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Einleitung

1 Einleitung

Beim Stichwort ,Kupfer® assoziieren wir mit dem roten Metall zumeist Alltagsgegenstande wie
Centmiinzen, Rohre, Kupferkabel oder Dacher mit typischer griiner Patina. Dabei ist seine
Bedeutung als Baustoff oder elektrischer Leiter geradezu banal im Vergleich zu seiner
biologischen Funktion. Kupfer ist ein lebensnotwendiges Spurenelement, das im Kérper von
Mensch und Tier in kleinster Menge grolte Wirkung entfaltet. Ohne Kupfer ist keine
physiologische Blutbildung, Immunabwehr oder Nervenzellfunktion mdglich. Elementare
Prozesse wie die Zellatmung funktionieren nur unter seiner Mitwirkung. Langst hat die human-
und tiermedizinische Wissenschaft die biologische Bedeutung dieses Spurenelements erkannt
und intensive Forschung betrieben. So weil man heute, dass Imbalancen im
Kupferstoffwechsel des Menschen Teil der Pathogenese neurodegenerativer Erkrankungen
wie Alzheimer oder Parkinson sind (Stelmashook et al. 2014). Erbkrankheiten, wie das
Menkes-Syndrom, das beim Menschen zu einer gestdrten Kupferaufnahme fihrt oder die
Kupferspeicherkrankheit des Bedlington Terriers, die die Ausscheidung von Kupfer herabsetzt,
zeigen, wie sehr eine gestorte Kupferhomdostase die Lebensfahigkeit eines Organismus
beeintrachtigen kann (Kaler 2011, Dirksen und Fieten 2017). Kupfer muss dem Kérper Uber
die Nahrung zugefihrt werden. Bei Nutztieren, die fir den Menschen durch die Produktion von
Milch oder Muskelfleisch Leistung erbringen sollen, ist eine bedarfsgerechte Futterung mit
Spurenelementen zur  Gesunderhaltung der Tiere aus wirtschaftlichen und
tierschutzrechtlichen Griinden unabdingbar. Rinderhalter stellt dies vor die Herausforderung,
eine Futterration zusammenzustellen, die den speziellen Bedirfnissen von Wiederkduern
gerecht wird. Das Wissen um die Besonderheiten des Kupferstoffwechsels beim Rind, die
Folgen einer Unter- oder Uberversorgung und geeignete Diagnostika zur Erkennung von
Futterungsfehlern und Kupferstoffwechselstérungen ist fir Landwirte, Fitterungsberater und

selbstverstandlich auch fur Tierarzte aulRerst wichtig.

Die vorliegende Arbeit stellt den wissenschaftlichen Status quo zur Bedeutung des
Spurenelements  Kupfer beim Rind dar wund erganzt ihn durch eigene
Untersuchungsergebnisse. Der Fokus liegt hierbei auf der Bedeutung von Kupfer fir
Milchkiihe. Ziel der Arbeit ist es, das Verhalten und die Konzentration von Kupfer in den
Probenmedien Blut, Haar, Urin und Kot von Milchkihen zu untersuchen, die Eignung dieser
Medien zur Diagnostik des Kupferstatus zu prifen und daraus Referenzbereiche fir
physiologische Kupferkonzentrationen in den jeweiligen Probenmedien abzuleiten. Zusatzlich
soll untersucht werden, ob Faktoren wie Jahreszeit, Betriebsstandort und Laktationsstadium
den Kupferstatus der Tiere beeinflussen und ob Zusammenhange mit den Konzentrationen
anderer Mengen- und Spurenelemente, chemischen und hamatologischen Blutparametern

sowie Fruchtbarkeits- und Leistungsparametern der Tiere bestehen.
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2 Literaturiibersicht
21 Chemische Eigenschaften

Kupfer ist ein metallisches Element mit dem chemischen Symbol Cu und der Ordnungszahl
29. Sein Name leitet sich vom lateinischen Wort cuprum ab, das wiederum aus aes Cyprium,
lateinisch fur ,zyprisches Erz“, entstanden ist und auf die zur Rdmerzeit ergiebigsten
Kupferminen auf der Insel Zypern hinweist. Durch seine Korrosionsbestandigkeit wird Kupfer
auch als Halbedelmetall bezeichnet und wie Gold und Silber zu den Ubergangsmetallen
gezahlt.

Kupfer tritt in den Oxidationsstufen 0, +1, +2, +3 und selten +4 auf, wobei Kupfer(ll)-Salze am
stabilsten sind. Reines Kupfer ist rot. Neben Gold und Casium gehort es damit zu den einzigen
farbigen Metallen. Weitere wichtige Stoffeigenschaften sind in Tabelle 1 zusammengefasst
(Rémpp 2016).

Tabelle 1: Stoffeigenschaften von Kupfer

Atomgewicht  Dichte Schmelzpunkt Siedepunkt Rel. Harte nach Zugfestigkeit

Mohs
63,546 8, 94 1083,0 £ 0,1 2595 25-3 200-400
Dalton g/lcm?® °C °C (Skala1-10) N/mm?

2.2 Vorkommen in der Natur und anthropogener Eintrag

In der oberen, ca. 16 km breiten Erdkruste steht Kupfer mit einem Massenanteil von ca. 0,007
% an 25. Stelle der Elementhaufigkeit. Es kommt dabei zu einem geringen Teil gediegen oder
mit anderen Elementen, wie z.B. Arsen, vergesellschaftet vor. Der grote Teil der
Kupfervorkommen ist jedoch in Mineralien gebunden, von welchen Kupferkies (Chalkopyrit,
CuFeSy), Kupferglanz (Chalkosin, Cu.S) oder Buntkupfererz (Bornit, CusFeSi) am
bedeutsamsten sind (Ré6mpp 2016).

Abgesehen von den Lagerstatten in der Tiefe der Erde ist Kupfer jedoch auch in der Natur, die
Mensch und Tier unmittelbar umgibt, allgegenwartig. So findet sich Kupfer in unterschiedlicher
Konzentration in den Oberbdéden, dem Trinkwasser und sogar in der Luft. Welche
Kupfergehalte im jeweiligen Medium vorliegen, ist in hohem Malie standortabhangig.

Fur den Bodenkupfergehalt sind einerseits geologische Faktoren wie Ausgangsgestein und
Bodenbildungsprozesse verantwortlich. Andererseits spielen aber auch die Nutzungsart der
Flache und der damit verbundene anthropogene Einfluss eine grof3e Rolle. Der Einsatz

kupferhaltiger Pflanzenschutzmittel, die Ausbringung von Klarschlamm und Wirtschaftsdlinger
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sowie industrielle Tatigkeiten, wie Erzabbau oder Metallschmelzen, kdnnen die
Kupferkonzentration im Boden bestimmter Regionen um ein Vielfaches erhdhen (Zietz und
Dunkelberg 2003, Jansch und Rémbke 2009). Daneben gelten auch der Kfz-Bereich (zu 99,5
% durch Abrieb kupferhaltiger Bremsbelage), die Trinkwasserverteilung (durch Korrosion
kupferhaltiger Rohrmaterialien und Hausinstallationen) und der Baubereich (durch
Ablaufwasser von korrodierten kupferhaltigen Dachern) als bedeutende Emissionsquellen fir
Kupfer (Hillenbrand et al. 2005). Kupferhydroxid und Kupferchlorid gelten als meist genutzte
Wirkstoffe in Pflanzenschutzmitteln und finden insbesondere bei Intensivkulturen von Wein
und Hopfen, seltener auch im Obst- und Kartoffelanbau Verwendung. Bei der Ubrigen
landwirtschaftlichen Nutzung von Flachen als Acker- oder Griinland sowie im Forst liegen die
Kupfergehalte jedoch Giberwiegend in niedriger Konzentration vor (Jansch und Rémbke 2009).
Welche Werte als tolerierbar gelten, ist in der Bundes-Bodenschutz- und Altlastenverordnung
(BBodSchV, 1999) fur die Hauptbodenarten Ton (T), Lehm/Schluff (L/U) und Sand (S) in Form
von Vorsorgewerten definiert. Bei Uberschreitung dieser Vorsorgewerte ist davon
auszugehen, dass die Gefahr einer schadlichen Bodenveranderung durch Toxizitat auf
ndtzliche Bodenorganismen besteht. Tabelle 2 vergleicht diese Vorsorgewerte mit den
Ergebnissen einer Studie des Umweltbundesamts, die anhand von Daten der sog. Boden-
Dauerbeobachtungsflachen (BFD) der Lander die Schwermetallbelastung deutscher
Oberbdden bewertet. Es zeigt sich, dass die Medianwerte der Kupfergehalte deutlich unter
den Vorsorgewerten liegen, auch wenn einzelne, in die Berechnung mit eingeflossene Werte
standortbezogen erhéht waren (Huschek et al. 2004).

Tabelle 2: Kupfergehalte (Mediane) im Oberboden in mg/kg TM differenziert nach der

Nutzung und den Bodenarten-Hauptgruppen (Quelle: Huschek et al. 2004) im Vergleich mit
den Vorsorgewerten nach BBodSchV (1999)

Hauptbodenart Kupfergehalte in mg/kg TM Vorsorgewerte in
nach BBodSchV Forst Acker Griinland mg/kg TM

T 19,00 19,46 21,29 60

L 5,30 15,13 21,00 40

u 8,60 16,50 23,00 40

S 8,30 7,00 5,10 20

T = Torf; L= Lehm; U = Schluff; S = Sand; TM= Trockenmasse

Welchen standortbedingten Schwankungen die Bodenkupfergehalte innerhalb Deutschlands
unterworfen sind, stellt die Ubersichtskarte in Abbildung 1 dar, die Huschek et al. (2004) aus
den vorhandenen Daten der Boden-Dauerbeobachtungsflachen fir die Nutzungsarten Forst,

Grunland und Acker erstellt haben. Hohe Konzentrationen von Giber 60 mg Kupfer/kg TM treten
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bundesweit nur vereinzelt auf und kénnen auf mogliche punktuelle metallurgische Tatigkeiten

oder industrielle Emissionen hinweisen (Reinhold 2008).

Cu-Verteilung im Oberboden
auf den BDF-Standorten

o
Kupfer [mg/kg]

Forst

+ 0-10

+ 10-20
20- 40
40 - 60

+ 60-100

+ >100

Grunland

« 0-10

« 10-20
20- 40
40 - 60

e 60-100

e >100

Acker

= 0-10

= 10-20
20- 40
40 - 60

m 60-100

= >100

Belastungs-
reprasentanz

N

100 0 100 Kilometer A

Abbildung 1: Standortbezogene Kupfergehalte im Oberboden differenziert nach den
Hauptnutzungsarten Forst, Grinland und Acker in mg/kg TM; Quelle: Huschek et al. (2004)
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Die Kupfergehalte in der Luft sind ebenso sehr anthropogen beeinflusst wie die der Boden.
Durch industrielle Emissionen, insbesondere bei Buntmetallverhittung und — verarbeitung,
aber auch durch den o.g. Abrieb kupferhaltiger Bremsbelage, gelangt an Schwebestaub
gebundenes Kupfer in die Umwelt. Wahrend in landlichen Regionen die Kupferkonzentration
in der Luft 10 bis 50 ng/m? betragt, kdnnen die Werte in urbanen, industriell erschlossenen
Gebieten auf 80 bis 90 ng/m?® und in Einzelfallen sogar auf mehrere Hundert ng/m? ansteigen
(Merian und Clarkson 1991, Rompp 2016).

Die natirlichen Kupfergehalte im Wasser schwanken zwischen < 0,0003 mg/l im Ozean und <
0,01 mg/l in SulRwasser (Rémpp 2016). In stadtisch verdichteten Regionen ist die Belastung
von Grundwasser und Oberflachengewassern generell hdoher, was wiederum auf den
anthropogenen Eintrag zuriickzufihren ist. Die Trinkwasserqualitat ist in Deutschland laut
Bericht des Bundesministeriums fir Gesundheit und des Umweltbundesamtes trotzdem als
sehr gut zu bewerten. In 99,95 % der deutschlandweiten Untersuchungen in
Wasserversorgungsanlagen liegt der Kupfergehalt unterhalb des laut Trinkwasserverordnung
(TrinkwV 2001) geltenden Grenzwerts von 2 mg/l (Umweltbundesamt 2018). Durch
Nichtbeachten der technischen Regeln bei Trink- und Trankewasserinstallationen wie dem
Verbau von Kupferrohren fur hartes Wasser aus Hausbrunnen oder hartes Leitungswasser mit
einem pH-Wert unter 7,4 kann es beim Endverbraucher allerdings nachtraglich zu einem

Ubergang von Kupferionen ins Trink- oder Trankewasser kommen (Hillenbrand et al. 2005).

2.3 Kupfergehalt in Futtermitteln fiir Milchkiihe

Kupfer findet sich nicht nur in der unbelebten Natur, sondern auch im Organismus aller
Lebewesen. Es ist an einer Vielzahl wichtiger Stoffwechselprozesse beteiligt und gilt daher als
essentielles Spurenelement, das von Mensch, Tier und Pflanze in adaquater Menge mit der
Nahrung aufgenommen werden muss. Bei Wiederkauern ist daher der Kupfergehalt der
Futterpflanzen von entscheidender Bedeutung fur die Zufuhr des Mikronahrstoffes. Er variiert
je nach Pflanzenspezies, Bodenfaktoren und Jahreszeit bzw. Reife der Pflanze.

Was die Pflanzenspezies betrifft, so weisen Olsaaten und Leguminosen generell héhere
Kupferkonzentrationen auf als Graser, die unter denselben Bedingungen gewachsen sind
(Suttle 2010).

Bei den Bodenfaktoren spielen das Redoxpotential und die Aziditdt des Bodens eine
wesentliche Rolle fir die Léslichkeit seiner Kupfervorrate und bestimmen somit die Menge an
verfigbarem Kupfer, das die Pflanze Uber die Boden-Wurzelschranke aufnehmen kann.
Niedrige Sauerstoffgehalte infolge von Wasserlberstau nach Regenglissen senken

beispielsweise das Redoxpotential des Bodens, wodurch zeitweilig Kupferionen aus
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unléslichen Metalloxidverbindungen freigesetzt und fur die Pflanze verfigbar werden. Niedrige
Boden-pH-Werte bewirken eine Desorption des kationischen Mikronahrstoffs Kupfer von
negativ geladenen Bodenpartikeln und verbessern ebenfalls seine Verfugbarkeit (Trott et al.
2013). Sandige Bdden, alkalischer Schlicklehm, Mergelbdden, Torf, Sumpf, Moorflachen und
Heidebdden gelten generell als eher schlechte Kupferquellen fir Futterpflanzen (Dirksen et al.
2006, Heimberg und Holsteg 2007).

Fir den Umfang der Mikronahrstoffaufnahme durch Pflanzen sind jedoch nicht nur
Bodenfaktoren von Bedeutung, sondern auch das Wurzelwachstum und die Oberflache des
Wurzelsystems. Aufderdem ist zu beachten, dass Kulturpflanzen Mikronahrstoffe auch Uber
die Blatter aufnehmen kénnen. Eine Erganzung der Kupferversorgung ist damit neben der
Boden- auch durch Blattdiingung méglich (Trott et al. 2013).

Innerhalb der einzelnen Pflanzenbestandteile ist Kupfer ungleichmalig verteilt. So kann bei
Grasern der Kupfergehalt der Blatter den der Stéangel um bis zu 35 % Ubersteigen. Nimmt
wahrend der Wachstumsphase der Anteil der Blatter an der Gesamtpflanze ab, reduziert sich
somit gleichzeitig auch ihr Gesamtkupfergehalt (Minson 1990). Je nach Jahreszeit und
Schnittzeitpunkt variiert demnach auch der Kupfergehalt der Futterpflanze.

Aufgrund all dieser Faktoren ist es schwierig, allgemeinglltige Werte fiur die
Kupferkonzentration in Futterpflanzen zu definieren. Da Veroffentlichungen Uber
Spurenelementgehalte in Einzelfuttermitteln zudem nur eingeschrankt zur Verfliigung stehen
oder, wie im Falle der DLG-Futterwerttabellen, aus friiheren Jahrzehnten stammen (Deutsche
Landwirtschafts-Gesellschaft 1973), wird in Tabelle 3 auf eine Verdffentlichung von Steinhéfel
et al. (2013) zurlickgegriffen, in der die Analysebefunde aus (Monitoring-) Untersuchungen
von Einzelfuttermitteln fir Milchkihe im Freistaat Sachsen dargestellt wurden. Aus den
Mittelwerten der Tabelle wird ersichtlich, dass Kupfer v.a. in Sojaextraktionsschrot und
Biertreber vorkommt, wogegen es in Futtermitteln wie Mais- und Grassilage, Getreide und
Hackfrlichten nur in geringer Menge vertreten ist. Den Ergebnissen von Steinhdfel et al. (2013)
werden fur die Raufuttermittel Maissilage, Grassilage und Heu in Tabelle 3 die
Referenzbereiche aus den Futterwerttabellen der LfL (Bayerische Landesanstalt flr
Landwirtschaft 2017) gegentibergestellt. Diese verdeutlichen zum einen die Variationsbreite
der Kupferkonzentration und zum anderen deren Abhangigkeit vom Schnittzeitpunkt, zwei

Faktoren, die die Vorhersagbarkeit der Kupferkonzentration in einer Futterration erschweren.
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Tabelle 3: Kupfergehalte in Einzelfuttermitteln

Futterpflanze/ -mittel Kupfergehalt in mg/kg TM
Steinhofel et al. (2013) (LfL 2017)
X-0,5s* N 95 % der Proben N
Raufutter
Grinfutter 9 689
Maissilage 4 524 51-10 229
Grassilage 7 471
Grassilage 1. Schnitt 55-10 457
Grassilage Folgeschnitte 52-10 431
Kleegrassilage 1. Schnitt 50-8,3 31
Kleegrassilage Folgeschnitte 6,6 - 11 21
Gerste-Graspflanzensilage 9 80
Heu 4 65 52-22 26
Stroh 3 19
Trockengrin 4 8
Proteinkonzentrat
Biertreber 15 10
Rapsextraktionsschrot 5 40
Sojaextraktionsschrot 15 79
Erbsen 9 5
ProtiGrain® 5 5
UDP-Konzentrat 6 5
Energiekonzentrat
Gerste 4 158
CCM 3,9 41
Kartoffeln 5
Melasse 5
Melasseschnitzel 8 4
Pressschnitzel 2 60

N=Anzahl; x=arithmetisches Mittel; s=Standardabweichung; UDP=Undigestible Protein;
CCM=Corn Cob Mix

* Die Mittelwerte wurden von Steinhofel et al. (2013) um die halbe Standardabweichung
reduziert, um ,sichere” Tabellenwerte fir Einzelfuttermittel bereitzustellen, aus denen sich
die Gesamtkupferkonzentration einer TMR durch Addition berechnen lasst.
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2.4 Einflusse auf die Absorbierbarkeit von Kupfer im Magen-Darm-Trakt des

Wiederkauers

Fur eine ausreichende Kupferversorgung der Tiere kommt es nicht nur auf den analytischen
Gehalt im Futtermittel, sondern vor allem auf die Verwertbarkeit des Spurenelements im
tierischen Organismus an (Kirchgel3ner 2014). Ziel ist es, die Ration so zusammenzustellen,
dass die einzelnen Mineralstoffe in der jeweiligen Bedarfsmenge im Gastrointestinaltrakt
absorbierbar und fir den Intermediarstoffwechsel verfiigbar sind. Nur so kann eine
bestmoégliche Versorgung der Tiere gewahrleistet und gleichzeitig die Exkretion mit
einhergehender Umweltbelastung so gering wie mdglich gehalten werden (de Groote et al.
2002) .

Bei Spurenelementen ist die Absorbierbarkeit noch schwieriger beurteil- und vorhersagbar als
bei Mengenelementen. Griinde hierfir sind eine Vielzahl von Faktoren, die sowohl die
Zusammensetzung des  Futtermittels als auch die  wiederkduerspezifische
Verdauungsphysiologie einschlielen (de Groote et al. 2002) und die Resorptionsrate von oral
aufgenommenem Kupfer zwischen 2 % und 40 % schwanken lassen (Klee 2016). Was den
Einfluss anderer Nahrstoffe auf die Absorbierbarkeit von Kupfer betrifft, so kommt vor allem
den Elementen Molybdan (Mo), Schwefel (S) und Eisen (Fe) groRe Bedeutung zu. Alle drei
Stoffe sind Teil der natlrlichen Elementzusammensetzung einer Futterpflanze. Einmal im
Vormagensystem angelangt, treten sie mit Kupfer in Interaktion und kdnnen dessen
Absorbierbarkeit deutlich herabsetzen. Molybdan ist vor allem in Leguminosen und
Proteinfutter wie Soja vertreten. Sein Gehalt erhéht sich mit steigendem Boden-pH und in der
Wachstumsphase der Pflanze. Deshalb kdnnen beispielsweise kalkgediingte Béden und ein
spater Schnitt den Molybdangehalt im Futter steigern. Schwefel wird in Form von Sulfat, Sulfid
oder schwefelhaltigen Aminosauren uber die pflanzliche Nahrung aufgenommen, kann aber
unter bestimmten Bedingungen auch Uber das Trinkwasser zugeflihrt werden. Insbesondere
bei hofeigenen Tiefbrunnen kann das Wasser hohe Sulfidgehalte aufweisen und je nach
Bohrtiefe zusatzlich sehr eisenhaltig sein (Gould und Kendall 2011). Der Eisengehalt einer
Futterpflanze steigt bei starker Vernassung der Boden, da durch langanhaltende Regenfalle
oder Uberflutung im wassergeséttigten Boden fiir Pflanzen leicht resorbierbares Eisen (I1)
entsteht (Jones 1972, Campbell et al. 1974). Ebenso gilt die Aufnahme von Erde als
Eintrittsroute fUr Eisen in den Verdauungstrakt des Wiederkauers. So gelang es Hansen und
Spears (2009) nachzuweisen, dass durch Silierung von mit Erde kontaminiertem Grinfutter
aus unléslichen Eisen (lll)-Komplexen vermehrt reaktives Eisen (IlI) entstehen kann.

Einmal im Pansen des Wiederkauers angelangt, treten die Elemente Molybdan, Schwefel,
Eisen und Kupfer in Wechselwirkung miteinander. Eine Schlusselrolle kommt hierbei den

Pansenorganismen zu. Dick et al. (1975) erkannten, dass unter mikrobiellem Einfluss Sulfat
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zu Sulfid reduziert wird, welches wiederum mit Molybdat interagiert und in einer schrittweisen

Reaktion, wie in Abbildung 2 dargestellt, sogenannte Thiomolybdate ausbildet.

H:S H.O  H:S H0 H:S  H0  HS  H0
4 \ \ %

M0042' MOOsSz' MOOzSzz' MOOS32' MOS42'

Molybdat Monothiomolybdat Dithiomolybdat  Trithiomolybdat Tetrathiomolybdat

Abbildung 2: Ausbildung von Thiomolybdaten im Pansen; Quelle: eigene Darstellung

Ob vermehrt Mono-, Di-, Tri-, oder Tetrathiomolybdate gebildet werden, hangt nach Clarke und
Laurie (1980) mit dem Pansen-pH zusammen. Sie beobachteten, dass ab einem pH < 6,5, wie
er beispielsweise bei energiereicher Futterung von Hochleistungskiihen vorkommen kann,
vermehrt Tri- und Tetrathiomolybdate entstehen, wobei letztere die reaktivste Verbindung
darstellen und gegentber Kupfer die hoéchste Affinitat aufweisen. Im Pansen verfligbares
Kupfer kann durch Tetrathiomolybdate in unldsliche Komplexe eingebunden werden, die nicht
absorbierbar sind und mit den Faeces ausgeschieden werden. Eisen ist an dieser Reaktion
nicht beteiligt, bildet im Pansen mit Sulfid und Kupfer jedoch seinerseits Komplexe aus, die
Kupfer irreversibel binden und dessen Absorbierbarkeit herabsetzen (Gould und Kendall

2011). Abbildung 3 stellt die Komplexbildungen im Pansen graphisch dar.

Abbildung 3: Interaktion von Mo, S, Fe und Cu im Pansen
MoS, = Thiomolybdat (MoO4.,Sn? mit n = 1-4 fir Mono-, Di-, Tri- oder Tetrathiomolybdat);
FeS = Eisensulfid; Quelle: eigene Darstellung nach Angaben von Gould und Kendall (2011)

Bei einigen Autoren findet sich zusatzlich der Hinweis, dass die Kupferverwertung bei Rindern
auch in hohem Mafle vom Calciumgehalt im Futtermittel beeinflusst wird. Calciumreichere
Grundfuttermittel wie Raps oder Ribenblatt konnen die Absorbierbarkeit von Kupfer in der
Ration deutlich reduzieren (Jeroch et al. 1999, Kirchgel3ner 2014, Meyer et al. 2014). Hansen

et al. (2009) stellten zusatzlich die Vermutung an, dass das Spurenelement Mangan mit Kupfer



Literaturibersicht

um dasselbe Transportprotein im Darm konkurriert und bei Uberschuss die Kupferabsorption
aus dem Darmlumen kompetitiv. hemmt. Um der antagonistischen Wirkung anderer
Nahrungsbestandteile entgegenzuwirken, wird Rinderhaltern daher empfohlen, Mineralfutter

anzubieten, das um Kupfer erganzt wurde (Kirchgef3ner 2014).

2.5 Bedeutung fiir den tierischen Organismus

Ubersteht mit der Nahrung zugefiihrtes Kupfer ohne Einbindung in Komplexe die Passage
durch Vormagen und Labmagen, kann es im Dinndarm absorbiert und so in den tierischen
Organismus integriert werden. Als essentielles Spurenelement erflillt es im Stoffwechsel
zahlreiche Aufgaben. Es ist nicht nur an grundlegenden biologischen Prozessen wie
Zellatmung und Radikalfang beteiligt, sondern auch in ein komplexes Netzwerk aus
Signalkaskaden und Enzymsystemen involviert, die eine Vielzahl von physiologischen
Prozessen regulieren. Hierzu gehdéren u. a. die Reifung von Neuropeptiden, die Mobilisierung
von Eisen, Angiogenese und Hamatopoese sowie die fetale und postnatale Entwicklung (Kuo
et al. 2001, Rees et al. 2004, Nose et al. 2006, Veldhuis et al. 2009, Mostad und Prohaska
2011). Insbesondere durch die Forschung der letzten zwanzig Jahre wurden viele neue
Erkenntnisse Uber den Kupferstoffwechsel hinzugewonnen, angefangen von der Absorption
im Darm, Uber den Transport durch Membranen und im Blut bis hin zu
Regulationsmechanismen der zellularen Kupferhomdostase und der Funktion von Kupfer
innerhalb von Enzymsystemen. Erst letztere kann schliellich die physiologische Bedeutung
von Kupfer erklaren, seine Definition als essentielles Spurenelement rechtfertigen und

pathophysiologische Auswirkungen von Kupfermangel und Uberversorgung erlautern.

