) konnen zu einem sekundidren Mangel bei Hunden
bzw. Katzen fithren, da Vitamin K nicht mehr ausreichend resorbiert werden kann.

Die orale Aufnahme von Vitamin K-Antagonisten wie dem im Siiklee (Melilotus officinales
bzw. alba) und einigen Kriutern vorkommenden Cumarin, dem Phenylindandion und anderen
antikoagulanten Rodentiziden kann zu einem Vitamin K-Mangel fiihren.

Bei Pferden (McDonald, 1980) und bei Rindern (Schofield, 1984) konnten nach einer
Aufnahme von siiBkleereichem Heu hidmorrhagische Erkrankungen festgestellt werden,
welche in vielen Fillen zum Tod fiihrten. Der Bestandteil im SiiBklee, der zu diesen
Veridnderungen fiihrte, wurde nach mehreren Studien bereits zwischen 1933 und 1941 als
3,3°-Methyl-bis- (4-Hydroxycoumarin) identifiziert und Dikumarol genannt (Stahmann et al.,
1941). Einsatz findet Dikumarol (Cumarin) mittlerweile als Blutverdiinner (z.B. Marcumar®)
und als Rodentizid (Suttie, 1984).

Ein Zusatz von Warfarin, einem Wirkstoff aus der Gruppe der Cumarine, zu einer Vitamin
K-supplementierten Fiitterung bei Ratten zeigte, dass die Speicherung sowohl von PK als
auch von MK-4 in fast allen Organen deutlich geringer war als bei einer Fiitterung ohne den
Antagonisten (Thijssen et al., 1996; Spronk et al., 2003). Diese hemmende Wirkung konnte
ebenfalls bei In-vitro-Versuchen mit einer humanen Nierenzelllinie beobachtet werden
(Davidson et al., 1998). Es liel} sich jedoch eine erhohte Konzentration von PK-Epoxiden in
Plasma, Leber und Sternum und von MK-4-Epoxiden in Leber und Sternum erkennen
(Thijssen et al., 1996). Diese Ansammlung erklért sich dadurch, dass Dikumarol zu einer
Hemmung der Vitamin K-Epoxid-Reduktase fiihrt und somit eine Umwandlung von Vitamin
K in seine aktive Form verhindert wird (Fasco und Principe, 1982; Hildebrandt und Suttie,
1982).

Ein weiterer Vitamin K-Antagonist ist das Phenylindandion, welches nach oraler Aufnahme
zu einer Abnahme der Gerinnungsfaktoren II, V und VII fiihrte (Perlick, 1953).

Auch die Gabe von Antibiotika kann bei gleichzeitiger Verabreichung einer Vitamin K-freien
bzw. - reduzierten Diit zu einem Mangel fiihren, welcher sich in einer Hypoprothrombinidmie
duBert. Als Ursache konnte eine Veridnderung der Darmflora in Frage kommen (Lipsky,
1988). Des weiteren ist es moglich, dass spezielle Antibiotika (z.B. mit Thiotetrazol-
Seitenkette) die Umwandlung von Vitamin K-Epoxid zu Vitamin K hemmen (Creedon und
Suttie, 1986; Lipsky, 1988). Bestimmungen der Plasma-Prothrombin-Konzentrationen und
der Gerinnungszeiten bei keimfreien und konventionellen Ratten nach dreitigiger Fiitterung
einer Vitamin K-Mangeldidt deuten allerdings darauf hin, dass langkettige MK einen
manifesten Mangel an Vitamin K verhindern konnen (Ronden et al., 1998).

Ein erndhrungsbedingter Mangel tritt bei Tieren in der Regel nur beim Gefliigel auf,
besonders dann, wenn die Tiere in Kéfigen gehalten werden und keine Moglichkeit zur

Koprophagie haben.
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Bei Katzen konnten verldngerte Gerinnungszeiten und verringerte Gehalte an Vitamin K-
abhédngigen Gerinnungsfaktoren beobachtet werden, nachdem diese mit kommerziellem
Dosenfutter auf Fischbasis (Lachs und Thunfisch) gefiittert wurden. Einige Tiere starben und
bei der pathologischen Untersuchung konnten Blutungen in Leber und/oder Magendarmtrakt
festgestellt werden. Die Ursache konnte bisher nicht geklirt werden, es wird jedoch vermutet,
dass ein noch unbekannter Faktor in den Didten zu den Gerinnungsstdrungen fiihrte (Strieker
et al., 1996).

Fiir die Therapie von akuten Vergiftungen mit Rodentiziden ist Vitamin K; das Mittel der
Wahl. Schon Anfang der sechziger Jahre stellte sich bei Versuchen an keimfreien Ratten mit
einem Vitamin K-Mangel heraus, dass PK eine effizientere Wirkung bei der Behandlung
einer Hypoprothrombindmie hat als Menadion-Tetranatrium-Diphosphat und Menadion-
Natrium-Sulfat (Gustafsson et al., 1962). Menadion muss nach der Aufnahme zunichst
metabolisiert werden und hat dadurch einen verzogerten Wirkungseintritt (Fernandez et al.,
1984).

Die natiirlich vorkommenden Vitamine K; und K, gelten auch bei Aufnahme in hohen
Mengen als nicht toxisch. PK zeigt auch dann keine Nebenwirkungen, wenn es in sehr hohen
Mengen aufgenommen wird (NRC, 1987). Einzige beschriebene Ausnahme ist eine Studie,
bei der Hunden Vitamin K; in verschiedenen Dosierungen (4, 5 bzw. 10 mg/kg KM) entweder
subkutan oder oral an fiinf aufeinander folgenden Tagen verabreicht wurde. Von sieben
Tieren entwickelte nur ein Hund Heinz-Ko6rperchen (Fernandez et al., 1984). Dem Hund
wurde die geringste Dosis von 4 mg/kg KM subkutan injiziert.

Dahingegen haben Untersuchungen bei verschiedenen Tierarten und dokumentierte
Fallbeispiele gezeigt, dass Menadion in hohen und gemidfl den Empfehlungen weit
tiberdosierten Konzentrationen eine toxische Wirkung haben kann. Allerdings haben bis zu
tausendfach erhohte Aufnahmen (bezogen auf den Bedarfswert) von Menadion noch keine
schidlichen Auswirkungen (NRC, 1987).

In Untersuchungen mit Hunden wurde beobachtet, dass eine Verabreichung von
26 mg Vitamin Ki/kg KM an drei aufeinander folgenden Tage zu einer Zerstérung von roten
Blutkorperchen durch die Bildung von Heinz-Ko6rperchen und damit zu einer himolytischen
Anidmie fiihrte (Fernandez et al., 1984). Es wurde vermutet, dass die Heinz-Korperchen nach
hoher Aufnahme von Vitamin K; durch eine oxidative Zerstorung der Erythrozyten
entstanden sind. Ob das Menadion dabei subkutan oder intramuskulér injiziert wurde, schien
keinen Unterschied zu machen.

Bei Rennpferden konnten nach einer hochdosierten intravendsen Injektion von Menadion
verschiedene Symptome, wie verringerter Appetit, Schwiche, Muskelverhirtungen, Koliken
sowie eine ausgeprigte Azotimie beobachtet werden (Maxie et al., 1992). Eine

histopathologische ~ Untersuchung von euthanasierten Tieren ergab verschiedene
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Veridnderungen an den Nieren, unter anderem blasse und vergroBerte Nieren, marmorierte

Nierenrinden, Tubulonephrosen und Nekrosen der Nierenpapillen.

2.1.9 Einsatz von Vitamin K in Futtermitteln

Nach geltendem Futtermittelrecht (Gemeinschaftsregister der Futterzusatzstoffe basierend auf
der Verordnung (EG) Nr. 1831/2003 iiber Zusatzstoffe zur Verwendung in der Tierernidhrung)
ist sowohl Vitamin K; als auch Vitamin K3 in vier verschiedenen Verbindungen fiir alle
Tierarten in sdmtlichen Futtermitteln zugelassen. Bei den zugelassenen Verbindungen von
Menadion handelt es sich um Menadion-Dimethylpyrimidin-Olbisulfit-Priparat, Menadion-
Natriumbisulfit-Priparat, Menadion-Natriumbisulfit-Reinsubstanz und Menadion-

Nicotinsdureamid-Bisulfit-Préparat.

2.2, In-vitro-Methoden zur Untersuchung der Bildung von Vitamin K,

Es gibt verschiedene Studien, bei denen einzelne Mikroorganismen auf ihre Fihigkeit MK zu
bilden, untersucht wurden. In-vitro-Studien mit einer komplexen Flora, wie z.B. Féazes oder
Darminhalt, wurden bisher nicht beschrieben.

Es gibt jedoch verschiedene In-vitro-Methoden, die sich dafiir eignen konnten, entsprechende
Untersuchungen durchzufiihren. Zwei dieser Methoden, eine semikontinuierliche
Langzeitinkubation und eine iiber 24 Stunden angelegte Kurzzeitinkubation, werden im
Folgenden ndher beschrieben. Dariiber hinaus existieren fiir In-vitro-Untersuchungen
zahlreiche Modellanséitze mit mehr oder weniger grolen Modifikationen, auf die aber im
Rahmen dieser Arbeit nicht im Detail eingegangen werden kann. Es handelt sich dabei unter
anderen um Methoden zur Messung der Gasproduktion, welche ihren Einsatz hauptsichlich
zur Evaluierung des erndhrungsphysiologischen Wertes verschiedener Futtermittel beim
Wiederkiduer finden (Theodorou et al., 1994; Getachew et al., 1998) aber auch beim
Monogastrier, besonders beim Schwein, angewendet werden konnen (Williams et al., 2001).
Des Weiteren gibt es verschiedene enzymatische In-vitro-Techniken, welche sich besonders
fiir die Simulation von Verdauungsvorgingen im Magen und Diinndarm eignen (Fuller,
1991).

Bei dem System der Langzeitinkubation handelt es sich um ein In-vitro-Modell, mit welchem
mikrobielle Stoffwechselleistungen des monogastrischen Dickdarms durch eine semi-
kontinuierliche Inkubation simuliert werden konnen. Es ist ein offenes System und ermdglicht
die  Untersuchung  von  Fermentationsvorgdngen @ und der  Bildung  von
Fermentationsprodukten. Vorldufer dieses Systems ist die Rumen-Simulationstechnik

(Rusitec) (Czerkawski und Breckenridge, 1977), welche fiir die Anwendung am
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Schweinekolon (Colon-Simulationstechnik, auch als ,,Cositec* bezeichnet) modifiziert wurde
(Dreyer, 1990). Die Unterschiede liegen lediglich in der unterschiedlichen Entnahmestelle des
Inokulums und in der GréBe der Fermentationsgefile. Bei der Rumen-Simulationstechnik
fassen diese ein Volumen von 1 | (Czerkawski und Breckenridge, 1977), wihrend es bei der
Colon-Simulationstechnik 125 ml sind (Dreyer, 1990). Vorraussetzung fiir beide Systeme ist,
dass fistulierte Spendertiere zur Verfiigung stehen oder die Proben aus frisch geschlachteten
Tieren entnommen werden konnen. Vor wenigen Jahren wurde die Rumen-
Simulationstechnik erneut modifiziert und als Zikum-Simulationstechnik (Caesitec) fiir die
Anwendung beim Pferd genutzt. Es stellte sich heraus, dass Zdkuminhalt als Inokulum
verwendet werden kann (Zeyner et al., 2006). Weitere Untersuchungen haben gezeigt, dass an
Stelle von Zikuminhalt auch Fidzes vom Pferd verwendet werden kann (Dill et al., 2007,
Miiller et al., 2008). Bei Hunden wurden dhnliche Studien bisher noch nicht publiziert.

Bei dem Modell der Kurzzeitinkubation handelt es sich um ein geschlossenes, anaerobes
In-vitro-Fermentationssystem. Der Hauptunterschied zum oben beschriebenen System liegt
darin, dass eine 24-stiindige Inkubation in gasdicht verschlossen Fermentationsgefil3en
durchgefiihrt werden kann. Je nach Fragestellung sollte es zusitzlich moglich sein, ohne
Lufteinfuhr Proben aus dem Gefdl zu entnehmen. Eine Kurzzeitfermentation wurde bei
verschiedenen Fragestellungen angewendet. Hauptanliegen war es in den meisten Fillen, auf
Tierversuche zu verzichten und zugleich eine kosten- und zeitsparende Methode zu
entwickeln. Es konnen zum Beispiel die Einfliisse verschiedener Substrate bzw. Nihrstoffe
auf die Darmflora untersucht werden (Knarreborg et al., 2002; Tzortzis et al., 2004). Das
Inokulum kann von einem fistulierten Tier entnommen werden (Zentek, 1993; Tsukahara et
al., 2002), hdufig werden jedoch auch Fazesproben verwendet (Knarreborg et al., 2002;
Tzortzis et al., 2004).

Bei beiden In-vitro-Methoden werden in der Regel fliichtige Fettsauren, pH-Wert, Ammoniak
(NH3) bzw. Ammonium (NH4") und z.T. Laktat als Fermentationsparameter bestimmt. Alle
genannten Parameter geben Aufschluss dariiber, in welchem Umfang eine mikrobielle
Fermentation von verschiedenen Nahrstoffen im Dickdarm stattgefunden hat. Die Produktion
von fliichtigen Fettsduren ist das Ergebnis der anaeroben mikrobiellen Fermentation von
unverdaulichen Kohlenhydraten wie Zellulose, Hemizellulose, Pektin oder Oligosacchariden.
Auch leicht verdauliche Kohlenhydrate wie Stirke und Glukose werden fermentiert, wenn
diese die Diinndarmpassage unverdaut iiberstehen. Dieses ist moglich bei einer groBen
Aufnahme von leicht verdaulichen Kohlenhydraten oder auch bei einer Malabsorption
(Bergman, 1990). Auch der mikrobielle Abbau von Proteinen fiihrt zu einer Bildung von
fliichtigen Fettsduren. Der grofte Anteil der verzweigtkettigen fliichtigen Fettsduren wird
durch diese Fermentation gebildet (Macfarlane et al., 1992). Eine proteolytische Fermentation
fiihrt zusitzlich zu einer Bildung von NHs, welches als ein potentiell toxischer Metabolit gilt

(Macfarlane et al., 1992). Laktat ist im Dickdarm ein Zwischenprodukt der Fermentation von
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Kohlenhydraten. Es wird nur gebildet, wenn die Produktion von fliichtigen Fettsduren durch
ein saures Milieu mit einem pH unter 5,5 gehemmt wird (Soergel, 1994). Selten wird bei In-
vitro-Versuchen und auch in vivo ein so niedriger pH erwartet bzw. erreicht, weshalb nur in

wenigen Studien die Laktatkonzentration bestimmt wurde.

2.3 Analytik von Vitamin K

Fiir die Bestimmung von Vitamin K in verschiedenen Matrizes, wie zum Beispiel
Lebensmittel, tierischen bzw. menschlichen Gewebe oder Fizes, wurden seit seiner
Entdeckung verschiedene biologische, chemische und chromatographische Methoden
angewendet. Heutzutage wird die Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) als die
Methode der Wahl angesehen (Gao und Ackman, 1995). Durch die verschiedenen
Moglichkeiten der Extraktion und Reinigung der Proben bietet die HPLC ein groBes
Spektrum an Einsatzmdglichkeiten.

Die ersten Untersuchungen zur Wirkung von Vitamin K wurden mit Bioassays durchgefiihrt,
bei denen in der Regel Hiihner als Testtiere eingesetzt wurden (Schonheyder, 1936). Dieses
Testverfahren wird auch heute noch eingesetzt, um die Bioverfiigbarkeit verschiedener
Vitamin K-Verbindungen zu untersuchen. Den Tieren wurde zunichst eine Vitamin K-freie
Diit gefiittert, um die Korperspeicher zu leeren. Danach wurden die Tiere in Gruppen
eingeteilt, verschiedene Konzentrationen von Vitamin K verabreicht (Koivu-Tikkanen, 2001)
und der Einfluss auf die Gerinnungszeit iiberpriift (Schonheyder, 1936).

Die am meisten genutzten chemischen Methoden sind colorimetrische Analysen (Koivu-
Tikkanen, 2001). Allerdings sind diese nicht Vitamin K-spezifisch, da auch andere Chinone
in einer @hnlichen Weise reagieren.

Es wurde auch ein moglicher Einsatz der Gaschromatographie zur Bestimmung von Vitamin
K betrachtet, jedoch hat diese Methode nie eine grole Bedeutung erlangt (Koivu-Tikkanen,
2001). Trotz einiger Probleme wurde die Methode nach Extraktion mit n-Hexan und
Reinigung auf einer Aluminiumséule bei der Analyse von PK in verschiedenen Gemiisesorten
verwendet, da sie als relativ einfach und leicht durchfiihrbar galt (Seifert, 1979).

Die Bestimmung von Vitamin K mit Hilfe der HPLC gehort heute zu den geldufigsten
Methoden, da sie als sehr sensibel angesehen wird. Durch die stindige Wiederverwertung des
Vitamin K im Korper von Sdugetieren werden nur geringe Mengen bendtigt, um den
taglichen Bedarf zu decken. Dadurch muss eine Nachweismethode in der Lage sein, kleinste
Mengen in Gewebe und Blut aber auch in Lebens- bzw. Futtermitteln nachweisen zu konnen.
Bei einer Analyse mit HPLC ist dieses der Fall. Aus diesem Grund wird diese Technik mit
unterschiedlichen Methoden heutzutage fast ausschlieBlich angewendet (Cranenburg et al.,
2007). Als Vorteile gelten das verminderte Risiko von Veridnderungen durch

Temperatureinfliisse, der Lichtschutz wéihrend der Analyse und die grofle Vielseitigkeit, da
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verschiedene Sdulen und Detektoren verwendet werden konnen (Koivu-Tikkanen, 2001).
Dennoch treten auch bei dieser relativ ausgereiften Methode diverse Probleme auf. Ein groBer
Nachteil von HPLC-Methoden mit Fluoreszenz- oder Ultraviolett-Detektion ist hdufig die
Unzulinglichkeit des Systems zur selektiven und sensitiven Bestimmung von geringen
Konzentrationen in biologischen Proben (Wakabayashi et al., 2003). So stellen bei der
Analyse von Lebensmitteln einige Komponenten trotz vorheriger Reinigung Storfaktoren dar
und bei sehr geringen Gehalten an Vitamin K scheint die Methode nicht sensitiv genug zu
sein.

Der derzeit geldufigste Ablauf ist die Extraktion und Aufreinigung der zu analysierenden
Probe mit anschlieBender HPLC Analyse, Nachsidulenreduktion und Fluoreszenzdetektion
(Cranenburg et al., 2007).

Vitamin K ist gegeniiber alkalischen Bedingungen instabil, weshalb eine ansonsten bei
fettloslichen Vitaminen giingige Extraktionsmethode der Verseifung in diesem Fall nicht
anzuwenden ist (Gao und Ackman, 1995; Koivu-Tikkanen, 2001). Stattdessen werden die fiir
die Fettextraktion tliblichen Methoden verwendet. Verschiedene Extraktionsgemische wurden
fiir verschiedene Matrizes beschrieben, wobei Extraktionen mit 2-Propanol und n-Hexan und
mit Ethanol und n-Hexan am héufigsten verwendet werden. Das Grundprinzip ist bei beiden
Methoden dasselbe. Es erfolgt eine Denaturierung der Proteine und eine Extraktion des
fettloslichen Vitamins. 2-Propanol/n-Hexan wurde fiir die Extraktion von Vitamin K aus
tierischen Gewebe (Hirauchi et al., 1989), Darminhalt bzw. Fizes (Sakano et al., 1986;
Koivu-Tikkanen et al., 2000a) und Nahrungsmitteln sowohl tierischen (Koivu-Tikkanen et al.,
2000b) als auch pflanzlichen Ursprungs (Koivu et al., 1997) verwendet. Ethanol/n-Hexan kam
hauptsidchlich bei der Analysenvorbereitung fiir Blutserum (Kirk und Fell, 1989;
Wakabayashi et al., 2003) und Blutplasma (Haroon et al., 1986; Hirauchi et al., 1988; Kamao
et al., 2005; Suhara et al., 2005) zum Einsatz, diente aber auch der Extraktion von
Darminhalt- und Féazesproben (Koivu-Tikkanen et al., 2000a). Entscheidend fiir die Wahl der
Methode ist die Matrix der zu untersuchenden Probe und ihre Menge. Kleine Proben, wie sie
aus In-vitro-Inkubationen gewonnen werden, konnen effektiv extrahiert werden, indem die
wissrige Suspension mit einer Mischung aus 2-Propanol und Hexan extrahiert wird. Durch
anschlieBende Zentrifugation entsteht eine Phasentrennung, wobei die obere Phase direkt
analysiert werden kann (Suttie, 1984). Aus tierischem Gewebe, Blut oder auch verschiedenen
Lebensmitteln gestaltet sich die Extraktion umfangreicher.

Die meisten Studien haben sich mit der Extraktion von PK aus Blut bzw. pflanzlichen
Nahrungsmitteln beschiftigt und Methoden speziell fiir MK oder tierische Produkte sind
bisher noch nicht ausreichend entwickelt worden (Koivu-Tikkanen, 2001), obwohl

entsprechende Untersuchungen angestellt wurden (Haroon et al., 1981).
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Abhingig vom Probenmaterial sollte entschieden werden, ob die Probe nach der Extraktion
einem weiteren Reinigungsschritt unterzogen wird. Besonders bei vorher unbehandeltem
Rohmaterial wird dieses empfohlen, da PK und MK in erheblich geringeren Konzentrationen
auftreten als andere fettlosliche Bestandteile (Koivu-Tikkanen, 2001). Eine Reinigung hat den
Vorteil, dass storende Substanzen eliminiert werden und so die Gefahr von
Peakiiberschneidungen im Chromatogramm verringert werden. Eventuelle Storsubstanzen
werden bereits vorher entfernt und damit die Lebensdauer der Sdule verlingert (Gao und
Ackman, 1995).

Fiir die Reinigung werden verschiedene Methoden angewendet. Die gebréduchlichste ist eine
enzymatische ~Vorbehandlung mit Lipase, eine Festphasenextraktion oder eine
semipriparative HPLC.

Eine Lipasebehandlung wird hauptsidchlich bei sehr fetthaltigen Proben, wie z.B.
Milchprodukten oder bestimmten Fischsorten (Koivu-Tikkanen et al., 2000a) angewendet.
Bereits vor der Extraktion werden hierbei die enthaltenden Triglyzeride enzymatisch
hydrolisiert. Dieser Vorgang wird entweder allein (Indyk und Woollard, 1997; Indyk und
Woollard, 2000) oder mit einer weiteren Reinigungsmethode durchgefiihrt (Gao und Ackman,
1995).

Die Festphasenextraktion ist die zurzeit wohl geldaufigste Methode und wird unter anderem
zur Reinigung von Proben aus tierischem Gewebe (Haroon und Hauschka, 1983; Hirauchi et
al., 1989), Darminhalt bzw. Fizes (Koivu-Tikkanen et al., 2000a), Serum (Kirk und Fell,
1989) und Plasma (Haroon et al., 1986; Hirauchi et al., 1988; Kamao et al., 2005; Suhara et
al., 2005) angewendet. In den meisten Fillen handelt es sich um mit Kieselsidure gefiillte
Kartuschen, auf welche die Probe aufgetragen wird. PK und MK binden an die Matrix der
Kieselsdure und nichtpolare hydrophobe Bestandteile werden durch eine Spiilung mit n-
Hexan von der Siule entfernt (Hodges, 1997). Nachfolgend werden Losungsmittel mit einer
hoheren Polaritit, wie z.B. Hexan/Diethylether (Hirauchi et al., 1989; Kamao et al., 2005;
Suhara et al., 2005) auf die Kartusche gegeben und das Vitamin K eluiert. Bei der Nutzung
von CI18-Kartuschen wird in der Regel zunichst mit Methanol und Wasser gewaschen und
das Vitamin K anschliefend mit einer Mischung aus Methanol und Ethanol (Wakabayashi et
al., 2003) oder Methanol und Dichlormethan (Koivu-Tikkanen, 2001) eluiert. Obwohl die
Festphasenextraktion derzeit als Methode der Wahl angesehen wird, gibt es auch Berichte,
dass bei sehr fettreichem Material eine alleinige Reinigung mit der Séule fiir eine
anschlieBende HPLC-Analyse nicht ausreicht (Gao und Ackman, 1995). Die fettreichen
Substanzen sollten bereits vorher entfernt werden (Iwase, 2000). Des Weiteren wird bei
einigen beschriebenen Methoden noch ein nachfolgender Schritt, z.B. eine
Diinnschichtchromatographie, beschrieben (Hirauchi et al., 1989).

Die semipriparative HPLC wird je nach Fettgehalt der Probe als alleiniger Reinigungsschritt
nach der Extraktion (Koivu et al., 1997; Koivu-Tikkanen et al., 2000b) oder nach vorheriger
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Lipasebehandlung (Koivu-Tikkanen et al., 2000b) angewendet. Bei dieser Methode werden
die K-Vitamine auf der Siule fraktioniert, isoliert detektiert und nach dem Lauf in den
einzelnen Fraktionen aufgesammelt, um mit diesen weiter zu arbeiten (Koivu-Tikkanen,
2001).

Bei einer HPLC-Analyse von Vitamin K handelt es sich in den meisten Féllen um eine
Umkehr- oder reversed-phase Chromatographie (Haroon und Hauschka, 1983; Haroon et al.,
1986; Sakano et al., 1986; Hirauchi et al., 1989; Kirk und Fell, 1989; Hodges, 1997; Koivu-
Tikkanen et al., 2000a; Koivu-Tikkanen et al., 2000b). Hierbei erfolgt die Auftrennung der
Proben an einer unpolaren Séulenoberfliche und als Laufmittel wird ein organisches
Losungsmittel oder eine Kombination aus organischem Losungsmittel und Wasser verwendet
(Jenke, 2002). Es sind verschiedene Fiillmaterialien erhiltlich, die C18 Saule ist die
geldufigste (Koivu-Tikkanen, 2001). Eine Normalphasenchromatographie ist ebenfalls
moglich, jedoch ist die Durchfiihrung komplizierter und die Ergebnisse vergleichsweise
schlechter (Langenberg und Tjaden, 1984). In Bezug auf die stationdre Phase sind sich die
meisten beschriebenen Methoden sehr dhnlich, bei der mobilen Phase gibt es jedoch viele
Variationen, in der Regel sind Methanol (Haroon et al., 1986; Hodges, 1997; Koivu et al.,
1997; Koivu-Tikkanen et al., 2000b; Woollard et al., 2002; Kamao et al., 2005; Suhara et al.,
2005) und/oder Ethanol (Sakano et al., 1986; Hirauchi et al., 1989; Iwase, 2000; Wakabayashi
et al., 2003) als Hauptbestandteil enthalten. Sollen sowohl PK als auch MK analysiert werden,

wird eine andere mobile Phase benétigt als wenn nur PK analysiert werden soll.

Bei einer Vitamin K-Analyse mit HPLC konnen verschiedene Detektionsmethoden
durchgefiihrt werden. Eine Detektion von PK und MK ist mdglich mit Ultraviolett- (Haroon
und Hauschka, 1983; Kirk und Fell, 1989), elektrochemischen (Koivu et al., 1997;
Wakabayashi et al., 2003) und Fluoreszenzdetektoren (Haroon et al., 1986; Sakano et al.,
1986; Hirauchi et al., 1988; Hirauchi et al., 1989; Indyk und Woollard, 1997; Indyk und
Woollard, 2000; Iwase, 2000; Koivu-Tikkanen et al., 2000b; Woollard et al., 2002; Kamao et
al., 2005), welche z.T. mit einem Massenspektrometer gekoppelt sind (Suhara et al., 2005).
Fluoreszenzdetektoren werden derzeit am hiufigsten verwendet, aber auch Ultraviolett-
Detektoren kommen noch zum Einsatz, auch wenn diesen eine geringere Sensitivitit und
Selektivitit nachgesagt wird (Koivu-Tikkanen, 2001). Vitamin K hat keine natiirliche
Fluoreszenz und muss zu seiner Hydrochinonform reduziert werden, um fluorometrisch
detektiert werden zu konnen (Langenberg und Tjaden, 1984; Haroon et al., 1986; Sakano et
al., 1986). Die FlieBgeschwindigkeit der mobilen Phase (Haroon et al., 1987) und auch deren
Elektrolytgehalt haben nur einen sehr geringen FEinfluss auf die Fluoreszenzstirke,
wohingegen die Zusammensetzung des Laufmittels deutliche Effekte hat (Langenberg und

Tjaden, 1984). Verschiedene Reduktionsmethoden wurden bisher beschrieben und beinhalten
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chemische und elektrochemische Vorginge. Bei der chemischen Reduktion wurden zunéchst
nasschemische Systeme eingesetzt. Diese Verfahren wurden jedoch aufgrund einiger
Probleme bei der Durchfiihrung nicht weiter angewendet (Koivu-Tikkanen, 2001).
Stattdessen wird eine chemische Festphasen-Nachsdulenreduktion mit Zink (Haroon et al.,
1986; Indyk und Woollard, 2000; Koivu-Tikkanen et al., 2000b; Woollard et al., 2002;
Ferreira et al., 2006) oder Platinoxid (Iwase, 2000; Wakabayashi et al., 2003; Kamao et al.,
2005) beschrieben. Diese sind schneller und erlauben eine sensitivere Detektion, auch im
Vergleich zur elektrochemischen Methode (Haroon et al., 1986). Ein Unterschied zwischen
der Verwendung von Zink und Platin liegt darin, dass bei der Zinkreduktion dem Laufmittel
noch Reagenzien zugefiigt werden miissen, wihrend dieses bei Platin nicht notwendig ist
(Koivu-Tikkanen, 2001). Es handelt sich dabei um Zinkchlorid, Natriumazetat und Eisessig
(Haroon et al., 1986; Indyk und Woollard, 2000; Koivu-Tikkanen et al., 2000b; Woollard et
al., 2002; Ferreira et al., 2006).

Die Massenspektrometrie wird bei der Analyse von Vitamin K hauptsichlich dazu verwendet,
Ergebnisse von anderen Methoden zu bestétigen (Sakano et al., 1986).

Unabhingig von der gewihlten Methode wird aufgrund der vielen verschiedenen Schritte der

Einsatz eines geeigneten internen Standards empfohlen (Haroon et al., 1982).

43



MATERIAL UND METHODE

3. Material und Methode

Fir die Untersuchung der MK-Bildung im Intestinaltrakt von Hunden wurden zwei
verschiedene In-vitro-Systeme verwendet. In beiden Systemen diente eine Féazessuspension
als Inkubationsansatz, welche die Dickdarmflora des Hundes darstellen soll. Um die Vitamin
K-Konzentrationen im Intestinaltrakt zu bestimmen, wurden post mortem entnommene
Digestaproben aus verschiedenen Darmabschnitten von Hunden auf ihren Gehalt an MK
untersucht.

Die Herstellerangaben fiir die verwendeten Chemikalien werden im Anhang in Tabelle 27

zusammengefasst.
3.1 In-vitro-Methoden zur Untersuchung der Bildung von Vitamin K,
3.1.1 Semikontinuierliches Langzeitinkubationssystem

Bei der eingesetzten Langzeitinkubation handelt es sich um ein geschlossenes, semi-
kontinuierliches Durchfluss-System, mit welchem mikrobielle Stoffwechselleistungen nach
Aquilibrierung iiber ca. acht Tage qualitativ und z.T. quantitativ erfasst werden konnen. Es
handelte sich bei dem hier verwendeten Modell um ein modifiziertes System der Rumen-
Simulations-Technik (Rusitec) (Czerkawski und Breckenridge, 1977), in dem unter anaeroben
Bedingungen und bei konstantem pH-Wert eine Fermentation stattfindet. Vom Aufbau und
der Durchfiihrung gleicht es der Colon-Simulations-Technik (Cositec) (Dreyer, 1990), mit

dem Unterschied, dass Fizes anstelle von Koloninhalt als Inokulum verwendet wurde.
3.1.1.1 Probenmaterial

Die Fizesproben fiir den Hauptversuch stammten von einer gesunden zweieinhalbjihrigen
Hovawarthiindin aus Privatbesitz, welche mit einem kommerziellen Alleinfuttermittel fiir
Hunde gefiittert wurde, dem kein Menachinon zugesetzt wurde.

Um das System zu starten, wurde einmalig frische Fizes verwendet. Fiir die tégliche
Befiillung des Cositec wurde die Fézes in einem Gefriertrockner (Christ Alpha 1-4, Osterode)
lyophylisiert, in einer Miihle (Retsch Grindomix GM 200, Haan) homogenisiert und dann bis

zum Gebrauch bei -20 °C tiefgefroren.
3.1.1.2 Versuchsaufbau

Das System bestand aus sechs baugleichen Fermentationseinheiten mit einem Volumen von je
125 ml und sechs UberlaufgefiBen (1 Liter Saugflasche Erlenmeyerform mit Kunststoffolive

und vorgebohrtem Gummistopfen, Fa. Omnilab, Bremen). Die Fermenter wurden in der
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institutseigenen Werkstatt angefertigt. Eine Fermentationseinheit bestand aus einem
Plexiglaszylinder, der mit einem Deckel und mit Hilfe von Gummidichtungen gasdicht
verschlossen werden konnte. In dem Deckel befanden sich zwei Offnungen. Eine war durch
einen Schraubverschluss zu verschlieBen, an der zweiten war ein Schlauch (Silikonschlauch
4 mm Innendurchmesser, 1,5 mm Wanddurchmesser, Fa. Omnilab, Bremen) angeschlossen,
welcher zu dem dazugehorigen UberlaufgefiB fiihrte. Durch eine Offnung im Boden der
Fermenter wurde iiber einen Schlauch (Silikonschlauch 3 mm Innendurchmesser, 1 mm
Wand-durchmesser, Fa. Omnilab, Bremen) aus einem Kanister kontinuierlich Puffer in den
Fermenter gepumpt. Der Pufferfluss wurde durch eine Sechskanalschlauchpumpe (Typ 104
Ole Dich Instrumentmakers, Hvidovre, DK) reguliert. In die Schlauchpumpe war ein
Schlauch (Peripren-Schlauch 0,51 mm Innendurchmesser, 0,8 mm Wanddurchmesser, Fa.
Petro Gas, Berlin) eingespannt, welcher mit dem zum Fermenter fiihrenden Schlauch
verbunden war. Der verdringte Fermenterinhalt wurde in den Uberlaufbehilter geleitet, an
dem ein Gasbeutel (Linde AG, Pullach) angeschlossen war, um entstechende Gase
aufzufangen. In jedem Fermenter befand sich ein Innengefdl aus Plexiglas, das sowohl am
Deckel als auch am Boden perforiert war und in dem sich zwei ca. 35 x 60 mm grof3e
Nylonbeutel (Bar Diamond, Inc., Idaho, USA) mit einer Porengroe von 50 pm befanden. Am
Deckel des GefidBles war eine Fiihrungsstange befestigt, welche mit einem Hubmotor
verbunden war und das Innengefdfl somit kontinuierlich auf und ab bewegen konnte.

Alle sechs Fermenter waren parallel in einem 39 °C warmen Wasserbad angeordnet und
wurden iiber eine Schraubvorrichtung fixiert. Um eine Verdunstung zu verhindern, war die

Wasseroberflidche mit Styropor abgedeckt.
3.1.1.3 Versuchsablauf

Der Versuchsablauf unterteilte sich in eine siebentiigige Aquilibrierungsphase, eine darauf
folgende dreitdgige Kontrollphase und eine abschlieBende achttigige Versuchsphase.
Wihrend eines Versuchsdurchganges wurden tédglich folgende Parameter gemessen: pH-Wert,
Redoxpotential, = Ammoniakgehalt, = Laktatgehalt und fliichtige  Fettsduren als
Fermentationsparameter und die Uberlaufmenge zur Uberpriifung des tiglichen Pufferflusses.
Vor Versuchsbeginn wurden alle Einzelteile sorgfiltig gereinigt. Nach der Reinigung wurde
das gesamte System zusammengebaut und das Wasserbad mit einer Umwélzpumpe (Haake
D8, Berlin) auf 39 °C erwarmt. Die Sechskanalschlauchpumpe wurde auf eine Perfusionsrate
von 125 ml/Tag justiert. 750 ml des bereits vorbereiteten modifizierten Puffers (Dreyer, 1990;
Bender et al., 2001; Meister, 2004) (Tab. 3) wurden auf 39 °C erwidrmt mit 30 g frisch
gewonnener Hundefédzes gemischt und durch ein handelsiibliches Teesieb filtriert. Ein Aliquot
dieses Gemisches wurde zur spiteren Analyse bei -20 °C tiefgefroren.

Zwei zuvor autoklavierte Nylonbeutel wurden mit 1,5 g frisch gewonnener Hundefizes, bzw.
0,2 g Substrat, bestehend aus Kohlenhydraten, Proteinen und Rohfaser (Tab. 4), befiillt und
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fest verschlossen. Sie wurden in das Innengefall gegeben, welches zusammengeschraubt und
in den Fermenter gesetzt wurde. Der Fermenter wurde bis zum Rand mit ca. 125 ml fliissigem
Inokulum gefiillt, fest verschlossen und in das System eingebaut. Nachdem die
Fiihrungsstange mit dem Elektromotor verbunden und die Puffer- und Uberlaufschliuche

angeschlossen wurden, wurden Pumpe und Elektromotor gestartet.

A: Pufferbehiltnis

B: Schlauchpumpe

C: perforiertes Innengefil3

D: Fermenter

E: Wasserbad

F: Filhrungsstange mit Hubmotor
G: Uberlaufbehiilter

H: Gasbeutel

Abb. 5: Schematische Darstellung einer Fermentationseinheit fiir die semikontinuierliche

Langzeitinkubation

Tab. 3: Zusammensetzung (mmol/l Aqua bidest.) der fiir die Langzeitinkubation

verwendeten Pufferlosung (pH = 7,0)

Bestandteile mmol/l Aqua bidest.
NaCl (Natriumchlorid) 115,0
KCl (Kaliumchlorid) 10,0
MgCl, x 6H,O (Magnesiumchlorid-Hexahydrat) 2,5
CaCl; x 2H,0 (Kalziumchlorid-Dihydrat) 2,5
NaH,PO4xH,0 (Natriumdihydrogenphosphat) 2,0
Na,SO4 (Natriumsulfat) 1,0
NaHCOj; (Natriumhydrogencarbonat) 5,0
NH,;Cl (Ammoniumchlorid) 5,0
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Tab. 4: Zusammensetzung des zugegebenen Nihrsubstrats fiir die semikontinuierliche

Langzeitinkubation
Bestandteile %
Maisstérke (Kohlenhydrat) 55
Fleischpepton (Protein) 25
Cellulose (Rohfaser) 20

Téglich wurden die Bedingungen im Fermenter kontrolliert, Proben entnommen und Substrat
nachgegeben. Durch die tigliche Zugabe von Substrat und gefriergetrockneter Fizes wurde
versucht, konstante Bedingungen zu schaffen. Jeder Fermenter wurde einzeln vom System
abgetrennt und fiir die weiteren Arbeitsschritte zum Schutz vor Auskiihlung in ein Wasserbad
mit einer Temperatur von 39 °C gestellt. Es wurden der pH-Wert und das Redoxpotential
gemessen, die zwei Nylonbeutel entnommen und durch zwei neue Beutel mit 0,5 g
gefriergetrockneter Fizes bzw. 0,2 g Substrat ersetzt. Die Beutel blieben fiir jeweils
24 Stunden im Fermenter. Die entnommenen Beutel wurden sorgfiltig mit 5 ml
vorgewdrmtem Puffer ausgewaschen. Bevor diese Fliissigkeit in den Fermenter
zuriickgegeben wurde, wurden 4 ml Probenmaterial aus dem Fermenter entnommen. Der
Fermenter wurde wieder zusammengesetzt und in das System eingebaut. Aus dem
abgemessenen Uberlauf wurden 4 ml fiir die Analyse von fliichtigen Fettsiuren und Laktat
entnommen und ab dem 10. - 11. Versuchstag zusitzlich 100 ml an Probenmaterial fiir die
Analyse von Vitamin K. Der Rest wurde verworfen und der Gasbeutel geleert. Bevor das
Uberlaufgefil wieder an das System angeschlossen wurde, fand eine Begasung mit Stickstoff
statt.

Da Vitamin K eine Lichtempfindlichkeit aufweist, stand die Apparatur der
Langzeitinkubation wihrend der gesamten Versuchszeit in einem abgedunkelten Raum. Sie
wurde zu den Messungen und anderen tdglichen Arbeiten so wenig wie moglich einem

indirekten Lichteinfluss ausgesetzt.
3.1.2 Kurzzeitinkubationssystem

Bei der zweiten eingesetzten In-vitro-Variante handelte es sich um eine Kurzzeitinkubation in
gasdicht verschlossenen Glisern. In den Inkubationsansidtzen wurde eine Fédzessuspension
zusammen mit Substrat liber einen bestimmten Zeitraum inkubiert. Fiir den Inkubationsansatz
diente frische Hundefézes, welche in einem Puffer (Tab. 5) verdiinnt wurde. Zunichst wurde
in Vorversuchen der Frage nachgegangen, in wie weit sich die Inkubationsdauer und die
Verdiinnung der Hundefizes auf die Reproduzierbarkeit auswirkt. Aufgrund der Ergebnisse
wurden fiir den Hauptversuch eine Inkubationsdauer von 24 Stunden und eine

Gesamtverdiinnung von 1:100 gewihlt.
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3.1.2.1 Probenmaterial

Bei den Spendertieren fiir die Fédzes als Inokulum handelte es sich um Hunde verschiedenen
Alters aus privater Haltung. Zu den Tieren zédhlten zwei Hiindinnen (Weimaraner, 1 3/, Jahre
und groBer Mischling, 4 ', Jahre) und ein Riide (Deutsch Kurzhaar, 11 Jahre). Alle Tiere
waren gesund und bekamen keine Medikamente oder Futterzusatzstoffe, welche einen
Einfluss auf die Darmflora gehabt hitten. Die Hunde erhielten kommerzielle

Alleinfuttermittel fiir Hunde, denen kein Menachinon zugesetzt war.
3.1.2.2 Versuchsaufbau

Als InkubationsgefiBBe wurden medizinische Infusionsflaschen mit Chlorbutylstopfen und
Schraubdeckel mit Loch (Afnor-Schraubflaschen, Stopfen und Kappen mit Loch, Zscheile &

Klinger, Hamburg) und einem Volumen von 125 ml verwendet.
3.1.2.3 Versuchsablauf

Um den Einfluss zwei verschiedener Nihrstoffe auf die Bildung von Vitamin K, zu
untersuchen, wurden jeweils eine Kohlenhydrat- und eine Proteinquelle sowohl einzeln als
auch gemeinsam in verschiedenen Konzentrationen zusammen mit der Fidzessuspension
verdiinnt. Als Kohlenhydrat wurde Maisstirke (Ms) und als Protein Fleischpepton (Pep)
verwendet. Das jeweilige Substrat wurde dem Inkubationsansatz in drei verschiedenen

Konzentrationen zugesetzt (Tab. 5).