2.5.1 Kupfer als Bestandteil von Cuproenzymen und kupferbindenden Proteinen

Der Schlissel fir die hohe Bedeutung von Kupfer flir den Organismus liegt in seiner
Redoxaktivitat (La Fontaine und Mercer 2007). Als proteingebundenes oxidiertes Cu?* oder
reduziertes Cu* dient Kupfer einer Vielzahl von Enzymen als katalytischer Cofaktor bei
Elektronentransferreaktionen. Tritt Kupfer jedoch als freies lon in der Zelle auf, birgt
ebendieses Redoxpotential die Gefahr von irreversiblen Schaden an zellularen Komponenten
wie Proteinen, Lipiden und DNA, da es die Fahigkeit besitzt, mit Wasserstoffperoxid zu
reagieren und hochreaktive Hydroxylradikale zu generieren (Nose et al. 2006, Mufti et al.
2007). Die Konzentration an ungebundenen Kupferionen muss deshalb so gering wie moéglich
gehalten werden. Rae et al. (1999) gelang es in den 90er Jahren nachzuweisen, dass wahrend

der Lebenszeit einer Zelle weniger als 0,01 % des Gesamtkupfergehalts als freie Atome im
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Zytoplasma vorliegen. Der Grund hierfur ist das Vorhandensein ausgekligelter zellularer
Homdostase-Systeme aus interagierenden Cuproenzymen und kupferbindenden Proteinen,
die dafur sorgen, dass Kupfer durch seine Redoxaktivitat im Organismus keinen oxidativen
Schaden anrichten kann. So sorgen kupferbindende Hilfsproteine, sog. Chaperone, gleich
nach der Aufnahme in die Zelle fiir eine sichere Ubertragung von Kupfer auf die jeweiligen
Zielproteine. Diese nutzen das Metallion entweder als katalytischen Cofaktor fur ihre
Enzymaktivitat, schleusen es in sichere, subzelludre Kompartimente oder leiten die Exkretion
Uberschussiger Kupferionen ein (O'Halloran und Culotta 2000).

Bevor der aktuelle Wissenstand Uber die molekularen Abldufe im Kupfermetabolismus
dargelegt wird, sollen die nun folgenden Tabellen 4 und 5 zunéchst einen kurzen Uberblick
Uber die beteiligten Proteine, unterschieden in Cuproenzyme und kupferbindende Proteine,
vermitteln.

In Tabelle 4 werden die einzelnen Cuproenzyme mit ihrer metabolischen Funktion vorgestellt.
Cuproenzyme zeichnen sich dadurch aus, dass sie Kupfer als festen Bestandteil fir ihre
Molekiilstruktur bendtigen. Kupfer ist essentiell fir ihre metabolische Aktivitat und Funktion

innerhalb des Organismus.

11
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Tabelle 4: Kupfer als Bestandteil von Cuproenzymen

NAME FUNKTION LITERATUR
(Abkiirzung)
Caeruloplasmin Multi-Kupfer-Ferroxidase, Schnittstelle zwischen (Hellman und
(CP, GPI-CP) Kupfer- und Eisenmetabolismus: Gitlin 2002,

- Vermittlung des Eisenefflux aus der Zelle und Collins et al.

Cytochrom-C-
Oxidase
(CCO)

(Di-) Aminoxidasen

(AO, DAO)

Dopamin-[3-

Monooxygenase

(DBM)

Hephaestin
(HEP)

Lysyloxidase
(LO)

12

Oxidation zu Fe*", um den Eisentransport im
Serum und damit die Verteilung im Organismus
zu ermoglichen

- Schutz vor Anamie oder Neuropathie als Folge
intrazellularer Eisenakkumulation

- Zellatmung als Komplex IV der mitochondrialen
Atmungskette

- oxidative Phosphorylierung: Aufrechterhaltung
des mitochondrialen Protonengradienten und
damit indirekte Beteiligung an der ATP-Synthese
- Oxidative Desaminierung von Monoaminen,
Diaminen und deren Derivaten unter Freisetzung
von Aldehyden, NH3 und H2O;

- Beteiligung an immunologischen Prozessen
durch Ausldsen von intrazellularen
Signalkaskaden und Leukozytentrafficking
Beteiligung an der Katecholaminbiosythese durch

Umwandlung von Dopamin zu Noradrenalin

Multi-Kupfer-Ferroxidase im Enterozyten,
Schnittstelle zwischen Kupfer- und
Eisenmetabolismus:

Vermittlung des Exports intestinal resorbierten
Eisens in den portalen Blutstrom
Bindegewebssynthese durch:

- oxidative Desaminierung von Lysinresten, zur
Stabilisierung von Elastin und Kollagen und

- Desmosin-Quervernetzung

2010, Mostad
und Prohaska
2011)

(Hamza und
Gitlin 2002,
Rassow 2016,
Prohaska
2012)
(Brazeau et al.
2004, Stolen et
al. 2005,
Prohaska
2012)

(Thomas et al.
1995,
Prohaska
2012)

(Kuo et al.
2004, Collins
et al. 2010,
Prohaska
2012)
(Kagan und Li
2003, Molnar
et al. 2003)
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Peptidylglycin-a-
amidating
Monooxygenase
(PAM)

Superoxid-
Dismutasen
(SOD1, EC-SOD)

Thioloxidase
(TO)

Tyrosinase
(TY)
Zyklopen
(Zp)

Posttranslationale Modifikation von Peptiden bis
hin zur ihrer bioaktiven Form und damit
Aktivierung vieler Peptidhormone, wie bspw.
Calcitonin, Gastrin, Thyreotropin releasing
Hormon und Vasopressin

- Schutz vor oxidativen Zell-/Gewebeschaden
durch Umwandlung von Superoxid O% zu
Wasserstoffperoxid H20;

- Regulation des Gefaltonus durch Interaktion mit
Stickoxid (EC-SOD)

Bildung von Disulfidbriicken in Proteinen und
damit u. a. Starkung der Struktur und Stabilitat
von Fell und Wolle

Pigmentierung des Haarkleids durch Umsetzung
von Tyrosin zu Melanin in den Melanozyten
Multi-Kupfer-Ferroxidase, Schnittstelle zwischen
Kupfer- und Eisenmetabolismus in der Plazenta:
Vermittlung des Eisenexports aus plazentaren
Zellen und Oxidation zu Fe3*, was daraufhin an

fetales Transferrin gebunden werden kann

(Bousquet-
Moore et al.
2010,
Prohaska
2012)

(Xin et al.
1991, Jung et
al. 2003,
Prohaska
2012)
(Suttle 2010)

( Prohaska
2012)
(Chen et al.
2010,
Prohaska
2012)

Im Unterschied zu den Cuproenzymen stellen kupferbindende Proteine bereits synthetisierte,

strukturell vollendete Molekile dar, die Kupferionen lediglich vortibergehend binden. Durch

ihre spezifischen Wirkmechanismen sorgen sie zum einen fir die Aufrechterhaltung der

Kupferhomoostase im Korper und ermdglichen zum anderen in Form von Chaperonen

(Hilfsproteinen) eine korrekte dreidimensionale Faltung von Cuproenzymen. Tabelle 5 stellt

die kupferbindenden Proteine mit ihrer metabolischen Funktion im Einzelnen vor.
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Tabelle 5: Kupferbindende Proteine

NAME FUNKTION LITERATUR
(Abkiirzung)
Albumin - Transportprotein fur Kupfer und damit Teil des  (Moriya et al.
austauschbaren Kupferpools im Blutplasma 2008)
- protektive Rolle bei exzessiver
Kupferaufnahme durch sichere Sequestration
von Uberschissigen Kupferionen im Blut
a2-Makroglobulin - Synonym = ,Transcuprein® (Moriya et al.
- Transportprotein flr Kupfer und damit ebenfalls 2008)
Teil des austauschbaren Kupferpools im
Blutplasma
- héhere Affinitat als Albumin
Antioxidant Protein1 - Chaperon: Ubertragung von Cu(l) im Zytosol (Itoh et al.
(Atox1) auf ATP7A und ATP7B 2008,
- Beteiligung an kupferinduzierter Prohaska
Zellproliferation: Nach Aktivierung durch Cu 2012)
kann Atox1 im Nukleus als Transkriptionsfaktor
fungieren.
ATPase 7A - Transmembrantransportprotein fir Kupfer (Mufti et al.
(ATPTA) - aulRer in der Leber gewebeubergreifende 2007, La
Expression, v.a. in der Epithelschicht des Darms Fontaine et
- verantwortlich fur die systemische Verteilung al. 2010)
von intestinal resorbiertem Kupfer
ATPase 7B - Transmembrantransportprotein fir Kupfer (Mufti et al.
(ATP7B) - Expression v.a. in der Leber: bei 2007, La
intrazellularem Kupferiberschuss Vermittlung Fontaine et
der biliaren Kupferexkretion al. 2010)
Copper Chaperone - Chaperon der SOD im Zytoplasma: (O'Halloran
for SOD Ubertragung von Cu auf SOD1, SOD1-Faltung und Culotta
(CCS) und -Aktivierung 2000, Wong
et al. 2000)

14
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Copper Metabolism
Gene MURR1-
containing Domain 1
(COMMD1)

Cytochrom-C-
Oxidase Assembly
Protein11 (Cox11)
Cytochrom-C-
Oxidase Assembly
Protein17 (Cox17)

Copper Transporter1
(Ctr1)

Metallothioneine
(MT)

Synthesis of
Cytochrom-C-
Oxidase - Proteine
(Sco1 und Sco2)
X-linked Inhibitor of
Apoptosis

(XIAP)

- Foérderung der biliaren Cu-Elimination durch

bislang ungeklarten molekularen

Wirkmechanismus

- genetische Besonderheit beim Bedlington-
Terrier: autosomal-rezessiv vererbbare Mutation
des COMMD1-Gens als Ursache fur

Kupfertoxikose

Chaperon fir CCO in der inneren
Mitochondrienmembran: Ubertragung von Cu(l)
auf CCO, CCO- Faltung und -Aktivierung
Chaperon fur CCO im Zytosol und im
Intermembranspalt des Mitochondriums:

Ubertragung von Cu(l) auf Cox11 oder Sco1 und

Sco2

- Transmembrantransport von Cu*/ Kupferimport
- hochaffin gegenuber Cu* und damit wichtigster
Kupferimporter des Organismus

- essentiell fur Wachstum und Entwicklung

- Superfamilie: Bekannte Isoformen beim Sauger

sind MT1 bis MT4.

- Bindung von Metallionen und

Sauerstoffradikalen zum Schutz vor oxidativem

Stress

- Kupferspeicherung

CCO-Chaperone in der inneren
Mitochondrienmembran: Ubertragung von Cu(l)
auf CCO, CCO-Faltung und -Aktivierung

- Mitglied der Familie der IAPs (Inhibitor of
Apoptosis Proteins): Apoptose-Inhibition durch
Hemmung der Enzymaktivitat von Caspasen

- ,Sensor* fur intrazellularen Kupfermangel:
Reduktion des Kupferexports durch Férderung

der Degradation von COMMD1 im Proteasom

(Mufti et al.
2007,
Fedoseienko
et al. 2014)

(Hamza und
Gitlin 2002)

(Hamza und
Gitlin 2002)

(Lee et al.
2001, Aller
und Unger
2006)
(Suzuki et al.
2002,
Palacios et
al. 2011,
Vasak und
Meloni 2011)
(O'Halloran
und Culotta
2000)

(Mufti et al.
2007, Liang
et al. 2014).
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2.5.2 Metabolismus

Wie die einzelnen kupferbindenden Proteine und Cuproenzyme interagieren und dabei den
Kupfermetabolismus von der Absorption im Darm bis hin zu Speicherung und Ausscheidung
regulieren, soll im Folgenden an ausgewahlten beteiligten Zelltypen beschrieben werden.
Abbildung 4 gibt einen graphischen Uberblick Uber die Zusammenhange.

Enterozyt Hepatozyt

o Cu* Cu?+ ®Cut

cu?t - cu?*
a2-Makroglobulin .Uumin

Reduktase Reduktase

CTR1

Canaliculus
biliferus

a
ATP7A * [ ]

- Albumin/
- > a2 - Makroglobulin
Erythroide Zelle Makrophage
®Cu cu?t
@ Cut I
Reduktase

cu2+
VSteapZ/BM

CTR1

LPS  IFN-y

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Kupferhomoostase in Enterozyten, Hepatozyten,
erythroiden Zellen und Makrophagen; Quelle: Collins et al. (2010), modifiziert
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2.5.2.1 Absorption aus dem Darmlumen

Die Aufnahme von Kupfer aus dem Darmlumen findet Gberwiegend im Duodenum statt. Sie
erfolgt sehr wahrscheinlich (ber das in der apikalen Enterozytenmembran standige
Carrierprotein Ctr1. Hierfiir muss zweiwertiges Kupfer Cu?* zunachst zu Cu* reduziert werden.
Dieser Prozess ist noch nicht hinreichend geklart. Man nimmt jedoch an, dass er von den
Reduktasen Dcytb, CYBRD1 oder Steap2 bernommen wird (Wyman et al. 2008, Collins et
al. 2010). Die molekularen Regulationsmechnanismen, die den Umfang des Kupferimports in
den Enterozyten steuern, bleiben nach wie vor unbekannt. Es lasst sich jedoch beobachten,
dass die Aufnahme von verfligbarem Kupfer mit sinkendem Angebot in der Nahrung steigt.
Ingesta, die niedrige Kupferquellen darstellen, werden also starker ausgenutzt. Die

Resorptionsrate erhéht sich (Collins et al. 2010).

2.5.2.2 Zellulare Homoostase

Enterozyt

Im Zytosol des Enterozyten bindet Cu* an die Chaperone Atox1, Cox17 oder CCS. Diese
geben Cu* wiederum an verschiedene Zielproteine ab. Das Chaperon Atox1 Ubertragt Cu* auf
ATP7A, das Uber primar aktiven Transport die Aufnahme von Cu*in das Trans-Golgi-Netzwerk
(TGN) vermittelt. Innerhalb des TGN dienen die Kupferionen der Synthese kupferabhangiger
Proteine, wie beispielsweise des intestinalen Hephaestins. Bei hoher Kupferkonzentration im
Enterozyten schniren sich aus dem Golgi-Netzwerk Vesikel ab, die mit der basolateralen
Membran der Enterozyten verschmelzen und so Cu* durch Exozytose an den
Extrazellularraum abgegeben (Monty et al. 2005). Auch der aktive Export Gber basolateral
verankerte ATP7A-Molekile ist moglich. Im Blutplasma wird Cu® an Albumin und a2-
Makroglobulin gebunden und mit dem portalen Blutstrom zur Leber transportiert (Collins et al.
2010, Prohaska 2012).

Hepatozyt

Die Aufnahme von Cu* in den Hepatozyten erfolgt vermutlich abhangig vom Tragerprotein. So
ergaben Studien an humanen Hepatomzellen, dass a2-Makroglobulin-gebundenes Kupfer an
Ctr1 abgegeben und so in den Hepatozyten aufgenommen wird. Die Aufnahme von
albumingebundenem Kupfer folgt dagegen einem anderen, bisher noch ungeklarten
Mechanismus (Moriya et al. 2008).

In der Leberzelle bindet Kupfer nun, ahnlich wie im Enterozyten, an die Chaperone Atox1,
Cox17 oder CCS, die es wiederum an verschiedene Zielproteine weitergeben. Uber das

Chaperon Atox1 wird Kupfer auf das Carrierprotein ATP7B Ubertragen und gelangt so in das
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TGN, wo die Synthese von CP oder GPI-CP stattfindet (Prohaska 2012). An CP gebunden
wird Kupfer an das BlutgefalRsystem abgegeben und zu anderen Organen transportiert, wo es
fir den Zellstoffwechsel und die Synthese gewebespezifischer Cuproenzyme (vgl. Tab.4)
bendtigt wird. Die Leber dient somit als zentrales Verteilerorgan des Spurenelements. Da
jedoch auch unter CP-Mangel, wie er beispielsweise bei Menschen mit der Erkrankung
Acaeruloplasminamie  vorkommt  (Hellman und  Gitlin  2002), physiologische
Kupferkonzentrationen in den verschiedenen Geweben auftreten, liegt die Vermutung nahe,
dass es noch andere, bisher unentdeckte Kupferliganden im Plasma gibt (Collins et al. 2010,
Prohaska 2012).

Erythroide Vorlauferzelle

Man nimmt an, dass Cu?" an der Plasmamembran erythroider Vorlauferzellen des
Knochenmarks zunachst von den membranstandigen Metalloreduktasen Steap2, Steap3 und
Steap4 zu Cu* reduziert und anschlief3end tber Ctr1 nach intrazellular transportiert wird. Im
Zytosol bindet Cu* vorrangig an CCS, das Chaperon von SOD1 (Collins et al. 2010). In reifen
Erythrozyten sind etwa 60 % des Kupfers SOD1-assoziiert (Evans 1973, Collins et al. 2010).

Wie in allen anderen mitochondrienhaltigen Zellen ist das Chaperon Cox17 auch in erythroiden
Vorlauferzellen fir die Ubertragung von Kupferionen aus dem Zytosol auf das Mitochondrium
verantwortlich. Dort wird Kupfer mit Hilfe der Chaperone Cox11, Sco1 und Sco2 in die CCO-
Untereinheiten | und Il integriert (Hamza und Gitlin 2002) und nimmt so als essentieller

Bestandteil von CCO seine katalytische Funktion in der Atmungskette wahr (Prohaska 2012).

Makrophagen

Kupfer gilt als essentielles Spurenelement fir ein funktionierendes Immunsystem. Auch wenn
die molekularen Mechanismen noch weitestgehend ungeklart sind, zeigt die Studie von White
et al. (2009), dass Entziindungsmediatoren wie Interferon-y (IFN-y) und Lipopolysaccharide
(LPS) die Kupferhomdéostase von Makrophagen beeinflussen und hierdurch deren bakterizide
Aktivitdt steigern. Die in-vitro-Versuche an murinen Makrophagenzelllinien ergaben, dass
durch Stimulation von IFN-y und LPS die Genexpression der Kupfertransporter CTR1 und
ATP7A erhoht wurde. Als Folge liel3 sich sowohl ein gesteigerter Kupferimport ins Zytosol des
Makrophagen als auch eine vermehrte Aufnahme ins TGN Uber ATP7A beobachten. Wie
bereits frihere Studien gezeigt haben, findet bei erhdhter Kupferkonzentration eine
Umverteilung (Trafficking) von ATP7A vom TGN auf Post-Golgi-Vesikel statt (Cobbold et al.
2002, Monty et al. 2005). White et al. (2009) konnten zudem feststellen, dass ATP7A unter
Einfluss von IFN-y auch vermehrt auf die Membran des Phagosoms umverteilt wird. Dies lasst
die Vermutung zu, dass IFN-y das Trafficking von ATP7A vom TGN zum phagosomalen

Kompartiment triggert und so die Aufnahme von Kupferionen ins Phagosom des Makrophagen
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fordert. Dass dieser ATP7A-vermittelte Kupfertransport eine entscheidende Rolle fur die
bakterielle Killing-Aktivitdt des Makrophagen spielt, konnte in einem Folgeexperiment
beobachtet werden: Makrophagen, die aufgrund von Gen-Silencing kein ATP7A exprimierten,
konnten weniger E.coli-Bakterien abtoten als die Kontrollzellen. Die konkrete Wirkung der
angereicherten Kupferionen im Phagolysosom ist hierbei vermutlich eine kupferkatalysierte
Freisetzung von Hydroxylradikalen aus Wasserstoffperoxid, die durch oxidativen Burst die

Zerstorung des phagozytierten Erregers einleiten.

2.5.2.3 Speicherung

Auf Schwankungen in der alimentaren Kupferversorgung reagiert der tierische Organismus
durch eine veranderte Kupferabsorption im Darm, Kupferspeicherung in der Leber oder biliare
Kupfersekretion. Welcher dieser Kontrollmechanismen starker ausgepragt ist, hangt von der
Spezies ab. Grundsatzlich lasst sich aber feststellen, dass Nicht-Wiederkauer, die unter
natlrlichen Bedingungen selten Kupfermangelerkrankungen entwickeln, vergleichsweise
schlechte Kupferspeicherer sind. Bei einem Uberangebot an Kupfer in der Nahrung reagieren
sie mit verminderter Kupferaufnahme oder erhdhter Elimination, sodass der Kupferspiegel in
der Leber konstant niedrig gehalten wird. Wiederkauer hingegen, die als Herbivoren aufgrund
ihrer Verdauungsphysiologie eher dem Risiko einer Kupfermangelerkrankung ausgesetzt sind,
scheinen relativ schwache Kontrolimechanismen fiir eine verminderte Kupferresorption bzw.
erhdhte Elimination aufzuweisen. Sie kdnnen Uberschissiges Kupfer dafiir im Gegensatz zu
anderen Spezies grofiziigig speichern (Suttle 2010). Abbildung 5 veranschaulicht die
unterschiedliche Kupferspeicherfahigkeit von Wiederkauern und Nicht-Wiederkauern anhand
einer Grafik von Suttle (2010).
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Abbildung 5: Unterschiede in der Kupferspeicherfahigkeit der Leber zwischen Wiederkauern
(Kalb, Schaf) und anderen Spezies (Schwein, Ratte, Huhn); Quelle: Suttle (2010), modifiziert

Als Speichermechanismus dient vorrangig die Akkumulation von Kupferionen in
verschiedenen subzellularen Kompartimenten der Hepatozyten (Lépez-Alonso et al. 2005,
Prohaska 2012). Lépez-Alonso et al. (2005) fanden heraus, dass sich bei Rindern mit
steigender Kupferkonzentration in der Leber das Verteilungsmuster innerhalb dieser
Zellkompartimente andert. So reichert sich Kupfer im Bereich physiologischer
Kupferkonzentrationen von 25-100 mg/kg Leber-Frischgewicht (Puls 1994) v.a. in
Mitochondrien und lysosomalen Vesikeln an. Mit steigendem Spiegel, Uber den
physiologischen Normbereich hinaus, scheint sich die Kapazitat dieser Kompartimente, Kupfer
zu sequestrieren, jedoch schnell zu erschépfen. Uberschiissiges Kupfer akkumuliert nun
vorrangig in Nucleus und Zytosol. Die mikrosomalen Kompartimente, Endoplasmatisches
Retikulum und Golgiapparat, spielen bei Rindern eher eine untergeordnete Rolle bei der
Kupferspeicherung (Lopez-Alonso et al. 2005).

Unter bestimmten Bedingungen scheint zusatzlich Metallothionein als Speicherprotein fir
Kupfer zu dienen. So bindet es bei einem Uberangebot an Kupfer die aus der Nahrung
absorbierten Kupferionen temporar im Zytosol des Enterozyten (Collins et al. 2010). Bei
Kupfermangel wiederum fungiert es in der Leber als Speicherpool fur Kupfer aus degradierten,
weniger wichtigen Cuproenzymen, um es bei Bedarf fir die Synthese von wichtigeren

Cuproenzymen, wie beispielsweise der SOD, bereitzustellen (Suzuki et al. 2002).

2.5.2.4 Elimination

Die renale Elimination von Kupfer ist eher gering ausgepragt, da es als kationisches

Spurenelement eine starke Bindung an Proteine aufbaut und damit kaum in der Niere filtriert
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werden kann (KirchgeRner 2014). Laut Suttle (2010) erfolgt die renale Elimination unabhangig
vom Ausmal der Kupferaufnahme oder der Kupferkonzentration im Kérper in gleichbleibender
Hohe und ist daher zur Regulation der Kupferhomdostase bei Versorgungsschwankungen
ungeeignet.

Die Haupteliminationsroute stellt die bilidre Exkretion dar. Uber das Chaperon Atox1 wird Cu*
zunachst auf ATP7B Ubertragen und gelangt so in das Golgi-Netzwerk des Hepatozyten.
Durch anschlieliende Abschnirung kupferbeladener Vesikel und deren Fusion mit der
kanalikularen Membran wird Uberschissiges Cu* Uber Exozytose an das Gallengangsystem
der Leber abgegeben. Mit der Gallenflissigkeit gelangt Cu* schlie8lich in den Darm, wo es
Uber Reabsorption entweder recycelt oder mit den Faeces ausgeschieden wird. Spezifische
kupferbindende Proteine im Hepatozyten, COMMD1 und XIAP, fungieren wahrscheinlich als
Regulatoren des Kupferefflux. Man vermutet, dass bei intrazellularem Kupferiiberschuss durch
Interaktion mit COMMD1 die Translokation von ATP7B vom Golgi-Netzwerk an die
kanalikulare Membran des Hepatozyten stattfindet. Dort verankert, kann ATP7B Uberzahlige
Cu*-lonen Uber aktiven Transport in den Gallengang pumpen und férdert somit deren biliare
Exkretion. XIAP wiederum reguliert vermutlich die Ubiquitinierung und proteasomale
Degradation von COMMD1 und mindert dadurch den Kupferefflux (Collins et al. 2010,
Prohaska 2012). Der genaue molekulare Wirkungsmechanismus von COMMD1 und die Frage
nach seiner Rolle bei der Degradation von ATP7B bleiben jedoch ungeklart (Fedoseienko et
al. 2014). Auch gilt es noch 2zu untersuchen, wie der beschriebene bilidre
Eliminationsmechanismus speziell beim Rind reguliert ist. Die hohe Kupferspeicherfahigkeit
der Rinderleber lasst vermuten, dass er entweder erst bei einer wesentlich hdheren
intrazellularen Kupferkonzentration anspringt als in den Hepatozyten von Nicht-Wiederkauern
und/oder der Umfang der Elimination vergleichsweise niedrig ist.