Tab. 5: Konzentrationen (g) von Maisstirke und Fleischpepton in den Inkubationsgefdf3en
(1-9) und in der Kontrolle (K) der Kurzzeitinkubation

Ansatz
Substrat 1 2 3 4 5 6 7 8 9 K
Maisstérke (g) 0,1 0,5 1,0 - - - 0,05 025 0,5 -
Fleischpepton (g) - - - 0,1 0,5 1,0 005 025 0,5 -

Zur Herstellung der Fézessuspension wurde die frisch gewonnene Fizesprobe 1:10 bei
37-40 °C in einer vorreduzierten Pufferlosung geltst. Somit waren in jedem Inkubationsgefif3
0,5 g Fézes enthalten. Als Puffer wurde ein PRAS-Puffer (“Prereduced Anaerobe Sterilized*
Medium) mit Cysteinhydrochlorid als Reduktionsmittel verwendet (Tab. 6). Der pH-Wert des
Puffers lag in den drei Versuchen bei 6,47, 6,72 bzw. 6,74. Das Gemisch wurde zunichst
durch ein grobmaschiges Metallsieb gesiebt und danach durch ein Baumwollsieb gefiltert und

bis zur weiteren Verwendung mit Hilfe einer Heizplatte warm gehalten.
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Tab. 6: Zusammensetzung (g/l Aqua bidest.) des PRAS-Puffers (“Prereduced Anaerobe

Sterilized* Medium) fiir die Kurzzeitinkubation

Bestandteile g/l Aqua bidest.
Cysteinhydrochlorid 5,0
KH,PO, (Kaliumdihydrogenphosphat) 0,5
K,HPO, (Di-Kaliumhydrogenphosphat) 0,5
NaHCOj; (Natriumhydrogencarbonat) 5,0
NaCl (Natriumchlorid) 1,0
CaCl; x 2 H,0O (Kalziumchlorid-Dihydrat) 0,1324
MgSO4 x TH,0O (Magnesiumsulfat-Heptahydrat) 0,1
Resazurin 0,001

Im Inkubationsgefil wurde das jeweilige Substrat in 45 ml der Pufferlosung gelost. Das
Gemisch wurde mit Stickstoff begast, um eine anaerobe Atmosphére zu schaffen und luftdicht
verschlossen. Mit einer Spritze wurden 5 ml der erwidrmten Kotsuspension durch den
Gummistopfen in jedes Glas injiziert. Somit lag eine Gesamtverdiinnung von 1:100 vor. Zum
Schutz vor Lichteinstrahlung wurden die aus Weillglas bestehenden Inkubationsgefifle in
Alufolie gewickelt. Zur Inkubation wurden alle Gefdle fiir 24 Stunden bei 37 °C und
100 Umdrehungen pro Minute in einen Schiittelinkubator (Typ 3033, GFL, Burgwedel)
gegeben.

Die Durchfiihrung der Kurzzeitinkubation bestand jeweils aus einem Doppelansatz. Ein
Doppelansatz enthielt kein Substrat und lief als Kontrollprobe mit.

Vor der Inkubation wurde eine Probe im Doppelansatz nur mit Puffer und Suspension als
Nullprobe (Vitamin K;-Gehalt des Ansatzes ohne Substrat nach null Stunden) bis zur Analyse
bei -20 °C tiefgefroren.

Nach Ende der Inkubation wurde der pH-Wert gemessen und 4 ml der Inkubationslésung
wurden fiir die Bestimmung von fliichtigen Fettsduren, Ammonium und Laktat in
EppendorfgefdBen bei -20 °C tiefgefroren. Die restlichen 46 ml wurden bis zur Bestimmung
der MK ebenfalls bei -20 °C tiefgefroren.

3.1.3 Analytik der Fermentationsparameter

3.1.3.1 Messung des pH-Wertes

Der pH-Wert wurde bei der Langzeitinkubation alle 24 Stunden vor dem Wechsel des
Futterbeutels in den einzelnen Fermentern gemessen. Als Messgerit diente ein pH-Meter

WTW (series inoLab 730; WTW, Weilheim) mit einer pH-Einstabmesskette (Sen Tix 81;
WTW, Weilheim).
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Bei der Kurzzeitinkubation wurden die Inkubationsgefidle nach 24 Stunden einzeln aus dem
Brutschrank genommen und der pH-Wert gemessen. Als pH-Meter diente das Gerit Mettler
Toledo Seven Multi mit einer pH Einstabmesskette (InLab 410; beides Mettler Toledo,
Giellen).

3.1.3.2 Messung des Redoxpotentials

Bei der Langzeitinkubation wurde das Redoxpotential alle 24 Stunden vor dem
Futterbeutelwechsel gemessen. Die Bestimmung erfolgte iiber 60 Sekunden. Zum Messen des
Redoxpotentials diente das bereits oben genannte pH-Meter mit einer Redox-Messkette (Sen
Tix ORP; WTW, Weilheim).

3.1.3.3 Bestimmung der fliichtigen Fettsiuren

Die Bestimmung der fliichtigen Fettsduren erfolgte gaschromatographisch. Die tdglich aus
dem Fermenter und dem Uberlauf enthommenen Proben und auch die Proben aus der
Kurzzeitinkubation wurden bis zur Analyse in 2 ml Eppendorf-Gefden bei -20 °C
aufbewabhrt.

Als interner Standard wurde Capronsdure (Tab. 7) in einer Konzentration von 0,5 mmol/l
verwendet.

Zur Bestimmung der fliichtigen Fettsduren wurden die Proben bei Raumtemperatur aufgetaut
und anschlieBend bei 14000 rpm fiir drei Minuten in einer Tischzentrifuge (Eppendorf
Centrifuge 5415C, Hamburg) zentrifugiert. Von den Fermenterproben der Langzeitinkubation
und den Proben aus der Kurzzeitinkubation wurden jeweils 100 pl in ein Glas-
Gaschromatograph-Fldschchen (2 ml snaptop vial mit snap cap, Agilent Technologies,
Boblingen) iiberfiihrt und 900 pl des internen Standards hinzu gegeben. Dadurch entstanden
eine zehnfache Verdiinnung und eine Konzentration der Capronsédure von 0,455 mmol/l. Bei
den Proben aus dem Uberlauf wurden 250 pl der Probe mit 750 ul des internen Standards
verdiinnt. Daraus ergab sich eine vierfache Verdiinnung und die Capronsdurekonzentration
betrug 0,376 mmol/l.

Der Gaschromatograph (Agilent Technologies 6890N mit dem Autosampler G2614A und
dem Injektionsturm G2613A, Network GC Systems, Boblingen) wurde vor den Analysen mit
einer 0,5 mmol/l Standardlosung (Tab. 8) kalibriert. Nach jedem Proben- bzw.
Standarddurchlauf lief eine Leerprobe (Aqua dest.) zur Reinigung.
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Tab. 7: Zusammensetzung des internen Standards mit 0,5 mmol/l Capronsdure fiir die

Bestimmung der fliichtigen Fettsduren

Bestandteile Menge
Aqua dest. (HPLC-/GC-grade) 950 ml
Stammlosung 50 ml
Natriumazid 25¢g
Oxalsdure-Dihydrat 10,0 g

“die Stammldsung (10 mmol/I Capronsiure) setzt sich zusammen aus 200 ml Aqua dest. (HPLC-/GC-grade), 250

pl Hexansédure (= Capronséure) und 2 g Oxalsidure-Dihydrat

Tab. 8: Zusammensetzung der Standardlosung (0,5 mmol/l) zur Ein-Punkt-Kalibrierung fiir

die Bestimmung der fliichtigen Fettsduren

Bestandteile Menge
Stammlosung* 50 ul
Oxalsdure-Dihydrat 10 mg
Aqua dest. (HPLC-/GC-grade) 950 ul

*SUPELCO 4-6975 ,,Volatile Acids Standard Mix* mit 10 mmol/l Capronsiure

Die chromatographische Trennung wurde durchgefiihrt mit einer Agilent 19095N-123 HP-
INNOWAX Sidule mit einer Polyethylenglycol-Beschichtung. Als Trigergas wurde
Wasserstoff mit einer FlieBgeschwindigkeit von 20 ml/min verwendet, welcher iiber einen
Parker Gasgenerator 9150 (Parker Hannifin Corporation, Tewksbury, MA, USA) generiert
wurde. Als Detektor diente ein Flammenionisationsdetektor. Die Injektionsspritze (FN 23-
26/42/HP, konisch) hatte ein Fassungsvermogen von 10 pl, das Probenvolumen war 1 ul bei
einem Split-Verhiltnis von 1:1 und einem Fluss von 30 ml/min auf die Sdule. Wihrend der
Injektion wurde der Injektor von 100 °C auf 250 °C aufgeheizt. Das Erhitzen des Sédulenofens
lief iiber ein Temperaturprogramm. Eine Starttemperatur von 70 °C wurde fiir 0,5 min
gehalten, gefolgt von einer Aufheizung (15 °C/min) auf 140 °C. Nach 1,5 min erhohte sich
Temperatur des Ofens (120 °C/min) auf 190 °C. Diese Temperatur wurde fiir 4 min gehalten,

im Anschluss kiihlte der Ofen wieder auf 70 °C runter.
3.1.3.4 Bestimmung von Laktat

Die direkt nach der Probenentnahme aus Fermenter und Uberlauf tiefgefrorenen Proben
wurden bei Raumtemperatur aufgetaut. Von der Probe wurde 1 g mit 2 ml Perchlorsdure
(1 mol/l) verdiinnt, verschlossen und zehn Sekunden intensiv gemischt (Vortex-Genie 2,
Scientific Industries, Inc., Bohemia, USA). Daraufhin wurde die Probe zehn Minuten bei
3200 g und Raumtemperatur zentrifugiert (Heraeus Multifuge 1.0R, Thermo Fisher Scientific,
Osterode). Mit Hilfe von Kaliumhydroxid wurde der pH des Uberstandes auf einen Wert
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grofler neun eingestellt. Direkt nach der Zugabe von Kaliumhydroxid wurde kriftig
geschiittelt und anschlieBend zehn Minuten bei 13000 g und 4 °C zentrifugiert (Heraeus
Fresco 17 Centrifuge, Thermo Fisher Scientific, Osterode). Der Uberstand wurde
abgenommen und ein aliquoter Anteil zur pH-Kontrolle auf einen handelsiiblichen
Teststreifen gegeben. Falls der pH-Wert unter neun lag wurde er mit 4-molarem
Kaliumhydroxid eingestellt, wobei das verwendete Volumen in die spitere Berechnung mit
einbezogen wurde.

Von den Proben der Kurzzeitinkubation wurde jeweils 1 ml zehn Minuten bei 3200 g und
Raumtemperatur zentrifugiert (Heraeus Multifuge 1.0R, Thermo Fisher Scientific, Osterode).
Ein definiertes Volumen des Uberstandes wurde abgenommen und der pH mit Hilfe von 4N
KOH auf 7,5 bis 8,0 eingestellt. Um die Eigenfirbung der Proben zu verringern, wurde eine
Carrez-Fillung durchgefiihrt. 100 pl Carrez I-Losung (85 mM Ky[Fe(CN)¢] x 3 H,O) wurden
zu dem Uberstand hinzugegeben, die Probe durchmischt (Vortex-Genie 2, Scientific
Industries, Inc., Bohemia, USA) und weitere 100 pul von Carrez II-Losung (250 mM ZnSOy4 x
7 H,O) hinzugefiigt. Anschlieend erfolgte eine zehnminiitige Zentrifugation bei 13000 g und
4 °C (Heraeus Fresco 17 Centrifuge, Thermo Fisher Scientific, Osterode). Der Uberstand
wurde abgenommen und auf einen pH zwischen 8 und 10 eingestellt. Die zugegebenen
Volumina wurden notiert und spiter in die Berechnung als Verdiinnungsfaktor mit
einbezogen.

Die Analyse des Laktats erfolgte fiir alle Proben mit einem enzymatischen Testkit (D-
Milchsédure/L-Milchsdure, Boehringer Mannheim) gemidfl der Anleitung des Herstellers.
Grundlage ist die photometrische Messung des Reduktionsproduktes Nicotinamid-adenin-
dinucleotid (NADH). Das Prinzip der Messung besteht darin, dass D-Milchsdure durch D-
Lactat-Dehydrogenase (D-LDH) zu Pyruvat oxidiert wird. Ebenso findet durch L-Lactat-
Dehydrogenase (L-LDH) eine Oxidation von L-Milchsdure zu Pyruvat statt. Gleichzeitig wird
bei dieser Reaktion das oxidierte Nicotinamid-adenin-dinucleotid (NAD") zu NADH

reduziert.

O-LDOH

D-Laktat + NAD+ * Pyruvat + NADH + H*

-

L-LDH
Pyruvat + NADH + H+

L-Laktat + NAD+

Das Gleichgewicht bei dieser Reaktion verschiebt sich auf die Laktatseite. Um dieses zu
verhindern wird durch eine nachgeschaltete Reaktion mit Hilfe von Glutamat-Pyruvat-
Transaminase (GPT) und in Gegenwart von L-Glutamat durch Abfangen der Pyruvats das

Verhiltnis auf die Seite von Pyruvat und NADH verschoben.
GPT

Pyruvat + L-Glutamat L-Alanin + 2-Oxoglutarat
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Die gebildete Menge NADH verhilt sich proportional zur Ausgangsmenge der Milchsiure
und wurde photometrisch (Ultrospec 2000 UV/Visible Spectrometer, Pharmacia Biotech, GE

Healthcare, Miinchen) bei 365 nm gemessen.
3.1.3.5 Bestimmung von Ammonium

Die  Messung der NHy'-Konzentration in  den  wissrigen  Proben  des
Kurzzeitinkubationssystems erfolgte mit dem Messgerdt SevenMultilon S80 einer
ionenselektiven Halbzellenelektrode DC218-NH," und einer pH-Elektrode (InLab 410;
Mettler Toledo, GieBen). Vor der Messung, welche im mV-Modus erfolgte, musste eine
Kalibriergrade erstellt werden. Dazu wurde zunéchst eine Stammlosung mit 55,56 mmol/l
NH4" angesetzt (0,5944 g NH,Cl in 200 ml Aqua bidest.). Aus dieser wurde durch Zugabe
von Aqua bidest. eine Verdiinnungsreihe iiber zehn Schritte bis zu einer Konzentration von
0,056 mmol/l hergestellt und nach der Messung der einzelnen Konzentrationen eine
Regressionsgrade ermittelt.

Die zu messenden Proben wurden zunichst bei Raumtemperatur aufgetaut und dann im
Eisbad kiihl gehalten. Von jeder Probe wurden 0,5 g abgewogen und 0,5 ml Aqua bidest.
zugegeben. Die Proben wurden homogenisiert (Vortex-Genie 2, Scientific Industries, Inc.,
Bohemia, USA) und zehn Minuten bei 13000 rpm und 4 °C zentrifugiert (Heraeus Fresco 17
Centrifuge, Thermo Fisher Scientific, Osterode). AnschlieBend wurden 0,5 ml des
Uberstandes in ein Szintillationsrohrchen (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) iiberfiihrt und 200 pl
ISA-Losung, 9,5 ml Aqua bidest. und ein kleiner Riihrfisch hinzugegeben. Das Rohrchen
wurde auf einen langsam eingestellten Magnetriihrer gestellt und die Messelektrode in die
Probenlésung getaucht. Die Messung erfolgte bis zur Konstanz des Wertes. AbschlieBend

wurden von jeder Probe der pH-Wert und die Temperatur gemessen.
3.2. Bestimmung der Vitamin K;-Konzentration in der Digesta von Hunden

Zusitzlich zu den In-vitro-Versuchen wurden Digestaproben aus unterschiedlichen
Darmabschnitten von neun Hunden auf ihren Vitamin K,-Gehalt untersucht. Die Proben
wurden von gesunden Hunden gewonnen, die mit einem Standardfutter gefiittert wurden. Die
Digesta wurden im Rahmen anderer Versuche zur Verfiigung gestellt. Die Proben wurden
nach der Entnahme bis zur Analyse bei -20 °C tiefgefroren. In Tabelle 9 werden die Daten zu

den einzelnen Hunden zusammengefasst.
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Tab. 9: Rasse, Geschlecht, Alter, Kdrpermasse und Futter der Hunde, sowie die Lokalisation

der entnommenen Digestaproben

Nr. des

Alter

Korpermasse

Rasse Geschlecht’ Futter’ Digestaproben
Hundes (Jahre) (kg)
Trockenfutter .
1 Zikum
1 Beagle m 1/ 9,2 und
Kolon
Feuchtfutter
2 Beagle W 1 1/4 5,9 S.0. Kolon
1 Jejunum
3 Beagle w 1 /4 7,1 S.0.
Kolon
Duodenum
| Harlan Teklad Jejunum
4 Beagle m 1/, 17,0
T2021 Ileum
Kolon
Duodenum
1 Jejunum
5 Beagle m 1 /4 17,3 S.0.
Zikum
Kolon
Duodenum
6 Beagle m 1 16,2 S.0.
Kolon
7 DSH! m 6 3/4 30,1 S.0. Duodenum
Duodenum
8 DSH m 7 37,3 S.0. Jejunum
Kolon
Duodenum
Jejunum
9 DSH m 7 34,1 S.0.
Zikum
Kolon

' Deutscher Schéferhund

>m = minnlich, w = weiblich

*Trocken- und Feuchtfutter = handelsiibliches Hundefutter, dem kein Menachinon zugesetzt war; Harlan Teklad

T2021: 2,3 mg/kg Vitamin Kj

3.3 Analytik von Vitamin K,

Um den Gehalt der Menachinone in den verschiedenen Probenmatrizes zu ermitteln, wurden

zunichst die fettloslichen Bestandteile aus der Probe extrahiert, ggf. gereinigt und dann mit

Hilfe eines HPLC-Verfahrens analysiert. Alle Extraktionen und Analysen wurden im
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Doppelansatz durchgefiihrt, sofern das Probenmaterial ausreichte. Sdmtliche Arbeiten fanden

unter weitgehendem Lichtausschluss statt.

3.3.1 Referenzstandard und interner Standard

Als interner Standard wurde Phyllochinon (PK) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)
verwendet und fiir die Kalibrierung Menachinon-4 bis -10 (Eisai Co., Tokio, Japan).
Die Herstellung der Vitamin K;-Standardldsung aus den Stammldsungen I und II mit einer

Konzentration von 200 ng/ml wird in Tabelle 10 beschrieben.

Tab. 10: Herstellung der Vitamin K;-Standardlosung

Verdiinnung Konzentration
100 mg PK in 100 ml 2-Propanol 16sen
Stammlosung I 1 mg/ml
(auf Magnetriihrer)
1 ml der Stamml6sung I auf 100 ml mit Methanol
Stammlosung 11 . 10 pg/ml
verdiinnen
1 ml der Stammldsung IT auf 50 ml mit Methanol
Standardlosung . 200 ng/ml
verdiinnen

Aufgrund der geringeren Gesamtmenge der Menachinone variierte die Herstellung des
MK-Standards von der des K;-Standards (Tab. 11).

Tab. 11: Herstellung der Menachinon-Standardldsung

Verdiinnung Konzentration
Stammlosung I I mg MK in 10 ml 2-Propanol 16sen (im Ultraschallbad) 100 pg/ml
1 ml der Stammldsung I auf 10 ml mit Methanol
Stammlosung 11 . 10 pg/ml
verdiinnen
0,2 ml der Stammldsung IT auf 10 ml mit Methanol
Standardlosung 200 ng/ml

verdiinnen

3.3.2 Extraktion der Proben

Die Vorbereitung der Proben zur Analyse erfolgte durch eine Extraktion mit
2-Propanol/Hexan 3:2 (v/v) (Ferreira et al., 2006).

Alle Arbeiten fanden in abgedunkelten Rdumen statt. Zusitzlich waren alle Gefde zum
Schutz vor Lichteinstrahlung mit Alufolie umwickelt.

Die Proben der Lang- und Kurzzeitinkubationsversuche wurden nach Auftauen bei 2490 g

iiber zehn Minuten zentrifugiert (Heraeus Multifuge 3 S-R, Thermo Fisher Scientific,
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Karlsruhe). 10 ml des Uberstandes wurden zusammen mit 15 ml 2-Propanol/Hexan 3:2 (v/v)
und 1 ml Vitamin K; (200 ng/ml) als internem Standard in ein 50 ml Plastikrohrchen gegeben.
Dieses Gemisch wurde drei Minuten geschiittelt, kam fiir zwei Minuten in ein Ultraschallbad
(Bandelin Electronic KG, Berlin) und wurde noch mal fiir zwei Minuten geschiittelt (Vortex-
Genie 2, Scientific Industries, Inc., Bohemia, USA). AnschlieBend erfolgte eine
Zentrifugation der Probe tiber fiinf Minuten bei 1800 g (Heraeus Multifuge 3 S-R, Thermo
Fisher Scientific, Karlsruhe). Die Hexan-Phase wurde abpipettiert und in ein GlasrShrchen
tiberfiihrt. In das Extraktionsgefdal wurden erneut 2 ml Hexan gegeben, es wurde 30 Sekunden
geschiittelt und fiinf Minuten bei 1800 g zentrifugiert. AnschlieBend wurde erneut die
Hexanphase abpipettiert und zu der im vorherigen Schritt bereits entnommenen zugegeben.
Die Hexan-Phase in den Glasrohrchen wurde in einem Vakuumverdampfer (Christ RVC 2-18,
Osterode) bei 60 °C und einem Unterdruck von 600-700 bar vollstindig eingeengt.

Die Extraktion von Fizes- und Digestaproben verlief nach der gleichen Methode. Sie
unterschied sich nur in der Vorbereitung und Einwaage der Proben. Von den Digestaproben
wurden jeweils 500 mg fiir die Extraktion verwendet und von der lyophylisierten Fizes
wurden 200 mg verwendet. Die eingewogene Probenmenge wurde mit 10 ml Aqua bidest.,

15 ml 2-Propanol/Hexan 3:2 (v/v) und 1 ml Vitamin K; wie oben beschrieben extrahiert.
3.4.3 Reinigung der Proben

In Vorversuchen wurde untersucht, ob eine Reinigung der Proben durch eine
Festphasenextraktion, bzw. eine  Fliissig-Fliissig-Extraktion zu einer besseren
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse fiihrt. Es zeigte sich, dass eine Reinigung der Proben nicht
notwendig war, da die extrahierten Proben gar nicht bzw. nur minimal verunreinigt waren.

Die Fizes- und Digesta-Proben wurden durch Filtration in Zentrifugen-Filtereinheiten
(Microcon-30; Millipore Corporation, Bedford, USA) gereinigt. Die vollstindig eingeengte
Probe wurde in 0,5 ml HPLC-Eluens (siehe 3.4.4) aufgenommen, durch schiitteln gelost
(Vortex-Genie 2, Scientific Industries, Inc., Bohemia, USA) und dann in die Zentrifugen-
Filtereinheit gegeben. Diese wurde in einer Kiihlzentrifuge bei 4 °C und 11000 rpm fiir 25
Minuten zentrifugiert (Heraeus Fresco 17 Centrifuge, Thermo Fisher Scientific, Osterode).
Nach der Zentrifugation wurde das Filtrat direkt in ein lichtundurchlidssiges HPLC-
Analysenglidschen (2 ml, Amber) mit einem Snap Verschluss (snap cap, beides Agilent
Technologies, Waldbronn) gegeben. In einigen Féllen war das Filtrat aufgrund einer starken
Verschmutzung der Probe und einer dadurch unzureichenden Filtration fiir eine Analyse
quanitativ nicht ausreichend. Um dennoch eine Analyse durchfiihren zu kdnnen wurde ein
Inlet (Vial Insert, Agilent Technologies, Boblingen) mit einem Volumen von 250 pl in das

Vial gegeben bzw. es wurden die Filtrate der Doppelansitze zusammengegeben.
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3.3.4 HPLC - Analyse

Zur Quantifizierung des Vitamin K, wurde sowohl ein interner als auch ein externer Standard
verwendet. Als interner Standard diente Vitamin K; in einer Konzentration von 200 ng/ml.
Uber diesen wurde die Wiederfindung berechnet. Der externe Standard bestand aus MK-4 bis
-10 und diente zur Berechnung der Konzentration der MK in den Proben.

Die am Ende der Extraktion eingeengten Proben wurden in 0,5 ml HPLC-Eluens (Tab. 12)
aufgenommen, geschiittelt und in ein Vial iiberfiihrt. Das Eluens wurde vor der Verwendung
10-15 Minuten in einem Ultraschallbad (Bandelin Electronic KG, Berlin) entgast.

Tab. 12: Zusammensetzung des HPLC-Eluenten

Bestandteil Gehalt
Methanol 73 %
Ethanol 17 %
n-Hexan 10 %
Zinkchlorid 10 mM
Natriumacetat 5 mM
Eisessig (100 %-ig) 5 mM

Fiir die Analyse stand ein HPLC der HP Series 1050 bestehend aus einem Losemittelkabinett,
einem Vakuumentgaser, einer quaterniren Pumpe und einem Autosampler (Agilent
Technologies, Waldbronn) zur Verfiigung.

Die Analyse der Proben erfolgte isokratisch mit einer reverse-phase Sdule Eurospher 100-5
C18, 250 x 4 mm mit Vorsdule (Knauer, Berlin). Das Injektionsvolumen betrug 50 ul, die
FlieBgeschwindigkeit der mobilen Phase 0,8 ml/min. Nach acht Minuten wurde die Flussrate
iiber vier Minuten schrittweise auf 1,5 ml/min erhoht. Die Laufzeit pro Probe betrug
35-45 Minuten mit einer Nachlaufzeit (0,8 ml/min) von fiinf Minuten. Der Hauptsiule folgte
eine Nachsdule. Diese 7 cm lange Sdule war mit einem Zinkchloridpulver mit einer
KorngroBe <45 pm (Fa. Merck, Darmstadt) gefiillt. Als Detektor wurde ein
Fluoreszenzdetektor Agilent 1100 Series (Agilent Technologies, Waldbronn) verwendet. Die
Messung erfolgte bei 246 nm Exzitations- und 430 nm Emissionswellenlinge.

Die Identifizierung der einzelnen MK erfolgte iiber die Retentionszeiten des jeweiligen
Standards. Die Quantifizierung erfolgte iiber den direkten Vergleich der Peakflachen vom
Standard und der von den Proben. Um mogliche Veridnderungen wihrend eines
Analysenlaufes mit in die Berechnung einzubeziehen, wurde jeweils nach zwei bis drei
Proben erneut ein Standard analysiert. Der interne Standard diente zur Uberpriifung der
Wiederfindung.

Da beim Langzeitinkubationsversuch jeden Tag eine definierte Menge (0,5 g) lyophylisierte

Féazes hinzugegeben wurde, wurde deren Gehalt an MK ebenfalls bestimmt und von der
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Menge der MK in der Probe subtrahiert um die Konzentration des neu gebildeten MK zu
ermitteln.

In der Kurzzeitinkubation wurde ebenfalls iiber die Fizes, die als Inokulum diente, MK in das
System eingetragen. Um die Nettobildung der MK in 24 Stunden Inkubation zu bestimmen,
wurde eine Probe des Ansatzes ohne Zusatz von Substrat vor der Inkubation auf ihren MK-

Gehalt analysiert und dieser von den anderen Proben subtrahiert.
3.4 Auswertung der Daten

Die Auswertung der Daten erfolgte deskriptiv, auf eine Uberpriifung der moglichen
statistischen Unterschiede wurde aufgrund der geringen Probenzahl verzichtet. Fiir die
Berechnung des arithmetischen Mittels (Mw) und der Standardabweichung (SD) als MaB fiir
die Streuung sowie zur Darstellung der Versuchsergebnisse wurde Microsoft Office Excel
2003, USA, verwendet.
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4. Ergebnisse

4.1 In-vitro-Untersuchungen mit einem semikontinuierlichem Langzeitinkubations-

system
4.1.1 pH-Wert

Der pH-Wert zeigte sich wihrend der Aquilibrierungsphase in allen Fermentern ziemlich
konstant (6,54 + 0,08 bis 6,59 = 0,13). In der dreitigigen Kontrollphase wurden in den
einzelnen Fermentern unterschiedliche pH-Werte gemessen (6,52 + 0,03 bis 6,68 + 0,03),
allerdings waren sie innerhalb einer Fermentiereinheit konstant. In der Versuchsphase kam es
zu groferen Differenzen zwischen den einzelnen Fermentern. Zusitzlich zeigte sich eine
deutliche Abnahme des Wertes (6,24 + 0,11 bis 6,48 + 0,09) im Vergleich zu den vorherigen

Phasen (Abb. 6). Die einzelnen Werte sind in Tabelle 28 im Anhang zusammengefasst.
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O Aquilibrierung O Kontrolle @ Versuch

Abb. 6: pH-Werte (Mw = SD) der einzelnen Fermenter (1-6) in der Aquilibrierungs— (n=7),
Kontroll- (n = 3) und Versuchsphase (n = 8)

4.1.2 Redoxpotential

Die Messwerte des Redoxpotentials waren in der Aquilibrierungsphase in den einzelnen
Fermentern sehr dhnlich (-232,8 + 32,8 bis -272,2 + 47,0 mV) wohingegen an den einzelnen
Tagen deutliche Schwankungen festgestellt werden konnten. In der Kontrollphase lagen die
Werte insgesamt deutlicher im negativen Bereich als in den vorherigen Tagen und die
Unterschiede zwischen den Fermentern waren deutlich (-286,6 + 37,9 bis -343,2 + 0,9 mV).

In der Versuchsphase war das Redoxpotential hoher als in der Aquilibrierungs- und
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Kontrollphase und es traten Schwankungen innerhalb der acht Tage auf (-190,3 + 23,3 bis
-217,1 + 33,6 mV) (Abb. 7). Die einzelnen Werte sind in Tabelle 29 im Anhang

zusammengefasst.
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Abb. 7: Redoxpotential (Mw + SD) der einzelnen Fermenter (1-6) in der Aquilibrierungs—
(n =7), Kontroll- (n = 3) und Versuchsphase (n = 8)

4.1.3 Durchflussrate des Puffers

Die Uberlaufmenge wurde alle 24 Stunden gemessen. Durch einen kontinuierlichen
Pufferfluss sollte tdglich ein kompletter Austausch des fliissigen Fermenterinhaltes mit einem
Volumen von 125 ml stattfinden.

Die Durchlaufraten (Mw = SD) an den 18 Tagen lagen bei den einzelnen Fermentern
zwischen 122,2 + 11,9 und 128,6 + 2,7 ml/d (Tab. 13). Mit Ausnahme von drei Tagen, an
denen relativ groBe Schwankungen in der Uberlaufmenge der einzelnen Fermenter auftraten
(110 = 16,1, 108,7 = 52,0 bzw. 139,5 + 46,9 ml/d), lief die Schlauchpumpe sehr konstant
(120,2 + 10,4 bis 133,3 = 6,1 ml/d).

Tab. 13: Tégliche Durchflussrate (ml) in den Fermentern 1-6, Mw + SD (d = 18)

Fermenter
1 2 3 4 5 6*

ml/d 126 + 8,35 122 +11,9 122535 126+5,13 129+5,72 124 +3,44

*d=16
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4.1.4 Fliichtige Fettsiuren

Sowohl im Fermenter als auch im Uberlauf wurden die Gehalte von Acetat, Propionat, n- und
i- Butyrat und n- und i- Valeriat tdglich analysiert. Die Bildung von n- und i- Valeriat war so
gering, dass sie nicht weiter beriicksichtigt wurde.

4.1.4.1 Fliichtige Fettsiuren im Fermenter

Die Gesamtproduktion der fliichtigen Fettsduren war innerhalb der sechs Fermenter dhnlich
und nahm kontinuierlich im Laufe der Versuchsdauer zu. Wihrend die Werte in der
Aquilibrierungsphase zwischen 5,59 = 1,08 und 6,02 = 0,90 umol/ml lagen, stieg die
Gesamtmenge wihrend der dreitdgigen Kontrollphase auf 8,33 + 0,75 umol/ml bis
9,88 + 0,50 umol/ml und erreichte in der Versuchsphase Werte zwischen 9,81 + 1,08 pmol/ml
und 13,6 £ 1,31 umol/ml (Tab. 14).

Tab. 14: Gesamtkonzentration (Mw = SD) der fliichtigen Fettsduren (umol/ml) in den

einzelnen Fermentern (F1-F6) wihrend der drei Phasen des Versuches

F1 F2 F3 F4 F5 F6

Aquilibrierungsphase; d = 7

5,71 1,12 5,59 £ 1,08 5,64 + 1,59 5,98 £ 1,05 6,02 + 0,90 5,99 £0,74

Kontrollphase; d = 3

8,33 +£0,75 7,72 £ 0,62 8,56 + 0,34 9,27 +0,79 9,88 £ 0,50 8,83 +0,40

Versuchsphase; d = 8

10,3 + 1,08 9,81 + 1,08 11,8 + 1,06 12,7+ 141 13,6 + 1,31 12,6 + 1,12

Die prozentuale Verteilung der fliichtigen Fettsduren wihrend der drei Phasen des Versuches
wird in Tab. 15 dargestellt. Es zeigte sich, dass wihrend der Aquilibrierungsphase ein fast
ausgeglichenes Verhiltnis zwischen Essigsdure (37,7 + 11,49 bis 46,3 + 5,63 %) und
Propionsdure (40,9 = 2,48 bis 46,9 + 10,32 %) vorlag. In allen Fermentern dominierte
zwischen den Tagen vier und sieben an mindestens einem Tag die Bildung der Propionsdure.
Ab dem Beginn der Kontrollphase iiberwog mit einem Anteil von iiber 50 % die Bildung von
Essigsdure, gefolgt von Propionsédure (22,6 + 2,42 bis 31,0 = 1,81 %) und n-Buttersdure
(11,5 £ 1,39 bis 17,6 = 1,04 %). Die verzweigtkettige Buttersdure wurde in allen drei Phasen
am wenigsten gebildet. Thre Konzentration nahm von der Aquilibrierungsphase (3,7 + 0,51 %)
bis zur Versuchsphase (1,4 + 0,17 %) ab.
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Tab. 15: Prozentuale Verteilung (Mol. %; Mw + SD) der Essigsdure (E), Propionsdure (P),

i-Buttersdure (i-B) und n-Buttersdure (n-B) in den einzelnen Fermentern (F1-F6)

wihrend der drei Phasen des Versuches

Fl1 F2 F3 F4 F5 F6
Aquilibrierungsphase; d = 7

E 458+2,69 37,7+x11,5 43,7+£523 463+5,63 445+290 43,4+3,49

p 420+1,81 469+103 424+336 409+248 414+2]15 42,0+231

i-B 3,23+0,74 3,63+0,27 3,680,501 337+039 3,57+0,28 3,65+0,41

n-B 893+210 11,8+274 103+320 942+399 106+294 11,1+254
Kontrollphase; d = 3

E 584+0,76 51,1 +0,84 52,7+1,33 56,6+1,86 57,7+2,04 534+0,74

p 27,8+1,69 31,0+x1,81 298+2,00 260+1,55 242+279 27,0+3,39

i-B 2,27+0,38 2,60+0,14 226+0,26 2,18+0,35 2,16+0,25 2,35+0,24

n-B 115+14 154+1,3 153+1,2 15,2+0,1 16,0 +1,8 17,3+2,9
Versuchsphase; d = 8

E 576 +1,88 519+1,10 554+1,66 593+326 59,6216 574+284

P 26,2+1,31 29,8 +1,39 279+24  242+254 226+242 235+2,16

i-B 1,87+0,08 2,28+0,15 1,87+0,16 1,44+023 142+0,17 1,55+0,25

n-B 144+0,74 16,1 +1,15 148+133 151+091 163+1,62 17,6+1,04

4.1.4.2 Fliichtige Fettsiuren im Uberlauf

Die Gesamtmenge der fliichtigen Fettsiuren war in den Uberldufen (U1-U6) geringer als in
den Fermentern. Aber auch hier zeigte sich im Laufe des Versuches eine Zunahme. Die
Gesamtmenge (umol/ml) lag in der Aquilibrierungsphase zwischen 1,37 + 1,02 und 3,13 *
1,65 und stieg in der Versuchsphase auf 3,16 = 0,93 bis 6,83 + 4,20 (Tab. 16). Anhand der
Standardabweichung (SD) lisst sich erkennen, dass in den einzelnen Uberldufen z.T. groBe
tagliche Schwankungen bei der Bildung der fliichtigen Fettsduren auftraten.

Bei der prozentualen Verteilung der einzelnen Fettsiuren machte in der Aquilibrierungsphase
die Propionsédure mit iiber 50 % den groBten Anteil aus, gefolgt von der Essigsidure und der 1-
Buttersdure. Die n-Buttersdure lag unter 5 %. In der Kontrollphase dnderte sich in einigen
Uberlidufen (U1, U4, U5) das Verteilungsbild und es wurde mehr Essigsiure als Propionséure
gebildet. Bei der Buttersiure war auBer in U6 weiterhin die verzweigtkettige Form stirker
vertreten. Dieses #nderte sich in den Versuchsphase, in der in allen Uberldufen mehr n-
Buttersdure gebildet wurde. Das Verhiltnis zwischen Essigsdure und Propionsdure war je
nach Uberlauf verschieden. In U4, US und U6 wurde im Mittel (Mw) mehr Essigsdure
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gebildet und in Ul, U2 und U3 mehr Propionsiure. Die genaue Verteilung der fliichtigen
Fettsduren wird in Tabelle 17 dargestellt.
Tab. 16: Gesamtkonzentration (Mw = SD) der fliichtigen Fettsduren (umol/ml) in den

einzelnen Uberldufen (U1-U6) in den drei Phasen des Versuches

Ul U2 U3 U4 U5 U6
Aquilibrierungsphase; d = 7
1,37 £ 1,02 1,91 + 0,89 1,90 +1,13 1,57 £ 1,02 2,05 +£1,26 3,13+£1,65
Kontrollphase; d = 3
2,87 £0,98 2,71 £ 0,64 3,41 £ 0,66 3,44 £ 0,84 3,93 £0,58 4,45 +0,70
Versuchsphase; d = 8
4,31 +£0,97 3,16 +0,93 4,58 + 0,70 4,33 +0,86 6,07 = 1,06 6,83 + 4,20

Tab. 17: Prozentuale Verteilung (Mol. %; Mw + SD) der Essigsdure (E), Propionsiure (P), i-

Buttersidure (i-B) und n-Buttersiure (n-B) in den einzelnen Uberliufen (U1-U6)

wihrend der drei Phasen des Versuches

U1 02 U3 U4 Us U6
Aquilibrierungsphase; d = 7

E 21,2+104 226+133 228=+14,1 30,7+7,04 372+£9,10 285+149

P 51,2+228 61,3+120 57,1+13,3 52,1+8,53 50,7+8,12 57,5+10,2

i-B 12,1+6,12 14,1+4,60 175+19,0 13,6+6,18 930+3,26 9,94 +6,50

n-B 1,17+x135 202+1,09 259+471 365+407 284+323 402257
Kontrollphase; d =3

E 46,0+ 6,46 32,1 +320 364+647 458+559 495+338 428+297

P 43,6 +4,11 53,6 +4,11 520+6,31 43,7+452 398+338 425+6,19

i-B 9,01£3,02 10,1 +1,69 8,12+148 7,56+1,82 691 +1,27 6,27+1,23

n-B 1,38+0,56 427+260 352+156 288+0,87 372+194 838+443
Versuchsphase; d = 8

E 41,6 £5,70 26,0+743 332+623 442+822 469+4,15 449+332

P 455+4,07 56,7546  51,1+4,84 43,1+582 375+3,12 35,6+2,49

i-B 573+1,28 830+1,77 587+092 479+1,10 3,96+0,77 3,84+0,71

n-B  7,15+347 9,02+5,15 986+428 794+279 11,7+2,63 15,7+1,83
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4.1.5 Laktat

Die Laktatkonzentrationen lagen sowohl im Fermenter als auch im Uberlauf unter der

Nachweisgrenze.
4.1.6 Analyse von Vitamin K,

Nach Abzug der durch den lyophylisierten Kot zugegebenen MK war nahezu ausschlie8lich
eine Bildung von MK-7 in den Uberldufen 3 bis 6 (Tab. 18) beobachten. In Uberlauf 3 wurde
an zwei Tagen eine Bildung von MK-10 mit 3,45 bzw. 20,13 ng/ml analysiert und in Uberlauf
4 und 6 an jeweils einem Tag. Die Konzentration betrug 2,62 bzw. 1,70 ng/ml. MK-9 konnte
nur an Tag 4 der Versuchsphase mit 0,02 ng/ml in Uberlauf 3 gemessen werden. In Uberlauf
1 konnte nur an einem Tag (0,11 ng/ml) und in Uberlauf 2 nur an vier Tagen (0,01, 0,42, 0,10
bzw. 0,30 ng/ml) MK-7 analysiert werden (Tab. 18).

Am letzten Versuchstag wurden auch Proben aus den sechs Fermentern auf ihren MK-Gehalt
analysiert. Auer MK-7 in den Fermentern 3 bis 6 konnte keine messbare Bildung von MK
nachgewiesen werden. Die MK-7-Konzentrationen betrugen 0,20, 0,20, 0,12 bzw. 0,80 ng/ml
in der Fermentern 3, 4, 5 bzw. 6 (Tab. 18).

Die Wiederfindung von Vitamin K; als interner Standard lag im Mittel bei 78,0 + 6,5 % mit

einer minimalen Wiederfindung von 66,3 % und einer maximalen von 91,7 %.

Tab. 18: Konzentration von MK-7 (ng/ml) in den Uberldufen (U1-U6) an sieben Tagen der

Versuchsphase und im Fermenter (7F) am letzten Versuchstag

Tag U1 02 U3 U4 U5 U6
1 n.n.* n.n. 0,33 0,16 0,20 0,23
2 n.n. n.n. 0,41 0,60 0,94 0,22
3 0,11 0,01 1,06 0,67 1,18 0,66
4 n.n. n.n. 0,64 0,91 1,61 0,72
5 n.n. 0,42 0,02 0,37 0,77 0,79
6 n.n. 0,10 0,03 0,50 0,70 n.n.
7 n.n. 0,30 1,19 0,45 0,61 1,12
TF n.n. n.n. 0,20 0,20 0,12 0,80

*n.n. = nicht nachweisbar
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4.2 In-vitro-Untersuchungen mit einem Kurzzeitinkubationssystem

Es wurden drei Versuchsdurchginge im Doppelansatz durchgefiihrt. Die nachfolgenden
Ergebnisse beziehen sich jeweils auf den Mittelwert der Doppelansitze. Vor Versuchsbeginn
wurde jeweils eine Probe des Versuchsansatzes genommen. Diese wurde auf ihre MK-
Konzentration analysiert, welche spiter von den MK-Konzentrationen der anderen Proben

abgezogen wurde, um den Nettowert der MK-Bildung zu erhalten.

4.2.1 pH-Wert

In allen Versuchsdurchgingen war sowohl bei dem Zusatz von Maisstirke (Ms) als auch bei
der Mischung aus Maisstiarke und Pepton (Ms/Pep) mit zunehmender Substratmenge eine
Abnahme des pH-Wertes zu erkennen. Der Unterschied war zwischen 0,1 und 0,5 g jeweils
groBer als der zwischen 0,5 und 1,0 g. Bei Peptonzulage gab es geringfiigige Abnahmen der
Werte. Im Vergleich der drei Substrate mit der Kontrolle waren die pH-Wert bei der Zugabe
von Pepton (Pep) am stabilsten, bei reiner Maisstirken zeigte sich die groten pH-Wert
Abnahmen (Tab. 19).