Bei laktierenden Tieren wird ein Grolteil des intestinal resorbierten albumin- oder a2-
Makroglobulin-gebundenen Kupfers nicht von der Leber aufgenommen, sondern direkt zur
Milchdrise transportiert. Grund hierfir ist vermutlich eine laktationsbedingte Down-
Regulierung von Kupferimportern in der Leber bei gleichzeitiger Up-Regulierung in der
Milchdriise (Moriya et al. 2008). Kelleher und Lénnerdal (2006) beobachteten bei In-vitro-
Versuchen an Milchdrisenepithelzellen von Mausen eine erhdhte Expression von CTR1 und
ATP7A an der basolateralen Membran unter dem Einfluss von Prolaktin. Das Hormon, das
beim laktierenden Tier die Milchsekretion anregt, scheint also gleichermallen auf die
Zusammensetzung der Milch bzgl. deren Kupfergehalt Einfluss zu nehmen und diesen zu
erhoéhen. Mit fortschreitendem Laktationsstadium nimmt der Kupferspiegel in der Milch ab, was
Kelleher und Lénnerdal (2006) in ihrem Versuch mit einer verminderten Expression von
ATP7B an der luminalen Membran von Drisenepithelzellen assoziierten. Welche molekularen

Mechanismen jedoch genau hinter der Regulation der Kupfersekretion in die Milch stecken,
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bleibt, auch speziell beim Rind, noch zu klaren. Die Ergebnisse eines Futterungsversuchs mit
Milchkiihen von Schwarz und KirchgeRRner (1978), bei dem auch nach hohen nutritiven
Kupferzulagen keine Erhéhung der Kupferkonzentration in der Milch festgestellt werden
konnte, lasst jedoch darauf schlief3en, dass die Elimination des Spurenelements tber die Milch
keine bedeutende Rolle spielt. Abbildung 6 stellt die Dynamik des Kupferstoffwechsels von der
Kupferaufnahme tber die Verteilung im Organismus bis hin zur Exkretion nochmals graphisch
dar.
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Abbildung 6: Dynamik des Kupferstoffwechsels beim Rind; Quelle: eigene Darstellung
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2.6 Bedarf und Versorgungsempfehlungen

Der Kupferbedarf einer Milchkuh kann grundsatzlich auf zwei verschiedene Arten ermittelt
werden. Eine Methode stellt die faktorielle Bedarfskalkulation dar. Hierbei wird unter
Berticksichtigung verschiedener Einflussfaktoren wie der Leistung, dem Alter und Gewicht des
Tieres, der Absorbierbarkeit von Kupfer aus dem Futter, der zu erwartenden Verluste sowie
der intermediaren Verwertung des Spurenelements die Bedarfsmenge pro Tier und Tag
berechnet. Die Ergebnisse, die der US-amerikanische National Research Council (NRC) flr
Milchvieh kalkuliert hat, sind in Tabelle 6 dargestellt (National Research Council 2001).

Tabelle 6: Kupferbedarf von Milchvieh gemaf faktorieller Bedarfsableitung des NRC
(2001)

Tiergruppe Kupferbedarf (mg/Tag)
Farse 72,6

300 kg KGW; 0,7 kg Lebendtagzunahme
Kalbin 152

500 kg KGW; 0,5 kg Lebendtagzunahme;
250. Trachtigkeitstag

Kuh 313
650 kg KGW; 40 kg Milch/Tag
Kuh 163,5

650 kg KGW; 270. Trachtigkeitstag
KGW=K®érpergewicht

Die zweite Methode ist die Ermittlung eines bedarfsgerechten Kupfergehalts im Futtermittel
Uber sog. Dosis-Wirkungs-Versuche. Hierbei wird unter Verabreichung unterschiedlicher
Kupferdosen beobachtet, welche Kupferzufuhr optimale Leistung und Tiergesundheit
gewahrleistet und ab welcher Dosis Mangel- oder Vergiftungssymptome auftreten. Aus den
Ergebnissen werden anschlieRend Versorgungsempfehlungen abgeleitet. In Ermangelung
belastbarer experimenteller Daten zu unvermeidbaren Verlusten und intermediarer
Verwertung wird diese Methode der faktoriellen Bedarfsableitung meist vorgezogen
(Kirchgel3ner 2014). Zahlreiche Autoren empfehlen eine Konzentration von 10-15 mg Cu/kg
TM im Futtermittel, um den taglichen Bedarf bei Rindern zu decken (Puls 1994, Matzke 1995,
Jeroch et al. 1999, Dirksen et al. 2006, Meyer et al. 2014, Bayerische Landesanstalt fir
Landwirtschaft 2017). Bei Kéalbern sollen 2-4 mg Cu/kg TM im Milchaustauscher und bei

Jungrindern 4-6 mg Cu/kg TM ausreichen. Bei hohem Anteil an Antagonisten im Grundfutter
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wird eine Erhéhung auf 20 mg Cu/kg TM als sinnvoll erachtet (Hofmann 2005). Bei diesen
Versorgungsempfehlungen sind bereits Sicherheitszuschlage mit eingerechnet, da die
Konzentration an bioverfugbarem Kupfer im Grundfutter stark variieren kann und die
tatsachlich absorbierbare und im Intermediarstoffwechsel verwertbare Kupfermenge oftmals
geringer ausfallt als der analytische Gehalt des Spurenelements im Futter (vgl. Kap. 2.4). Die
Kupferkonzentration einer Ration sollte daher immer bis zur Héhe der Versorgungsempfehlung
erganzt werden (KirchgelRner 2014). Um negative Effekte auf die Absorbierbarkeit zu
verhindern, schlagt Puls (1994) zudem vor, den Kupfer-Molybdan-Quotient im Futter bei
mindestens 3,0 und idealerweise bei 6,0 bis 10,0 zu halten.

Auch wenn bei den Versorgungsempfehlungen nicht zwischen einzelnen Rinderrassen
unterschieden wird, finden sich in der Literatur zahlreiche Hinweise darauf, dass der
Kupferbedarf rasseabhangig schwankt. Nach Puls (1994) ist der Bedarf bei Shorthornrindern
am geringsten und steigert sich jeweils bei den Rassen Hereford, Charolais, Galloway und
Simmental, wobei Simmentalrinder den vergleichsweise héchsten Bedarf aufweisen sollen.
Mullis et al. (2003) stellten ahnliche Vermutungen an. In einem Fltterungsversuch mit Angus-
und Simmentalrindern beobachteten sie, dass Simmentalrinder unter gleichen Bedingungen
einen deutlich geringeren Kupferspeicher in der Leber entwickelten als Angusrinder. Hieraus
leiteten sie ab, dass bei Simmentalrindern der tagliche Bedarf hoher liegen muss. Nach Puls
(1994) ist er sogar doppelt so hoch wie bei Angusrindern. Miranda et al. (2006) verglichen in
einer Region Nordspaniens den Kupfergehalt in Lebern geschlachteter Kalber der Rassen
Holstein-Friesian und Galizisches Blondvieh und stellten dabei fest, dass Holstein-Friesian-
Kélber einen signifikant hoheren Leberkupfergehalt aufwiesen als das Galizische Blondvieh.
Als vermutliche Ursachen kommen genetisch bedingte Unterschiede im Kupfermetabolismus
bzw. der Speicherfahigkeit und Exkretion des Spurenelements bei den einzelnen Rinderrassen
in Frage.

Nutzungsrichtung und Leistung haben laut Suttle (2010) wenig zusatzlichen Einfluss auf den
Optimalbedarf, was er damit begriindet, dass der Kupfergehalt in den Leistungsprodukten
vergleichsweise gering ist. Die Richtwerte von Puls (1994) flrr einen adaquaten Kupfergehalt
in Milch (0,05-0,60 mg/l) und Muskel (1,2 — 1,5 mg/kg) bestatigen dies.

Liegt die Versorgung unter- oder oberhalb der empfohlenen Menge, leiden Gesundheit und
Leistung des Tieres. Je nach Ausmal} der Fehlversorgung wird zwischen folgenden Bereichen

unterschieden (KirchgeRRner 2014):

e Mangelversorgung: geringe Spurenelementzufuhr, die sich in  klinischen
Mangelsymptomen manifestiert
¢ Minimalbedarf: Spurenelementmenge, die zwar keine Mangelsymptomatik hervorruft,

aber auch keine maximale Leistung gewahrleistet (z.B. fehlende Reserven)
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o Optimalbedarf: Spurenelementmenge zur Optimierung der Leistung und Reserven

o Empfehlung: Optimalbedarf zuzlglich Sicherheitszuschlag fir schwankenden
Nettobedarf und wechselnde Verwertung des Spurenelements im Futter

e Bereich pharmakologischer Wirkung: Spurenelementmenge oberhalb der Empfehlung,
die eine Leistungssteigerung bewirkt (fir Kupfer bei wachsenden Schweinen bekannt,
beim Rind nicht nachgewiesen)

e Toxischer Bereich: Spurenelementmenge, die Vergiftungssymptome auslost, da die vom
Tier tolerierbare Menge berschritten wird und sich das Spurenelement nach Erliegen der

homdostatischen Kompensationsmechanismen im Kérper anreichert

2.7 Kupfermangel
2.7.1 Vorkommen und Bedeutung

Kupfermangel (Hypocuprose) stellt als zweithaufigster Spurenelementmangel bei Rindern ein
weltweites Problem dar (Heimberg und Holsteg 2007). Er tritt, wie Veroffentlichungen aus
zahlreichen Landern belegen, vor allem bei Weidetieren auf und kann neben Rindern vor allem
auch Schafe betreffen (Suttle 2010). Neal et al. (1931) berichteten bereits im Jahr 1931 Gber
Ursachen und Folgen von Kupferdefizienz bei Rinderbestanden im US-Staat Florida und
reklamierten die erste wissenschaftliche Veroffentlichung Uber das Vorkommen dieser
Erkrankung fur sich. Auf dem sudamerikanischen Kontinent gilt das weite Talbecken des
Salado-Flusses in der Provinz von Buenos Aires, Argentinien, als Gebiet fur endemischen
Kupfermangel bei Millionen von extensiv gehaltenen Rindern (Abba et al. 2000). Uber die
Bedeutung der enzootischen Ataxie bzw. Swayback-Erkrankung in Island, die hohe Verluste
bei Lammern forderte, berichteten Palsson und Grimsson (1953). Ursachlich war hierbei die
Weidehaltung der Mutterschafherde auf kiistennahen, seegrasreichen Standorten. Seegras
kann, wie mittlerweile bekannt ist, durch seinen hohen Molybdangehalt die Kupferabsorption
drastisch reduzieren und Hypocuprose verursachen. Auch aus anderen Teilen der Welt, wie
beispielsweise aus Agypten (Saleh et al. 2008), Neuseeland (Griffiths et al. 2007), Indien
(Sharma et al. 2005) und Europa wird vom Auftreten der Hypocuprose bei Rindern und
Schafen berichtet. Eine belgische Studie von Guyot et al. (2009) ergab, dass 70 % der
untersuchten Fleischrindherden und 48 % der Milchviehherden, die aufgrund erhdhter
Mortalitatsraten, haufiger Fruchtbarkeitsstérungen und anderer Erkrankungen als ,kranke
Herden" eingestuft wurden, einen mangelhaften Kupferstatus aufwiesen. Enjalbert et al. (2006)
untersuchten in einer ahnlich konzipierten Studie die Spurenelementversorgung von tiber 2000
Rinderbestanden in Belgien und Frankreich. Aus ihren Ergebnissen schlussfolgerten sie, dass

insbesondere Kalber von Kupferdefizienz betroffen waren und bewerteten dies als Mitursache
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fur erhdhte perinatale Mortalitatsraten. In Deutschland gilt gemaR Bauer et al. (2014) vor allem
der Norden des Landes aufgrund seiner geologischen Besonderheiten als
Kupfermangelregion. Im Jahr 2005 wurden durch den Rindergesundheitsdienst von
Nordrhein-Westfalen in 55 Betrieben Blutproben von Hochleistungskiihen, Erstkalbinnen und
Jungrindern untersucht, wobei die beiden letzteren zuvor Uberwiegend auf der Weide gehalten
wurden (Heimberg und Holsteg 2007). Wahrend der Blutkupferstatus bei ber 90 % der Kiihe
mit zwei oder mehr Laktationen als gut beurteilt wurde, fiel der Blutkupferspiegel bei
Erstkalbinnen und Jungrindern signifikant niedriger aus - bei Jungrindern sogar soweit, dass
die Versorgung von nahezu 50 % der Tiere als mangelhaft eingestuft wurde. Die Studie ergab
deutliche Hinweise darauf, dass die Kupferversorgung alters- und damit v.a. haltungsabhangig
ist. Wahrend die Versorgung von aufgestallten Tieren durch Einmischung von
Mineralerganzungsfutter in die Totale Mischration (TMR) sehr gut gewahrleistet werden kann
und die Versorgungsempfehlung hierdurch teils sogar um ein Vielfaches Uberschritten wird,
wie die Studie von Steinhéfel et al. (2013) in sachsischen Milchviehbetrieben zeigte, sind
extensiv oder saisonal auf der Weide gehaltene Tiere vom Spurenelementgehalt des
Grundfutters abhangig — eine Problematik, deren Bedeutung bereits haufig in
landwirtschaftlichen Zeitschriften thematisiert wurde (Top Agrar Online 2006, 2007a, 2007b,
Engels 2007, 2014).

2.7.2 Atiologie und Pathogenese

Atiologisch gilt es zwischen dem primaren und dem sekunddren Kupfermangel zu
unterscheiden. Ein primarer Kupfermangel liegt vor, wenn die Kupferkonzentration im Futter
zu gering ist, um eine bedarfsdeckende Versorgung des Tieres zu gewahrleisten. Je nach
Bodenbeschaffenheit reichern manche Futterpflanzen nur geringe Kupfermengen an (vgl.
Kap. 2.3), was insbesondere wahrend der Weideperiode zu Schwankungen in der
Spurenelementversorgung der Tiere fihrt. Leckeimer mit Mineralfutter, die an betroffenen
Standorten aufgestellt werden, um den Spurenelementgehalt des Grundfutters zu erganzen,
werden oftmals nicht in ausreichendem Malie angenommen, um einer Mangelerkrankung
vorbeugen zu kdnnen (Heimberg und Holsteg 2007).

Im Gegensatz hierzu ist bei einem sekundaren Kupfermangel zwar die Konzentration im Futter
ausreichend. Gleichzeitig ist jedoch der Gehalt an Kupferantagonisten wie Molybdan,
Schwefel, Eisen und Calcium so hoch, dass die Absorbierbarkeit von Kupfer drastisch
reduziert wird (vgl. Kap. 2.4). Den im Pansen durch Molybdan und Schwefel gebildeten
Thiomolybdaten kommt hierbei eine besondere Rolle zu. So gilt es mittlerweile als gesichert,
dass sie nicht nur die Kupferabsorption im Darm herabsetzen. Sie kdnnen, sofern im Pansen

kein freies Kupfer zur Komplexbildung verflgbar ist, auch tber die Pansen- oder Darmwand
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absorbiert werden und eine Thiomolybdatvergiftung des Organismus auslésen (Gould und
Kendall 2011).

GEWEBE
Cuproenzyme «
MoS, , CuproenzymMoS,,

SMOX\

Abbildung 7: Mechanismus der Thiomolybdatvergiftung: Aus Pansen oder Darm absorbierte
Thiomolybdate binden an Cuproenzyme im Gewebe und mindern hierdurch deren Aktivitat.
MoS, = Thiomolybdat (MoQO4.,Sx? mit n = 1-4 fir Mono-, Di-, Tri- oder Tetrathiomolybdat);
Quelle: eigene Darstellung nach Angaben von Gould und Kendall (2011)

Die Pathogenese einer Hypocuprose besteht, unabhéngig von der Atiologie, in einem
Funktionsverlust der einzelnen Cuproenzyme (Hamza und Gitlin 2002). Diese kénnen im Falle
eines primaren oder sekundaren Kupfermangels nur in ungenigendem Malie synthetisiert
werden, da Kupfer als essentieller Baustein infolge ungentigender Zufuhr absorbierbarer lonen
Uber die Nahrung und durch Erschépfung des Leberspeichers fehlt. Im Falle der
Thiomolybdatvergiftung, bei der streng genommen gar kein Kupfermangel vorliegt (Gould und
Kendall 2011), binden absorbierte Thiomolybdate an Kupfer in bereits vorhandenen
Cuproenzymen wie CP, CCO, SOD oder TY und mindern hierdurch deren Aktivitat
(Chidambaram et al. 1984). Tabelle 7 gibt eine Ubersicht liber mogliche pathologische Folgen.
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Tabelle 7: Folgen einer gestérten Cuproenzymaktivitat durch Kupfermangel

NAME PATHOLOGIE LITERATUR

(Abkiirzung)

Caeruloplasmin Gestorter Eisenefflux aus der Zelle: (Hellman und

(CP, GPI-CP) — intrazellulare Eisenakkumulation in Organen Gitlin 2002,
wie Leber, Milz, Pankreas und Gehirn Collins et al.
— Neuropathie, Hamoglobinsynthese | 2010, Suttle

Cytochrom-C-
Oxidase
(CCO)

(Di-)Aminoxidasen

(AO, DAO)

Dopamin-[3-
Monooxygenase
(DBM)

Hephaestin
(HEP)

Lysyloxidase
(LO)

28

gestorte Zellatmung und ATP-Synthese:
— Neuropathie, Kardiomyopathie, Hepatopathie
Ein vollstandiger Funktionsverlust wirkt sehr

wahrscheinlich letal.

gestdrte Freisetzung von Aldehyden, NHs und
H.O,, gestortes Leukozytentrafficking /
Lymphozytenhoming:

— Schwachung von Entziindungsreaktionen und

der Immunantwort im Allgemeinen

gestorte Katecholaminbiosythese:

— embryonale Entwicklungsstorungen: letale
Wirkung bei Mauseembryos mit DBM-
Gendeletion

— Verhaltensstérungen?

gestorter Export intestinal resorbierten Eisens in
den portalen Blutstrom:
— Eisenretention im Darm,

Hamoglobinsynthese |

gestdrte Bindegewebssynthese:
— erhohte Fragilitdt von Gefallwanden,

Osteoporose, Arthropathie

2010, Mostad
und Prohaska
2011)
(Hamza und
Gitlin 2002,
Rassow 2016,
Prohaska
2012)
(Brazeau et al.
2004, Stolen et
al. 2005,
Prohaska
2012)

(Thomas et al.
1995, Suttle
2010,
Prohaska
2012)

(Kuo et al.
2004, Collins
et al. 2010,
Prohaska
2012)
(Kagan und Li
2003, Suttle
2010)
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Peptidylglycin-a- gestorte Aktivierung von Peptidhormonen, wie (Bousquet-
amidating bspw. Calcitonin, Gastrin, Thyrotropin releasing Moore et al.
Monooxygenase Hormon und Vasopressin 2010,
(PAM) Prohaska
2012)
Superoxid- — Oxidativer Stress durch reduzierte (Boyne und
Dismutasen Umwandlung von Superoxid O% zu Arthur 1981,
(SOD1, EC-SOD)  Wasserstoffperoxid H2O2 Xin et al. 1991,
— gestoérte Vasotonusregulation (EC-SOD- Fattman et al.
Mangel) 2003,
Prohaska
2012)
Thioloxidase gestdrte Bildung von Disulfidbriicken in Proteinen: (Suttle 2010)
(TO) — Verlust von Haar- und Wollstarke
Tyrosinase gestdrte Melaninsynthese: (Suttle 2010,
(TY) — Depigmentierung des Haarkleids Prohaska
2012)
Zyklopen gestorter Eisenmetabolismus in der Plazenta: (Chen et al.
(Zp) — fetale Anamie 2010,
Prohaska
2012)

Der Aktivitatsverlust der einzelnen Enzyme hangt natlrlich vom Ausmaf} und der Dauer der
Kupfermangelsituation ab. So schreibt Suttle (2010), dass das Enzym CCO in den einzelnen
Geweben normalerweise im Uberschuss vorhanden ist und daher bei Kupfermangel keine
sofortige Beeintrachtigung der Zellatmung eintreten muss. Auch die SOD-Aktivitat muss nicht
notwendigerweise reduziert sein. Hierbei kommt vermutlich dem kupferbindenden Protein MT
eine besondere Rolle zu. Wahrend es bei ausreichender Kupferversorgung im Organismus
nur wenig Kupfer bindet, fungiert es bei Hypocuprose in der Leber als eine Art Sammelstelle
fur Kupferionen: Weniger wichtige Cuproenzyme werden abgebaut, um die dabei anfallenden
Kupferionen fur die Synthese wichtigerer Cuproenzyme bereitzustellen. MT sequestriert diese
Kupferionen vorubergehend und Ubertragt sie anschlieRend auf die Chaperone CCS und
Cox17. Metallierung und Aktivitat der Cuproenzyme SOD-1 und CCO bleiben dadurch auch

im Falle schweren Kupfermangels zunachst erhalten (Suzuki et al. 2002).
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2.7.3 Klinik

Das klinische Bild eines Rindes mit manifester Hypocuprose umfasst, abhangig vom

Aktivitatsverlust der obengenannten Cuproenzyme, folgende Symptomatik:

Fellveranderungen

Verandertes Fellwachstum in Verbindung mit sproder, gewellter Haarstruktur gilt als eines der
ersten auleren Anzeichen von Kupfermangel. Hinzu kommt der Verlust der Fellfarbe
(Achromotrichie) - bei Rinderrassen mit pigmentiertem Fell das vermutlich augenscheinlichste
Symptom. Durch Ergrauen von schwarzem oder Erbleichen von braunem Haar kann es
insbesondere rund um die Augen zur Bildung einer sogenannten Kupferbrille kommen
(Heimberg und Holsteg 2007, Suttle 2010).

Lahmbheit

Stellungsanomalien der Extremitaten und abnorme Gangarten bis hin zu schmerzhaften
Lahmheiten entstehen bei schweren Hypocuprosen als Folge von Knochenanomalien und
Bindegewebsschwachen in Sehnen und Bandern. Bei im Wachstum befindlichen Jungtieren
ist insbesondere die enchondrale Ossifikation gestort. Osteochondrose, rachitisahnliches
ungleichmaRiges Knochenwachstum (Suttle 2010) und druckempfindliche Auftreibungen im
Bereich der distalen Epiphysenfuge von Metacarpus und Metatarsus (Smith et al. 1975)
koénnen als Folgeschaden auftreten. Das Ausmal’ der morphologischen Knochenanomalie ist
hierbei abhangig von Faktoren wie der Wachstumsrate und dem Kdérpergewicht zum Zeitpunkt
des Kupfermangels. Bei adulten Rindern kann Osteoporose mit erhéhter Pradisposition flr
spontane Knochenfrakturen beobachtet werden (Suttle 2010). So ergaben die
Untersuchungen von Dittmer et al. (2016) zur Pathophysiologie von Humerusfrakturen bei
Erstkalbinnen, dass ein Teil der betroffenen Tiere zeitgleich mangelhafte

Kupferkonzentrationen in der Leber aufwies.

Kardiovaskulare Stérungen und Anamie

Bennets und Hall (1939) berichteten bereits im Jahr 1939 von plétzlichen Todesfallen durch
Herzversagen bei australischen Milchkiihen, die auf kupferarmem Grasland gehalten wurden
und einen niedrigen Kupferstatus aufwiesen. Da die Kiihe, zumeist beim Gang zum Melken
oder zurick zur Weide, scheinbar unvermittelt in sich zusammenbrachen und starben, erhielt
die Erkrankung den Namen ,Falling-Disease®. Sie erreichte saisonal Mortalitatsraten von bis
zu 40 % einer Herde (Bennets und Hall 1939, zitiert nach Klevay 2000 und Suttle 2010).
Wahrend Bennets und Hall (1939) es damals noch flir unwahrscheinlich hielten, dass der
Kupfermangel der Tiere die Ursache flr das Herzversagen war, ist heute bekannt, dass ein
Aktivitatsverlust wichtiger kardialer Cuproenzyme wie LO, DBM, CCO, PAM oder SOD1 die
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Herzkreislauffunktion in hohem Male schwachen kann. Die méglichen Stérungen reichen von
Herzrhythmusstérungen, Hypertonie bis hin zu Kardiomegalie, Kardiomyopathie sowie zu
Herzkammer- und Gefalrupturen (Mills 1987, Prohaska 2012).

Auch die mit schwerer chronischer Hypocuprose einhergehende Anamie férdert die
Herzkreislaufinsuffizienz und mindert die Leistung des Tieres. Betroffene Rinder leiden an
einer hypochromen, makrozytaren Anamie (Suttle 2010), die auf der komplexen Verwobenheit
von Kupfer- und Eisenstoffwechsel beruht. Man vermutet, dass die Hamoglobinsynthese

kupferabhangig ist. Die genauen Mechanismen sind jedoch ungeklart (Collins et al. 2010).

Erhohte Disposition fur Infektionserkrankungen

Schwere Kupfermangelerkrankungen gehen haufig mit einem erhéhten Infektionsrisiko einher
(Stabel et al. 1993, Prohaska 2012). Die zugrunde liegenden Mechanismen werden in der
Literatur kontrovers diskutiert, wobei es als sehr wahrscheinlich gilt, dass durch Hypocuprose
die unspezifische Immunantwort geschwacht wird (Minatel und Carfagnini 2000). So erleiden
beispielsweise Makrophagen (Saker et al. 1998) und neutrophile Granulozyten (Spears 2000)
einen Verlust ihrer antimikrobiellen Aktivitat, was vermutlich mit dem Cuproenzym SOD1
zusammenhangt (Xin et al. 1991). Bei schwerer Kupferdefizienz ist die Aktivitat von SOD1 im
Zytosol der Immunzellen reduziert. Hierdurch kénnen sich Superoxid-Radikale, die zuvor im
Phagolysosom gebildet wurden, anreichern und durch oxidative Schadigung einen
Funktionsverlust der Immunzelle hervorrufen. Gleichzeitig wird bei schwacher SOD1-Aktivitat
weniger H>O, gebildet, welches im Phagolysosom in Hydroxid-lonen und freie Hydroxyl-
Radikale gespalten wird. Letztere dienen wie Superoxid dem respiratorischen Burst. Ist ihre
Konzentration erniedrigt, wirkt sich dies negativ auf die Zerstérung des phagozytierten
Erregers aus (Jones und Suttle 1981, zitiert nach Minatel und Carfagnini 2000). White et al.
(2009) vermuten darlber hinaus, dass fir die Freisetzung der Hydroxyl-Radikale im
Phagolysosom Kupfer als Katalysator notwendig ist — ein weiterer Grund fir die Schwachung
des respiratorischen Burst bei Kupfermangel (vgl. Abb. 4 Makrophage und Kap. 2.5.2.2).

Neben reduzierter phagozytarer Aktivitdt von Neutrophilen oder Makrophagen kann bei
Hypocuprose auch die Produktion von Zytokinen verandert sein — Stoffen, die an der
Steuerung der Immunantwort maf3geblich beteiligt sind. So zeigte die Studie von Torre et al.
(1995), dass mononukleéare Zellen, die aus Blutproben von kupferdefizienten Rindern isoliert
wurden, in vitro signifikant weniger Interferone und Interleukin 2 produzierten als Zellen der
kupfersupplementierten Kontrollgruppe. Im Versuch von Gengelbach et al. (1997) wiesen
Kalber mit adaquater Kupferversorgung nach einer experimentellen Infektion mit Bovinen
Rhinotracheitis Viren einen héheren Plasmaspiegel an Tumornekrosefaktor (TNF) auf als

Kélber mit sekundarem Kupfermangel.
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Scaletti et al. (2003) beurteilten den Effekt der Kupferversorgung auf den Verlauf einer
experimentellen E.coli-Mastitis bei erstlaktierenden Holstein-Friesian Kihen. Die Milchproben
der Kihe, die eine Ration mit 20 mg Cu/kg TM von Tag 60 a. p. bis Tag 42 p. p. erhalten
hatten, wiesen weniger somatische Zellen und E.coli- Bakterien auf als die von Tieren der
Kontrollgruppe, deren Ration nur 6,5 mg Cu/kg TM enthielt. Die Dauer der Mastitis war bei
beiden Gruppen gleich. Jedoch zeigte die erste Gruppe schwachere klinische Anzeichen, was
die Vermutung zulieR, dass sich eine adaquate Kupferversorgung mildernd auf den

Krankheitsverlauf auswirkte.

Fruchtbarkeitsstorungen

Fruchtbarkeitsstérungen stellen insbesondere bei Milchvieh ein komplexes, multifaktorielles
Problem dar, an dem auch ein mangelhafter Kupferstatus beteiligt sein kann. So férdert
Hypocuprose bei betroffenen Herden das Auftreten von Stillbrunst, Gelbkérperschwache,
Aborten und embryonalem Fruchttod. Von chronischem Kupfermangel betroffene Herden
fallen insbesondere durch einen hdheren Besamungsindex auf (Hofmann 2005, Heimberg und
Holsteg 2007).

Wachstums- und Leistungsdepression bei Kalbern

In einem Ftterungsversuch beobachteten Suttle und Angus (1976) bei Jersey-Kalbern, die ab
dem dritten Lebenstag Milchaustauscher mit lediglich 0,8 mg Cu/kg TM und ab der sechsten
Lebenswoche Futter mit 1,3 mg Cukg TM erhalten hatten, deutliche
Wachstumsverzdgerungen (ca. 30 %) im Vergleich zur Kontrollgruppe, deren Ration nach dem
Absetzen mit 7 mg Cu/kg TM erganzt worden war. Wahrend bei dieser Studie die Ausbildung
eines primaren Kupfermangels als Ursache fir die niedrigen Lebendtagzunahmen angesehen
wurde, steht nach Ansicht anderer Autoren fir die Wachstumsverzégerung vielmehr die
Wirkung von Kupferantagonisten wie Molybdan (Gengelbach et al. 1994) oder Mangan
(Hansen et al. 2009) im Vordergrund. Die zugrunde liegenden Mechanismen der
Wachstumsverzdégerung sind noch nicht hinreichend geklart. Jedoch kommen neben einer
erniedrigten Trockenmasseaufnahme (Hansen et al. 2009) auch organische Ursachen wie
Herzkreislaufinsuffizienz oder Anamie infrage, welche bei kupferdefizienten Kalber auftreten
und die kdrperliche Entwicklung beeintrachtigen kdnnen (Suttle und Angus 1976). In schweren
Fallen spricht man vom sog. Pine-Syndrom (=Dahinsiechen). Betroffene Kalber verenden

innerhalb von vier bis funf Monaten in kachektischem Zustand (Rosenberger et al. 1994).

Neurologische Stérungen/ Ataxie

Zentralnervése Ausfallerscheinungen durch Hypocuprose treten in erster Linie bei Schaf- und

Ziegenlammern infolge pra- und postnataler Entwicklungsstérungen der weilRen Substanz in
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GroB3hirn und Rickenmark durch Demyelinisierungsprozesse auf (Behrens et al. 2009). Eine
vergleichbare enzootische Ataxie bei Kalbern gilt als sehr selten (Hofmann 2005). Betroffene
Tiere zeigen nach korperlicher Anstrengung wie bspw. nach dem Treiben unkoordinierte
Bewegungen der Hintergliedmalen, fallen um oder verharren in hundesitziger Stellung bis
sich nach einiger Ruhezeit das Bewegungsmuster wieder normalisiert (Rosenberger et al.
1994).

2.7.4 Diagnostik

Da das klinische Bild eines an Hypocuprose erkrankten Rindes relativ unspezifisch sein kann,
sind zum Ausschluss von Differentialdiagnosen weiterfiihrende Untersuchungen notwendig.
Die Diagnostik einer Kupfermangelerkrankung gilt als komplex; die Eignung der verfigbaren
Untersuchungsmedien wird kontrovers diskutiert. Einen Goldstandard zur Evaluierung des
Kupferstatus einer Herde oder eines Einzeltiers gibt es bislang nicht (Laven et al. 2007).
Oftmals ist daher die Kombination einzelner Tests zur Diagnosesicherung einer Hypocuprose

notwendig.

2.7.4.1 Untersuchungsmaterial

e Bodenproben
Bodenproben kdnnen hilfreich sein, um eine Kupfermangelregion zu identifizieren. Da die
Aufnahme von Kupfer durch Futterpflanzen jedoch von vielen Faktoren beeinflusst wird,
kann auch bei hohen Bodenkupferwerten nicht automatisch auf eine adaquate

Anreicherung in den Futterpflanzen geschlossen werden (Guyot et al. 2009).

e Futterproben und Trankewasser
Nach eingehender Fitterungsanamnese kann im Verdachtsfall eine Futtermittelanalyse
durchgefiihrt werden. Kupfergehalte im Futter bzw. der TMR, die deutlich unterhalb der
Versorgungsempfehlung von 10 mg/kg TM liegen, kdnnen bereits einen klaren Hinweis auf
einen primaren Kupfermangel bei Rindern liefern. Um einen sekundaren Kupfermangel zu
diagnostizieren, muss jedoch neben dem Kupfergehalt auch der der Antagonisten, allen
voran Molybdan und Schwefel, im Futter Gberpruft werden (Guyot et al. 2009). So kann ein
Kupfer-Molybdan-Quotient von weniger als 3,0 (Puls 1994) auf einen sekundaren
Kupfermangel hinweisen. Da im Trankewasser ebenfalls Kupferantagonisten wie Eisen
oder Schwefel enthalten sein koénnen, sollten im Verdachtsfall auch hiervon Proben

analysiert werden.
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Blutproben

Blutprobenanalysen stellen die bislang meistgenutzte Methode dar, um den Kupferstatus
einer Herde oder eines Einzeltiers zu Uberprifen. Wahrend Vollblut Gblicherweise nicht zu
diagnostischen Zwecken herangezogen wird (Suttle 2010), gelten sowohl Plasma als auch
Serumproben als grundsatzlich geeignet, um einen Mangel anzuzeigen (Bauer et al.
2014). Es muss jedoch bedacht werden, dass Kupfer im Blut nicht als freies lon, sondern
proteingebunden transportiert wird. Bei der Blutgerinnung wird ein Teil dieser Proteine im
Koagulat gebunden, weshalb die Kupferkonzentration im Serum signifikant niedriger
ausfallt als im Plasma (Laven und Livesey 2006, Heggemann 2013). Laven et al. (2007)
halten aufgrund der Variabilitdit dieses gerinnungsbedingten Kupferverlustes
Plasmaproben flir besser geeignet als Serumproben. Plasma-Kupfer-Analysen liefern
ihren Studien zufolge die genaueren Ergebnisse und stellen insbesondere bei der
Erkennung einer marginalen Hypocuprose die sensitivere Methode dar. Unabhangig von
der Art der Blutprobe gilt es bei der Interpretation der Ergebnisse zu beachten, dass
Albumin und Caeruloplasmin neben ihrer Funktion als Kupfertransporter bzw. Cuproenzym
auch zu den Akute-Phase-Proteinen gehéren. Bei schweren Infektionserkrankungen kann
die Serumkonzentration von Caeruloplasmin beispielsweise um ein Vielfaches ansteigen
und so einen moglichen Kupfermangel des Tieres verschleiern. Negative Akute-Phase-
Proteine, zu denen auch Albumin gehort, sinken hingegen in Belastungssituationen und
mit ihnen auch die Serumkonzentration des gebundenen Spurenelements (Bauer et al.
2014). Suttle (1991) gibt auBerdem zu bedenken, dass Kupfer bei einer
Thiomolybdatvergiftung im Blut in Kupfer-Thiomolybdat-Protein-Komplexe eingebunden
sein kann. Das Spurenelement ist hierbei in scheinbar ausreichender Serumkonzentration
vorhanden, fir den Organismus jedoch nicht verfigbar. Gleichzeitig kdnnen Rinder einen
niedrigen Plasmakupfergehalt aufweisen, wahrend ihr Kupferspeicher in der Leber in
adaquater Konzentration vorliegt (Mulryan und Mason 1992). Im Zweifelsfall ist daher die

Kupferkonzentration in der Leber oder auch im Deckhaar zu untersuchen.

Leberbioptate

Spolders et al. (2008) stellten in einem 16-woéchigen Fitterungsversuch mit zwanzig
Milchkiihen eine signifikante Korrelation zwischen der Kupferaufnahme und der
Kupferkonzentration in der Leber fest. Wahrend Blutproben eher Momentaufnahmen des
Kupferstatus darstellen, spiegelt die Leber als Speicherorgan die
Spurenelementversorgung Uber einen langeren Zeitraum wider. Die Untersuchung eines
Leberbioptats dient daher der Absicherung einer Verdachtsdiagnose durch die
Blutkupferanalyse (Bauer et al. 2014) und ist nach Meinung einiger Autoren ohnehin die

Methode der Wahl, um eine Mangelversorgung aufzudecken (Maas 2007, Spolders et al.
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2008). Von Nachteil ist dabei jedoch die aufwandige Probenentnahme, weshalb gerade
bei groRen Herden lediglich stichprobenartige Einzeltieruntersuchungen stattfinden

konnen.

Haarproben

Auch die Kupferwerte im Deckhaar spiegeln die Spurenelementversorgung uber einen
langeren Zeitraum wider und kdénnen zur Abklarung niedriger Blutkupferwerte erganzend
untersucht werden. Von Vorteil sind hierbei die problemlose Probennahme, die gute
Haltbarkeit und die Lagerfahigkeit der Probe. Die Probenaufbereitung ist allerdings relativ
aufwandig. Da dem Haar anhaftende, teilweise in einen Fettfiim eingebettete
Verunreinigungen das Ergebnis stark verfalschen kénnen, muss vor der Analyse eine
sorgfaltige Reinigung mittels Atherextraktion und Spilung mit destilliertem Wasser
erfolgen (Bauer et al. 2014). Bei der Interpretation der Ergebnisse kommt erschwerend
hinzu, dass der Spurenelementgehalt im Haar zusatzlich von zahlreichen endogenen
Faktoren wie der Haarart, dem Haaralter und dem Trachtigkeitsstadium des Tiers sowie
von der Schnitttiefe bei der Probennahme beeinflusst wird (Anke und Risch 1979). Eine
mangelbedingte Abnahme der Spurenelementkonzentration im Haar kann zudem
unterschiedlich schnell oder trage erfolgen, weshalb eine Haarprobenanalyse nur als
zusatzliches Diagnostikum und nicht als alleinige Untersuchungsmethode des

Kupferstatus angeraten wird (Spolders et al. 2008).

Alternative Methoden: Untersuchung von Biomarkern

Alternativ zu den bereits genannten Methoden kdnnen bestimmte Biomarker bzw.
Enzymaktivitdten zur Analyse des Kupferstatus untersucht werden. Nach Suttle (2010)
liegt dann eine Hypocuprose vor, wenn der Kupferspeicher in der Leber und letztendlich
der Gesamtkupfergehalt im Organismus in dem MalRe gesunken sind, dass die Synthese
kupferabhangiger Enzyme nur noch eingeschrankt moglich ist. Es liegt daher nahe, zur
Beurteilung des Kupferstatus eines Tiers die Aktivitat ebendieser Enzyme im Koérper zu
messen.

Im Probenmedium Blut ist Kupfer fester Bestandteil des Cuproenzyms CP. Ca. 80 % des
Blutkupfers ist CP-gebunden (Laven et al. 2007), weshalb in der Literatur die Frage
diskutiert wird, ob die Messung der Enzymaktivitdt von CP ein geeigneter Ersatz fir die
Messung des Plasma- oder Serumkupfers sein konnte. Hierbei muss bedacht werden,
dass die Serum-CP-Aktivitat signifikant niedriger ist als die Plasma-CP-Aktivitat, wie
Paynter (1982) nachweisen konnte. Grund hierflir ist hochstwahrscheinlich die
Zugehdrigkeit von CP zu ebensolchen Proteinen, die wahrend der Blutgerinnung teilweise

im Koagulat gebunden und dadurch bei der Messung im Serum nicht vollstéandig erfasst
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werden kénnen. Da der Umfang der Bindung und damit des Verlusts zwischen 13 % und
40 % in Poolproben und bei Einzeltierproben sogar zwischen 10 % und 65 % variieren
kann (Paynter 1982), ist fraglich, ob eine Serum-CP-Analyse uberhaupt zuverlassige
Werte generiert und allgemeingultige Referenzwerte definiert werden kénnen (Laven et al.
2007). Zudem kann die CP-Aktivitat im Rahmen von Akute-Phase-Reaktionen oder unter
Ostrogeneinwirkung im Blut ansteigen und falsche Riickschliisse auf eine bessere
Kupferversorgung generieren (Prohaska 2012). Im Gegensatz hierzu reagiert der Gesamt-
Kupfergehalt im Plasma weniger empfindlich auf Entziindungsreaktionen, weshalb der
diagnostische Mehrwert einer CP-Messung gegeniber einer Plasma-Kupfer-Messung in
Frage gestellt wird (Laven et al. 2007). Die Bildung eines Quotienten aus der CP-Aktivitat
und der Blutkupferkonzentration soll derartige CP-Schwankungen relativieren (Bauer et al.
2014). Gleichzeitig soll der Quotient der Diagnose einer Thiomolybdatvergiftung dienen
und bei niedrigen Werten das Ausmal® der CP-Inaktivierung widerspiegeln. Die
kontroverse Diskussion um den diagnostischen Nutzen und die Verlasslichkeit dieser
Methode zeigt jedoch, dass fir die Etablierung des Quotienten noch erheblicher
Forschungsbedarf besteht (Telfer et al. 2006, Laven et al. 2007, Suttle 2008).

Die Aktivitatsmessung anderer Cuproenzyme wie der Plasma- DAO (Legleiter und Spears
2007) und der SOD1 in Erythrozyten oder Neutrophilen (Xin et al. 1991, Ward und Spears
1997, Suttle 2010) sowie die Bestimmung der mRNA von CCS in mononuklearen Zellen
des peripheren Blutstroms (Suttle 2010; Prohaska 2012) wurden ebenfalls auf ihre
jeweilige Eignung zur Bestimmung des Kupferstatus untersucht. Auch wenn Hepburn et
al. (2009) die Messung der SOD1-Aktivitdt als geeignetes Diagnostikum fir den
Kupfermangel beim Rind beschrieben haben, konnte sich bislang keine der genannten

Methoden als konventionelles Diagnostikum in der Rinderpraxis durchsetzen (Suttle 2010).

2.7.4.2 Organisation der Probennahme

Handelt es sich nicht um eine Einzeltieruntersuchung, sondern um die Ermittlung des
Kupferstatus einer Herde, kommt es auf die Organisation der Probennahme an, um
reprasentative Ergebnisse zu erhalten. An erster Stelle steht hierbei die Auswahl der
Probanden. Da Erkrankungen Einfluss auf den Kupfergehalt der Probe nehmen und die
Ergebnisse beispielsweise durch Akute-Phase-Reaktionen verzerren kénnen, sollten nur
klinisch gesunde Tiere berlcksichtigt werden. Diese Tiere sind in verschiedene
Leistungsgruppen einzuteilen. Bei Milchviehhaltungen empfiehlt sich die Zuordnung zur
Gruppe der Trockensteher (8 bis 3 Wochen a. p.), Vorbereiter (3 bis 0 Wochen a. p.),
Frischkalbinnen (0 bis 1 Woche p. p.), Kiihe zu Beginn der Frihlaktation (3 bis 5 Wochen p.
p.) und Kiihe am Ende der Frihlaktation (15 bis 18 Wochen p. p.). Diese fiinf Leistungsgruppen
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decken die Periode mit der hochsten metabolischen Belastung der Tiere von der
Trockenstehphase bis zum Ende der Frihlaktation ab — eine Zeit, in der die meisten
Rationswechsel stattfinden und somit die Stoffwechselparameter grolRen Schwankungen
unterworfen sind. Im Stichprobenverfahren sollten nun aus jeder Gruppe mindestens sieben,
fir eine hohere Reprasentativitat jedoch vorzugsweise zehn Kiihe ausgewahlt und beprobt
werden. Zur Kostenreduktion wird auch empfohlen, die Proben innerhalb einer Gruppe zu
poolen (Staufenbiel et al. 2004).

2.7.4.3 Analytische Methoden
2.7.4.3.1 Atomspektroskopie

Fur die Bestimmung von Kupfer in biologischem Material wird die Atomspektroskopie haufig
als Methode der Wahl bezeichnet. Sie umfasst alle spektroskopischen Verfahren, die der
qualitativen und quantitativen Bestimmung von chemischen Elementen dienen und auf
Absorption, Emission oder Fluoreszenz von Atomen beruhen (Latscha et al. 2004). Man

unterscheidet zwischen folgenden Methoden:

o Atomemissionsspektroskopie mit Flammen (AES)
Die AES oder auch Flammenphotometrie basiert auf einer Emissionspektralanalyse und
gehoért zu den meist genutzten Methoden zur Bestimmung von Elementen. Das
Probenmaterial wird als Lésung in eine Flamme eingespriht. Den zu bestimmenden
Atomen wird hierbei Warmeenergie zugefiihrt, die dafir sorgt, dass Ihre Valenzelektronen
kurzfristig auf ein hdheres Energieniveau angehoben werden. Beim Rickfall in den
Grundzustand geben sie die zugeflhrte Energie in Form von Lichtenergie ab und
emittieren ein fur das jeweilige Element spezifisches Spektrum, das photoelektrisch
gemessen werden kann. Die quantitative Messung des Elementgehalts in der Probe erfolgt

anschlielend mit einer Eichkurve (Latscha et al. 2004).

o Optische Emissions-Spektroskopie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-OES)
Statt durch Flammen werden die Atome hierbei durch sog. induktiv gekoppeltes Plasma
angeregt. Die Probenlésung wird zunachst in Argongas zerstaubt und anschlieend in sehr
heiles Argonplasma geblasen (Temperatur = 6000 bis 10 000 K). Freie Atome und lonen
werden dabei zu optischer Emission angeregt, was wiederum eine sowohl qualitative als
auch quantitative Analyse des zu untersuchenden Elements ermdglicht (Latscha et al.
2004).
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o Atomabsorptionsspektroskopie (AAS)

Das Messverfahren der AAS beruht auf Lichtabsorption durch Atome im Dampfzustand
und der Tatsache, dass jedes Element ein charakteristisches Strahlenspektrum
absorbieren oder emittieren kann. Die Probenlésung wird zunachst atomisiert, d.h. ihre
Bestandteile werden durch ein Zerstdubungssystem beispielsweise in eine Flamme
eingebracht und so in einzelne Atome Uberflhrt. Durch diese Atomwolke wird nun ein
Lichtstrahl mit einer bestimmten Wellenlange und Intensitat geschickt. Der Lichtstrahl
stammt von einer Hohlkathodenlampe, deren Kathode aus dem Element besteht, das
untersucht werden soll. Hierdurch ist es mdglich, genau das Linienspektrum
auszustrahlen, das fir das zu bestimmende Element charakteristisch ist und daher von
dessen Atomen in der Wolke absorbiert werden kann. Durch die Absorption der Strahlung
wird die Intensitat des Lichtstrahls geschwacht. Das Ausmal} der Schwachung ist messbar
und wird Uber eine Eichkurve ausgewertet. Je grélRer die Schwachung der Lichtintensitat,
desto hoher ist die Konzentration des zu untersuchenden Elements in der atomisierten
Probenldsung (Latscha et al. 2004).

2.7.4.3.2 Massenspektrometrie

Bei der Massenspektrometrie wird im Gegensatz zu den bisherigen Methoden kein von
Atomen absorbiertes oder emittiertes Licht gemessen, sondern das Auftreffen von lonen bzw.
der Massen auf einem Detektor. Die zu analysierende Probe wird zunachst in gasféormigem
Zustand im Hochvakuum ionisiert und in Molekulfragmente zerlegt. Die geladenen Partikel
werden nun in einem elektrischen Feld beschleunigt, in einem Magnetfeld nach ihrem Masse-
Ladungs-Verhaltnis (m/e-Wert) aufgetrennt und von einem Detektor aufgefangen, der die
Anzahl der lonen pro Masse aufzeichnet und damit eine qualitative und quantitative Analyse
des Elementgehalts in der Probe ermdglicht (Latscha et al. 2004). Diese Methode eignet sich

insbesondere fir Organanalysen (Bauer et al. 2014).

2.7.4.4 Referenzwerte

Zur Beurteilung der Laborergebnisse folgt nach Probennahme und —analyse der Vergleich mit
den Referenzwerten fir eine physiologische Kupferkonzentration. Referenzwerte sind
allgemein definiert als quantitative Parameter, die unter exakt definierten Bedingungen von
einer ausreichend charakterisierten, gesunden Gruppe von Probanden gewonnen und
anschlief’end nach einer bestimmten mathematisch-statistischen Methode berechnet wurden
(Kraft und Diirr 2005, Bauer et al. 2014). Tabelle 8 stellt eine Ubersicht tiber Referenzbereiche

fur die Kupferkonzentration in verschiedenen Untersuchungsmedien dar. Die Angaben
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stammen aus einschlagigen Lehrbichern sowie wissenschaftlichen Publikationen. Die mehr
oder minder starken Variationen zwischen den Referenzbereichen der einzelnen Autoren
lassen sich  vermutlich durch Unterschiede in den Analysemethoden und
Referenzpopulationen (z.B. Rasse, Geschlecht, Alter, Haltung, Fitterung der Probanden etc.)
erklaren, die zur Gewinnung der Laborwerte herangezogen wurden. Ein Referenzintervall ist
jedoch definitionsgemal nur fur Werte gultig, die nach der gleichen Methodik gewonnen
wurden. Genaue Angaben zur Methodik fehlen jedoch haufig in der Literatur (Lumsden 1998,
Bauer et al. 2014). Fir die Beurteilung der eigenen Ergebnisse ist es daher ratsam, die zur
Verfligung stehenden Referenzbereiche zwar als klare Orientierungshilfen zu nutzen, in die
Interpretation der Ergebnisse aber auch andere Faktoren, wie Alter, Nutzungsrichtung sowie
rasse- und geschlechtsspezifische Besonderheiten der Probanden mit einflieRen zu lassen,
da diese, wie die Studie von Miranda et al. (2006) verdeutlicht, erheblichen Einfluss auf die

Kupferverwertung und somit die Laborergebnisse der Probanden haben kénnen.
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Tabelle 8: Referenzbereiche fiir eine adaquate Kupferkonzentration

Blut Serum - | Leber Deckhaar GroBhirn** | Quelle
Plasma Serum CcP (mg/kg TM) | (mg/kg TM) | (mg/kg TM)
(pmol/) (ng/) (pmol/l) (nall)
8-32,8 510-2089* | 8-32,8 510-2089* > 35 >0,1 >9 (Bauer et al. 2014)
639 - 1326 454-1100 106-901 6,9-39,9 (Heggemann 2013)
7,9-23,6 503-1503* | 7,9-23,6 503-1503* 20-150 (Kaneko et al. 2008)
12,56-20,41* | 800-1300 100-300 (Maas 2007)
12-20 800-1200 >40 U/l > 30-350 6,6-10,4 (Dirksen et al. 2006)
13-19 828-1210* > 35 >6 >9 (Hofmann 2005)
12,6-23,6 802-1503* | 130-250 | 25-100 6,7-32 9-18 (Puls 1994)
mg/I
100->200 |6,6-10,4 (Rosenberger et al.
1994)
16-32 1019-2038* (Schmidl und Forstner
1985)
35-150 >6 (Anke und Risch1979)

* Umrechnung der Einheit ug/l in die SI-Einheit umol/l erfolgte durch Multiplikation mit dem Faktor 0,0157 und in umgekehrter Richtung

durch Division (IDEXX Labor 2017); ** bei Untersuchung post mortem
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2.7.5 Therapie und Prophylaxe

Zur Therapie von primarem Kupfermangel werden uber einige Wochen hinweg tagliche orale
Gaben von 1 g Cu-Sulfat bei Jungrindern und 2 g Cu-Sulfat bei adulten Tieren empfohlen. Je
nach Schweregrad ist aber auch eine woéchentliche Verabreichung von 2 g Cu-Sulfat beim
Jungrind bzw. 4 g Cu-Sulfat beim erwachsenen Tier oder das Anbieten von Salzlecksteinen
mit 1-5 % Cu-Sulfat mdglich. Die Beimischung von Kupfer in das Trankewasser (2-3 mg Cu/l)
ist technisch schwieriger umsetzbar und garantiert, ahnlich wie der Salzleckstein, keine
ausreichende Aufnahme durch das betroffene Tier. Kupferinjektionsldsungen (z.B. Cu-Ca-
Versenat, Cu-DEA-Oxychinolinsulfonat, Cu-Glycinat), die subkutan verabreicht werden
konnen und damit mogliche antagonistische Wechselwirkungen im Magen-Darm-Trakt
umgehen, werden in angelsachsischen Landern erfolgreich angewandt, sind in Deutschland
jedoch nicht zugelassen (Dirksen et al. 2006, Engels 2014, Vetidata 2020). Alternativ werden
kombinierte Spurenelement-Praparate angeboten, die als Langzeit-Bolus im Netzmagen
verbleiben und Uber 4,5 bis 6 Monate kontinuierlich freies Kupfer abgeben sollen (Top Agrar
Online 2006, Engels 2014, Vetidata 2020).

Bei sekundarem Kupfermangel richten sich die notwendigen MalRnahmen nach den im Futter
oder Trankewasser diagnostizierten Antagonisten. Durch Einbau geeigneter Filter ist es
beispielsweise mdglich, Bohrbrunnenwasser zu entschwefeln (Dirksen et al. 2006). Wird ein
hoher Molybdangehalt im Grundfutter festgestellt, kann die antagonistische Wirkung durch
eine entsprechende Erhéhung der Kupferzufuhr ausgeglichen werden (Ward und Spears
1997). Fur die Supplementierung der Ration stehen grundsatzlich zwei Arten von
Mineralerganzungsfutter zur Verfligung: Mischungen mit anorganisch gebundenem Kupfer wie
Kupfersulfat und Mischungen mit organisch gebundenem Kupfer wie beispielsweise Cu-
Glycinat oder Cu-Methionat. Letztere sollen komplexresistenter sein und auch in Anwesenheit
antagonistisch wirksamer Futtermittelkomponenten eine gute Bioverfligbarkeit aufweisen. Ob
hierdurch eine Reduktion der in der Bedarfsempfehlung inbegriffenen Sicherheitszuschlage
maglich ist, bleibt allerdings noch zu klaren (Dirksen et al. 2006, Manner 2009). Diese kénnen
insbesondere notwendig sein, um im Pansen genlgend freies Kupfer fir die Bindung von
Thiomolybdaten bereitzustellen und damit deren Absorption zu verhindern. Bereits
bestehende Thiomolybdatvergiftungen kénnen hierdurch rickgangig gemacht werden. Nach

Ende der Exposition klingen die Symptome langsam ab (Gould und Kendall 2011).