Tab. 19: pH-Werte nach der Zugabe verschiedener Konzentrationen (0,1, 0,5 und 1,0 g) von
Maisstirke (Ms), Pepton (Pep) und Maisstirke/Pepton (Ms/Pep) und im
Kontrollansatz (K)

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3

Substrat (g) 0,1 0,5 1,0 0,1 0,5 1,0 0,1 0,5 1,0

Ms 6,57 5,36 5,29 6,34 5,56 5,23 6,40 4,83 4,63
Pep 6,93 6,90 6,83 6,75 6,65 6,57 6,76 6,75 6,73
Ms/Pep 6,71 5,90 5,40 6,54 5,98 5,72 6,63 5,78 5,40
K 7,17 6,78 6,97

4.2.2 Fliichtige Fettsiuren

Als fliichtige Fettsduren wurden Essigsidure, Propionsédure, n- und i- Buttersdure und n- und i-
Valeriansdure analysiert, allerdings war die Bildung von verzweigtkettiger Buttersdure und
von n- und i- Valeriansidure durchgehend so gering, dass diese nicht in die Auswertung
einbezogen wurden.

Bei allen drei Substraten war mit Zunahme der Substratmenge und im Vergleich zur
Kontrolle eine erhohte Bildung von Fettsduren zu beobachten. Die hochste

Gesamtfettsdurenmenge wurde bei der Zugabe von Pep beobachtet. Bei der Zugabe von Ms
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war sowohl die Gesamtmenge als auch die Bildung aller drei relevanter Fettsduren am

geringsten (Tab. 20).

Tab. 20: Gesamtkonzentration der fliichtigen Fettsduren (umol/ml) in den drei
Versuchsansitzen nach der Zugabe verschiedener Konzentrationen (0,1, 0,5 und 1,0
g) von Maisstirke (Ms), Pepton (Pep) und Maisstiarke/Pepton (Ms/Pep) und im
Kontrollansatz (K)

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3

Substrat (g) 0,1 0,5 1,0 0,1 0,5 1,0 0,1 0,5 1,0

Ms 13,3 11,7 27,0 15,0 15,3 17,0 17,2 2377 24,2
Pep 19,7 58,1 96,5 23,5 50,9 82,2 26,8 60,6 945
Ms/Pep 28,5 47,4 71,2 24,1 40,4 53,6 27,6 56,3 76,8
K 9,44 16,6 9,85

Die prozentuale Verteilung der Fettsduren wird in Tabelle 21 dargestellt. Bei allen drei
Substraten iiberwog der Anteil an Essigsdure. Dieser nahm mit Zunahme des Substrats ab und
lag zwischen 75 und 52 %, bei Ms/Pep reduzierten sich die Werte am stirksten. Bei der
Zulage von Ms stieg der Anteil der Propionsdure mit der Menge des Substrats. Bei zwei von
drei Versuchen wurde nach Zugabe von Ms mehr Propionsédure als n-Buttersidure gebildet.
Ansonsten entstand mehr n-Butterséure.

Die Bildung von Propionsdure war in zwei Versuchen geringfiigig hoher beim Zusatz von
Ms/Pep, als beim reinen Pep. Bei der Konzentration von n-Buttersdure waren zwischen Pep

und Ms/Pep keine Unterschiede zu erkennen.
4.2.3 Ammonium (NH4")

Im Vergleich der drei Substrate Ms, Pep und Ms/Pep zeigte sich bei Zugabe von Pep deutlich
mehr NHy" als bei Ms, Ms/Pep und in der Kontrolle. Sowohl bei Pep als auch bei Ms/Pep
nahm die NH,'-Bildung mit steigender Menge des Substrates zu. Die geringste Bildung
wurde nach Zulage von Ms beobachtet. Diese war sogar geringer als die Bildung in der
Kontrolle und nahm mit hoheren Substratkonzentrationen ab. Bei Konzentrationen von 0,5
und 1,0 g Ms war z.T. keine messbare Bildung zu beobachten. Die Einzelwerte der NH, -

Messung sind in Tabelle 22 dargestellt.
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Tab. 21: Prozentuale Verteilung der Essigsdure (E), Propionsdure (P) und n-Buttersidure (n-B)

in den drei Versuchsansidtzen nach der Zugabe verschiedener Konzentrationen
(0,1, 0,5 und 1,0 g) von Maisstirke (Ms), Pepton (Pep) und Maisstirke/Pepton
(Ms/Pep) und im Kontrollansatz (K)

Essigsiure (%) Propionséure (%) n-Buttersidure (%)

Substrat (g) 0,1 0,5 1,0 0,1 0,5 1,0 0,1 0,5 1,0

Versuch 1
Ms 75,2 71,0 71,0 13,2 14,8 15,7 11,6 14,2 13,3
Pep 73,0 67,7 69,0 6,25 10,3 11,2 20,7 22,0 19,8
Ms/Pep 70,0 53,7 52,5 9,41 18,6 19,7 20,6 27,7 27,9
K 84,6 2,01 13,2

Versuch 2
Ms 70,9 64,7 62,8 8,93 12,9 14,9 20,1 22,5 22,3
Pep 67,2 66,4 66,6 5,84 10,0 12,1 27,0 23,6 21,3
Ms/Pep 67,7 64,7 65,7 5,73 8,97 10,5 26,6 26,3 23,8
K 82,0 1,57 16,5

Versuch 3
Ms 71,2 66,6 65,8 16,4 24,5 25,4 12,4 8,61 8,80
Pep 68,9 67,3 67,4 6,66 10,3 12,2 244 224 20,5
Ms/Pep 64,7 54,8 54,8 9,97 19,1 20,2 25,3 26,1 249
K 87,8 3,46 8,75

Tab. 22: Konzentration von Ammonium (mmol/l) in den drei Versuchsansitzen nach der

Zugabe verschiedener Konzentrationen (0,1, 0,5 und 1,0 g) von Maisstirke (Ms),

Pepton (Pep) und Maisstirke/Pepton (Ms/Pep) und im Kontrollansatz (K)

Versuch 1

Versuch 2

Versuch 3

Substrat (g)

0,1 0,5 1,0

0,1 0,5 1,0

0,1 0,5 1,0

Ms

Pep
Ms/Pep
K

5,01 4,36 4,37
28,7 76,0 134
27,3 40,7 56,5

6,95 0,50 0,34
27,4 63,1 99,2
20,7 39,2 66,1

3,65 0,00 0,00
26,3 63,8 108
24,9 38,6 18,2

9,69

17,1

8,36

4.2.4 Laktat

Die Laktatkonzentrationen lagen in allen Proben unter oder im Bereich der Nachweisgrenze.
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4.2.5 Analyse von Vitamin K,

Die Wiederfindung von Vitamin K; als internem Standard lag in den drei Versuchen im
Mittel bei 98,6 + 23,4, 122 + 26,8 bzw. 89,6 + 14,2 %.

Die Bildung von MK-4 (Abb. 8) war in zwei Versuchen am hochsten nach der Zugabe von
Pep und in einem nach der Zugabe von Ms/Pep. Bei der alleinigen Gabe von Ms war die
geringste Bildung zu erkennen. Ein konzentrationsbedingter Anstieg oder Abfall war in den
drei Versuchen nicht einheitlich zu erkennen. Es war z.T. mit Zunahme der Substratmenge
eine erhohte (Ms/Pep in Versuch 2) oder auch verringerte (Ms/Pep in Versuch 3) MK-4-
Bildung zu erkennen. Bei anderen Substraten wurde die hochste (Pep in Versuch 3) bzw.
niedrigste Konzentration (Pep in Versuch 1 und 2) von MK-4 nach Zulage der mittleren

Menge erreicht.

Die stirkste Bildung von MK-5 (Abb. 9) wurde in Versuch 3 mit Ms/Pep beobachtet.
Zusitzlich war hier eine deutliche Abhédngigkeit von der Substratmenge zu erkennen, ebenso
auch bei Pep im zweiten Versuch. Im Vergleich zu den anderen beiden Durchgéngen war hier
auch die Bildung von MK-5 am stirksten. Die Zugabe von Ms fiihrte zu keiner starken
Produktion und auch nach dem Zusatz von Pep in den Durchgédngen 1 und 3 war die Bildung
gering. In allen drei Versuchen war nach der Zugabe von Pep eine, wenn auch z.T. nur

geringe, Erhohung der MK-5-Bildung mit erhdhter Substratkonzentration zu sehen.

4,0 -
3,5 -
3,0 -
2,5 -
£
S 2,0 -
o
1,5 1
1,0 4
(10 [T
(Y I — i ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
K 0,1 Ms 0,5 Ms 1,0 Ms 0,1 Pep 0,5 Pep 1,0Pep 0,1 Ms/Pep 0,5 Ms/Pep 1,0 Ms/Pep
Substrat
O Versuch 1 O Versuch 2 @ Versuch 3

Abb. 8: Konzentration von MK-4 (ng/ml) in den drei Versuchsansitzen nach der Zugabe von
0,1, 0,5 und 1,0 g Maisstirke (Ms), Pepton (Pep) und Maisstirke/Pepton (Ms/Pep)

und im Kontrollansatz (K)
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Abb. 9: Konzentration von MK-5 (ng/ml) in den drei Versuchsansitzen nach der Zugabe von
0,1, 0,5 und 1,0 g Maisstirke (Ms), Pepton (Pep) und Maisstirke/Pepton (Ms/Pep)
und im Kontrollansatz (K)

Die hochste Konzentration von MK-6 wurde durchgehend in Versuch 3 beobachtet, wobei
nach Zusatz von Ms/Pep die grofiten Mengen analysiert wurden und zwischen Ms und Pep
kein groBer Unterschied zu erkennen war. Eine Konzentrationszunahme nach Erh6éhung der
Substratmenge war in Versuch 2 und 3 nach Zusatz von Ms und in Versuch 3 nach Zusatz
von Pep zu erkennen. In Versuch 1 wurde mit Ms die geringste Menge MK-6 analysiert,
wihrend Pep und Ms/Pep sich nicht erheblich voneinander unterschieden. Ein Einfluss der
Substratmenge war nicht zu erkennen. Im zweiten Versuch wurden nach Zusatz von Ms und

Ms/Pep dhnlich hohe Konzentrationen gemessen und mit Pep die geringsten (Abb. 10).

4,0
3,5
3,0
2,5 1
S, 2,0
1,5 4

Canddogon 1144

05Ms 10Ms 01Pep 05Pep 1,0Pep 0,1 Ms/Pep 0,5 Ms/Pep 1,0 Ms/Pep
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O Versuch 1 O Versuch 2 m Versuch 3

Abb. 10: Konzentration von MK-6 (ng/ml) in den drei Versuchsansétzen nach der Zugabe von
0,1, 0,5 und 1,0 g Maisstirke (Ms), Pepton (Pep) und Maisstirke/Pepton (Ms/Pep)
und im Kontrollansatz (K)
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Die Bildung von MK-7 (Abb. 11) war im Vergleich zu den anderen MK am geringsten. In
Versuch 1 lagen die Werte unter der Nachweisgrenze und im 2. Versuch waren messbare
Werte nur nach Zugabe von 0,5 und 1,0 g Ms zu beobachten. Nur im dritten Durchgang
konnte eine Bildung von MK-7 nach Zugabe von Ms und Ms/Pep und in der Kontrolle
beobachtet werden. Bei Zusatz von Pep zeigte sich eine Bildung nur nach Zulage der
hochsten Konzentration.

4,0
3,5
3,0 1
2,5
2,0
1,5
1,0

K 0,1 Ms 0,5 Ms 1,0 Ms 0,1Pep  0,5Pep 1,0 Pep 0,1 Ms/Pep 0,5 Ms/Pep 1,0 Ms/Pep

ng/mi

Substrat

O Versuch 1 O Versuch 2 @ Versuch 3

Abb. 11: Konzentration von MK-7 (ng/ml) in den drei Versuchsansétzen nach der Zugabe von
0,1, 0,5 und 1,0 g Maisstirke (Ms), Pepton (Pep) und Maisstirke/Pepton (Ms/Pep)

und im Kontrollansatz (K)

MK-8 war nach Zusatz von Pep in etwas hoheren Konzentrationen als bei Inkubation mit den

anderen Substraten festzustellen, zudem gelang der Nachweis nicht in allen Ansédtzen (Abb.
12).

Die Bildung von MK-9 (Abb. 13) war in allen drei Versuchen nachweisbar, jedoch war der
Einfluss des Substrates unterschiedlich. Nach Zusatz von Ms und Ms/Pep wurde mehr MK-9
gebildet als mit Pep. Im ersten und zweiten Versuch wurden die hochsten Werte nach Zugabe

von Ms beobachtet und im dritten beim Zusatz von Ms/Pep.
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Abb. 12: Konzentration von MK-8 (ng/ml) in den drei Versuchsansétzen nach der Zugabe von

0,1, 0,5 und 1,0 g Maisstirke (Ms), Pepton (Pep) und Maisstirke/Pepton (Ms/Pep)

und im Kontrollansatz (K)
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Abb. 13: Konzentration von MK-9 (ng/ml) in den drei Versuchsansétzen nach der Zugabe von
0,1, 0,5 und 1,0 g Maisstirke (Ms), Pepton (Pep) und Maisstirke/Pepton (Ms/Pep)

und im Kontrollansatz (K)

MK-10 (Abb. 14) zeigte mit Abstand in allen drei Durchgiéngen die hochsten Konzentrationen
(bis tber 40,0 ng/ml). AuBer im zweiten Versuch bei Ms/Pep war eine
konzentrationsabhingige Steigerung zu erkennen, welche sich besonders deutlich in Versuch
2 beim Zusatz von Pep zeigte. Ansonsten scheinen Ms und Ms/Pep einen dhnlich groen
Einfluss auf die Bildung von MK-10 zu haben. Beim Zusatz von Pep zeigten sich grofle
Unterschiede in den einzelnen Durchgédngen. In Durchgang 1 wurde bei 1,0 g die hochste
Konzentration von allen MK gemessen, wohingegen im zweiten und dritten Versuch nur eine

geringe Bildung festgestellt wurde bzw. lagen die Konzentrationen unter der Nachweisgrenze.
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Abb. 14: Konzentration von MK-10 (ng/ml) in den drei Versuchsansitzen nach der Zugabe
von 0,1, 0,5 und 1,0 g Maisstirke (Ms), Pepton (Pep) und Maisstéirke/Pepton
(Ms/Pep) und im Kontrollansatz (K)

Die Gesamtkonzentration von MK zeigte eine Abhingigkeit von der Menge des Substrats.
Geringste Konzentrationen traten nach Zusatz von 0,1 g und 0,5 g Pep, 0,1 g Ms/Pep und 0,1
g Ms auf. Diese lagen bei 3,44, 9,60, 12,3 bzw. 12,7 ng/ml. Hohere Konzentrationen wurden
erreicht nach Zulage von 0,5 g (18,2 ng/ml) und 1,0 g (20,7 ng/ml) Ms, 1,0 g (18,0 ng/ml)
Pep, 0,5 g (18,9 ng/ml) und 1,0 g (19,0 ng/ml) Ms/Pep (Tab. 15). Im Durchschnitt wurden
14,8 + 5,67 ng MK/ml gebildet. Im Vergleich zu der Kontrolle, in der im Mittel mit 1,04
ng/ml nur eine geringe Menge an MK gebildet wurde, zeigte sich eine hohere Bildungsrate
bei Substratzugabe, besonders bei Pep. Die Gesamtmenge von MK lag nach Zugabe der
Substrate bei der jeweils hochsten Dosierungsstufe mit 20,7, 18,0 und 19,0 ng/ml fiir Ms, Pep
und Ms/Pep dicht beieinander (Tab. 15).

Die einzelnen Konzentrationen fiir MK-4 bis -10 in den drei verschiedenen Versuchen konnen

den Tabellen 30 bis 36 im Anhang entnommen werden.
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Abb. 15: Gesamtkonzentrationen (Mw; n = 3) der MK-4 bis -10 (ng/ml) nach der Zugabe von
0,1, 0,5 und 1,0 g Maisstirke (Ms), Pepton (Pep) und Maisstirke/Pepton (Ms/Pep)

und im Kontrollansatz (K)

4.3 Konzentrationen von Vitamin K, im Darminhalt von Hunden

Zusitzlich zu den In-vitro-Versuchen wurde die Konzentration von MK-4 bis -10 im Inhalt
von fiinf verschiedenen Darmabschnitten (Duodenum, Jejunum, Ileum, Zdkum und Kolon)
untersucht. Die Digestaproben konnten nicht bei allen neun Hunden aus jedem der Abschnitte
entnommen werden, da z.T. keine bzw. zu geringe Mengen an Inhalt enthalten waren.

Die Wiederfindung von Vitamin K; als interner Standard lag im Mittel bei 77,1 + 33,1 %.

Im Duodenuminhalt war in sechs untersuchten Proben nur wenig MK zu messen bei groflen
Unterschieden zwischen den einzelnen Tieren. Bei Hund 4 konnten alle MK aufler MK-8
nachgewiesen werden mit sehr hohen Konzentrationen von MK-9 und -10 (110 bzw. 130
ng/g). Bei den restlichen fiinf Proben waren zwischen ein und vier verschiedenen MK zu
finden, wobei deren Konzentrationen unter bzw. nur gering iiber 20,0 ng/g lagen (Abb. 16).
MK-4 konnte bei allen sechs Proben analysiert werden und lag zwischen 0,77 und 6,67 ng/g.
MK-6 wurde bei fiinf der sechs Proben nachgewiesen (6,48 bis 24,2 ng/g). MK-5 und MK-10
konnten nur bei zwei Hunden bestimmt werden (1,09 und 1,46 bzw. 130 und 12,5 ng/g) und
MK-7, -8 und -9 nur bei jeweils einem Hund (10,4, 10,6 und 110 ng/g).
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Abb. 16: Konzentration von MK-4 bis -10 (ng/g) im Duodenuminhalt von Hunden (n=6)

Die Konzentrationen der MK im Jejunum waren denen im Duodenum sehr @hnlich. Nur bei
zwei Hunden wurden jeweils einmal groBBere Mengen an MK-8 (124 ng/g) und MK-9 (64,8
ng/g) gefunden. Ansonsten lagen auch hier alle weiteren MK-Konzentrationen unter 20,0
ng/g. Im Jejunuminhalt von Hund 4 konnten alle analysierten MK nachgewiesen werden, bei
Hund 3 alle auBBer MK-5 und bei Hund 8 alle auler MK-5 und -9. Bei Hund 5 und 9 konnten
jeweils nur MK-4 und -6 gemessen werden (Abb. 17).

Auch im Jejunum waren MK-4 (0,65 — 4,93 ng/g) und MK-6 (3,4 — 9,7 ng/g) diejenigen
Menachinone, die in allen analysierten Proben nachgewiesen werden konnten. MK-7, -8 und -
10 konnten in drei Proben gemessen werden (1,14 — 5,28 ng MK-7/g, 0,97 — 124 ng MK-8/g
und 0,91 — 10,9 ng MK-10/g), wobei es sich hierbei jeweils um Proben von den gleichen drei
Hunden handelte (Hund 3, 4 und 8). Bei zwei Hunden konnte MK-9 im Jejunum
nachgewiesen werden (4,07 und 64,3 ng/g) und MK-5 war nur einmal in geringer

Konzentration zu messen (0,98 ng/g).
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Abb. 17: Konzentration von MK-4 bis -10 (ng/g) im Jejunuminhalt von Hunden (n=5)
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Darminhalt aus dem Ileum wurde nur von einem Hund gewonnen. In dieser Probe konnten
MK-4 mit 6,08, MK-6 mit 3,99, MK-7 mit 3,81, MK-8 mit 3,97 und MK-9 mit 7,04 ng/g

analysiert werden. MK-5 und -10 waren nicht nachweisbar.

Bei drei Hunden wurden Proben aus dem Zdkum entnommen. In jeder Probe konnten alle
siecben MK nachgewiesen werden. Zwischen den einzelnen Hunden waren z.T. erhebliche
Unterschiede in den Konzentrationen zu erkennen. Bei allen drei Proben war MK-10 mit 161,
225 bzw. 392 ng/g dominierend. Hohe Konzentrationen konnten auch fiir MK-6
(71,3-327 ng/g), MK-4 (25,2-171 ng/g) und MK-9 (6,36-121 ng/g) beobachtet werden. Die
Gehalte von MK-5 (1,11-51,0 ng/g), MK-7 (6,1-31,6 ng/g) und MK-8 (6,78-32,6 ng/g)
waren deutlich geringer (Abb. 18).
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Abb. 18: Konzentration von MK-4 bis -10 (ng/g) im Zakuminhalt von Hunden (n=3)

Koloninhalt konnte von allen Hunden auBer Hund 7 entnommen werden. In vier Proben
(Hund 2, 5, 8 und 9) konnten alle MK nachgewiesen werden. In den Proben von Hund 3 und
6 konnte kein MK-8 analysiert werden und bei Hund 4 kein MK-5. Im Koloninhalt von Hund
1 lagen MK-7 und -8 unter der Nachweisgrenze.

Bei der Messung der MK-Gehalte dominierten MK-6 (12,1-1774 ng/g) und MK-10
(2,12-1188 ng/g). Weiterhin waren hohe Gehalte an MK-9 (3,49-290 ng/g) und MK-4
(3,12-110 ng/g) zu ermitteln. MK-7 (5,01-68,3 ng/g), MK-5 (3,59-23,4 ng/g) und MK-8
(4,81-19,1 ng/g) traten in deutlich geringeren Konzentrationen auf (Abb. 19).
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Abb. 19: Konzentration von MK-4 bis 10 (ng/g) im Koloninhalt von Hunden (n=8)

Bei der Betrachtung der Mittelwerte der Gesamtkonzentrationen von MK-4 bis -10 in den
einzelnen Darmabschnitten lie sich feststellen, dass die hochsten Konzentrationen im Kolon
und Zidkum gefunden wurden und die MK im Verlauf des Diinndarms eher abnahmen (Tab.
23). Dabei ist allerdings die geringe Probenzahl insbesondere im Ileum einschrinkend zu

erwihnen.