Um der Manifestierung eines primaren oder sekundaren Kupfermangels prophylaktisch
entgegenzuwirken, ist ein geeignetes Futterungsmanagement mit erganzenden
Mineralfuttergaben notwendig. In der Milchviehfitterung ist davon auszugehen, dass die

Kupferversorgung Uber das Einzelfuttermittel die Bedarfsempfehlung bei Ublichen Rationen
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durchschnittlich um 20 % unterschreitet. Zur Realisierung der Bedarfsdeckung werden daher

folgende Schritte empfohlen (Manner 2009):

1.

5.

Ermittlung des Spurenelementgehalts in den Rationskomponenten (Grund- und
Kraftfutter), idealerweise mittels betriebsspezifischer Futterprobenanalyse

Kalkulation der zu supplementierenden Mineralstoffmenge, wenn der Gesamtkupfergehalt
der Rationskomponenten die Bedarfsempfehlung nicht erreicht:

Bedarfsempfehlung — Aufnahme Uber die Rationskomponenten = erforderliche Erganzung
Auswahl des geeigneten Mineralfutters (anorganisch oder organisch gebundenes Kupfer;
hoch, mittel oder niedrig konzentriert)

Berechnung der Menge an Mineralfutter, die je nach dessen Kupferkonzentration
notwendig ist, um die erforderliche Erganzung in der Gesamtration zu leisten

Controlling

Bei der Hohe der Bedarfsempfehlung (vgl. Kap. 2.6), auf der die obige Kalkulation fuf3t, finden

sich in der Literatur fir adulte Rinder Angaben von 10 — 15 mg Cu/kg TM, bei héherem Gehalt

an Antagonisten im Futtermittel auch bis zu 20 mg Cu/kg TM. Puls (1994) schlagt dagegen

einen Cu : Mo - Quotienten von 3,0 bis idealerweise 10,0 vor. Bei hohen Molybdangehalten in

den Futterkomponenten ist demnach eine Kupfersupplementierung vorgesehen, die die

Gehalte in der Gesamtration auf mindestens das Dreifache der Molybdankonzentration erhéht.

Da Spurenelemente jedoch rein rechtlich als Futterzusatzstoffe definiert sind, gilt es im

Rahmen der Rationsberechnung die Hochstgehalte aus Tabelle 9 im Milchaustauscher oder

im Alleinfuttermittel (= Gesamtration bzw. TMR inkl. Mineralfutter) zu beriicksichtigen:

Tabelle 9: Gesetzliche Rahmenbedingungen fiir die Fltterung des Spurenelements Kupfer
bei Rindern gemay VO (EG) 1334/2003i. V. m. VO (EG) 479/2006

Zulassige Hochstgehalte fir Kupfer Tiergruppe

in mg/kg lufttrockenem Alleinfutter (88 % TM)

15 mg Rinder vor dem Wiederkaueralter
35 mg Sonstige Rinder
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2.8 Intoxikation
2.8.1 Vorkommen und Bedeutung

Im Gegensatz zum Kupfermangel kommt die Kupfervergiftung (Kuprismus) beim Rind
verhaltnismaRig selten vor (Hofmann 2005). Dies mag in Deutschland zum einen an den
Auflagen fur Industrie und Landwirtschaft liegen, die Schwermetalleintrage in die Umwelt
beschranken. Durch Gesetze wie die Klarschlammverordnung (AbfKlarV) oder die
Dingemittelverordnung  (DUMV) und den weitgehenden Ersatz  kupferhaltiger
Schadlingsbekampfungsmittel durch andere Pestizide ist das Risiko einer Kupfervergiftung
Uber natlrliche Quellen wie das Trankewasser, Rau- oder Kraftfutter eher gering (Rosenberger
et al. 1994, Staufenbiel et al. 2016). Zum anderen weisen ruminierende Rinder im Gegensatz
zu kleinen Wiederkauern eine relativ hohe Kupfertoleranz auf. Wahrend Schafe bei
andauernder Kupferkonzentration von > 15 mg/kg TM im Futter bereits chronische
Kupfervergiftungen entwickeln kénnen (Behrens et al. 2009), liegt die Toleranzschwelle von
Rindern bei bis zu 50 mg/kg TM (Staufenbiel et al. 2016, CliniPharm/CliniTox 2017). Kalber
gelten jedoch als empfindlicher als adulte Tiere (Hofmann 2005). Ob Rinderrassen, denen eine
hohere Speicherfahigkeit von absorbiertem Kupfer unterstellt wird, auch eine hdhere
Disposition fiur die Entwicklung von Kupfertoxikosen aufweisen, ist noch nicht abschliel’end
geklart. Du et al. (1996) halten dies jedoch fir wahrscheinlich, nachdem Sie in einem
Futterungsversuch feststellten, dass Jersey-Kiihe unter den gleichen Bedingungen mehr
Kupfer in der Leber anreicherten als Holstein-Kihe. Ob sie hierdurch auch schneller die
Symptome einer Kupfertoxikose entwickeln, wahrend Holstein-Rinder erst nach langerer

Exposition gegentber hohen Kupfergaben erkranken, muss noch erforscht werden.

2.8.2 Atiologie und Pathogenese

Obwohl die Kupferintoxikationsgefahr durch natirliche Quellen niedrig ist, wurden in den
letzten Jahren vereinzelt Falle von Kuprismus in Rinderbestédnden beschrieben (Bidewell et al.
2012, Johnston et al. 2014, Staufenbiel et al. 2016, Wolf et al. 2017). Atiologisch gilt es hierbei
zwischen zwei Arten der Kupfervergiftung zu unterscheiden, der akuten und der chronischen
Form. Der akuten Form liegt eine plotzliche Exposition gegenliber einer massiven Kupferdosis
zu Grunde, die dem Tier oral oder parenteral zugefuhrt wurde. Bei adulten Rindern gelten
einmalige orale Aufnahmen von > 200 mg Kupfersalz/kg KGW als akut toxisch. Fur Kalber
liegt die minimal toxische Dosis zwischen 20-100 mg/kg KGW p. o.. Kupferchlorid gilt unter
den Kupfersalzen als bis zu viermal toxischer als Kupfersulfat (Hofmann 2005,
CliniPharm/CliniTox 2017). Solch extreme Kupferdosierungen koénnen vereinzelt bei

kochsalzhungrigen Tieren durch Zugang zu kupferhaltigen Lecksteinen, unachtsamem
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Umgang mit kupferhaltigem Spritzmittel auf beweideten Flachen oder durch Futter, das in
grunspanhaltigen Kupferkesseln aufbewahrt wurde, erreicht werden (Rosenberger et al. 1994,
Hofmann 2005).

Haufiger treten jedoch Falle chronischer Kupferintoxikation auf. Hierbei werden Mengen des
Spurenelements aufgenommen, die als Einzeldosis nicht toxisch waren, jedoch nach
mehrwochiger oder monatelanger Aufnahme Vergiftungssymptome auslésen. Die Dosen
bewegen sich in einem Bereich von 3-5 g Kupfersulfat/Tag bei erwachsenen Rindern und 1-2
g Kupfersulfat/Tag bei Kalbern (Hofmann 2005). Auf das Kérpergewicht bezogen gelten Dosen
ab 3 mg/kg KGW/Tag als giftig (CliniPharm/CliniTox 2017). Grund fir die chronische
Kupfervergiftung ist meist eine UbermaRige  Mineralstoffversorgung  durch
Erganzungsfuttermittel, die insbesondere in der Mast- oder Milchviehhaltung zur Vorbeugung
von Mangelerscheinungen eingesetzt werden, jedoch ohne vorherige Bedarfskalkulation oder
routinemafRige Kontrolluntersuchungen der Tiere (Johnston et al. 2014, Staufenbiel et al.
2016). Eine Verdffentlichung von Wolf et al. (2017) zeigte, dass von 131 Rinderlebern, die in
den Jahren 2008 bis 2016 am Landesamt fur Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und
Fischerei (LALLF) in Mecklenburg-Vorpommern untersucht wurden, 21 % auf einen
Kupferiberschuss (> 125 mg/kg FS) und 12 % sogar auf eine Intoxikation (> 200 mg/kg FS)
der geschlachteten Tiere hinwiesen. Alle Tiere stammten aus Intensivhaltung. Da die
Niedermoorbdden in Mecklenburg-Vorpommern als Kupfermangelstandorte gelten, liegt die
Vermutung nahe, dass den Tieren weit Gber die Versorgungsempfehlung hinaus kupferreiches
Mineralfutter zugefuttert worden war, sodass sich das Spurenelement in toxischer Dosis in der
Leber anreichern konnte. Daneben kdnnen auch die Verabreichung von Spurenelement-Boli
in Uberdosis oder Tréankewasser aus korrodierten Kupferrohren zur Aufnahme toxischer
Kupfermengen filhren (Klee 2016). Bei Kélbern entstehen chronische Vergiftungen meist
durch Einsatz kupferreicher Milchaustauschermehle oder Magermilchaufwerter. Diese gelten
ab einem Kupfergehalt von 50 mg/kg TM als giftig. Bei den Milchaufwertern werden die
Dosierungsempfehlungen des Herstellers oft aus falschem Sicherheitsdenken Uberschritten,
was fatale Folgen fiir das Kalb haben kann (Hofmann 2005). Bei extensiv gehaltenen Rindern
kann eine Kontamination der Weideflachen mit kupferhaltigem Dlinger wie beispielsweise
Schweinegille zu Vergiftungen flhren. In Schweinehaltungen wird Kupfer typischerweise als
Wachstumsforderer eingesetzt. Lopez-Alonso et al. (2000) konnten in ihrer Studie Uber
nutritive Kupferakkumulation bei Kalbern im spanischen Galizien aufzeigen, dass zwischen
der Dichte intensiver Schweinehaltungen einer Region und dem Auftreten toxischer
Kupferkonzentrationen in Kalbslebern ein signifikanter positiver Zusammenhang bestand.
Bevor bei exponierten Tieren klinische Anzeichen einer Kupfervergiftung auftreten, wird
Uberschissiges Kupfer zunachst in der Leber gespeichert. Dem Rind wird hierbei seine

Eigenschaft als ,guter Kupferspeicherer zum Verhangnis. Durch die vergleichsweise schwach
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ausgepragten Ausscheidungsmechanismen fiihrt die kontinuierliche Zufuhr von Uberdosen zu
einer progressiven hepatischen Kupferakkumulation. Ist die Speicherkapazitat subzellularer
Kompartimente wie Mitochondrien und Lysosomen uUberschritten, reichert sich Kupfer
vermehrt in Zytosol und Nucleus der Hepatozyten an (vgl. Kap. 2.5.2.3). Nach Erschopfung
der Kompensationsmechanismen von kupferbindenden Proteinen liegt das Spurenelement
schlieBlich in Form freier, hochreaktiver lonen vor, durch deren Redoxpotential die Bildung von
Hydroxylradikalen ermdglicht wird. Irreversible, oxidative Zellschaden sind die Folge (Nose et
al. 2006). Mit der Gewebsnekrose einher geht zudem die Freisetzung grof3er Kupfermengen
in die Blutbahn, was durch massive Schadigung der Erythrozyten final zu einer schweren
hamolytischen Krise fihrt (Klee 2016). Da nicht alle Tiere mit abnormer Kupferakkumulation
in der Leber erkranken, geht man davon aus, dass die Auslésung dieser hamolytischen Krise
durch Stressfaktoren beschleunigt wird. Laut Fallbericht von Johnston et al. (2014) zeigten
sechs Tiere einer von Kuprismus betroffenen Herde unmittelbar nach dem Trockenstellen die
ersten Symptome und starben innerhalb der nachsten neun Tage. Auch Futterumstellung,
Transport oder Hungern zéhlen zu auslésenden Faktoren (Rosenberger et al. 1994). Mufti et
al. (2007) beschreiben einen weiteren Aspekt der Pathogenese einer Kupfervergiftung. Er
bezieht sich auf die Rolle des Proteins XIAP, das bei steigender Kupferkonzentration in der
Zelle selbst Kupferionen bindet und durch eine damit einhergehende Konformationsanderung
deaktiviert wird. In deaktivierter Form steht es zwar dem Kupferefflux nicht mehr im Wege (vgl.
Kap. 2.5.2.4), ist aber auch in seiner Funktion als Caspase- bzw. Apoptose-Inhibitor
geschwacht. Die Zelle wird hierdurch empfindlicher gegentiber apoptotischen Stimuli, die bei
Auslésung der Caspase-Kaskade zum Zelltod fuhren koénnen. Intrazellularer
Kupferiberschuss fordert neben dem nekrotischen also auch den apoptotischen

Zelluntergang im Gewebe.

2.8.3 Klinik

Bei der akuten Kupfervergiftung kommt es bereits ein bis drei Tagen nach der Aufnahme der
toxischen Dosis zu klinischen Symptomen. Die &atzende Wirkung der Kupfersalze im
Gastrointestinaltrakt sorgt fir Fressunlust, vermehrten Durst und Speichelfluss, Koliken,
Hervorwirgen blaugriiner Massen sowie fir heftige Durchfalle, die sich blutig bis blaulich-grin
darstellen kénnen. Die eigentimliche Farbe entsteht durch Komplexbildung von Kupfer und
Pflanzenchlorophyll. Zusatzlich zu hochgradigem Abdominalschmerz und Kreislaufinsuffizienz
treten Muskelkrampfe und zunehmende Nachhandparese auf, bis die Tiere schlieflich
festliegen. Der Tod tritt innerhalb weniger Stunden nach Einsetzen der ersten Symptome ein
(Rosenberger et al. 1994; Hofmann 2005).

45



Literaturibersicht

Im Gegensatz zur akuten Form verlauft die chronische Kupfervergiftung wahrend die Phase
der Kupferakkumulation in der Leber nahezu symptomlos und bleibt daher oft unentdeckt. Das
klinische Geschehen nach Eintreten der Hamolyse ist jedoch immer akut (Klee 2016). Die
Symptome reichen von zunachst unspezifischen Krankheitsanzeichen wie Inappetenz,
Gewichtsverlust, Schwache, Apathie und Ruckgang der Milchleistung bis hin zu ikterischen
Schleimhauten, Odemen und braun-rot verfarbtem Harn. Die fortschreitende hamolytische
Anamie fihrt zu einer raschen Verschlechterung des Allgemeinbefindens. Herz- und
Atemfrequenz steigen an. Festliegen, Pansenstillstand, Aborte und plétzliche Todesfélle
werden ebenfalls beobachtet. Nach ein bis drei Tagen, seltener nach einer Woche, endet die
chronische Kupfervergiftung meist mit dem Tod. Uberlebende Tiere bleiben lebenslang

lebergeschadigt und kiimmern (Rosenberger et al. 1994, Hofmann 2005).

2.8.4 Diagnostik

Die Diagnose einer Kupferintoxikation erfolgt grundsatzlich nach dem gleichen Prinzip wie die
eines Kupfermangels. Da das klinische Bild, v.a. vor Einsetzen der hamolytischen Krise, eher
unspezifischer Art ist und nicht eindeutig auf eine Kupfervergiftung schlieen lasst, sind nach
einer grundlichen (Futterungs-) Anamnese Futterproben sowie Blut- und Organproben
betroffener Tiere zu analysieren. Es gilt dabei zwischen der akuten und der chronischen Form

der Kupfervergiftung zu unterscheiden:
Akute Form

Die seltene Form der akuten Kupfervergiftung ist schwieriger zu diagnostizieren, da die Tiere
bereits verenden, bevor sich Kupfer im Blut oder der Leber als Speicherorgan anreichern kann.
Trotz massiver Kupferexposition bleiben die Werte paradoxerweise im Normbereich. Die
Diagnose setzt sich daher aus dem klinischen Bild, der (Fltterungs-) Anamnese inklusive
Kontrolle der Umgebung der Tiere und ihrer Zugangsmaoglichkeiten zu kupferhaltigen Stoffen,
einer Futterprobenanalyse sowie aus dem Sektionsbefund verendeter Tiere zusammen
(Rosenberger et al. 1994). Dieser zeichnet sich v.a. durch hochgradige katarrhalische bis
hamorrhagisch-ulzerierende Abomasoenteritiden aus, wobei der Inhalt und die Schleimhaute
von Labmagen und Darm oftmals auffallend blaulich-griin gefarbt sind. Am lebenden oder
verendeten Tier kénnen aullerdem Analysen von Kotproben durchgefliihrt werden.
Kupfermengen von 0,1 - 1 % sollen eindeutige Hinweise auf eine akute Vergiftung geben
(Rosenberger et al. 1994; Hofmann 2005).
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Chronische Form

Fir die Diagnose einer chronischen Kupfervergiftung eignen sich nur bestimmte

Probenmedien. In der Fachliteratur besteht jedoch, anders als etwa bei der Diagnostik eines

Kupfermangels, Einigkeit Gber ihre diagnostische Aussagekraft und Zuverlassigkeit.

Futterproben
Die Futterprobenanalyse ist ein wichtiger Schritt der Diagnosefindung. TMR-Rationen,
deren Kupfergehalt die Versorgungsempfehlung von 10 - 15 mg/kg TM deutlich

Uberschreitet, sind bereits hinweisgebend fiir eine Uberversorgung der Tiere.

Blutproben

Der Blutspiegel ist bemerkenswerterweise erst ab Beginn der hamolytischen Krise erhoht
(Hofmann 2005). Die Fallberichte von Staufenbiel et al. (2016) und Johnston et al. (2014)
Uber chronische Kupfervergiftungen in Milchviehbestanden bestatigen dies. Eine mdgliche
Erklarung liegt in der ausgepragten Speicherfahigkeit der Rinderleber, die Uberschissiges
Kupfer konsequent sequestriert und so die Homoostase des Blutkupferspiegels
aufrechterhalt. Kupferwerte in Serum, Plasma oder EDTA-Vollblut gelten daher nicht als
zuverlassige Messgrofen, um eine Uberversorgung zu diagnostizieren (Bauer et al. 2014).
Gerade bei der Bestandsdiagnostik bietet die Blutuntersuchung jedoch die Mdglichkeit,
subklinisch erkrankte Tiere zu identifizieren. So kann eine Erhéhung der Leberenzyme
AST, GLDH und GGT sowie des Bilirubins bereits vor Einsetzen der hamolytischen Krise
deutliche Hinweise auf eine progressive Hepatopathie geben. Hat die hamolytische Krise
bereits eingesetzt, kdnnen neben einer Erhdhung des Kupferspiegels im Plasma auf > 50
pmol/l auch eine mit dem Zerfall der roten Blutkérperchen einhergehende Erythrozytopenie
und Hamoglobinamie festgestellt werden (Rosenberger et al. 1994, Hofmann 2005, Klee
2016).

Leberbioptate

Liefern Futter- und Blutproben Hinweise auf eine Uberversorgung mit Kupfer bei
gleichzeitiger Leberzellschadigung, sollten im betroffenen Bestand stichprobenartig
Leberbiopsien entnommen werden. Die Bestimmung der Kupferkonzentration im
Leberbioptat gilt als Goldstandard bei der Diagnose einer chronischen Kupfervergiftung.
Werte Uber 800 mg/kg TM gelten als beweisend, Werte zwischen 500 - 800 mg/kg TM als
verdachtig (Hofmann 2005).
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Kotproben

Die Kupferkonzentration im Kot kann, wie der Fallbericht von Staufenbiel et al. (2016) zeigt,
ebenfalls von diagnostischem Wert sein. Da sich in der Literatur zum Zeitpunkt des
Fallberichts keine Referenzwerte fur eine physiologische Kupferkonzentration im Kot
fanden, wurde die Kotkonzentration von Tieren einer verdachtigen Herde mit dem
Durchschnittswert aller anderen Herden verglichen, die im Rahmen routinemaRiger
Bestandsbetreuung untersucht worden waren. Die Ergebnisse zeigten, dass die
durchschnittliche Kupferkonzentration im Kot verdachtiger Tiere (136 mg/kg TM bei
Vorbereitern und 145 mg/kg TM bei Hochleistungskiihen) mehr als doppelt so hoch war
wie die der Vergleichspopulation. Herold (2017) leitete aus ihren Untersuchungen zum
Kupfergehalt von Rinderkotproben einen physiologischen Referenzbereich von 25 - 125
mg Cu/kg TM ab.

Urinproben

Die Kupferbestimmung im Urin scheint kein geeignetes Diagnostikum fir eine
Kupferintoxikation darzustellen. Auch wenn in der Leber bereits toxische Konzentrationen
festgestellt werden, bleiben die Werte im Harn unauffallig (Staufenbiel et al. 2016). Als
Folge der Hepatopathie kann jedoch eine Bilirubinurie bzw. eine mit der Hamolyse
einhergehende Hamoglobinurie mit braun-rot verfarbtem Harn festgestellt werden
(Rosenberger et al. 1994, Klee 2016).

Haarproben
Deckhaaranalysen stellen kein geeignetes Diagnostikum dar. lhr Kupfergehalt steht nicht
im Zusammenhang mit der Kupferakkumulation in der Leber und bleibt auch bei manifester

Kupfertoxikose noch im Normbereich (Staufenbiel et al. 2016).

Sektionsbefund

Der Sektionsbefund am verendeten Tier besteht vorrangig aus einer ockerfarbenen bis
orangegelben Leber mit peripherer Verfettung und nekrotischen Herden, einem
generalisierten lkterus und leicht vergrofRerten Nieren, die in der histopathologischen
Untersuchung Glomerulo- und Tubulonephritiden mit hdmoglobinhaltigen Ausglssen im

Tubulussysytem aufweisen (Rosenberger et al. 1994, Bidewell et al. 2012).
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2.8.5 Therapie und Prophylaxe

Die Behandlung einer akuten Kupfervergiftung kommt i.d.R. zu spat und bleibt daher meist
erfolglos. Ein Therapieversuch kann mit einhilllenden, neutralisierenden Mitteln p. o. versucht
werden wie beispielsweise durch Eingabe von reichlich Leinsamenschleim, 100 g
Magnesiumkarbonat, 10 g Tannin oder 200 — 300 g Kohlepulver (Rosenberger et al. 1994).
Als Antidot gilt Ferrozyankalium bzw. Kaliumferrozyanid, das jedoch, im Gegensatz zu den
anderen genannten Mitteln, bei Lebensmittel liefernden Tieren nicht zugelassen ist (Vetidata
2020).

Bei der chronischen Kupfervergiftung hangen Behandlung und Prognose vom Stadium der
Kupferakkumulation ab. Fur Tiere, die sich bereits in der hamolytischen Krise befinden, gibt es
kaum Heilungschancen. Die Therapie konzentriert sich daher auf die gleichermallen
exponierten, aber noch nicht klinisch erkrankten Tiere der Herde. Aufgrund
arzneimittelrechtlicher Bestimmungen ist jedoch auch hier eine Behandlung erschwert. Mittel,
wie beispielsweise Ammonium-Molybdat und Natriumsulfat, die nach gemeinsamer
intravendser Verabreichung die bilidre Ausscheidung des akkumulierten Leberkupfers fordern
(Johnston et al. 2014), sind in Deutschland bei Lebensmittel liefernden Tieren nicht zugelassen
(Vetidata 2020). Andere in der Literatur empfohlene Mittel wie Natrium-Thiosulfat oder
Kalzium-EDTA (Rosenberger et al. 1994, Klee 2016), die keiner Anwendungsbeschrankung
unterliegen, sind in Deutschland nicht als Tierarzneimittel verfligbar und missten in Form
umgewidmeter Humanpraparate angewandt werden (Vetidata 2020). Die Behandlung besteht
daher hauptsachlich in der Zufltterung von Leberschutzpraparaten und ggf. der
Verabreichung von Glukokortikosteroiden (Hofmann 2005). Eine Futterumstellung mit Stopp
der Kupferzufuhr und unbedingter Vermeidung von Stresssituationen, die die Auslésung der
hamolytischen Krise triggern kénnten, gehéren zu den wichtigsten SchutzmalRnahmen fir
subklinisch erkrankte Tiere (Rosenberger et al. 1994).

Da die Therapiemdglichkeiten bei Kupfervergiftungen beschrankt sind, kommt der Prophylaxe
eine umso grofRRere Bedeutung zu. Vor dem Beweiden oder dem Abernten von Flachen, auf
die kupferhaltiger Dinger oder Schweinegtille ausgebracht wurden, sollten daher mindestens
drei Monate sowie ausgiebige Regenfalle abgewartet werden (Dirksen et al. 2006).
Mineralerganzungsfutter sollte nie kritiklos, sondern stets unter Beachtung der natirlichen
Kupfergehalte der Rationskomponenten und erst nach anschlieRender Kalkulation der zu
erganzenden Mengen eingesetzt werden (vgl. Kap. 2.7.5). Der Meinung, dass mit steigender
Leistung der Tiere auch die alimentare Spurenelementzufuhr steigen musse, kann
entgegengesetzt werden, dass auch die Futteraufnahme der Tiere zunimmt und sich damit die
Spurenelementaufnahme automatisch erhoht (Steinhéfel et al. 2013). Staufenbiel et al. (2016)

empfehlen zur Uberwachung der Versorgungsituation einer Herde routinemaBige

49



Literaturibersicht

Profiluntersuchungen der wichtigsten Spurenelemente, wozu bei Verdacht oder zur
Prophylaxe einer Kupferiiberversorgung auch stichprobenartige Leberpunktionen gehoéren
sollten. Ziel ist es, die Supplementierung von Kupfer dem tatsachlichen Bedarf anzupassen.
Nur so kdénnen unndtige Futterkosten, gesundheitliche Risiken fir die Tiere sowie die
Ubermafige Ausscheidung des Spurenelements Uber den Kot und damit die Anreicherung in
Wirtschaftsdiinger und Umwelt vermieden werden (Manner 2009). Auch aus
verbraucherschutztechnischen Griinden kommt der Prophylaxe der Kupferiiberversorgung
eine wichtige Rolle zu. Zwar finden sich in der Literatur keine Hinweise darauf, dass diese zu
einer schadlichen Anreicherung von Kupfer in Lebensmitteln tierischer Herkunft wie Fleisch
und Milch flhrt und auch der Verzehr von Rinderleber stellt nach Wolf et al. (2017) kein
tatsachliches Verbraucherschutzproblem dar. Die Europaische Verbraucherschutzbehoérde
EFSA fihrt in einem Bericht jedoch Studien auf, die den Verdacht zulassen, dass eine
Schwermetallkontamination der Umwelt, beispielsweise durch die Ausbringung kupferhaltiger
Gllle, die Selektion multiresistenter Bakterienstamme fordert. So konnten bei Bakterien, die
aus kontaminierten Boden isoliert wurden, gleichzeitige Resistenzen gegen Kupfer und
Antibiotika nachgewiesen werden, was zumindest mittelbar zu einer Gesundheitsgefahrdung

des Menschen fuhren kann (European Food Safety Authority 2016).
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3 Material und Methoden

Im Rahmen der Bestandsbetreuung durch die Klinik flir Klauentiere der FU-Berlin wurden im
Zeitraum vom 16.08.2007 bis 11.12.2014 insgesamt 243 verschiedene Milchviehbetriebe in
den Bundeslandern Sachsen-Anhalt, Brandenburg, Mecklenburg-Vorpommern, Sachsen und
Thiringen besucht. Hierbei wurden mit dem Ziel des Herdenmonitorings Blut-, Haar-, Urin-
und Kotproben von Milchkiihen gewonnen und auf hamatologische sowie chemische
Parameter hin untersucht, darunter auch die Konzentration des Spurenelements Kupfer. Um
ganzheitliche Informationen Uber die Herde zu erlangen, wurde am Tag der
Bestandsuntersuchung zusatzlich ein Fragebogen ausgefillt sowie ein Datenblatt aus dem
Herdenverwaltungsprogramm zur spateren Auswertung kopiert. So konnten Informationen zur
durchschnittlichen Jahresmilchleistung der Herde, zu Zellzahlen sowie
Fruchtbarkeitskennzahlen der Herde (Zwischentragezeit, Zwischenkalbezeit,

Besamungsindex, Rastzeit) gewonnen und in die vorliegende Studie einbezogen werden.

3.1 Stichprobenverfahren zur Auswahl der Probanden

Das angewandte Stichprobenverfahren richtete sich nach der Grée der besuchten Betriebe.
In grof3en Betrieben mit einem Bestand von ber 200 Milchkihen wurde die Herde in jeweils
funf Gruppen unterteilt: in Trockensteher (8 - 3 Wochen a. p.), Vorbereiter (3 - 0 Wochen a.
p.), Frischmelker (0 - 1 Woche p. p.), Frihlaktationskiihe (3 - 5 Wochen p. p.) und
Hochlaktationskihe (15 - 18 Wochen p. p.). In kleineren Betrieben mit weniger als 200
Milchkiihen hingegen wurden zur Sicherung der Stichprobenzahl Laktationsgruppen
zusammengefasst und so eine Einteilung in nur vier Untersuchungsgruppen vorgenommen:
Trockensteher (8 - 3 Wochen a. p.), Vorbereiter (3 - 0 Wochen a. p.), Frihlaktationsktihe (0 -
5 Wochen p. p.) und Hochlaktationskiihe (6 - 20 Wochen p. p.). Aus jeder Gruppe wurden
anschlieflend stichprobenartig zehn klinisch gesunde, multipaare Kiihe als Probanden
ausgewahlt und beprobt. In Ausnahmefallen, in denen pro Gruppe keine zehn Tiere als
mogliche Probanden zur Verfigung standen, wurden weniger beprobt, wobei die
Mindestanzahl von sieben Tieren pro Untersuchungsgruppe nicht unterschritten wurde.

Mit einem Anteil von 94,8 % stammt die Mehrheit der Proben von Kiihen der Rasse Holstein
Friesian. 0,2 % der Proben stammen von Schwarzbunten Milchrindern und 0,4 % aus
Mischherden, die sich aus Holstein-Friesian-Kilhen und anderen Rassen zusammensetzten.

Bei den restlichen Proben wurde die Rassezugehdrigkeit der Probanden nicht erfasst.
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3.2 Probengewinnung und Probenaufbereitung
3.2.1 Blutproben

Die Blutproben wurden am Schwanz der Kihe aus der Arteria oder Vena caudalis mediana
bzw. coccygea mediana entnommen. Pro Tier wurden hierbei jeweils zwei Probenrdhrchen
gefullt, ein antikoagulansfreies zur Gewinnung von Serum und ein EDTA-haltiges
Probenréhrchen zur Gewinnung von Vollblut und Plasma.

Die antikoagulansfreien Probenréhrchen wurden 15 min bei 3500 U/min (2000 g) zentrifugiert.
AnschlieBend fand eine Poolung der Proben statt, d.h. aus allen Réhrchen von Tieren
derselben Untersuchungsgruppe wurde jeweils 1 ml des berstehenden Serums abpipettiert
und in ein Sammelréhrchen Uberflhrt.

Die EDTA-haltigen Rohrchen wurden in einem Rollenschittler zur gleichmaRigen
Durchmischung des Blutes fir 15 min geschwenkt. Anschlielend wurde aus allen Réhrchen,
die zur selben Untersuchungsgruppe gehorten, je ein 1 ml Blut in zwei separate
Sammelréhrchen gegeben. Eines hiervon diente als EDTA-Vollblut-Poolprobe. Das zweite
Sammelréhrchen wurde 15 min bei 3500 U/min (2000 g) zentrifugiert, um eine Plasma-
Poolprobe der Untersuchungsgruppe zu gewinnen.

Die Serum-, Plasma- und EDTA-Vollblutpoolproben wurden bis zu ihrem Versand an das

externe Untersuchungslabor bei 4 °C in einem Kiihlschrank gelagert.

3.2.2 Haarproben

Die Haarproben wurden mittels einer Schere aus dem pigmentierten Fell an der seitlichen
Brustwand der Kihe enthommen und zu gleichen Teilen in einem gemeinsamen Probenbeutel

pro Untersuchungsgruppe aufgefangen.

3.2.3 Urinproben

Die Urinprobe wurde durch Katheterisierung der Blase entnommen. Zur Poolung der Proben
pro Untersuchungsgruppe wurden die Einzeltierproben aufgeschuttelt, um anschlieRend
jeweils 1 ml daraus in ein Sammelprobengefal® zu tberfihren. Die Sammelprobengefalie

wurden bis zum Versand bei 4 °C im Kiihlschrank aufbewahrt.

3.2.4 Kotproben

Die Kotproben wurden aus dem Rektum der Probanden entnommen, zu gleichen Teilen in ein
Sammelprobengefall pro Untersuchungsgruppe zusammengefasst und anschlielend

ebenfalls bei 4 °C bis zum Versand gekdhlt.
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3.3  Analyse des Probenmaterials

Zur Analyse des Kupfergehalts sowie weiterer chemischer und hamatologischer Parameter
wurden die Poolproben jeweils am Folgetag der Gewinnung per Kurier an die Vet Med Labor
GmbH der IDEXX Laboratories mit Sitz in der MorikestralRe 28/3, 71636 Ludwigsburg
versandt. Das Labor ist gema® DIN EN ISO/IEC 17025:2005 im veterindrmedizinischen
Prifgebiet der klinischen Chemie inklusive der Hamatologie akkreditiert. Die aktuelle
Akkreditierung (Akkreditierungsnummer D-PL-13356-01) ist bis zum 13.11.2022 gliltig.

Im Rahmen der Qualitatssicherung des akkreditierten Pruflabors wurden die Vorbereitung und
die Analyse der Proben streng nach den Standardarbeitsanweisungen zur Bearbeitung von
Flussigkeiten und Feststoffen durchgefuhrt. Kot wurde hierbei zunachst getrocknet, gesiebt
und anschlielend wie Haar nach der Standardarbeitsanweisung fir Feststoffe bearbeitet. Die
Kupferkonzentration der einzelnen Probenmedien wurde mit dem Messgerat Vista Pro von
Varian Medical Systems nach der Methode der optischen Emissions-Spektroskopie mit
induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-OES) gemessen. Die Emissionwellenlange betrug
324,754 nm. Zur Uberpriifung der Messgenauigkeit des Gerats wurden im Rahmen des
Qualitatsmanagements regelmaiig Prazisionsmessungen durchgefinhrt. Die
Variationskoeffizienten in Tabelle 10 geben flr die einzelnen Probenmatrices das relative
Streuungsmal der Messwerte bei 10-fach-Messung in Serie (Intra-day-Assay) und 10

Messungen an aufeinanderfolgenden Tagen (Inter-day-Assay) an.

Tabelle 10: Angaben der Vet Med Labor GmbH der IDEXX Laboratories zu den
Variationskoeffizienten des Intra-day- und Inter-day-Assays (10-fach Messung) fir das
Spurenelement Cu in den einzelnen Probenmatrices

Probenmatrices
Serum Plasma EDTA-Vollblut Haar Urin Kot
Intra-day-VK (%) 0,6 5,2 3,7 2,6 3,0 1,9
Inter-day-VK (%) 3,6 9,1 8,5 5,6 55 57

VK= Variationskoeffizient

3.4  Statistische Auswertung

Die Probenergebnisse des Untersuchungslabors sowie die Informationen aus den
Fragebdgen der einzelnen Betriebe wurden bis zum Abschluss der Datenerhebung in ein
kontinuierlich geflihrtes Excel-Datenblatt Ubertragen und anschlielend mit der Statistik-

Software IBM SPSS Statistics 22 und 24 ausgewertet. Das Signifikanzniveau wurde aufa =5
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% (p < 0,05)

UntersuchungsgréfRen sind in Tabelle 11 zusammengefasst.

festgelegt. Die in die

statistische  Auswertung

Tabelle 11: Ubersicht Uber die statistisch ausgewerteten MessgréRen

einbezogenen

MessgroRe MaReinheit
Kupferkonzentration im Serum mg/I
Kupferkonzentration im Plasma mg/I
Kupferkonzentration EDTA-Vollblut mg/I
Kupferkonzentration Haar mg/kg
Kupferkonzentration Urin mg/I
Kupferkonzentration Kot mg/kg TM
Kalziumkonzentration im Serum mg/I
Schwefelkonzentration im Serum pg/l
Molybdankonzentration im Serum ug/l
Eisenkonzentration im Serum Mg/l
Mangankonzentration im Serum Mg/l
Bilirubin gesamt pmol/l
Gallensauren pmol/l
GLDH u/i

AST u/i
GGT u/i

AP u/i
Erythrozytenzahl T/
Hamatokrit %
Hamoglobin g/l
Thrombozytenzahl G/l
Leukozytenzahl G/l
Milchleistung kg
Zellzahl 1000/ml
Zwischentragezeit Tage
Zwischenkalbezeit Tage
Besamungsindex -
Rastzeit Tage
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3.4.1 Deskriptive Statistik

Zunachst wurden die Kupferkonzentrationen untersucht und mit den Kennzahlen der
deskriptiven Statistik beschrieben. Fir jedes der einzelnen Probenmedien Serum, Plasma,
EDTA-Vollblut, Haar, Urin und Kot wurden hierbei der Mittelwert der Kupferkonzentration, die
Standardabweichung, der Median, das Minimum und Maximum, die Spannweite, die Schiefe
sowie die Kurtosis berechnet.

Zur graphischen Darstellung der Lage und Verteilung der Daten wurden Boxplot-Diagramme
und Histogramme erstellt. Anhand der Form der Haufigkeitsverteilung, der Symmetrie und
Steilheit der Verteilung im Histogramm sowie der Anpassung an die Gaul3sche Glockenkurve
wurden die Daten auf Normalverteilung Uberprift. Lag keine Normalverteilung vor, wurde
durch Logarithmierung der Daten getestet, ob eine Normalverteilung erreicht werden kann. Im
Boxplot-Diagramm wurden insbesondere die Lage des Medians sowie die Spannweite der
Daten sichtbar gemacht. Mithilfe eines Kreissymbols °© wurden Ausreil3er-Werte, die das 1,5-
fache des Interquartilsabstands Uberschritten, gekennzeichnet. Extreme Ausreiler, die sogar
das 3-fache des Interquartilsabstands Uberschritten, wurden mit einem Sternsymbol * markiert.
Die Whiskers des Boxplot-Diagramms beschreiben jeweils den kleinsten oder grofiten Wert,

der noch nicht als AusreilRer gilt.

3.4.2 Korrelationsanalyse

Um die Frage zu klaren, ob und in welcher Starke ein Zusammenhang zwischen den
Kupferkonzentrationen in den einzelnen Probenmedien besteht, wurde eine
Korrelationsanalyse nach Spearman durchgeflihrt. Dieser nicht-parametrische Test wurde
ausgewahlt, da nicht bei allen Variablen eine Normalverteilung der Werte zu Grunde lag. Bei
p < 0,05 wurde der Zusammenhang symbolisch mit * als signifikant und bei p < 0,01 mit ** als
sehr signifikant gekennzeichnet. Die Starke des Zusammenhangs wird durch den Betrag des
Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman rs ausgedriickt. Tabelle 12 gibt an, wie die

Werte von rs zu interpretieren sind (Buhl 2014).

Tabelle 12: Interpretation des Rangkorrelationskoeffizienten rs

Betrag des Rangkorrelationskoeffizienten rs | Interpretation

bis 0,2 sehr geringe Korrelation
bis 0,5 geringe Korrelation

bis 0,7 mittlere Korrelation

bis 0,9 hohe Korrelation

uber 0,9 sehr hohe Korrelation
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Weiterhin wurde getestet, ob die Kupferkonzentration der einzelnen Probenmedien auch
signifikant mit anderen Variablen zusammenhangt, wie mit den Serummesswerten
ausgewahlter Mengen- und Spurenelemente, Parametern der Blutchemie und des Blutbildes
sowie den Produktions- und Fruchtbarkeitskennzahlen der Herden. Ausgewahlte
Zusammenhange wurden in Streudiagrammen graphisch dargestellt.

Da die Messwerte mancher Spuren- und Mengenelemente sowie chemischer und
hamatologischer Blutparameter laktationsdynamischen Schwankungen unterworfen sein
kénnen, wurden zur Berlcksichtigung des Laktationsstatus zusatzlich Korrelationsanalysen
getrennt nach Untersuchungsgruppen vorgenommen. Die Ergebnistabellen befinden sich im
Anhang (Tab. 38 - 55). Die Untersuchungsgruppe der Trockensteher wurde nicht untersucht,

da die Stichprobenanzahl mit N < 3 zu gering war.

3.4.3 Varianzanalyse

Mittels einfaktorieller Varianzanalyse (ANOVA) wurde Uberprift, ob Faktoren wie das
Untersuchungsjahr, das Bundesland oder die Jahreszeit Einfluss auf die
Plasmakupferkonzentration austiben. Zusatzlich wurde der Einfluss des Laktationsstatus auf
den Kupfergehalt aller Probenmedien untersucht. Bei Normalverteilung der jeweiligen
Kupferkonzentration und Varianzhomogenitat in den zu untersuchenden Gruppen wurde die
Ausgabeergebnistabelle der einfaktoriellen Varianzanalyse verwendet, bei Ungleichheit der
Varianzen hingegen die Ausgabetabelle fir den Welch-Test als robustes Testverfahren zur
Prifung von Mittelwerten. Ergaben diese Tests das allgemeine Vorhandensein signifikanter
Unterschiede zwischen den Gruppenmittelwerten bzw. Gruppenmedianen, wurde
anschlieend mittels Post-Hoc-Test nach Bonferroni ermittelt, welche Gruppen
(Bundeslander, Jahreszeiten, Laktationsstadien) sich in ihrer mittleren Kupferkonzentration
jeweils signifikant unterschieden. Bei mehr als sieben zu vergleichenden Mittelwerten einer
Gruppe (Untersuchungsjahre) wurde aufgrund der exponentiellen Zunahme von paarweisen
Vergleichsmoglichkeiten auf den Bonferroni-Test verzichtet. Bei der Kupferkonzentration im
Haar konnte nicht von einer Normalverteilung ausgegangen werden. Deshalb wurde der
Kruskall-Wallis-Test als nicht-parametrisches Verfahren gewahlt.

Gruppenmittelwerte bzw. —mediane ohne signifikanten Unterschied wurden mit dem gleichen
Buchstaben gekennzeichnet. Lag ein signifikanter Unterschied vor, wurden sie mit
unterschiedlichen Buchstaben markiert.

Beim Vergleich der Plasmakupferkonzentration von Kihen verschiedener Bundeslander
wurde die Gruppe ,Bundesland 0“ bei der Varianzanalyse herausgefiltert, da sie zum einen
nur wenige Beobachtungen enthielt und zum anderen keinem konkreten Bundesland

zuzuordnen war. Auch beim Vergleich der Kupferkonzentration von Kihen verschiedener
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Laktationsstadien wurden nur Gruppen bertcksichtigt, die Uber eine ausreichende Anzahl an
Beobachtungen verfligten. Gruppen mit einer Beobachtungsanzahl von N < 3 wurden

herausgefiltert.

3.4.4 Berechnung der Referenzbereiche

AbschlieBend wurden nach nicht-parametrischem Verfahren die Referenzbereiche fir die
Kupferkonzentration in den einzelnen Untersuchungsmedien getrennt nach Laktationsgruppen
berechnet. Als unterer und oberer Grenzwert wurden jeweils das 2,5. und das 97,5. Perzentil
kalkuliert. Die Ergebnisse wurden in die Einheit ug/l umgerechnet und gerundet.

Aufgrund von signifikanten Unterschieden der Gruppenmittelwerte im Post-Hoc-Test nach
Bonferroni (vgl. Kap. 3.4.3) wurden flr die Untersuchungsgruppen der Vorbereiter und der
Hochlaktationskiihe (15 - 18 und 16 - 20 Wochen p. p.) getrennte Referenzbereiche flr
Kupferkonzentration in den Blutprobenmedien festgelegt. Die Grenzwerte der Ubrigen
Gruppen (0 -1, 0- 5und 3 - 5 Wochen p. p.) wurden mangels signifikanter Unterschiede zu
einem gemeinsamen Referenzbereich fiir Frihlaktationskiihe zusammengefasst.

Fur die Kupferkonzentration im Haar wurden unter Beachtung der signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppenmittelwerten der Vorbereiter und der Friih-und Hochlaktationskiihe (3 -
5 und 6 - 20 Wochen p. p.) ebenfalls getrennte Referenzbereiche angegeben.

Bei den Untersuchungsmedien Urin und Kot wurde jeweils nur ein Referenzbereich fir alle
Laktationsgruppen berechnet, da sich in der Varianzanalyse zuvor nur wenige oder keine

signifikanten Unterschiede zwischen den Untersuchungsgruppen ergeben hatten.
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4 Ergebnisse

4.1 Kupferkonzentration in den Probenmedien

4.1.1 Kupferkonzentration im Blutserum, Plasma und Voliblut

Tabelle 13 stellt vergleichend fur die einzelnen Blutprobenmedien die Kennzahlen der
deskriptiven Statistik dar. Mittelwerte und Mediane liegen bei allen drei Medien jeweils sehr
nah beieinander, was sich im Boxplot-Diagramm (Abb. 8) optisch bestatigt und bereits erste
Hinweise auf eine Normalverteilung der Daten gibt. Die Kupferkonzentration ist im Serum am
niedrigsten. Sie bewegt sich in einem Bereich von 0,403 mg/l bis 1,060 mg/l und liegt damit
deutlich unterhalb der Minimal- und Maximalwerte in Plasma und EDTA-Vollblut. Die
Kupferkonzentration im Plasma nimmt mit einem Maximum von 1,490 mg/I den héchsten Wert
an. Die positiven Werte der Schiefe lassen in allen drei Medien auf eine geringfugig
rechtsschiefe Verteilung schlieen. In den Histogrammen (Abb. 9-11) zeigt sich jedoch eine
klare Annaherung der Werte an die Gaullsche Kurve, was die Annahme einer

Normalverteilung der Kupferkonzentration in Serum, Plasma und Vollblut unterstitzt.

Tabelle 13: Statistische Kennzahlen der Kupferkonzentration in den Blutprobenmedien

Kennzahl Serum Plasma EDTA-
(mg/l) (mg/l) Vollblut
(mg/l)
N 1574 1571 1559
Mittelwert 0,677 0,899 0,824
Standardabweichung 0,112 0,132 0,122
Median 0,668 0,893 0,812
Minimum 0,403 0,499 0,474
Maximum 1,060 1,490 1,410
Spannweite 0,657 0,991 0,936
Schiefe 0,451 0,406 0,556
Kurtosis 0,122 0,423 0,648
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4.1.2 Kupferkonzentration im Haar

Die Kennzahlen der Kupferkonzentration im Haar lassen nicht auf eine Normalverteilung der
Daten schliel3en. Der Mittelwert von 10,2 mg/kg liegt deutlich Gber dem Median von 8,6 mg/kg.
Im Boxplot-Diagramm (Abb. 12) sind 68 Ausrei3er gekennzeichnet, die Werte zwischen 14,5
mg/kg und 79,5 mg/kg annehmen und knapp 10 % des Datenvolumens darstellen. Schiefe
und Kurtosis lassen auf eine rechtsschiefe, steilgipflige Verteilung schlielien, was im
Histogramm (Abb. 14) bestatigt wird. Durch eine Logarithmierung der Daten haben sich
Mittelwert (0,969 mg/kg) und Median (0,933 mg/kg) zwar angenahert, eine Normalverteilung
konnte, wie Boxplot- und Histogramm (Abb. 13 und 15) zeigen, jedoch trotzdem nicht erreicht

werden.

Tabelle 14: statistische Kennzahlen der Kupferkonzentration im Haar

Kennzahl Haar (mg/kg)
original g

N 693 693

Mittelwert 10,2 0,969
Standardabweichung 6,76 0,161
Median 8,6 0,933
Minimum 4.3 0,633
Maximum 79,5 1,900
Spannweite 75,2 1,267
Schiefe 5,869 2,188
Kurtosis 46,164 7,116

Ig=logarithmiert Basis 10
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4.1.3 Kupferkonzentration im Urin

Die Werte der Kupferkonzentration im Harn liegen zwischen 0,000 und 1,930 mg/I. Sie folgen,
wie sich aus den Kennzahlen in Tabelle 15 und der Abweichung von der Gauf3schen Kurve im
Histogramm (Abb. 18) erkennen lasst, zunachst keiner Normalverteilung, weshalb eine
logarithmische Transformation vorgenommen wurde. Mittelwert (-0,876 mg/l) und Median (-
0,889 mg/l) sind im Ergebnis nahezu identisch. Schiefe (0,480) und Kurtosis (1,232) haben
sich deutlich dem Wert 0 angenahert, was sich auch an der symmetrischen Verteilung der
Konzentrationswerte im Boxplot (Abb. 17) erkennen lasst. Das Histogramm (Abb. 19) zeigt

eine deutliche Annaherung an die Normalverteilungskurve.

Tabelle 15: Statistische Kennzahlen der Kupferkonzentration im Urin

Kennzahl Urin (mg/l)
original g

N 2031 2019
Mittelwert 0,160 -0,876
Standardabweichung 0,133 0,251
Median 0,129 -0,889
Minimum 0,000 -1,745
Maximum 1,930 0,286
Spannweite 1,930 2,030
Schiefe 5,046 0,480
Kurtosis 44 419 1,232

Ig=logarithmiert Basis 10

62



Ergebnisse

2,0

1,57

1,0

0,5+

—

I
Kupferkonzentration im Urin (mg/l)

Abbildung 16: Boxplot-Diagramm der
Kupferkonzentration im Urin

600

400

Anzahl (%)

200—

\ \ | | 1
,000 /500 1,000 1,500 2,000
Kupferkonzentration im Urin (mg/l)

Abbildung 18: Histogramm der
Kupferkonzentration im Urin

0,57

0,0

0,51

-1,57 —5

-2,07

I
Kupferkonzentration im Urin (mg/l)
logarithmiert

Abbildung 17: Boxplot-Diagramm der
logarithmierten Kupferkonzentration im Urin

250

200 M

LT

150

Anzahl (%)

01 | T T T
200 -150 -100 -50 .00 50

Kupferkonzentration im Urin (mg/l)
logarithmiert

Abbildung 19: Histogramm der
logarithmierten Kupferkonzentration im Urin

63



Ergebnisse

4.1.4 Kupferkonzentration im Kot

Die Kennzahlen der Kupferkonzentration im Kot sprechen flir eine Normalverteilung der Daten.

Bei einem vergleichsweise geringen Datenvolumen von 78 Stichproben liegen Mittelwert
(57,8) und Median (55,4) nahe beieinander. Schiefe und Kurtosis nahern sich dem Wert 0 an,

was fur eine nahezu symmetrische Verteilung der Daten spricht. Was die Gré3enordnung der

Kupferkonzentration im Kot betrifft, so liegen die Daten in einem Bereich von 24,7 mg/kg TM

bis 108 mg/kg TM.

Tabelle16: Statistische Kennzahlen der Kupferkonzentration im Kot

Kennzahl Kot
(mg/kg TM)

N 78

Mittelwert 57,8

Standardabweichung 18,81

Median 55,4

Minimum 24,7

Maximum 108,0

Spannweite 83,3

Schiefe 0,421

Kurtosis -0,429
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Abbildung 20: Boxplot-Diagramm der Abbildung 21: Histogramm der

Kupferkonzentration im Kot

64

Kupferkonzentration im Kot



Ergebnisse

4.2 Beziehung der Probenmedien untereinander

In Tabelle 17 beschreibt der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman rs, ob und in welcher
Starke ein Zusammenhang zwischen den Kupferkonzentrationen in den einzelnen
Probenmedien besteht. Mittlere bis hohe, positive Korrelationen finden sich nur zwischen den
Blutprobenmedien Serum, Plasma und EDTA-Vollblut, wobei die Korrelation zwischen
letzteren beiden am héchsten ist (rs = 0,782*). Zwischen den Kupferkonzentrationen im Haar
und in den Blutprobenmedien sind nur geringe Korrelationen ausgepragt. Bei den
Ausscheidungsprodukten weist die Kupferkonzentration im Kot mit einer vergleichsweise
niedrigen Stichprobenzahl zwischen 54 bis 78 keine signifikanten Korrelationen mit anderen
Probenmedien auf. Die Kupferkonzentration im Urin korreliert dagegen schwach mit den

Konzentrationen in Plasma bzw. EDTA-Vollblut.