Tab. 23: Gesamtkonzentrationen (Mw + SD) von MK-4 bis -10 (ng/g) im Chymus von

Duodenum, Jejunum, lleum, Zikum und Kolon

Duodenum Jejunum Ileum Zikum Kolon
(n=16) (n=5) (n=1) (n=3) (n=18)
ng/ml 218 + 82,8 93,5+ 5,09 249 635 119 1045 + 372

Die einzelnen Konzentrationen fiir MK-4 bis -10 in den verschiedenen Darmabschnitten

konnen den Tabellen 37 bis 40 im Anhang entnommen werden.
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5. Diskussion

Das Ziel der Studie war, die Bildung von Vitamin K, im Intestinaltrakt von Hunden zu
untersuchen. Hintergrund dieser Arbeit war es zudem herauszufinden, ob durch bestimmte
Substratzugaben die MK-Bildung beeinflussbar ist. Limitiert ist die Aussagekraft dadurch,
dass nicht geklart ist, ob das bakterielle Vitamin K ausreichend aus dem Darm resorbiert
werden kann. Die Antwort auf diese Frage muss offen bleiben, da im Rahmen dieser Arbeit
keine Resorptionsmessungen durchgefiihrt werden konnten.

Ein wesentliches Element dieser Arbeit war, eine geeignete In-vitro-Methode zu etablieren,
um mit dieser die Vitamin K;-Bildung zu untersuchen. Zwei unterschiedliche Methoden
wurden auf ithre Anwendbarkeit beziiglich dieser Fragestellung gepriift, die sich hinsichtlich
der Ergebnisse deutlich unterschieden und von denen schlielich nur eine geeignet erschien,

im Sinne der Fragestellung eingesetzt zu werden.

5.1 Kritik der Methode

5.1.1 Wahl des Inokulums fiir die In-vitro-Versuche

In dieser Arbeit sollten In-vitro-Modelle etabliert und gepriift werden. Wenn invasive
Eingriffe am Tier vermieden werden sollen, kann nur auf frisch abgesetzte Fizes als
Inokulum zuriickgegriffen werden. Fiir eine semikontinuierliche Langzeitinkubation, dhnlich
der Colon-Simulationstechnik (Dreyer, 1990), existieren bisher keine Untersuchungen, in
wieweit der Einsatz von Hundefdzes an Stelle von Kolondigesta zu reprédsentativen
Ergebnissen fiihrt. Allerdings wurde fiir eine Kurzzeitinkubation schon mehrfach Hundefizes
als Inokulum beschrieben (Sunvold et al., 1995a; Sunvold et al., 1995b; Swanson et al., 2001;
Tzortzis et al., 2004). Nachteil dieser Arbeiten ist, dass ausschlieBlich Fizes als Inokulum
verwendet wurden und keine Vergleichsmoglichkeiten zu Digesta der verschiedenen
Kolonabschnitte bestanden. In einer jiingeren Studie wurde dieser Aspekt allerdings
detaillierter untersucht. Die Autoren kamen zu der Schlussfolgerung, dass Fézes als Inokulum
fiir In-vitro-Fermentationen eingesetzt werden kann. Die dabei beobachteten mikrobiellen
Fermentationsaktivititen, maximale Gasproduktion und Bildung von fliichtigen Fettsduren
und Laktat, sind im Vergleich zu den Ablidufen bei Verwendung von Inokulum aus den
vorderen Abschnitten des Kolons intensiver (Bosch et al., 2008).

Weitere Untersuchungen wurden bei anderen Tierarten durchgefiihrt, die bei Verwendung von
Féazes als Inokulum qualitativ vergleichbare Befunde wie bei Verwendung von Darminhalt
ermittelt haben. Versuche mit dem Ziel einer Simulation von zéikalen Fermentationsprozessen

mittels modifiziertem Rusitec bei Pferden konnten zeigen, dass Darminhalt aus der Ampulla
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recti (Dill et al., 2007) oder direkt nach dem Absetzen gewonnene Fizes (Miiller et al., 2008)
eine mogliche Alternative darstellen und zu vergleichbaren Ergebnissen fiihren.

Eine vergleichende Analyse von Bakteriengehalten in Kolon und Rektum (Benno et al., 1992)
bzw. Kolon und Féazes (Amtsberg et al., 1989) ergab keine groen Unterschiede in der Anzahl
der fiir die Vitamin K-Bildung relevanten Mikroorganismen, wie Bacteroides spp.,
Eubacterium spp. und Enterobakterien. Die Anzahl der Bakterien war in der Tendenz etwas

hoher im Rektum bzw. in der Fizes als im Chymus vom Kolon.

5.1.2 Probenmaterial fiir In-vitro- und Ex-vivo-Versuche

Alle Hunde, von denen Fizes als Inokulum fiir Lang- und Kurzzeitinkubation genommen
wurden, bekamen kommerzielles Hundefutter. Der Vitamin K-Gehalt des Futters war nicht
deklariert. Sollte Vitamin K zugesetzt worden sein, handelt es sich um Menadion. Auch wenn
Vitamin K; futtermittelrechtlich eingesetzt werden darf, wird Vitamin K3 im Heimtierfutter
aufgrund der deutlich geringeren Kosten vorgezogen. Beide werden, wie in Kapitel 2.1.6
beschrieben, zu MK-4 umgewandelt (Taggart und Matschiner, 1969; Ronden et al., 1998;
Okano et al., 2008). Wo genau dieser Vorgang im Korper stattfindet, ist noch nicht
vollstindig geklirt. Eine Umwandlung im Darm oder direkt in dem Gewebe, in welchem das
Vitamin gespeichert wird, wird diskutiert (Okano et al., 2008). Sollte dieses im Darm
erfolgen, wire es durchaus moglich, dass ein Teil des in Fidzes und Darminhalt enthaltenden
MK-4 diesen Ursprungs ist.

Um eine mogliche Beeinflussung der Ergebnisse auszuschlieBen, wurde jeweils der MK-
Gehalt im Inkubationsansatz analysiert und von den Analysendaten der Proben abgezogen, so
dass die Nettobildung der MK ermittelt werden konnte.

Die Digestaproben wurden von Hunden entnommen, die im Rahmen von anderen Studien
euthanasiert wurden. Es handelte sich um gesunde Hunde verschiedenen Alters, welche
Alleinfuttermittel erhielten. Bei einem Futter war bekannt, dass 2,3 mg Vitamin Kj pro kg
Futter enthalten waren. Da quantitative Daten zur Umwandlung von Menadion zu MK-4 nicht
vorliegen, ist es nicht moglich, eine genauere Einschitzung der MK-4-Bildung aus Menadion

vorzunehmen.

5.1.3 Methode der semikontinuierlichen Langzeitinkubation

Das hier eingesetzte System der semikontinuierlichen Langzeitinkubation soll mikrobielle
Vorginge im Dickdarm simulieren. Das Prinzip wurde urspriinglich fiir die Untersuchung von
mikrobiellen Stoffwechselvorgingen im Pansen (Rusitec) entwickelt (Czerkawski und
Breckenridge, 1977), spiter auch fiir die Anwendung am Schweinekolon (Cositec) modifiziert
(Dreyer, 1990).
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Das System soll nach einer Aquilibrierungsphase Fermentationsprozesse semikontinuierlich
iber einen ldngeren Zeitraum unter konstanten Bedingungen ermoglichen. Dieses wurde in
vorliegender Arbeit anhand der Messung verschiedener Fermentationsparameter {iberpriift.
Téglich wurden im Fermenter pH-Wert, Redoxpotential, fliichtige Fettsauren und Laktat und
im Uberlauf fliichtige Fettsiuren und Laktat gemessen.

Die Messung von Laktat erfolgte enzymatisch mit einem Testkit. Die gemessenen
Konzentrationen lagen unter bzw. im Bereich der Nachweisgrenze. Sowohl der pH-Wert als
auch das Redoxpotential waren wihrend der Kontrollphase in den einzelnen Fermentern
konstant, fielen in der Versuchsphase jedoch ab bzw. stiegen an und zeigten in gewissem
Umfang Schwankungen. Dabei lagen die pH-Werte in der Versuchsphase mit 6,35 + 0,08 in
einem Bereich, der demjenigen im Kolon von Hunden entspricht (Tab. 24). Das
Redoxpotential lag mit mittleren Werten von -210 + 10,0 mV in der Versuchsphase im
anaeroben Bereich, wodurch grundsitzlich geeignete Lebensbedingungen fiir anaerobe

Bakterien vorgelegen haben.

Tab. 24: pH-Wert, Gesamtmenge (mmol/l) und Verteilung (%) der fliichtigen Fettsduren im

Kolon von Hunden

Schiinemann et al. (1989)1 Bergman (1990)2
pH-Wert 5,6 -6,9
Gesamtmenge der fliichtigen 108 — 317 ca. 30 — 240
Fettsduren (mmol/l) (meist 70 — 120)
) ) 56 — 77 % Essigséaure 70 % Essigsdure
Verteilung der fliichtigen . .
. 16 — 34 % Propionsdure 20 % Propionsiure
Fettsduren
4 — 18 % Buttersédure 10 % Buttersiure

" Ergebnisse nach Fiitterung von unterschiedlich zusammengesetzten Rationen
? Durchschnittswerte aus der Zusammenfassung mehrerer Studien mit unterschiedlichen Tierarten

Bei der Messung der fliichtigen Fettsduren lieBen sich Unterschiede zwischen Fermenter und
Uberlauf, sowohl in der Verteilung der Fettsiuren (Tab. 25) als auch in der Gesamtmenge,
erkennen. Wihrend die molare Verteilung der Fettsduren im Fermenter denen in vivo
weitestgehend entspricht (Tab. 24), zeigen sie im Uberlauf ein deutlich verschobenes Muster,
es wurde mehr Propionsdure als Essigsdure gemessen. Die Gesamtmenge der Buttersdure
variierte kaum (Tab. 25). Auch die Gesamtmenge der fliichtigen Fettsduren war wéhrend der
Versuchsphase in den Uberldufen (4,88 + 1,33 mmol/l) geringer als in den Fermentern (11,8 +
1,47 mmol/l). Ein Vergleich mit der Konzentration von fliichtigen Fettsduren unter In-vivo-
Verhiltnissen war in diesem Fall kein Kriterium, entsprechend dhnliche Mengen wurden nicht

erwartet. Eine weitere bestehende mikrobiologische Aktivitit im Uberlauf ist auszuschlieBen,
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da diese entweder durch stetige Kiihlung mit Eis oder durch die Zugabe von Natriumazid

verhindert wurde.

Tab. 25: Verteilung der fliichtigen Fettsiuren (%) im Fermenter und Uberlauf in der

Versuchsphase (n = 8) der semikontinuierlichen Langzeitinkubation (Mw + SD)

Essigsdure Propionséure n-Buttersdure i-Buttersdure
Fermenter 56,9 +2,86 25,7 +2,76 15,7+ 1,17 1,74 £ 0,33
Uberlauf 39,5 £ 8,16 44,9 + 8,04 10,2 £3,10 5,42 +1,65

Neben den Fermentationsparametern war der kontinuierliche Pufferdurchfluss ein weiteres
Kriterium zur Kontrolle des In-vitro-Systems. Ziel war, jeden Tag das Fermentervolumen
(125 ml) auszutauschen. Dieses war wihrend des gesamten Versuches mit 125 + 7,22 ml
weitgehend gewihrleistet.

Anhand dieser Ergebnisse ldsst sich schlieBen, dass sich das Modell der semikontinuierlichen
Langzeitinkubation mit Fédzes als Inokulum prinzipiell dazu eignet, mikrobielle
Fermentationsprozesse im Dickdarm von Hunden iiber lingere Zeitraume nachzustellen. Die
Ursache der unterschiedlichen Verhéltnisse im Fermenter und Uberlauf sollte weiter geklirt
werden. Da in dieser Studie keine Bestimmung der Zusammensetzung der Mikrobiota
vorgenommen wurde, wire es eine Uberlegung, diese bei nachfolgenden Versuchen

durchzufiihren, um eine weitere Verbesserung des Systems zu erreichen.
5.1.4 Methode der Kurzzeitinkubation

Im Vorfeld der Versuche wurden die Inkubationszeit und die geeignete Verdiinnung des
Inokulums untersucht. Eine hundertfache Verdiinnung der Fizes mit Puffer und eine
Inkubation von 24 Stunden fiihrte zu reproduzierbaren Ergebnissen. Zusitzlich entsprachen
die 24 Stunden anndhernd der Verweildauer des Chymus im Dickdarm von Hunden (Meyer
und Zentek, 2005). Bei der Kurzzeitinkubation wurde die mikrobielle Fermentation ebenfalls
anhand verschiedener Parameter iiberpriift. Direkt nach Ende der Inkubationszeit wurde der
pH-Wert gemessen und Proben fiir die Bestimmung von fliichtigen Fettsduren, Laktat und
Ammonium entnommen.

Der pH-Wert lag in den Kontrollansdtzen nach 24 Stunden Inkubation mit 7,17, 6,78 bzw.
6,97 in den drei Versuchsdurchgédngen im physiologischen Bereich bzw. geringfligig dartiber.
Der Zusatz von den Substraten fiihrte zu einer Senkung der pH-Werte. Diese waren bei Pep
am geringsten und stellten sich bei reiner Ms am ausgeprigtesten dar. Dieses entsprach den
Beobachtungen fritherer In-vivo-Versuche, bei denen die Verfiitterung einer getreidereichen
Ration an Hunde zu einem stdrkeren Abfall des pH-Wertes im Kolon (Banta et al., 1979) bzw.

in Fizes fiihrte (Zentek, 1995a), als bei einer Ration mit hoherem Proteinanteil.
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Die Gesamtmenge der fliichtigen Fettsduren war nach Zugabe von Pepton am héchsten und
am niedrigsten nach der Zugabe von Kohlenhydraten. Bei friiheren Fiitterungsversuchen mit
Hunden konnten dhnliche Beobachtungen in Ileumchymus gemacht werden (Zentek, 1995b),
bzw. war im Kolonchymus eine entsprechende Tendenz zu erkennen (Banta et al., 1979).

Bei dem Vergleich der Verteilung der fliichtigen Fettsduren anhand der Mittelwerte aller drei
Versuche ist zu erkennen, dass das Verteilungsmuster nicht vollstindig den In-vivo-
Verhiltnissen entspricht. Essigsidure war zwar die dominierende Fettsdure, das Verhéltnis von
Propion- und n-Buttersdure war zugunsten des Butyrats verschoben. Einzige Ausnahme war
der Zusatz von 0,5 und 1,0 g Ms, als geringfiigig mehr Propionsdure gebildet wurde.
Allerdings lag das verschobene Verhiltnis auch bei den Kontrollansidtzen vor, so dass
eventuell auch andere Einfliisse bestehen konnten. Beriicksichtigt werden muss bei den
fliichtigen Fettsiduren und auch bei NH;" und Laktat, dass in beiden In-vitro-Systemen eine
Bildung simuliert werden kann, nicht jedoch die Absorption. Des Weiteren fand keine
Bestimmung der mikrobiellen Flora in den jeweiligen Ansitzen statt und somit entfiel auch
die Moglichkeit, eine schliissige Erkldrung fiir das verschobene Verhiltnis der fliichtigen
Fettsduren zu finden.

Die Analyse von NH," zeigte eine sehr geringe und z.T. nicht messbare Bildung mit Ms, eine
hohere mit Ms/Pep und die hochste nach Zusatz von Pep. Dieses entsprach den Erwartungen,
da NH," hauptsichlich beim bakteriellen Abbau von stickstoffhaltigen Verbindungen entsteht.
Die Messung von NH," erfolgte mit einer ammoniumselektiven Elektrode. Um eine Methode
fiir diesen Nachweis zu priifen, wurde zusitzlich eine photometrische Bestimmung mittels
Berthelot-Reaktion durchgefiihrt. Diese eignete sich jedoch nicht fiir die Proben aus der
Kurzzeitinkubation, da sich eine anfingliche Firbung nach Zusatz der Reagenzien innerhalb
von Minuten wieder aufloste und somit eine photometrische Messung nicht moglich war. Die
Ursache hierfiir konnte nicht herausgefunden werden. Ein Einfluss des in der Losung
enthaltenden Sauerstoffindikators Resazurin wurde im Vorfeld ausgeschlossen, indem die
Kalibrierung mit der gleichen Pufferlosung erfolgte und sich hierbei das Problem nicht zeigte.
Bei der Bestimmung von Laktat verhielt es sich wie bereits bei der Langzeitinkubation unter
4.1.3 beschrieben. Auch in diesem Versuchansatz lagen die Konzentrationen unter bzw. im
Bereich der Nachweisgrenze. Erhohte Konzentrationen von Laktat sind im Dickdarm dann zu
erwarten, wenn der pH-Wert unter 5,5 fillt (Soergel, 1994). Dieses war nur nach Zugabe
hoher Konzentrationen von Ms geringfiigig der Fall.

Die Ergebnisse zeigen, dass bei allen drei messbaren Parametern ein Einfluss sowohl vom
Substrat selber als auch von der eingesetzten Menge zu erkennen war. Daraus lédsst sich
schliefen, dass Fermentationsvorginge stattgefunden haben und sich die Kurzzeitinkubation

grundsitzlich eignet, solche Vorginge im Hundekolon zu simulieren.
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Anhand der Ergebnisse der Fermentationsversuche ldsst sich zusammenfassend sagen, dass
sich die in dem vorliegenden Versuch durchgefiihrte Kurzzeitinkubation dazu eignet,
mikrobielle Vorginge beim Hund nachzustellen. Die Ergebnisse bestitigen die
Beobachtungen fritherer Studien, bei denen ebenfalls eine vergleichbare Simulation
durchgefiihrt wurde (Sunvold et al., 1995a; Sunvold et al., 1995b; Swanson et al., 2001). Ein
groer Vorteil gegeniiber der Langzeitinkubation widre der geringere Zeit- und

Arbeitsaufwand, so dass nach kurzer Zeit schon Ergebnisse vorliegen.

5.1.5 Analyse von Vitamin K, (HPLC)

Die MK wurden mit einer HPLC-Methode analysiert, derzeit die geldufigste Methode bei der
Vitamin K-Analyse. Die Extraktion erfolgte mit 2-Propanol/n-Hexan. Dieses Losungsmittel-
gemisch wurde auch schon in fritheren Studien erfolgreich zur Extraktion von Vitamin K aus
Darminhalt und tierischen Geweben verwendet (Sakano et al., 1986; Hirauchi et al., 1989;
Koivu-Tikkanen et al., 2000a) und als eine einfach durchfiihrbare und gut reproduzierbare
Methode bewertet (Koivu-Tikkanen et al., 2000b). Auf einen weiteren Reinigungsschritt nach
der Extraktion konnte bei den fliissigen Proben aus Lang- und Kurzzeitinkubation verzichtet
werden. Diese Proben waren bereits so stark verdiinnt, dass nur geringe Gehalte von
kontaminierenden Lipiden nach der Extraktion zu erwarten waren. Die Methode der
Extraktion gilt als sehr zuverldssig, wichtig ist aber, die Hexanphase nach der Zentrifugation
sauber abzunehmen, damit sie nach der Einengung direkt analysiert werden kann (Suttie,
1984).

Bei den Digestaproben reichte dieses nicht aus und eine weitere Reinigung war erforderlich.
Die Methode der Extraktion wurde ohne Reinigung mit Festphasenextraktion durchgefiihrt.
Die Methode erwies sich in Vorversuchen als schlecht durchfiihrbar. Das Vitamin K wurde
bereits im Waschschritt ausgespiilt und nach der eigentlichen Elution waren nur noch geringe
Mengen wieder zu finden. Deshalb wurden die Proben in einer Zentrifugen-Filtereinheit
zentrifugiert. Dieser Schritt erwies sich als ausreichend effektiv, es wurden keine stérenden
Peaks im Chromatogramm festgestellt. Zudem handelte es sich um eine schnelle Methode,
welche einfach durchzufiihren war. Ein Problem dabei war, dass bei wenigen Proben, die in
threm urspriinglichen Zustand sehr mukods waren, wie z.B. aus dem Duodenum, keine
ausreichende Filtration stattfinden konnte, da die Poren verstopften.

Die Detektion erfolgte mit einem Fluoreszenzdetektor. Da Vitamin K keine natiirliche
Fluoreszenz hat, muss es vorher reduziert werden. Dieses erfolgte durch eine
Nachsédulenreduktion mit Zink, welche als eine schnelle und sensitive Methode gilt (Haroon
et al.,, 1986; Haroon et al., 1987). Dadurch ergab sich, dass dem Laufmittel bestimmte
Reagenzien zugefiigt werden mussten (Koivu-Tikkanen, 2001), bei denen es sich um
Zinkchlorid, Natriumazetat und Eisessig handelte (Koivu-Tikkanen et al., 2000b; Woollard et
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al., 2002; Ferreira et al., 2006). Als Eluens wurde eine Mischung aus Methanol, Ethanol und
n-Hexan mit den oben genannten Zusitzen eingesetzt. Das Laufmittel lief isokratisch iiber
40 Minuten mit einer Erhohung der FlieBgeschwindigkeit wihrend des Laufs. Zur Etablierung
der Methode wurden verschiedenen Vorversuche durchgefiihrt. Dabei wurde neben der
Zusammensetzung des Laufmittels auch das Mischungsverhiltnis variiert, ebenso liefen die
verschiedenen Losungsmittel auch in einem Gradientenprogramm. Anlass hierfiir war, die
Retentionszeit von MK-9 und -10 zu verkiirzen. Ein Gradient wurde fiir eine schnellere und
effizientere Trennung der MK in friiheren Studien beschrieben (Haroon et al., 1981). In dieser
Studie zeigte sich jedoch keine ausreichende Reproduzierbarkeit bzw. keine zufrieden
stellende Trennung der einzelnen Peaks. Der Zusatz von 10 % n-Hexan zu der anfinglichen
Mischung aus Methanol und Ethanol fiihrte zwar nicht zu einer Verkiirzung der Laufzeit, die
Peaks von MK-9 und -10 konnten allerdings gut getrennt dargestellt werden. Ein dhnliches
Problem lag bei Vitamin K; und MK-5 vor. Sie haben dicht nacheinander folgende
Retentionszeiten und konnten im Chromatogramm nicht vollstindig getrennt dargestellt
werden. Eine Abgrenzung der jeweiligen Peakflichen war jedoch mdoglich, deshalb wurde
diese Unzulidnglichkeit akzeptiert.