Tabelle 17: Korrelation der Kupferkonzentration zwischen den einzelnen Probenmedien

Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer
Plasma EDTA Haar Urin Kot
(mg/l) (mg/l) (mg/kg) (mg/l)  (mg/kg TM)
Kupfer Serum r 0,667 0,610 0,244" 0,047 0,113
(mgll) p 0,001 0,001 0,001 0,066 0,339
N 1571 1559 683 1566 74
Kupfer Plasma r; 0,782 0,191 0,113" 0,156
(mgll) p 0,001 0,001 0,001 0,184
N 1559 682 1563 74
Kupfer EDTA 1 0,231" 0,073" 0,028
(mg/l) p 0,001 0,004 0,810
N 677 1551 74
Kupfer Haar r; -0,021 -0,002
(mg/kg) p 0,573 0,991
N 689 54
Kupfer Urin rs 0,016
(mg/l) p 0,888
N 78

rs==Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman; p=Signifikanz; N=Stichprobenanzahl;
** Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01 signifikant (zweiseitig)
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In den Streudiagrammen (Abb. 22 - 25) ist der Zusammenhang zwischen den
Kupferkonzentrationen ausgewahlter Probenmedien graphisch dargestellt. In den
Abbildungen 22 und 23 wird der starke, linear ansteigende Zusammenhang zwischen den
Konzentrationen in Plasma und Serum bzw. EDTA-Vollblut optisch verdeutlicht. Auffallig am
Bild der Streuung in Abbildung 23 ist, dass die Kupferwerte im Plasma starker ansteigen als
die zugehdrigen Werte im EDTA-Vollblut. Die Streuung der Werte in Abbildung 24 bestatigt
die sehr schwach ausgepragte Korrelation (rs = 0,073**) zwischen Kupfer in Urin und EDTA-
Vollblut, da die Kupferkonzentrationen im Urin auch bei ansteigenden Vollblutwerten
vergleichsweise gering bleiben. Zwischen der Kupferkonzentration in Kot und Vollblut ist, wie

Abbildung 25 zeigt, kein linearer Zusammenhang erkennbar.
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4.3 Beziehung der Kupferkonzentration zu anderen Mengen- und Spurenelementen

Der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman rs in Tabelle 18 beantwortet die Frage, ob
zwischen der Kupferkonzentration der jeweiligen Probenmedien und den Serummesswerten
anderer Mengen- oder Spurenelemente ein signifikanter Zusammenhang besteht. Auffallig
hierbei ist, dass die Serumkupferkonzentration mit allen aufgeflihrten Elementen signifikant
korreliert. Die Korrelationen zwischen Serumkupfer und Serumkalzium (rs = 0,245**) bzw.
Serumschwefel (rs= 0,231**) sind am starksten. Signifikant negative Zusammenhange sind in
der Minderheit, wobei Eisen als einziges Element ausschlielllich negative signifikante
Korrelationen ausbildet. Sie bestehen zwischen Serumeisen und den Kupferkonzentrationen
in Serum, Plasma und Haar. Von den Ubrigen Elementen bilden Kalzium, Schwefel und
Molybdan negative Korrelationen aus. Sie befinden sich zwischen Serumkalzium und der
Kupferkonzentration im Kot sowie zwischen Serumschwefel bzw. Serummolybdan und der
Kupferkonzentration im Urin. Grundsatzlich lasst sich allerdings feststellen, dass rs lediglich
Werte < 0,5, mehrheitlich sogar < 0,2 annimmt, was die vorhandenen signifikanten
Korrelationen allesamt als geringfiligig einstuft.

Tabelle 18: Korrelationen zwischen der Kupferkonzentration der einzelnen Probenmedien und
den Serumgehalten anderer Spuren- und Mengenelemente

Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer  Kupfer Kupfer

Serum Plasma EDTA Urin Haar Kot

(mgl/l) (mgl/l) (mgll) (mg/l) (mg/kg) (mg/kg TM)
Kalzium rs 0,245**  0,179** 0,201* -0,021 0,040 -0,238*
Serum P 0,001 0,001 0,001 0,414 0,301 0,041
(mgll) N 1574 1571 1559 1566 683 74
Schwefel rs 0,231** 0,166 0,243 -0,076™™ 0,119** 0,032
Serum P 0,001 0,001 0,001 0,006 0,002 0,786
(mgll) N 1307 1304 1294 1303 678 74
Molybdan rs 0,093** -0,009 -0,087 -0,079**  -0,072 0,102
Serum P 0,001 0,746 0,002 0,005 0,105 0,387
(mgll) N 1235 1233 1222 1227 510 74
Eisen rs -0,106™*  -0,144** -0,098 0,031 -0,109** 0,101
Serum P 0,001 0,001 0,001 0,213 0,004 0,391
(mgll) N 1574 1571 1559 1566 683 74
Mangan rs 0,196**  0,160** 0,188 -0,046  0,089* -0,099
Serum P 0,001 0,001 0,001 0,067 0,020 0,400
(ng/l) N 1572 1569 1557 1564 683 74

rs= Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman; p = Signifikanz; N =Stichprobenanzahl,
** Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01 signifikant (zweiseitig);
* Korrelation ist auf dem Niveau 0,05 von signifikant (zweiseitig).
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4.4 Beziehung der Kupferkonzentration zu chemischen Blutparametern

Tabelle 19 stellt eine Ubersicht Uber die statistisch signifikanten Zusammenhange zwischen
der Kupferkonzentration in den beprobten Medien und der Serumkonzentration ausgewahlter
chemischer Blutparameter dar. Zwischen den Kupferkonzentrationen in allen drei
Blutprobenmedien (Serum, Plasma, EDTA-Vollblut) und den Messwerten von Bilirubin,
Gallensauren und den Enzymen GLDH, AST, GGT finden sich ausschliellich positive
signifikante Korrelationen, wobei die Korrelation zwischen Serumkupfer und AST am héchsten
ist (0,282**). AP bildet mit Serumkupfer und Haarkupfer sehr geringe, negative signifikante
Korrelationen aus. Zwischen dem Kupfergehalt im Kot und den Serummesswerten der

aufgeflhrten Parameter besteht kein signifikanter Zusammenhang.

Tabelle 19: Korrelationen zwischen der Kupferkonzentration der einzelnen Probenmedien und
chemischen Blutparametern

Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer
Serum Plasma EDTA Urin Haar Kot
(mgl/l) (mgl/l) (mg/l) (mg/l) (mgl/kg) (mg/kg TM)
Bilirubin rs 0,064* 0,187** 0,180** 0,028 0,062 0,020
gesamt p 0,011 0,001 0,001 0,263 0,102 0,862
(umol/l) N
1570 1568 1556 1606 692 78
Gallensauren rs 0,248** 0,187** 0,184** -0,032 0,126** -0,196
(nmolll) p 0,001 0,001 0,001 0,203 0,001 0,086
N
1572 1570 1558 1608 693 78
GLDH (U/1) rs 0,245** 0,125** 0,168** -0,055** 0,130** -0,024
P 0,001 0,001 0,001 0,026 0,001 0,836
N 1572 1570 1558 1608 693 78
AST (U) rs 0,282** 0,280** 0,231** 0,009 0,141* -0,102
P 0,001 0,001 0,001 0,731 0,001 0,373
N 1572 1570 1558 1608 693 78
GGT (U) rs 0,264** 0,151** 0,164** -0,088** 0,161** -0,015
P 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,895
N 1572 1570 1558 1608 693 78
AP (U rs -0,077** -0,040 0,004 -0,027 -0,134** 0,039
P 0,002 0,109 0,877 0,279 0,001 0,736
N 1572 1570 1558 1608 693 78

** Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01 signifikant (zweiseitig).
* Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05 signifikant (zweiseitig).
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4.5 Beziehung der Kupferkonzentration zu Parametern des Blutbildes

Die Ergebnisse der Korrelationsanalyse zwischen der Kupferkonzentration in den einzelnen
Probenmedien und den Standardparametern des Blutbildes sind in Tabelle 20 dargestellt. Die
Erythrozytenzahl sowie  damit assoziierte = Parameter wie  Hamatokrit und
Hamoglobinkonzentration weisen allesamt negative signifikante Korrelationen mit der
Kupferkonzentration in den Blutprobenmedien (Serum, Plasma, EDTA-Vollblut) und im Haar
auf, die Thrombozytenzahl hingegen positive. Die Leukozytenkonzentration korreliert nur in

sehr geringem Male signifikant mit Kupfer in Plasma und EDTA-Vollblut.

Tabelle 20: Korrelationen zwischen der Kupferkonzentration der einzelnen Probenmedien und
Parametern des Blutbildes

Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer

Serum Plasma EDTA Urin Haar Kot
mg/I mg/I mg/l mg/I mg/kg (mg/kg TM)
Erythrozyten rs -0,157* -0,173** -0,139** -0,074** -0,094* 0,135
(Th) p 0,001 0,001 0,001 0,003 0,014 0,240
N 1561 1559 1547 1600 687 78
Hamatokrit rs -0,220* -0,138** -0,178** 0,119** -0,161** 0,237*
(%) p 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,037
N 1571 1569 1557 1608 693 78
Hamoglobin rs -0,106* -0,140** -0,136** -0,066** -0,174** 0,235*
(g/) p 0,001 0,001 0,001 0,008 0,001 0,038
N 1571 1569 1557 1608 693 78
Thrombozyten rs 0,265** 0,219** 0,140** -0,062*  0,146** -0,214
(Gh) p 0,001 0,001 0,001 0,014 0,001 0,060
N 1536 1534 1522 1578 677 78
Leukozyten rs -0,033 -0,076* -0,062* 0,009 -0,048 0,004
(Gh) p 0,201 0,003 0,015 0,716 0,211 0,970
N 1532 1530 1518 1574 675 78

** Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01 signifikant (zweiseitig).
* Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05 signifikant (zweiseitig).
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4.6 Beziehung der Kupferkonzentration zu Produktions- und

Fruchtbarkeitskennzahlen

Der Kupferstatus korreliert in Uberwiegend sehr geringem Male mit Produktions- und
Fruchtbarkeitskennzahlen. Die meisten signifikanten Korrelationen bildet die Zellzahl aus, und
zwar mit den Kupferkonzentrationen in Serum, Plasma und EDTA-Vollblut. Die Milchleistung
korreliert lediglich mit dem Kupfergehalt im Urin signifikant. Unter den
Fruchtbarkeitsparametern fallt auf, dass die Zwischentragezeit, die Zwischenkalbezeit und die
Rastzeit ausschlieBlich negative signifikante Korrelationen mit dem Kupferstatus bestimmter
Untersuchungsmedien ausbilden: die Zwischentragezeit mit Kupfer in EDTA-Vollblut und Kot,
die Zwischenkalbezeit mit Kupfer im Urin und die Rastzeit mit dem Kupfergehalt im Kot. Der
Besamungsindex korreliert signifikant positiv mit Kupfer in Haar und Urin.

Tabelle 21: Korrelationen zwischen der Kupferkonzentration der einzelnen Probenmedien und
Produktions- und Fruchtbarkeitsparametern

Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer

Serum Plasma EDTA Urin Haar Kot
(mgll) (mgll) (mgl/l) (mgll) (mg/kg) (mg/kg TM)
ML rs 0,033 0,026 0,037  0,065** -0,067 -0,056
(kg) P 0,207 0,318 0,163 0,005 0,093 0,633
N 1442 1439 1427 1862 636 76
Zellzahl rs 0,073**  0,129** 0,094** -0,032 -0,013 -0,135
(1000/ml) p 0,005 0,001 0,001 0,164 0,746 0,259
N 1454 1452 1440 1879 636 72
Z1Z rs -0,033 -0,047 -0,068* -0,019 0,013 -0,333**
(Tage) p 0,221 0,084 0,013 0,437 0,748 0,004
N 1367 1365 1356 1766 601 74
ZKZ rs -0,022 0,006 0,001 -0,049* 0,052 -0,012
(Tage) p 0,416 0,824 0,983 0,035 0,197 0,922
N 1405 1402 1393 1813 617 74
BI rs -0,003 0,034 0,043  0,091* 0,088* -0,118
P 0,920 0,204 0,116 0,001 0,032 0,316
N 1368 1366 1357 1764 598 74
RZ rs -0,005 0,010 -0,021 -0,003 -0,064 -0,303**
(Tage) p 0,867 0,704 0,438 0,888 0,114 0,008
N 1390 1388 1379 1794 610 76

** Korrelation ist auf Niveau von 0,01 signifikant (zweiseitig); * Korrelation ist auf Niveau von
0,05 signifikant (zweiseitig); Herdenparameter: ML=durchschnittliche Jahresmilchleistung
im Betrieb, Zellzahl=durchschnittlicher Zellgehalt der Milch, ZTZ=Zwischentragezeit,
ZKZ=Zwischenkalbezeit, BI=Besamungsindex, RZ=Rastzeit
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4.7 Einfluss verschiedener Faktoren auf den Kupfergehalt im Probenmedium
4.7.1 Einfluss des Untersuchungsjahres auf den Kupfergehalt im Plasma

Tabelle 22 stellt die Mittelwerte der Plasmakupferkonzentration getrennt nach
Untersuchungsjahren dar. Im Jahr 2014 war die mittlere Kupferkonzentration mit 0,933 mg/I
am hdchsten, im Jahr 2007 mit 0,832 mg/l am niedrigsten. Zwischen den einzelnen
Mittelwerten bestehen gemal Welch-Test signifikante Unterschiede. Im Boxplot-Diagramm
(Abb. 26) lasst sich von 2007 bis 2014 eine unregelmalige, wellenformige Dynamik der
Kupferkonzentration erkennen.

Tabelle 22: Mittelwerte der Plasmakupferkonzentration getrennt nach Untersuchungsjahren

95 % Konfidenzintervall fiir
N Mittelwert Standardfehler Mittelwert

(mgll) Untergrenze Obergrenze
2007 51 0,832 0,020 0,791 0,872
2008 301 0,892 0,008 0,876 0,909
2009 200 0,878 0,009 0,861 0,895
2010 230 0,928 0,008 0,913 0,944
2011 194 0,894 0,009 0,877 0,911
2012 205 0,910 0,009 0,892 0,927
2013 188 0,872 0,008 0,855 0,888
2014 202 0,933 0,010 0,913 0,952
Gesamt 1571 0,899 0,003 0,892 0,906

N=Anzahl der Falle; Welch-Test: W=7,79, p <0,001
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Abbildung 26: Boxplot-Diagramm zum Vergleich der Kupferkonzentration in den einzelnen
Untersuchungsjahren
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4.7.2 Einfluss der Jahreszeit auf den Kupfergehalt im Plasma

Wie Tabelle 23 zeigt, gibt es auch in Abhangigkeit von der jeweiligen Jahreszeit statistisch

signifikante Unterschiede zwischen mittleren Kupferkonzentrationen

im Plasma der

untersuchten Kihe. So ist der Mittelwert im ersten Quartal (Januar bis Méarz) signifikant

niedriger als im zweiten (April bis Juni) und vierten Quartal (Oktober bis Dezember). Der

Mittelwert des vierten Quartals ist am hdchsten, was sich auch im Boxplot-Diagramm (Abb.

27) widerspiegelt. Er unterscheidet sich damit zusatzlich signifikant von der mittleren

Kupferkonzentration im 3. Quartal.

Tabelle 23: Mittelwerte der Kupferkonzentration im Plasma getrennt nach Jahreszeiten

95 % Konfidenzintervall fiir

N Mittelwert  Standardfehler Mittelwert
(mgl/l) Untergrenze Obergrenze
Januar-Marz 275 0,873 0,009 0,856 0,890
April-Juni 528 0,900°¢ 0,005 0,889 0,910
Juli-September 321 0,8932b 0,007 0,879 0,906
Oktober-Dezember | 447 0,919¢ 0,007 0,906 0,932
Gesamt 1571 0,899 0,003 0,892 0,906

N=Anzahl der Falle; Welch-Test: W=6,9, p <0,001; Post-Hoc-Test Bonferroni: p<0,05,
Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten sind durch unterschiedliche
Kleinbuchstaben gekennzeichnet.

1,500

1,250

1,000

, 750

6007

Kupferkonzentration im Plasma (mg/l)

[o]s]

I
Jan-Marz

T

I

I
Apr-Jun Jul-Sep Okt-Dez

Quartal

Abbildung 27: Boxplot-Diagramm zum Vergleich der Kupferkonzentration in den
verschiedenen Jahreszeiten
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4.7.3 Einfluss des Bundeslands auf den Kupfergehalt im Plasma

Wie in Abbildung 28 graphisch dargestellt, weisen die untersuchten Milchkiihe aus Sachsen-
Anhalt, Sachsen, Brandenburg, und Mecklenburg-Vorpommern keine signifikanten
Unterschiede in ihrem mittleren Kupferstatus auf, auch wenn der Mittelwert von Kiihen aus
Mecklenburg-Vorpommern mit 0,927 mg/l am hdéchsten ist (Tab. 24). Kiihe aus Betrieben in
Thiringen weisen dagegen den niedrigsten Mittelwert auf. Er unterscheidet sich signifikant
von den Mittelwerten in Sachsen-Anhalt, Mecklenburg-Vorpommern und Sachsen. Der
mittlere Kupferstatus von Milchkiihen aus Brandenburg weist mit keinem der anderen

Bundeslander signifikante Unterschiede auf.

Tabelle 24: Mittelwerte der Kupferkonzentration im Plasma getrennt nach Bundeslandern

95 % Konfidenzintervall fiir
N Mittelwert Standardfehler Mittelwert
(mgl/l) Untergrenze Obergrenze
Sachsen-Anhalt 678 0,897 0,005 0,886 0,907
Brandenburg 306 0,895%° 0,007 0,881 0,909
Mecklenburg-
136 0,9272 0,014 0,900 0,954
Vorpommern
Sachsen 325 0,909? 0,007 0,895 0,922
Thuringen 115 0,856° 0,009 0,837 0,874
Gesamt 1560 0,898 0,003 0,892 0,905

N=Anzahl der Falle; Welch-Test: W=6,7, p <0,001; Post-Hoc-Test Bonferroni: p<0,05,
Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten sind durch unterschiedliche
Kleinbuchstaben gekennzeichnet.
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Abbildung 28: Boxplot-Diagramm zum Vergleich der Kupferkonzentration in den
verschiedenen Bundeslandern
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4.7.4 Einfluss des Laktationsstadiums auf die Kupferkonzentration in den

verschiedenen Probenmedien

4.7.4.1 Laktationsdynamik im Serum

Bereits bei Betrachtung des Boxplot-Diagramms (Abb. 29) wird deutlich, dass die Gruppe der
Vorbereiter einen niedrigeren Kupfergehalt aufweist als die Gbrigen Laktationsgruppen. Mit
einem Mittelwert von 0,600 mg/l unterscheidet sie sich signifikant von den
Gruppenmittelwerten der friih- und der hochlaktierenden Kiihe. Der mittlere Kupfergehalt
innerhalb der ersten Woche p. p. erreicht den héchsten Wert (0,722 mg/l). Ab der sechsten
Woche p. p. sinkt der Kupferstatus, sodass sich zwischen den Frihlaktationsgruppen (0 - 1
und 3 - 5 Wochen p .p.) und den Hochlaktationsgruppen (15 - 18 und 6 - 20 Wochen p. p.)
ebenfalls ein signifikanter Unterschied ergibt.

Tabelle 25: Mittelwerte der Kupferkonzentration im Serum getrennt nach Laktationsgruppen

95 % Konfidenzintervall fur
N Mittelwert Standardfehler Mittelwert

(mgl/l) Untergrenze Obergrenze

Vorbereiter 421  0,6002 0,005 0,591 0,609
0-1 Woche p.p. 305 0,722° 0,006 0,710 0,735
0-5 Wochen p.p. 117  0,706°>¢ 0,009 0,688 0,724
3-5 Wochen p.p. 309 0,716° 0,006 0,705 0,727
15-18 Wochen p.p. 303 0,688°¢ 0,006 0,676 0,700
6-20 Wochen p.p. 116 0,672°¢ 0,008 0,655 0,689
Gesamt 1571 0,677 0,003 0,682 0,682

N=Anzahl der Falle; ANOVA: F=73,4, p <0,001; Post-Hoc-Test Bonferroni: p<0,05,
Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten sind durch unterschiedliche
Kleinbuchstaben gekennzeichnet.
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Abbildung 29: Boxplot-Diagramm zum Vergleich der Serum-Kupferkonzentration bei
verschiedenen Laktationsgruppen

4.7.4.2 Laktationsdynamik im Plasma

Die Laktationsdynamik im Plasma ahnelt derjenigen im Serum. Wieder weist die Gruppe der
Vorbereiter einen signifikant niedrigeren Kupferstatus auf als die Gruppen der frih- und
hochlaktierenden Kiihe. Der héchste Mittelwert (0,978 mg/l, Tab. 26) findet sich erneut in der
ersten Laktationswoche. Er unterscheidet sich im Plasma zudem signifikant von allen anderen
Gruppen, was in Abbildung 30 durch die erhdhte Lage des Boxplots graphisch dargestellt wird.
Weitere signifikante Unterschiede bestehen zwischen der mittleren Kupferkonzentration
frihlaktierender Kiihe (3 - 5 Wochen p. p.) und Kiihen in der Hochlaktation (15 - 18 und 6 - 20
Wochen p. p.).
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Tabelle 26: Mittelwerte der Kupferkonzentration im Plasma getrennt nach Laktationsgruppen

95 % Konfidenzintervall fiir
N Mittelwert Standardfehler Mittelwert
(mgll) Untergrenze Obergrenze

Vorbereiter 420 0,819° 0,005 0,808 0,830
0-1 Woche p.p. 305 0,978° 0,008 0,963 0,994
0-5 Wochen p.p. 117 0,928 4 0,011 0,906 0,949
3-5 Wochen p.p. 309 0,928°¢ 0,007 0,915 0,941
15-18 Wochen p.p. 302 0,892¢ 0,007 0,879 0,906
6-20 Wochen p.p. 116 0,889 ¢ 0,010 0,868 0,909
Gesamt 1569 0,899 0,003 0,892 0,906

N=Anzahl der Falle; Welch-Test: W=67,7 6, p <0,001; Post-Hoc-Test Bonferroni: p<0,05,
Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten sind durch
unterschiedliche Kleinbuchstaben gekennzeichnet.
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Abbildung 30: Boxplot-Diagramm zum Vergleich der Plasma-Kupferkonzentration bei
verschiedenen Laktationsgruppen

4.7.4.3 Laktationsdynamik im EDTA-Vollblut

Im EDTA-Vollblut findet sich der signifikant niedrigste Mittelwert erneut bei der Gruppe der
Vorbereiter. Frischmelker (0 - 1 Woche p. p.) weisen mit 0,870 mg/l die hochste

durchschnittliche Kupferkonzentration auf. Diese unterscheidet sich jedoch nur vom Mittelwert
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der Hochleistungsgruppen (15 - 18 und 6 - 20 Wochen p. p.) signifikant. Die Ubrigen

Frihlaktationsgruppen (0 - 5 und 3 - 5 Wochen p. p.) und die Hochleistungsgruppen zeigen im

EDTA-Vollblut keine signifikanten Unterschiede. |hre Boxplots unterscheiden sich, wie in

Abbildung 31 erkennbar, nur gering in ihrer Lage.

Tabelle 27: Mittelwerte der Kupferkonzentration im EDTA-Vollblut getrennt nach
Laktationsgruppen

95 % Konfidenzintervall fiir

N Mittelwert Standardfehler Mittelwert
(mg/kg) Untergrenze Obergrenze
Vorbereiter 417 0,759°2 0,005 0,749 0,769
0-1 Woche p.p. 302 0,870° 0,007 0,856 0,884
0-5 Wochen p.p. 116 0,843°° 0,011 0,821 0,865
3-5 Wochen p.p. 307 0,851b¢ 0,006 0,839 0,864
15-18 Wochen p.p. 300 0,828°¢ 0,007 0,815 0,842
6-20 Wochen p.p. 115 0,828° 0,011 0,806 0,851
Gesamt 1557 0,824 0,003 0,818 0,830

N=Anzahl der Falle; ANOVA, F=40,5, p <0,001; Post-Hoc-Test Bonferroni: p<0,05,
Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten sind durch
unterschiedliche Kleinbuchstaben gekennzeichnet.
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Abbildung 31: Boxplot-Diagramm zum Vergleich der EDTA-Vollblut-Kupferkonzentration bei
verschiedenen Laktationsgruppen
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4.7.4.4 Laktationsdynamik im Haar

Wie bei den Blutprobenmedien weist auch beim Haar die Gruppe der Vorbereiter den
signifikant niedrigsten Mittelwert auf (8,3 mg/kg). Die héchste mittlere Kupferkonzentration (8,9
mg/kg) findet sich dagegen nicht bei den frih-, sondern den hochlaktierenden Kiihen, wobei
der Unterschied zwischen diesen beiden Gruppen nicht signifikant ist. Abbildung 32 stellt die
Laktationsdynamik im Haar graphisch dar. Auffallig ist die ausgepragte Streuung der Werte,
v.a. in der Gruppe der Vorbereiter und der Frihlaktationsgruppe (3 - 5 Wochen p. p.) mit

Extremwerten der Kupferkonzentration nahe 80 mg/kg.

Tabelle 28: Mittelwerte der Kupferkonzentration im Haar getrennt nach Laktationsgruppen

N Median Perzentile
(mg/kg) 25 75
Vorbereiter 348 8,32 7,3 9,5
3-5 Wochen p.p. 253  8,8° 7,7 10,6
6-20 Wochen p.p. 91 8,9° 7.9 12,7
Gesamt 692

N=Anzahl der Falle; Kruskall-Wallis-Test-Wert=22,9, p <0,001; Post-Hoc-Test Bonferroni:
p<0,05, Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten sind durch
unterschiedliche Kleinbuchstaben gekennzeichnet.
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Abbildung 32: Boxplot-Diagramm zum Vergleich der Kupferkonzentration im Haar bei
verschiedenen Laktationsgruppen
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4.7.4.5 Laktationsdynamik im Urin

Tabelle 29 stellt die logarithmierte mittlere Kupferkonzentration der einzelnen
Laktationsgruppen im Urin dar. Statistisch signifikante Unterschiede finden sich nur zwischen
Vorbereitern und Frischmelkern auf der einen Seite und hochlaktierenden Kihen zwischen der
15. und 18. Laktationswoche sowie Trockenstehern auf der anderen Seite. Die Mittelwerte
aller anderen Gruppen unterscheiden sich nicht signifikant, was auch in Abbildung 33 optisch

deutlich wird, da die Lage der einzelnen Boxplots kaum variiert.

Tabelle 29: Mittelwerte der Kupferkonzentration im Urin getrennt nach Laktationsgruppen

95 % Konfidenzintervall fiir
N Mittelwert* Standardfehler Mittelwert
(mgl/l) Untergrenze Obergrenze

Trockensteher 418 -0,925° 0,011 -0,947 -0,902
Vorbereiter 428 -0,834° 0,013 -0,860 -0,808
0-1 Woche p.p. 311  -0,834° 0,014 -0,861 -0,807
0-5 Wochen p.p. 118 -0,8712ab 0,024 -0,919 -0,823
3-5 Wochen p.p. 318 -0,8802° 0,014 -0,908 -0,853
15-18 Wochen p.p. 308 -0,908° 0,013 -0,933 -0,882
6-20 Wochen p.p. 118 -0,8782P 0,023 -0,924 -0,833
Gesamt 2019 -0,876 0,006 -0,887 -0,865

N=Anzahl der Falle; *logarithmiert; ANOVA, F=7,1, p <0,001; Post-Hoc-Test Bonferroni:
p<0,05, Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten sind durch
unterschiedliche Kleinbuchstaben gekennzeichnet.
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Abbildung 33: Boxplot-Diagramm zum Vergleich der Kupferkonzentration im Urin bei
verschiedenen Laktationsgruppen
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4.7.4.6 Laktationsdynamik im Kot

Die Mittelwerte der Kupferkonzentration im Kot sind flir die einzelnen Laktationsgruppen in
Tabelle 30 aufgefiihrt. Sie variieren zwischen 43,2 mg/kg bei Kihen in der 6. - 20.
Laktationswoche und 62,0 mg/kg bei den Vorbereitern. Die Schwankungen sind in Abbildung
34 graphisch dargestellt. Statistisch signifikant sind die Unterschiede zwischen den

Laktationsgruppen jedoch nicht.