Die Detektion erfolgte bei einer Exzitation von 246 nm und einer Emission von 430 nm.
Durch eigene Untersuchungen wurde festgestellt, dass bei den genannten Einstellungen eine
gute Darstellung der Peaks erfolgte und sich die Chromatogramme als reproduzierbar
darstellten. Des Weiteren handelte es sich um Wellenlingen, die mit minimalen Varianten fiir
die Vitamin K-Analyse geldufig sind (Indyk und Woollard, 2000; Woollard et al., 2002).
Wihrend der Versuche wurde beobachtet, dass sich im Verlaufe eines Analysendurchgangs
die Peakfldachen des Standards zum Teil bis zu 20 % reduzierten. Aufgrund der Laufzeiten
standen die Proben bis zu zwolf Stunden im Autosampler, bevor sie analysiert wurden. Es
musste damit gerechnet werden, dass wihrend dieser Zeit auch hier Anderungen in der
MK-Konzentration auftreten wiirden. Um Fehler in der Berechnung der Konzentration
moglichst gering zu halten, wurde jeweils nach zwei bis drei Proben erneut ein Standard
analysiert. Da die Berechnung der MK-Konzentrationen in den Proben iiber die Peakfliche
des Standards erfolgte, wurde immer der Mittelwert des jeweils vorher und nachher
gelaufenen Standards fiir die Berechnung herangezogen. Die Ursache fiir den
Konzentrationsverlust konnte nicht identifiziert werden. Verschiedene Moglichkeiten wurden
jedoch ausgeschlossen: durch Gewichtsiiberpriifung der Vials wurde nachgewiesen, dass der
Injektor immer die gleiche Probenmenge auf die Sidule gab und somit variierende
Probenmengen nicht die Ursache sein konnten. Es wurden Unterschiede zwischen Proben mit
4 °C und Raumtemperatur festgestellt. Diese zeigten, dass die Verluste bei Kiihlschrank-
temperatur hoher waren. Eine Erwdrmung der Sdule auf 35 °C zeigte wiederum keine weitere
Verbesserung im Vergleich zur Raumtemperatur. Die Proben wurden daher bei

Raumtemperatur gemessen, so dass ein Einfluss der Temperatur ausgeschlossen bzw.
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konstant gehalten werden konnte. Eine Konzentrationsminderung durch Lichteinfluss ist
unwahrscheinlich. Es wurden vor Licht schiitzende Vials aus Braunglas verwendet und
samtliche vorangegangenen Arbeiten fanden unter geddmpften Lichtverhiltnissen statt. Eine
wichtige Voraussetzung zur Gewdhrleistung der Analysenbedingungen war die regelméfige
Neubefiillung der Zinkreduktionssdule. Somit konnten die Konzentrationsabnahmen von
zuvor ca. 20 % auf ca. 6-10 % reduziert werden.

Fiir die Zuordnung der Peaks und fiir eine Quantifizierung der MK-Konzentration, war der
Referenzstandard von groBer Bedeutung. Als Kalibrierstandard wurden MK-4 bis -10
eingesetzt. Als interner Standard diente PK. Das Vitamin K, eignete sich sehr gut, da sich die
Untersuchungen auf die Bildung von bakteriellem Vitamin K bezogen. PK wird nicht von
Bakterien gebildet und in der Fidzes enthaltene Mengen wurden durch die Analyse der
Ansatzlosung bei der Berechnung beriicksichtigt. Somit konnte durch die Messung der
PK-Konzentration die Wiederfindung beurteilt werden. Diese lag bei den drei
Versuchsansitzen mit Kurzzeitinkubation bei 98,6 + 23,4, 121,6 + 26,8 bzw. 89,6 + 14,2 %,
bei der Analyse der Proben aus dem Langzeitinkubationssystem bei 78,1 = 6,5 % und in den
Digestaproben bei 77,1 + 33,1 %.

Bei kritischer Einschitzung der Analytik ldsst sich sagen, dass die verwendete Methode und
der Standard gut geeignet waren, Aussagen iiber den MK-Gehalt, sowohl in den Proben aus
Lang- und Kurzzeitinkubation als auch in den Digestaproben, zu treffen. Die Problematik
zeitabhédngiger Verdnderungen in den Peakflichen lieB sich aufgrund des regelmiBig

mitlaufenden Standards weitgehend minimieren.
5.2 Diskussion der Ergebnisse der Vitamin K;-Analyse
5.2.1 Ergebnisse des semikontinuierlichen Langzeitinkubationsversuches

Die Analyse der MK erfolgte aufler am letzten Versuchstag, an welchem auch der
Fermenterinhalt analysiert wurde, ausschlieBlich von Proben aus dem Uberlauf. Um MK
nachweisen zu konnen, war ein Probenvolumen von 10 ml erforderlich. Zusétzlich musste
noch Material fiir die Bestimmung von fliichtigen Fettsduren und Laktat entnommen werden.
Bei einem Gesamtvolumen von 125 ml pro Fermenter hitte das bei Untersuchungen aus dem
Fermenterinhalt bedeutet, dass tiglich ca. 10 % der gesamten Menge aus dem Inkubations-
gefdll entnommen werden miissten. Der Fermenter hitte wieder mit Puffer aufgefiillt werden
miissen, was zu einer zu groen Verdiinnung in den Behéltnissen gefiihrt hitte. Somit wurde
die tigliche Analyse des Fermenterinhaltes auf fliichtige Fettsduren und Laktat beschriinkt.

Die gemessenen MK-Konzentrationen waren sowohl an den Versuchstagen im Uberlauf als
auch am letzten Tag im Fermenter duferst gering und nicht alle MK konnten nachgewiesen

werden. MK-4, -5, -6 und -8 lagen unter der Nachweisgrenze. Dominiert wurde das Bild von
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MK-7, auch wenn dieses nur in sehr geringen Konzentrationen (bis zu 1,61 ng/ml)
nachgewiesen werden konnte. Zweimal wihrend der Versuchsphase war MK-10 nachweisbar,
wobei einmal die hochste Konzentration von 20,1 ng/ml gemessen werden konnte. MK-9
wurde wihrend der gesamten Versuchsphase nur einmal analysiert. Insgesamt waren diese
Ergebnisse nicht gut reproduzierbar.

Daraus ergab sich die Konsequenz, mit dieser Methode nicht weiterzuarbeiten, sondern
stattdessen ein System zu etablieren, das iiber 24 Stunden als Kurzzeitinkubation lief.
Gemessen an den Fermentationsparametern eignet sich die semikontinuierliche
Langzeitinkubation moglicherweise dazu, mikrobielle Stoffwechselvorginge im Hundekolon
nachzustellen. Fiir In-vitro-Untersuchungen zur Bildung von Vitamin K, erschien diese
Methode als wenig geeignet.

In-vitro-Untersuchungen zur Vitamin-Bildung mit einer vergleichbaren semikontinuierlichen
Methode wurden bisher nur mit der Rumen-Simulationstechnik durchgefiihrt. Es wurde die
mikrobielle Synthese von Vitamin B; (Thiamin) im Pansen untersucht und es zeigte sich, dass
mit dem verwendeten System eine messbare Bildung von Thiamin moglich war (Alves de
Oliveira et al., 1996; Krause, 2002).

5.2.2 Ergebnisse der Kurzzeitinkubationsversuche

Mit der Kurzzeitinkubation konnte eine hohere Bildung von Vitamin K, beobachtet werden.
Diese war jedoch mit wenigen Ausnahmen, wie z.B. der Bildung von MK-10 nach der
Zugabe von Ms, innerhalb der drei Durchginge wenig reproduzierbar. Zum Teil war eine
deutliche Abhingigkeit von der Substratmenge zu beobachten, wobei dieses je nach
Zusammensetzung sowohl fordernde als auch hemmende Einfliisse hatte. Es wurden aber
auch hochste oder niedrigste Konzentrationen nach Zugabe der mittleren Substratmenge
beobachtet. Das Verteilungsmuster der MK variierte in den drei Durchgéngen zum Teil sehr
stark. Um Anbhaltspunkte iiber die In-vitro-Bildung von MK zu erhalten, konnen die

Mittelwerte der drei Versuche betrachtet werden.

Das verwendete Substrat wurde nicht vorverdaut und spiegelte somit annihernd eine Situation
wieder, in der prizikal unverdaute Proteine oder Kohlenhydrate in den Dickdarm einstromen
und dort mikrobiell fermentiert werden. Ms wird, sofern es nicht im Uberschuss vorliegt,
unter In-vivo-Bedingungen fast vollstindig im Diinndarm verdaut (Williams et al., 2001),
wohingegen rohe Kartoffelstdrke, mit einem hohen Anteil an Amylase-resistenter Stérke, eine
geringe prizikale Verdaulichkeit aufweist und die Diinndarmpassage weitgehend iibersteht.
Dadurch entstehen erhebliche Riickwirkungen auf die Bildung der fliichtigen Fettsduren und
den pH-Wert im Dickdarm (Mallett et al., 1988).
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Bei der Betrachtung der Mittelwerte aus den drei Versuchen lieB sich der Einfluss von Ms,
Pep und Ms/Pep auf die MK-Bildung genauer definieren. Es wurde deutlich, dass die
geringste Bildung von MK-4 und -5 nach dem Zusatz von Ms erfolgte. Die stirkste Bildung
von MK-4 wurde nach Addition von Pep beobachtet. Beim MK-5 fiihrte Ms/Pep zu den
hochsten Werten. MK-6 wurde relativ konstant nach Zugabe aller drei Substrate gebildet,
etwas hohere Konzentrationen waren mit Ms/Pep zu erkennen. Die Bildung von MK-7 und
MK-8 war durchgehend sehr gering, doch fiihrten Ms und Ms/Pep zumindest noch zu einer
messbaren Konzentration, wihrend bei Zusatz von Pep die Werte z.T. unter oder sehr nahe an
der Nachweisgrenze lagen. Die Bildung von MK-9 war mit Pep am geringsten und beim
MK-10 zeigte Ms den grofliten Einfluss. Ms/Pep war wiederum hoher als Pep. Nach Zusatz
von Ms und Pep war zudem ein Einfluss der Substratmenge zu erkennen.

In der Zusammenfassung dieser Ergebnisse (Tab. 26) fillt auf, dass die lingerkettigen MK
vermehrt bei der Zugabe von Ms gebildet wurden und die Produktion der kurzkettigen MK-4

und -5 stirker von Pep beeinflusst wurde.

Tab. 26: Einfluss von Maisstirke (Ms), Pepton (Pep) und Maisstirke/Pepton (Ms/Pep) auf die

In-vitro-Bildung von Menachinon-4 bis -10

Menachinon Einfluss des Substrats
MK-4 Pep > Ms/Pep > Ms
MK-5 Ms/Pep > Pep > Ms
MK-6 Ms/Pep > Ms = Pep
MK-7 Ms = Ms/Pep > Pep
MK-8 Ms = Ms/Pep > Pep
MK-9 Ms = Ms/Pep > Pep
MK-10 Ms > Ms/Pep > Pep

Das In-vitro-System zeigte, dass die Gesamtkonzentration und auch die Verteilung der MK
substratabhéngig waren. Dieses erscheint plausibel, da die verschiedenen MK von
unterschiedlichen Bakterien gebildet werden (Tab. 1). Diese Bakterien wiederum
fermentieren die Nihrstoffe in unterschiedlichem Malfle, so dass deren Wachstum und damit

auch die Bildung der jeweiligen MK gefordert werden.

Ein deutlicheres Bild ergab sich beim Verteilungsmuster der verschiedenen MK. Beim
Vergleich der Mittelwerte der einzelnen MK aus den drei Versuchen war festzustellen, dass
MK-10 dominierte, gefolgt von MK-9 und MK-4. Nach Zusatz von Ms/Pep konnten
zusitzlich hohere Konzentrationen von MK-5 gemessen werden. MK-6 wurde relativ
konstant gebildet, jedoch in vergleichsweise kleinen Konzentrationen, ebenso MK-8. MK-7

wurde am wenigsten gebildet.
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Die Variabilitit zwischen den einzelnen Versuchsdurchgingen ist vermutlich auf die
Zusammensetzung der Hundefdzes, welche als Inokulum dienten, zuriickzufiihren. Die
spezifische Syntheseleistung fiir die MK kann auf das Keimspektrum der individuellen Tiere
bzw. Inokula zuriickzufiihren sein, da die Aktivitdt der Intestinalflora recht spezifisch ist
(siehe Tab. 1 in Kapitel 2.1.3.2). Die hohen Konzentrationen von MK-10, aber auch von
MK-9 konnten darauf hinweisen, dass Bacteroides spp. unter den gegebenen Bedingungen
eine hohe Aktivitit hatten (Fernandez und Collins, 1987; Kindberg et al., 1987; Conly und
Stein, 1993; Shearer, 1995). Friihere Untersuchungen zeigten, dass Bacteroides spp. zu den
Hauptvertretern der Mikrobiota des Dickdarms gehoren (Davis et al., 1977; Benno et al.,
1992) und auch im Rektum bzw. in der Fizes (Balish et al., 1977; Benno et al., 1992) in
vergleichsweise groflen Zahlen auftreten. Der Versuchsaufbau und die Versuchsdurchfiihrung
der Kurzzeitinkubation waren so konzipiert, dass moglichst anaerobe Verhiltnisse vorlagen,
um anaeroben Vitamin K-Bildnern entsprechende Bedingungen zu schaffen.

Beim Vergleich dieser Ergebnisse der Kurzzeitinkubation mit der Verteilung der MK aus den
Digestaproben lassen sich einige Ubereinstimmungen erkennen. Obwohl auch im Diinndarm
nicht unerhebliche Mengen an MK nachgewiesen wurden, erscheint fiir eine vergleichende
Darstellung nur die Gegeniiberstellung der In-vitro- und Ex-vivo-Ergebnisse von Zikum und
Kolon relevant, da diese Abschnitte als Hauptbildungsort des Vitamin K, gelten. Sowohl bei
der Kurzzeitinkubation als auch im Zikum- und Koloninhalt war das MK-10 die
dominierende Form. MK-9 stand aus quantitativer Sicht bei der Kurzzeitinkubation an zweiter
Stelle, wihrend es ex vivo erst hinter MK-6 die dritthochste Konzentration zeigte.

Um einen Uberblick iiber die MK-Bildung zu erhalten, wurde die in vitro gebildete
Gesamtmenge der MK mit den im Kolon gemessenen Ex-vivo-Konzentrationen verglichen.
Bei Annahme eines relativen Anteils des Dickdarminhalts von 1 % der Korpermasse (Breves
und Diener, 2000) wire bei einem 10 kg schweren Hund zu unterstellen, dass ca. 100 g
Kolondigesta vorliegen. Die vorliegende Analyse der Digestaproben hat ergeben, dass im
Mittel pro Gramm Koloninhalt ca. 1000 ng Vitamin K, (Abb. 20) enthalten sind. Bezogen auf
den gesamten Inhalt ergibe sich somit eine Menge von 100 pg MK. Bei der
Kurzzeitinkubation wurden im Durchschnitt ca. 15 ng MK/ml bzw. 750 ng MK/50 ml
gebildet. Da in jedem Inkubationsgefdl mit 50 ml Inhalt 0,5 g Fézes als Inokulum verwendet
wurden, ergibt sich damit eine MK-Konzentration von 750 ng/0,5 g. Bei iiberschligiger
Berechnung auf den Koloninhalt bei einem 10 kg schweren Hund wiirde eine Menge von
150 pg MK zu erwarten sein. Insofern konnte die In-vitro-Simulation ein recht realistisches
Bild der Situation im Tier geben. Bei diesem Vergleich ist zu bedenken, dass unter In-vivo-
Bedingungen eine Resorption der MK stattfinden diirfte, die bei der Kurzzeitinkubation nicht

moglich war.
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Um diese Ergebnisse in einen Vergleich mit den Versorgungsempfehlungen fiir Hunde zu
setzen, konnen die Empfehlungen des National Research Council (NRC, 2006)als
Orientierung dienen. Diese liegen fiir adulte Tieren bei 22 pg Vitamin Ks/kg KM bzw.
extrapoliert fiir einen 10 kg schweren Hund bei 220 pg Vitamin K3 pro Tag. Unter der
Annahme, dass aus 100 g Dickdarminhalt ca. 100 ug Vitamin K, synthetisiert werden
konnten, wire dadurch ein erheblicher Teil des Bedarfs abzudecken. Dieses setzt voraus, dass
der im Dickdarm gebildete Anteil resorbiert wird und dem Korper zur Verfiigung steht. Als
unbekannter Faktor ist unter In-vivo-Bedingungen die enterohepatische Rezyklierung des
Vitamin K zu nennen. AuBerdem sollte bedacht werden, dass es sich bei den
Versorgungsempfehlungen um Menadion handelt und dieses eventuell eine relativ geringere
Wirksamkeit hat als MK. Bei Zusammenfassung dieser Befunde und Annahmen konnte die
Eigensynthese von Vitamin K, den tdglichen Bedarfs eines Hundes durchaus decken.

Um diese Aussage weiter zu untermauern, miisste der Vorgang und die Kapazitit der
Resorption von MK vollstindig geklart sein, was bisher nicht der Fall ist (Van Winckel et al.,
2009). Verschiedene Befunde deuten jedoch auf eine postileal stattfindende Absorption hin.
MK wurde in mehreren Studien in der Leber verschiedener Tierarten vorgefunden (Duello
und Matschiner, 1971b; Hirauchi et al., 1989). Dabei handelte es sich hauptsdchlich um
langkettige MK und nicht um MK-4. Somit kann eine Umwandlung von PK oder Menadion
ausgeschlossen werden. Bei Wiederkiduern ist anzunehmen, dass MK bereits im Pansen
gebildet wird und somit die Moglichkeit besteht, dass dieses schon im Diinndarm resorbiert
wird. Wie die hier vorliegenden Ergebnisse zeigen, wird MK sowohl im Diinndarm, wenn
auch in geringeren Konzentrationen, als auch im Dickdarm gebildet. Es ist daher
anzunehmen, dass im gesamten Gastrointestinaltrakt Synthese und Absorption stattfinden,
allerdings ist bislang unklar, in welchem Darmabschnitt das in der Leber vorgefundene MK
resorbiert wurde.

Ein weiteres Argument dafiir, dass eine Resorption stattfindet, ist die Beobachtung, dass bei
Ratten mit Vitamin K-restriktiver Diét keine Mangelerscheinungen auftreten (Ronden et al.,
1998). Bei Hunden wurde dieses bisher nicht untersucht. Berichte iiber alimentire
Mangelzustinde sind jedoch nicht bekannt (NRC, 2006).

Die Resorption anderer fettloslicher Vitamine ist nur teilweise mit der von Vitamin K
vergleichbar und Analogieschliisse sind daher nicht zweifelsfrei moglich. Vitamin A, D und E
werden nicht durch korpereigene Synthese hergestellt, sie miissen, ebenso wie Vitamin K,
iber die Nahrung aufgenommen werden. Anders als beim Vitamin K, besteht also kein enger
Bezug zu einer Resorption im Kolon. Entsprechende Resorptionsversuche liegen fiir Hunde
nicht vor. Auch fiir die Resorption von Vitamin K; existieren keine Untersuchungen am
Dickdarm von Hunden. Eine entsprechende Versuchsanstellung konnte PK und andere

fettloslichen Vitaminen einbeziehen, war aber nicht Bestandteil der vorliegenden Arbeit.
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5.2.3 Ergebnisse der Analysen der Digestaproben

Ebenso wie bei der Kurzzeitinkubation, zeigte sich ein variables Bild bei der Analyse der MK
in den Digestaproben. Hier waren ebenfalls deutliche individuelle Unterschiede zu erkennen.
Uberraschend war die beobachtete Abnahme der MK-Konzentration im Verlauf des
Diinndarms, auch wenn das Ergebnis vom Ileum mit nur einer Stichprobe nicht reprisentativ
war. Die Ex-vivo-Untersuchungen konnten so interpretiert werden, dass MK im Verlauf des
Diinndarms resorbiert wurde und somit zu abnehmenden Konzentrationen fiihrte. Damit
wiirden frithere In-vitro-Versuche mit Diinnddrmen von Ratten bestitigt, bei denen eine
Absorption von MK im Diinndarm beobachtet wurde (Hollander und Rim, 1976b).
Erwartungsgemifl wurden die hochsten Gesamtkonzentrationen mit 1045 ng/g im Kolon und
mit 635 ng/g im Zdkum gefunden (Abb. 20). Bei der Verteilung der MK war ein Unterschied
zwischen Diinn- und Dickdarm zu erkennen. Im Duodenum wurde das Verteilungsmuster von
MK-9 dominiert, gefolgt von MK-10 (Abb. 20). Im Zikum und Kolon dominierten MK-10,
gefolgt von MK-6, -9 und -4. Es wurden jeweils nur geringe Konzentrationen von MK-5, -7
und -8 festgestellt (Abb. 20). Diese Ergebnisse bestitigen Beobachtungen bei Menschen
(Conly und Stein, 1992a). Beim Vergleich der Gesamtmenge lassen sich jedoch Unterschiede
feststellen, obwohl dieses aufgrund der unterschiedlichen Gewichtangaben nicht
uneingeschrinkt zu vergleichen sind. Im Koloninhalt von Hunden wurden in der hier
vorliegenden Untersuchung im Mittel 1,04 + 0,94 ug/g frische Probe gemessen. Das
Minimum bzw. Maximum lag bei 0,03 bzw. 3,14 ug/g. Bei Menschen wurden im Kolon
Konzentrationen von 19,9 + 0,3 ug/g Trockensubstanz (TS) analysiert (Conly und Stein,
1992a). Werden die Mittelwerte der Hunde auf die TS umgerechnet (TS-Gehalt von 25 %
unterstellt) (Meyer und Zentek, 2005), ergeben sich Konzentrationen von 4,16 ug/g TS.
Entsprechende Befunde deuten sich auch bei einer vergleichenden Betrachtung der
MK-Gehalte von Fizes an. Bei Menschen wurden deutlich mehr MK analysiert als bei
Hunden (Sakano et al., 1986). Somit scheinen speziesbedingte Unterschiede zu bestehen bzw.
auch erndhrungsabhingige Effekte.

Bei der Bewertung von MK-4 muss bedacht werden, dass dieses von Bakterien eher in
geringeren Mengen produziert wird (Kindberg et al., 1987), so dass es sich bei den
vorgefundenen Mengen eventuell auch um umgewandeltes PK oder Menadion handeln
konnte.

In den Chromatogrammen der Zikum- und Kolonproben zeigte sich ein zusitzlicher, dem
MK-10 folgender Peak. Dieser konnte mit der gleichen Retentionszeit auch bei einigen
Proben nach Kurzzeitinkubation beobachtet werden. Moglicherweise handelte es sich dabei
um MK-11. Dieses bestitigt Beobachtungen aus fritheren Studien (Conly und Stein, 1992a).
Auch dort konnte der Peak nicht zugeordnet werden, da ein entsprechender Referenzstandard

nicht zur Verfiigung stand.
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Abb. 20: Konzentrationen (Mw) von MK-4 bis -10 (ng/g) in den verschiedenen

Darmabschnitten von Hunden

5.3 Schlussfolgerung und Ausblick

Mit den Ergebnissen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass im Intestinaltrakt von Hunden
MK gebildet wird und dass ein Substrateinfluss auf das Muster der mikrobiellen Bildung von
Vitamin K, besteht. Bisher ist wenig dariiber bekannt, ob die verschiedenen MK
unterschiedliche Funktionen haben bzw. wie sich ihre biologische Aktivitit relativ zueinander
verhilt. Beit Menschen und Ratten gibt es Hinweise, dass MK-4 (Spronk et al., 2003; Knapen
et al., 2007) und MK-7 (Yamaguchi et al., 2001; Tsukamoto, 2004) einen groBBeren Einfluss
auf bestimmte Vitamin K-abhédngige Proteine haben als andere MK. Sollte dieses auch fiir den
Hunde zutreffen, ist die mit dieser Arbeit erhaltene Erkenntnis eine wichtige Grundlage
weiterer Untersuchungen.

Die Untersuchung der Darminhaltsproben zeigte, dass der hintere Verdauungstrakt quantitativ
grof3e Bedeutung fiir die Bildung von MK hat.

Weiterer Forschungsbedarf besteht in der Definierung des Resorptionswegs der MK. Es wiire
zu ermitteln, inwieweit die im Dickdarm gebildeten verschiedenen MK in den Korper
aufgenommen werden und biologisch aktiv sind.

Es gibt keine Hinweise, dass ein nicht mit Vitamin K erginztes Futter zu einem Mangel
fiihren wiirde. Bei Hunden wurde von Mangelzustinden aufgrund einer alimentédren
Unterversorgung bisher nicht berichtet. Daher konnte auch beim Hund das in den
Futterkomponenten enthaltene Vitamin K sowie die zusdtzliche mikrobielle Eigensynthese
den Bedarf decken.
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6. Zusammenfassung

Untersuchungen zur Bildung von Vitamin K; durch die Intestinalflora des Hundes

Vitamin K kommt in zwei unterschiedlichen Formen vor. Vitamin K;, Phyllochinon (PK), ist
in griinbléttrigen Pflanzen und verschiedenen Pflanzendlen vorzufinden. Vitamin Koy,
Menachinon (MK), wird im Intestinaltrakt von Sédugetieren und Voégeln von der dort
ansidssigen Darmflora gebildet. Die Menachinone unterscheiden sich in der Linge ihrer
Seitenkette und werden je nach Anzahl der Isopreneinheiten numerisch gekennzeichnet
(MK-n). Ziel dieser Arbeit war es, die Bildung von MK durch die Intestinalflora von Hunden
und den Einfluss von Substraten (Protein und Stirke) anhand von zwei In-vitro-Methoden zu
untersuchen. Ergiinzend wurde bei Hunden die MK-Konzentration im Chymus verschiedener
Darmabschnitte (Duodenum, Jejunum, Illeum, Zikum und Kolon) bestimmt (Analyse von Ex-
vivo-Proben).

Zunichst wurden zwei In-vitro-Systeme, eine als semikontinuierliche Langzeitinkubation und
eine 24stiindige Kurzzeitinkubation auf ihre Eignung als methodischer Ansatz fiir die
Fragestellung getestet. Aufgrund der Ergebnisse der Vorversuche wurde die 24stiindige
Kurzzeitinkubation als geeignete Methode ausgewihlt. Es wurden drei Versuchdurchginge
mit jeweils zehn gasdicht verschlossenen Inkubationsgefiden durchgefiihrt. Als
Inkubationsansatz diente Fdzes von Hunden, welche mit einem anaeroben vorreduzierten
Puffer verdiinnt (1:100) wurde. Um den Einfluss von Proteinen und Kohlenhydraten auf die
Bildung von MK zu iiberpriifen, wurde pro Versuchsdurchgang jeweils verschiedene
Konzentrationen (0,1, 0,5 und 1,0 g) von Maisstirke (Ms), Fleischpepton (Pep) bzw.
Maisstirke/Fleischpepton (Ms/Pep; 50:50) hinzugefiigt. Als Kontrolle diente eine
Inkubationseinheit ohne Substrat. Alle Gefde wurden fiir 24 Stunden, bei 37 °C und bei
leichter Rotation unter Lichtschutz inkubiert. Nach Ende der Inkubationszeit wurde der pH-
Wert gemessen und Proben fiir die Bestimmung von fliichtigen Fettsduren, Ammonium und
Laktat als Fermentationsparameter sowie fiir die Vitamin K Analyse per
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) entnommen.

Die Bestimmungen von MK-4 bis -10 ergaben, dass MK-10 das Verteilungsmuster
dominierte, gefolgt von MK-9 und MK-4. Am geringsten war die Bildung von MK-7. Ein
Einfluss der Substrate war sowohl bei der Gesamtkonzentration als auch bei der Bildung der
einzelnen MK zu erkennen. Es zeigte sich, dass die hochsten Konzentrationen von MK-7 bis -
10 nach der Zugabe von MS bzw. Ms/Pep gemessen werden konnten und MK-5 und -6 nach
dem Zusatz von Ms/Pep. Nach Zugabe von Pep waren die hochsten Konzentrationen von
MK-4 zu beobachten.

Die Analyse der Digestaproben ergab ein dhnliches Verteilungsmuster. Im Zikum und Kolon
dominierte MK-10, gefolgt von MK-6, -9 und -4. In den Diinndarmproben wurde mehr MK-9
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als MK-10 gemessen. Die hochsten Gesamtkonzentrationen wurden im Ziakum (635 ng/g) und
Kolon (1045 ng/g) analysiert. Im Diinndarm nahmen die Konzentrationen vom Duodenum
zum [leum ab. Die durchschnittliche Gesamtkonzentrationen der Kurzzeitinkubation und im
Koloninhalt ergaben vergleichbare Werte, allerdings muss beachtet werden, dass bei den In-
vitro-Versuchen keine Resorption der gebildeten MK stattfinden konnte.

Die Ergebnisse zeigen, dass eine mikrobielle MK-Bildung im Intestinaltrakt von Hunden
stattfindet und somit ein Beitrag zur Vitamin K-Versorgung durch diese Synthese geleistet
werden diirfte. Fragen zur Resorption und biologischen Wirkung der verschiedenen MK
bediirfen weiterer Untersuchungen, um die physiologische Bedeutung genauer schitzen zu

konnen.
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7. Summary

Investigations on the formation of vitamin K, by the canine intestinal microbiota

The term Vitamin K refers to at least two different types of quinones. Vitamin Kj,
phylloquinone (PK), is found in green leafy plants and several vegetable oils. Vitamin K,
menaquinone (MK), is produced by the intestinal microbiota of mammals and birds. MK
differ in the length of their side chain and the common nomenclature is MK-n, “n”
representing the number of isoprenoids. The objective of this study was to investigate the
production of MK by the canine intestinal microbiota and the influence of substrate (protein
and starch) in two different in-vitro-fermentation systems. Additionally, MK concentrations
were determined in the chyme of different parts of the intestinal tract of dogs (duodenum,
jejunum, ileum, caecum and colon).

For the in-vitro-study, a semicontinuous long-term- and a 24h short-term incubation system
were tested for their suitability. Based on the results of these tests, the 24h short-term
incubation system was chosen as method. The trial was performed with three repetitions,
each with ten airtight fermentation flasks. Faeces was obtained from dogs and diluted 1:100
in an anaerobic pre-reduced buffer with different amounts (0.1, 0.5 and 1.0 g) of maize starch
(Ms), peptone (Pep) and a mixture of both (Ms/Pep; 50:50) including a control. The bottles
were incubated with slow rotation for 24 hours at 37°C under subdued light. The pH was
measured after incubation and samples were taken for the determination of volatile fatty
acids, ammonium and lactate as fermentation parameters, as well as for the detection of MK
by high-performance liquid chromatography (HPLC).

The pattern of MK-4 to -10 was dominated by MK-10 followed by MK-9 and MK-4. Lowest
concentrations were found for MK-7. An influence of the substrates could be observed
regarding the total MK-concentration and the production of the different MK. The
concentration of MK-7 to -10 increased after the addition of Ms and Ms/Pep and for MK-5
and -6 after Ms/Pep. Highest concentrations of MK-4 were found after the addition of Pep.
The analysis of the chyme samples revealed similar MK-pattern. MK-10 was predominant in
the caecal and colonal chyme followed by MK-6, -9 and -4. In the small intestine contents the
formation of Vitamin K, was dominated by MK-9. Highest total MK concentrations were
measured in caecum and colon with an average of 635 ng/g and 1045 ng/g, respectively. The
concentration in the small intestine decreased from duodenum to the ileum.

The MK pattern of the short-term incubation and in the colon digesta was similar.

In conclusion, the results pointed out that a production of MK takes place in the intestinal
tract of dogs and might therefore contribute to cover the requirements of vitamin K. Further
investigations about the mechanism of absorption and the biological activity are needed to

obtain a better understanding about the physiological importance of MK.
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9. Anhang

Tab. 27: Herstellerverzeichnis der bei den Versuchen und Analysen verwendeten Chemikalien

Hersteller

NaCl

KCl

MgCl, x 6H,O
CaCl, x 2H,O
NaH,PO x H,O
NaSoy
NaHCO;
NH4C1
C3H7NO,SHCI x
H,O

KH,PO,
K,;HPO,
MgSO4 x TH,0

C 1 2H6NO4Na

CsH120,

NaN3

KOH

HC1O4
K4[Fe(CN)s] x
3H,O

ZnSO4 x TH,0O

C;HgO
CH4,O
C,HcO
CesHi4

ZnCl,
CH;COONa
CH;COOH

Natriumchlorid
Kaliumchlorid
Magnesiumchlorid-Hexahydrat
Kalziumchlorid-Hexahydrat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumsulfat, wasserfrei
Natriumhydrogencarbonat

Ammoniumchlorid
L-Cysteinhydrochlorid Monohydrat

Kaliumdihydrogenphosphat
Di-Kaliumhydrogenphosphat
Magnesiumsulfat-Heptahydrat

Resazurin

Pepton aus Fleisch peptisch verdaut

»granuliert
Hexansiure

Oxalséure-Dihydrat
Natriumazid
Kaliumhydroxid

Perchlorsiure
Carrez I-Losung
Carrez II-Losung

ISA-Losung

2-Propanol HPLC gradient grade
Methanol HPLC gradient grade
Ethanol HPLC gradient grade
n-Hexan HPLC
Zinkchlorid
Natriumazetat
Eisessig (100 %-ig)

Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Riedel-de Haén, Seelze
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Merck, KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Riedel-de Haén, Seelze
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim

Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt
Mettler Toledo AG, Urdorf,
CH
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
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Tab. 28: pH-Werte (Mw + SD) der einzelnen Fermenter (F1-F6) in den drei Phasen der

semikontinuierlichen Langzeitinkubation

Fl1 F2 F3 F4 F5 F6
Aquilibrierungsphase; d=7
6,56 + 0,14 6,59 £ 0,13 6,56 + 0,15 6,56 + 0,12 6,54 + 0,08 6,57 +0,10
Kontrollphase; d=3
6,58 + 0,08 6,68 + 0,03 6,61 +0,01 6,56 = 0,07 6,52 + 0,03 6,58 + 0,02
Versuchsphase; d=8
6,40 + 0,07 6,48 + 0,09 6,34 + 0,08 6,29 + 0,10 6,24 + 0,11 6,34 + 0,08

Tab. 29: Redoxpotential (Mw + SD) der einzelnen Fermenter (F1-F6) in den drei Phasen der

semikontinuierlichen Langzeitinkubation

F1 F2 F3 F4 F5 F6
Aquilibrierungsphase; d=7
-232,8 £32,8 -246,2+36,0 -259,1+£43,0 -260,9+43,0 -264,8+49,5 -272,2+47,0
Kontrollphase; d=3
-286,6 +37,9 -3204+183 -3332+73 -341,0+33 -3388+5,3 -3432+0,9
Versuchsphase; d=8
-190,3+£23,3 -2152+342 -217,1+£33,6 -210,6+33,6 -213,8+45,0 -214,7+484

Tab. 30: Konzentration von MK-4 (ng/ml) in den drei Versuchsansétzen nach der Zugabe von
0,1, 0,5 und 1,0 g Maisstidrke (Ms), Pepton (Pep) und Maisstirke/Pepton (Ms/Pep)

und im Kontrollansatz (K) der Kurzzeitinkubation; n.n. = nicht nachweisbar

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
Substrat (g) 0,1 0,5 1,0 0,1 0,5 1,0 0,1 0,5 1,0
Ms 0,02 n.n. 0,04 0,06 0,12 0,13 0,05 0,17 0,18
Pep 0,88 0,72 0,88 0,30 0,26 0,37 1,36 1,96 1,65
Ms/Pep 0,58 0,63 0,68 0,26 0,50 0,68 0,70 0,63 0,46
K 0,06 0,27 0,03
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Tab. 31: Konzentration von MK-5 (ng/ml) in den drei Versuchsansétzen nach der Zugabe von
0,1, 0,5 und 1,0 g Maisstidrke (Ms), Pepton (Pep) und Maisstéirke/Pepton (Ms/Pep)

und im Kontrollansatz (K) der Kurzzeitinkubation; n.n. = nicht nachweisbar

Versuch 2

Versuch 3

0,1 0,5 1,0

0,1 0,5 1,0

n.n. 0,06 0,06
0,17 0,52 146
0,17 052 0,50

0,17 0,30 0,31
0,01 0,16 0,17
0,76 2,71 3,62

Versuch 1
Substrat (g) 0,1 0,5 1,0
Ms 0,11 n.n. 0,02
Pep 0,17 0,17 0,23
Ms/Pep 0,27 0,11 0,06
K 0,04

0,07

0,06

Tab. 32: Konzentration von MK-6 (ng/ml) in den drei Versuchsansétzen nach der Zugabe von
0,1, 0,5 und 1,0 g Maisstidrke (Ms), Pepton (Pep) und Maisstéirke/Pepton (Ms/Pep)

und im Kontrollansatz (K) der Kurzzeitinkubation; n.n. = nicht nachweisbar

Versuch 2

Versuch 3

0,1 0,5 1,0

0,1 0,5 1,0

n.n. 0,75 0,83
0,18 n.n. 0,09
0,13 0,96 0,77

0,58 1,08 1,17
0,88 0,96 1,18
1,25 1,50 1,16

Versuch 1
Substrat (g) 0,1 0,5 1,0
Ms 0,19 0,08 0,08
Pep 0,35 0,50 0,12
Ms/Pep 0,28 0,32 0,33
K 0,07

0,15

0,40

Tab. 33: Konzentration von MK-7 (ng/ml) in den drei Versuchsansétzen nach der Zugabe von
0,1, 0,5 und 1,0 g Maisstirke (Ms), Pepton (Pep) und Maisstirke/Pepton (Ms/Pep)

und im Kontrollansatz (K) der Kurzzeitinkubation; n.n. = nicht nachweisbar

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
Substrat (g) 0,1 0,5 1,0 0,1 0,5 1,0 0,1 0,5 1,0
Ms n.n. n.n. n.n. n.n. 0,10 0,13 0,14 0,59 0,62
Pep n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. 0,04
Ms/Pep n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. 0,32 0,77 0,77
K n.n. n.n. 0,12
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Tab. 34: Konzentration von MK-8 (ng/ml) in den drei Versuchsansétzen nach der Zugabe von
0,1, 0,5 und 1,0 g Maisstidrke (Ms), Pepton (Pep) und Maisstirke/Pepton (Ms/Pep)

und im Kontrollansatz (K) der Kurzzeitinkubation; n.n. = nicht nachweisbar

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
Substrat (g) 0,1 0,5 1,0 0,1 0,5 1,0 0,1 0,5 1,0
Ms 0,37 0,25 0,31 n.n. 0,14 0,35 0,16 034 0,36
Pep n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. 1,07 1,20 1,24
Ms/Pep 0,16 0,11 n.n. n.n. n.n. 0,23 0,24 0,49 0,52
K n.n. n.n. 0,06

Tab. 35: Konzentration von MK-9 (ng/ml) in den drei Versuchsansétzen nach der Zugabe von
0,1, 0,5 und 1,0 g Maisstidrke (Ms), Pepton (Pep) und Maisstdrke/Pepton (Ms/Pep)

und im Kontrollansatz (K) der Kurzzeitinkubation; n.n. = nicht nachweisbar

Versuch 1

Versuch 2

Versuch 3

Substrat (g)

0,1 0,5 1,0

0,1 0,5 1,0

0,1 0,5 1,0

Ms

Pep
Ms/Pep
K

1,24 1,39 1,15
n.n. n.n. 0,39
0,89 0,80 1,09

1,35 2,33 3,00
0,22 0,79 1,15
1,18 1,43 1,56

0,60 0,95 0,98
n.n. 0,07 0,13
2,26 2,69 3,05

1,09

1,56

3,05

Tab. 36: Konzentration von MK-10 (ng/ml) in den drei Versuchsansitzen nach der Zugabe
von 0,1, 0,5 und 1,0 g Maisstirke (Ms), Pepton (Pep) und Maisstirke/Pepton

(Ms/Pep) und im Kontrollansatz (K) der Kurzzeitinkubation; n.n. = nicht
nachweisbar
Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3

Substrat (g) 0,1 0,5 1,0 0,1 0,5 1,0 0,1 0,5 1,0
Ms 19,1 21,8 24,5 4,44 9,14 12,3 9,59 15,0 15,5
Pep 4,72 20,5 42,2 n.n. 0,97 2,62 n.n. n.n. n.n.
Ms/Pep 15,5 20,0 22,2 2,85 6,00 3,18 9,03 16,4 16,3
K n.n. 1,41 0,26
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Tab. 37: Konzentrationen (ng/g) von MK-4 bis -10 im Duodenuminhalt von Hunden;

n.n. = nicht nachweisbar

MK-4 MK-5 MK-6 MK-7 MK-8 MK-9 MK-10

Hund 4 6,67 1,09 24,2 10,4 n.n. 110 130
Hund 5 1,29 n.n. 6,48 n.n. n.n. n.n. 12,5
Hund 6 1,90 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Hund 7 1,32 n.n. 7,73 n.n. n.n. n.n. n.n.
Hund 8 1,76 1,46 7,28 n.n. 10,6 n.n. n.n.
Hund 9 0,77 n.n. 13,3 n.n. n.n. n.n. n.n.

Tab. 38: Konzentrationen (ng/g) von MK-4 bis -10 im Jejunuminhalt von Hunden;

n.n. = nicht nachweisbar

MK-4 MK-5 MK-6 MK-7 MK-8 MK-9 MK-10

Hund 3 0,65 n.n. 3,41 1,14 0,97 64,3 0,91
Hund 4 4,93 0,98 3,46 3,65 2,03 4,07 4,30
Hund 5 0,74 n.n. 3,83 n.n. n.n. n.n. n.n.
Hund 8 3,05 n.n. 9,66 5,28 124 n.n. 10,9
Hund 9 1,24 n.n. 5,21 n.n. n.n. n.n. n.n.

Tab. 39: Konzentrationen (ng/g) von MK-4 bis -10 im Zikuminhalt von Hunden;

n.n. = nicht nachweisbar

MK-4 MK-5 MK-6 MK-7 MK-8 MK-9 MK-10

Hund 1 25,2 1,11 107 6,19 7,36 6,36 161
Hund 5 170 7,29 71,3 17,1 6,78 120 226
Hund 9 62,4 51,0 327 31,6 23,6 82,6 293

Tab. 40: Konzentrationen (ng/g) von MK-4 bis -10 im Koloninhalt von Hunden;

n.n. = nicht nachweisbar

MK-4 MK-5 MK-6 MK-7 MK-8 MK-9 MK-10

Hund 1 110 9,32 1774 n.n. n.n. 58,4 1188
Hund 2 17,6 7,60 279 28,8 6,56 30,7 665
Hund 3 242 3,59 173 5,01 n.n. 23,3 584
Hund 4 3,12 n.n. 12,1 5,65 481 3,49 2,12
Hund 5 27,8 7,34 122 68,3 13,3 290 589
Hund 6 50,1 9,40 99,4 17,9 n.n. 20,4 85,4
Hund 8 69,7 15,5 347 19,6 15,2 94,5 558
Hund 9 40,0 23,4 255 15,2 19,1 75,7 324
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