Tabelle 30: Mittelwerte der Kupferkonzentration im Kot getrennt nach Laktationsgruppen

95 % Konfidenzintervall fiir
Mittelwert  Standardfehler .
Mittelwert
(mgl/kg)

Untergrenze Obergrenze
Vorbereiter 38 62,0 3,268 55,4 68,6
3-5 Wochen p.p. 12 52,2 5,131 40,9 63,5
15-18 Wochen p.p. 21 58,2 3,666 50,5 65,8
6-20 Wochen p.p. 7 43,2 3,677 34,2 52,2
Gesamt 78 57,8 2,129 53,6 62,0

_N=Anzahl der Félle; ANOVA, F=2,5, p >0,064
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Abbildung 34: Boxplot-Diagramm zum Vergleich der Kupferkonzentration im Kot bei
verschiedenen Laktationsgruppen
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4.8 Berechnung von Referenzwerten

In den Tabellen 31 bis 34 sind die berechneten Referenzwerte flir die jeweiligen
Untersuchungsmedien nach Laktationsgruppen aufgeschlisselt dargestellt und zu
empfohlenen Referenzbereichen flir Vorbereiter, frih- und hochlaktierende Kihe
zusammengefasst. Die laktationsgruppenunabhangig berechneten Referenzbereiche fir die

Kupferkonzentration in Urin und Kot finden sich in Tabelle 35.

4.8.1 Referenzbereiche fiir Kupferkonzentration in Serum, Plasma und Vollblut

Bei den Blutprobenmedien liegt der Referenzbereich fir die Kupferkonzentration im Plasma
im Vergleich am hdchsten und im Serum am niedrigsten. Vorbereiter weisen jeweils die
geringsten Grenzwerte auf, frihlaktierende Kihe die héchsten. Wahrend der Hochlaktation

sinkt der Referenzbereich wieder auf ein niedrigeres Niveau ab.

Tabelle 31: Referenzbereich fir die Kupferkonzentration im Serum

Stadium Intervall Referenzbereich

der zwischen 2,5%- und 97,5%- Stadium der Referenzwerte
Laktation Perzentil (mg/l) Laktation (ngll)
Vorbereiter 0,457 - 0,813 Vorbereiter 457 - 813
0-1 Woche p.p. 0,542 - 0,993 Friihlaktation 542 - 993
0-5 Wochen p.p. 0,552 - 0,896

3-5 Wochen p.p. 0,551 -0,927

15-18 Wochen p.p. 0,490 - 0,939 Hochlaktation 490 - 939
6-20 Wochen p.p. 0,529 - 0,860

Gesamt 0,482 -0,916 Gesamt 482 - 916

N ist Tab. 25 aus Kap. 4.7.4.1 zu entnehmen.
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Tabelle 32: Referenzbereich flr die Kupferkonzentration im Plasma

Stadium Intervall Referenzbereich

der zwischen 2,5%- und 97,5%- Stadium der Referenzwerte
Laktation Perzentil (mg/l) Laktation (ug/l)
Vorbereiter 0,617 - 1,055 Vorbereiter 617 - 1055
0-1 Woche p.p. 0,753 - 1,271 Friihlaktation 713 -1271
0-5 Wochen p.p. 0,713-0,182

3-5 Wochen p.p. 0,736 - 1,173

15-18 Wochen p.p. 0,675-1,130 Hochlaktation 675-1130
6-20 Wochen p.p. 0,686 - 1,120

Gesamt 0,664 — 1,177 Gesamt 664 - 1177

N ist Tab. 26 aus Kap. 4.7.4.2 zu entnehmen.

Tabelle 33: Referenzbereich fir die Kupferkonzentration im EDTA-Vollblut

Stadium Intervall Referenzbereich

der zwischen 2,5%- und 97,5%- Stadium der Referenzwerte
Laktation Perzentil (mg/l) Laktation (ng/l)
Vorbereiter 0,571 -0,970 Vorbereiter 571 -970
0-1 Woche p.p. 0,656 - 1,179 Friihlaktation 656 - 1179
0-5 Wochen p.p. 0,671 -1,101

3-5 Wochen p.p. 0,669 - 1,086

15-18 Wochen p.p. 0,627 - 1,110 Hochlaktation 627 - 1110
6-20 Wochen p.p. 0,633 - 1,081

Gesamt 0,617 — 1,080 Gesamt 617 - 1080

N ist Tab. 27 aus Kap. 4.7.4.3 zu entnehmen.
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4.8.2 Referenzbereich fiir die Kupferkonzentration im Haar

Wie in Tabelle 34 ersichtlich wird, weisen, anders als bei den Blutprobenmedien, Kihe in der
Hochlaktation den hdchsten Referenzbereich fir die Haarkupferkonzentration auf. Bei

Vorbereitern sind die Grenzwerte wiederum am niedrigsten.

Tabelle 34: Referenzbereich fir die Kupferkonzentration im Haar

Stadium Intervall Referenzbereich
der zwischen 2,5%- und 97,5%- Stadium der Referenzwerte
Laktation Perzentil (mg/kg) Laktation (mg/kg)
Vorbereiter 5,8-248 Vorbereiter 5,8-24,8
3-5 Wochen p.p. 6,0-275 Frith- und

Hochlaktation 6,0 - 46,1
6-20 Wochen p.p. 6,3 - 46,1
Gesamt 6,0 - 27,2 Gesamt 6,0 - 27,2

N ist Tab. 28 aus Kap. 4.7.4.4 zu entnehmen.

4.8.3 Referenzbereich fiir die Kupferkonzentration in Urin und Kot

Tabelle 35 zeigt die berechneten Referenzbereiche fiir Urin und Kot. Es fallt auf, dass im Urin
die Spannweite zwischen den Grenzwerten im Verhaltnis deutlich grolRer ist als bei den

anderen Untersuchungsmedien.

Tabelle 35: Empfohlener Referenzbereich fir die Kupferkonzentration in den
Ausscheidungsprodukten Urin und Kot fiir alle Laktationsgruppen

Medium Einheit Intervall Referenzbereich
zwischen 2,5%- und 97,5%- Referenzwerte
Perzentil
Urin (ngll) 46,00 — 495,40 46 - 495
Kot (mg/kg TM) 27,2 -104,1 27,2 -104,1

N Urin = 2031; N Kot = 78
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5 Diskussion
5.1 Material und Methoden

Fur die diagnostische Auswertung der Proben wurden anstelle von Einzeltierproben gepoolte
Proben verwendet. Manche Autoren sehen die Eignung von Poolproben zur Einschatzung des
Kupferstatus einer Herde kritisch, da hiermit unweigerlich ein gewisser Detail- und
Informationsverlust zum Kupferstatus von Einzeltieren verbunden ist (Laven et al. 2007, Guyot
et al. 2009). Jedoch lasst sich in der Praxis ein Herdenmonitoring nur verwirklichen, wenn die
Diagnostik in bezahlbarem Rahmen bleibt und so die Motivation flur den Betrieb, in
Routineuntersuchungen zur Herdengesundheit zu investieren, moglichst hoch gehalten wird.
Heggemann (2013) verglich in seiner Studie die Gruppenmittelwerte von Einzeltierproben mit
Poolproben, die aus dem Plasma derselben Einzeltiere hergestellt worden waren. Er stellte
dabei keine signifikanten Unterschiede zwischen den mittleren Kupferkonzentrationen der
Gruppenmittel- und Poolwerte fest. Im Rahmen der Herdendiagnostik scheint die Verwendung

von Poolproben also geeignet, um den Kupferstatus einer Herde zuverlassig zu beschreiben.

5.2  Vergleich der ermittelten Kupferkonzentrationen mit den Ergebnissen anderer

Untersuchungen

Tabelle 36 vergleicht die Untersuchungsergebnisse zur Kupferkonzentration in den einzelnen
Probenmedien mit den Resultaten vorangegangener Untersuchungen. Trotz geringflgiger
Unterschiede folgen die Werte eindeutig denselben Tendenzen und kénnen daher stimmig
miteinander in Relation gesetzt werden. Im Wesentlichen bestatigt die vorliegende Studie die

Untersuchungsergebnisse der anderen aufgeflihrten Autoren.

84



Diskussion

Tabelle 36: Vergleich der ermittelten Kupferkonzentrationen mit den
Untersuchungsergebnissen anderer Studien

Autoren Kupferkonzentration in den Probenmedien
Serum  Plasma Vollblut Haar Urin Kot
(mgll) (mgl/l) (mgll) (mg/kg)  (mg/l) grnlc/lg)/kg
eigene N 1574 1571 1559 693 2031 78
Studie Xmin | 0,403 0,499 0,474 4,3 0,000 247
Xmax | 1,060 1,490 1,410 79,5 1,930 108,0
X 0,677 0,899 0,824 10,241 0,160 57,794
S 0,122 0,132 0,122 6,758 0,133 18,806
Herold N 67 66 66 40 67 69
(2017) Xmin | 0,537 0,750 0,564 6,17 0,045 25
Xmax | 1,000 1,460 1,220 37,0 0,307 168
X 0,701 0,974 0,910 10,7 0,143 60,9
Ehlert N 1441
(2015) Xmin 0,02
Xmax 0,95
X 0,16
] 0,122
Heggemann N 57 58 58 58 415
(2013)* Xmin | 0,487 0,688 0,548 6,9 0,010
Xmax | 0,970 1,290 1,080 47,4 2,490
X 0,736 0,903 0,778 11,2 0,107
] 0,123 0,137 0,116 6,39 0,186
Steinhofel N 110
et al. X 1,04
(2013)** ] 1,53
Spolderset N 10 10
al. (2008)*** Xx 0,854 6,8

* Berechnung aus Poolprobenwerten bei Serum, Plasma, Vollblut und Haar; Berechnung
aus Einzelwerten bei Urin;

** Werte nach Optimierung des TMR- Kupfergehalts auf max. 150 % der
Versorgungsempfehlung der GfE (2001);

*** Fltterung nach Versorgungsempfehlung der GfE (2001); N=Anzahl der Falle;
Xmin=Minimum; xmax=Maximum; X=Mittelwert; s=Standardabweichung
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53 Verhalten und Korrelation der Kupferkonzentrationen in den Probenmedien
5.3.1 Serum, Plasma und Vollblut

Die héchste Kupferkonzentration im Blut wurde im Plasma gemessen, gefolgt von Vollblut und
Serum, wobei Serum die niedrigsten Werte aufwies. Die Untersuchungen der in Tabelle 36
aufgefuhrten Autoren flihrten zum selben Ergebnis. Der Grund dafir liegt sehr wahrscheinlich
in der unterschiedlichen Verteilung des Spurenelements im flissigen und zellularen
Bestandteil des Blutes. Wie eingangs beschrieben, kommt Kupfer im Blut zu ca. 80 % CP-
gebunden vor (Laven et al. 2007), wobei jedes CP-Molekiil sechs bis acht Kupferatome enthalt
(Blakley und Hamilton 1985). Die Multi-Kupfer-Ferroxidase gilt als dominierendes Cuproenzym
im Blutplasma. Bei der Gewinnung von Serum wird CP jedoch im Fibringerinnsel des
Koagulats gebunden und so dem uberstehenden Serum entzogen, was zu niedrigeren
Messergebnissen im Vergleich zum Plasma oder zum Vollblut fuhrt (Paynter 1982). Die
Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung unterstlitzen die Feststellungen vorangegangener
Forschungsarbeiten (Kincaid et al. 1986, Laven und Livesey 2006, Laven et al. 2007,
Heggemann 2013), in denen die Kupfergehalte des Serums und des Plasmas vergleichend
beurteilt und diagnostisch relevante Unterschiede zwischen der mittleren Serum- und der
mittleren Plasmakupferkonzentration ermittelt worden sind.

Die mittlere Position des Vollbluts auf der Rangliste der Kupferkonzentrationen im Blut ist
vermutlich darin begriindet, dass CP-gebundenes Kupfer im Vollblut zwar in vollem Umfang
mitgemessen werden kann, im zellularen Anteil des Probevolumens, in den Erythrozyten und
Leukozyten, jedoch vergleichsweise weniger Kupfer enthalten ist als im Blutplasma, das neben
CP auch temporare Kupferliganden wie die Transportproteine Albumin und a2-Macroglobulin
enthalt. Dieser austauschbare Kupferpool im Plasma scheint hauptverantwortlich fir die
Steigerung des Gesamtkupfergehalts im Blut. Dies wird auch im Streudiagramm in Abbildung
23 deutlich. Die dargestellte gemeinsame Verteilung der Kupferkonzentrationen im Vollblut
und im Plasma zeigt, dass eine Erhdhung des Vollblutgehalts mit einer Uberproportionalen
Konzentrationserhhung im Plasma einhergeht.

Trotz dieser Unterschiede besteht, wie die positiven mittleren bis hohen signifikanten
Korrelationskoeffizienten in Tabelle 17 zeigen, ein enger Zusammenhang zwischen den
Kupferkonzentrationen der einzelnen Blutprobenmedien. Dass der Zusammenhang zwischen
Vollblut- und Plasmakupfer starker ausfallt als die jeweiligen Korrelationen dieser beiden
Medien mit Serum, mag am CP-gebundenem Kupfer liegen, das bei der Messung im Serum

nicht berucksichtigt werden konnte.
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5.3.2 Haar

Bei der Messung der Kupferkonzentration im Haar wurde mit 79,5 mg/kg ein vergleichsweise
hoher Maximalwert festgestellt. In der Literatur werden fir den Referenzbereich der
Haarkupferkonzentration Obergrenzwerte von 32 mg/kg (Puls 1994) bis 39,9 mg/kg
(Heggemann 2013) angegeben. Manche Autoren legen gar keine Obergrenze fest und geben
stattdessen offene Referenzbereiche mit Werten > 0,1 mg/kg (Bauer et al. 2014) oder > 6
mg/kg (Dirksen et al. 2006) an (vgl. Tabelle 8). Je nachdem, welchen Referenzbereich man
als Grundlage zur Beurteilung der Haarkupfermesswerte dieser Studie wahlt, kommt man zu
unterschiedlichen Ergebnissen: Nach Puls (1994) bestinde bei ca. 2 % der vorliegenden
Sammelproben der Verdacht, dass sie von Kiihen mit Hypercuprose stammen. Nach Bauer et
al. (2014) hingegen lagen sie innerhalb des Normbereichs. Nach den Laborergebnissen eines
Fallberichts von Staufenbiel et al. (2016) tUber eine mit Kupfer Uberversorgte Milchviehherde
sind Haarkupferanalysen nicht zur Diagnose einer Kupfervergiftung geeignet. Zwischen dem
unstrittigen Diagnostikum bei einer Hypercuprose, der Kupferkonzentration im Leberbioptat,
und der Haarkupferkonzentration besteht zudem nach Heggemann (2013) keine signifikante
Korrelation. Riickschlliisse vom Haarkupferstatus auf den Leberkupferstatus und damit auf
eine subklinische Uberversorgung der betroffenen Probanden kénnen in der vorliegenden
Studie nicht gezogen werden, da keine Daten zur Leberkupferkonzentration erhoben wurden.
Die Korrelationsanalyse ergab signifikante positive Korrelationen zwischen dem Kupfergehalt
im Haar und allen drei Blutkupferkonzentrationen. Dies mag sicher damit zusammenhangen,
dass der Blutkupferpool die Quelle fur die Versorgung des Haarfollikels darstellt. Als
Bestandteil von Thioloxidasen ist das Spurenelement mafgeblich an der Bildung von
Disulfidbriicken innerhalb der Keratinmolekile des Haars beteiligt und wird wahrend des

Haarwachstums in das Haar inkorporiert (Kempson et al. 2007, Suttle 2010).

5.3.3 Urin

Bei der Analyse der Kupferkonzentration im Urin wurden Werte zwischen 0,000 mg/l und 1,93
mg/l gemessen. Auch in vorangegangenen Forschungsarbeiten (vgl. Tab. 36) ging der
gemessene Minimalwert gegen Null. Der Mittelwert von Ehlert (2015) stimmt mit 0,16 mg/l mit
dem der vorliegenden Studie genau Uberein. Zwei Drittel der Messergebnisse im Urin lagen
unterhalb dieses Mittelwerts. Dies unterstiitzt die vorherrschende Meinung in der Literatur,
dass beim Rind der Ausscheidung von Kupfer Gber den Harn nur eine geringe Bedeutung
zukommt (Suttle 2010).

Die Korrelationsanalyse ergab signifikante positive, wenn auch schwache Zusammenhange

mit der Plasma- und Vollblutkupferkonzentration. Im Streudiagramm in Abbildung 24 wird
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deutlich, dass bei ansteigendem Vollblutgehalt der Gehalt im Urin nur maRig zunimmt. Dies
konnte entweder daran liegen, dass das Spurenelement Kupfer aus dem Primarharn zum
Groldteil ruckresorbiert wird oder es aufgrund seiner Bindung an negativ geladene
Plasmaproteine mit hohem Molekulargewicht wie Albumin oder als Bestandteil von CP im

Glomerulum kaum filtriert werden kann.

5.3.4 Kot

Die Bestimmung der Kupferkonzentration im Kot ergab Werte zwischen 24,7 mg/kg und 108
mg/kg. Nach Herold (2017) liegen diese Ergebnisse innerhalb des physiologischen
Referenzbereichs von 25 - 125 mg Kupfer pro kg Kot. Sowohl in der vorliegenden
Untersuchung als auch bei Herold (2017) wurden keine signifikanten Zusammenhange mit den
Ubrigen Probenmedien festgestellt. In der vorliegenden Studie kdnnte dies einerseits mit der
vergleichsweise geringen Kotprobenanzahl zusammenhangen. Andererseits ist eine
Korrelation zwischen Kot und Urin, da der renalen Elimination keine besondere Bedeutung
zukommt, auch nicht unbedingt zu erwarten. Ahnlich verhdlt es sich mit den
Blutprobenmedien. Wahrend Haarwurzel und Niere direkt mit dem Kupferpool im Blut in
Verbindung stehen und daher Korrelationen von Haar und Urin mit den Blutprobenmedien
nachvollziehbar sind, gelangt Kupfer Uber die bilidre Elimination mit der Galle in den Kot. Eine
Korrelation ware daher eher zwischen dem Kupfergehalt im Kot und dem Ursprung der Galle,
dem Lebergewebe, zu erwarten als mit den Blutprobenmedien. Das Vorliegen eines solchen
Zusammenhangs miusste im Rahmen einer Folgeuntersuchung Uberpriift werden. Er kdnnte
wichtige Hinweise darauf liefern, ob der Kupfergehalt im Kot mit dem Kupferspeicher der Leber

in Verbindung steht.

54 Korrelationen der Kupferkonzentration mit Blut- und Leistungsparametern
5.4.1 Korrelation mit anderen Mengen- und Spurenelementen

Auch wenn die Wirkmechanismen noch nicht bis ins Detail geklart sind, gelten die Elemente
Kalzium, Schwefel, Molybdan, Eisen und Mangan als potentielle Kupferantagonisten. Auf den
ersten Blick erscheint es daher widersprichlich, dass bei der Korrelationsanalyse zwischen
dem Serumgehalt von Kupfer und den Serumgehalten nahezu aller Antagonisten positive
Zusammenhange festgestellt wurden. Lediglich Eisen bildete durchweg negative signifikante
Korrelationen aus, was man damit begrinden konnte, dass hohe Eisengehalte im Futter die
Absorption von Kupfer im Darm stéren und damit auch dessen Konzentration im Blut
herabsetzen (Gould und Kendall 2011). Da die Konzentration von Spurenelementen

laktationsbedingten Schwankungen unterworfen sein kann, wurde die Korrelationsanalyse
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nochmals nach Laktationsgruppen aufgeteilt vorgenommen. Die Ergebnisse sind im Anhang
(Tab. 38 - 43) dargestellt. Die Serumkonzentration des Antagonisten Molybdan korreliert nun
nur noch in der Gruppe der Hochlaktationskiihe (6 - 20 Wochen p. p.) signifikant mit dem
Serumkupfergehalt. Eisen bildet in keiner Gruppe mehr negative Korrelationen aus. Diese
Resultate sprechen dafir, dass die Korrelationen aufgrund des groRen Stichprobenumfangs
zufallig zustande gekommen sind und weniger auf einen kausalen Zusammenhang zwischen
den Spurenelementkonzentrationen hinweisen. Positive Zusammenhange, wie sie zwischen
der Kupferkonzentration in den Blutprobenmedien und den Elementen Kalzium und Schwefel
in nahezu allen Laktationsgruppen auftreten (Tab. 38 - 42), kénnen dadurch zustande
gekommen sein, dass die Tiere vor der Probennahme gefressen und Uber die Nahrung
gleichmaRig Mengen- und Spurenelemente aufgenommen haben. Dies kann auf eine

bedarfsgerechte Versorgung hinweisen.

5.4.2 Korrelationen mit chemischen Blutparametern

Die Parameter der Blutchemie, die fir die Korrelationsanalyse ausgewahlt wurden, werden in
der Labordiagnostik fur die Beurteilung der Lebergesundheit herangezogen. Beim Rind sind
vor allem die Aktivitaten der Enzyme GLDH, GGT und AST von diagnostischer Bedeutung.
Bei schweren Hepatopathien, wie sie im Zusammenhang mit chronischen Kupfervergiftungen
auftreten, kann es aullerdem zu einem Anstieg von Bilirubin und Gallensduren im Blut
kommen. In der vorliegenden Untersuchung wurden signifikante positive, wenn auch nur
schwach ausgepragte Korrelationen der genannten Enzyme und Substrate mit der
Kupferkonzentration in den Blutprobenmedien festgestellt. Diese Korrelationen konnten
indirekt Uber einen steigenden Kupfergehalt in der Leber zustande kommen und als Hinweis
auf die Gefahr einer Leberschadigung bei UbermafRiger Kupferversorgung verstanden werden.
Gegen diese Interpretation sprechen jedoch die Erkenntnisse, dass erst ab Eintreten der
hamolytischen Krise mit einer Kupferkonzentrationserh6hung im Blut zu rechnen ist (Hofmann
2005) und davor keine relevanten Korrelationen zwischen dem Blut- und dem
Leberkupfergehalt bestehen (Heggemann 2013). Die Tiere waren bei Probennahme klinisch
gesund und zeigten keinerlei Symptome einer hamolytischen Krise. Eine durch
Kupferintoxikation verursachte Hepatopathie als kausale Erklarung fir die signifikanten
positiven Zusammenhange zwischen Leberenzymen und Kupferkonzentration ist daher
unwahrscheinlich. Zudem ist zu beachten, dass nur die GLDH als streng leberspezifisch gilt
und eine Erhohung ihrer Serumaktivitdt auch im Zusammenhang mit Belastungen des
Energie- und Fettstoffwechsels stehen kann (Farll et al. 2002). So kann eine
Aktivitatssteigerung der GLDH und anderer Leberenzyme als Folge einer negativen

Energiebilanz im peripartalen Zeitraum und dem damit verbundenen Anstieg der
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Lipomobilisation und Fettinfiltration des Lebergewebes auftreten. Auch der Blutkupferspiegel
kann im Rahmen einer postpartalen Akute-Phase-Reaktion durch erhohte CP-Aktivitat
ansteigen (Bauer et al. 2014). Als Erklarung flr die signifikant positiven Zusammenhange
zwischen dem Blutkupfergehalt und den Leberenzymen aus Tabelle 19 ware daher auch eine
indirekte  Verknipfung durch die postpartale Belastungssituation denkbar. Zur
Berlcksichtigung der laktationsdynamischen Schwankungen wurde zusatzlich eine nach
Laktationsgruppen aufgeteilte Korrelationsanalyse vorgenommen (vgl. Tab. 44 - 49). Die
Ergebnistabellen im Anhang (vgl. Tab. 45, 47) zeigen flr den postpartalen Zeitraum (Gruppen
der Frihlaktationskihe 0 - 1 Woche p. p. und 3 - 5 Wochen p. p.) jedoch keinerlei signifikante
Zusammenhange zwischen den Blutkupferkonzentrationen und den Serumgehalten der
Leberenzyme GLDH und AST. Die AP- Aktivitat weist nur in den Laktationsgruppen 3 - 5 und
15 - 18 Wochen p.p. signifikante Korrelationen mit den Blutkupferkonzentrationen auf. Die
GGT-Aktivitat bildet dagegen in fast allen Laktationsgruppen signifikante positive
Korrelationen mit Serum-, Plasma- oder Vollblutkupfer aus, die jedoch mehrheitlich als sehr
schwach einzustufen sind. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die signifikanten
Korrelationen zwischen der Kupferkonzentration in den Blutprobenmedien und den
Leberenzymen aus Tabelle 19 eher zufallig aufgrund der hohen Stichprobenanzahl zu Stande
gekommen sind. Ein direkter kausaler Zusammenhang oder eine indirekte Verknupfung Uber
die Laktationsdynamik werden bezweifelt. In einer weiterfuhrenden Untersuchung ware es
sinnvoll, die Korrelation zwischen dem Leberkupfergehalt und der Konzentration an

Leberenzymen im Serum genauer zu untersuchen.

5.4.3 Korrelation mit Parametern des Blutbildes

Da Kupfer an der Blutbildung beteiligt ist und auch fir die Hdmoglobinsynthese eine grolie
Bedeutung hat (Collins et al. 2010, Myint et al. 2018), waren bei der Korrelationsanalyse
zwischen dem Kupfergehalt im Blut und den Parametern des Blutbildes positive
Zusammenhange zu erwarten. Wie die Ergebnisse in Tabelle 20 zeigen, bestanden in der
vorliegenden Studie jedoch Uberwiegend negative Zusammenhange. Um mdgliche
laktationsbedingte Schwankungen zu berucksichtigen, wurde die Korrelationsanalyse
aufgeteilt nach Laktationsgruppen noch einmal wiederholt. Die Ergebnistabellen im Anhang
(Tab. 50 - 55) zeigen, dass bis auf vereinzelte Ausnahmen alle signifikanten Zusammenhange
verschwunden sind. Daher liegt die Vermutung nahe, dass die negativen Korrelationen
aufgrund des grofen Datenvolumens zuféllig zustande gekommen sind und keine kausale
Bedeutung haben. Da der Kupferstoffwechsel eng mit dem Eisenstoffwechsel verknupft ist und
eine durch Kupfermangel ausgeldste Schwachung der Multi-Kupfer-Ferroxidasen HEP und CP

die Verfligbarkeit von Eisen flr die Hamoglobinsynthese reduziert (Myint et al. 2018), ware es
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Uberlegenswert, in einer Folgeuntersuchung mit kupferdefizitaren Tieren den Zusammenhang
zwischen dem Kupferspeicher in der Leber oder der Kupferkonzentration im Blut auf der einen
Seite und dem Hamoglobingehalt auf der anderen Seite zu testen. Denkbar ware auch, die
Erythrozytenindizes MCV, MCH und MCHC und Parameter des Differentialblutbildes in die
Korrelationsanalyse mit einzubeziehen. Derartige Korrelationsanalysen zur Aufklarung
moglicher Zusammenhange zwischen dem Kupferstatus und Veranderungen des Blutbildes
speziell beim Rind fehlen bislang in der Literatur. Fitterungsversuche und Fallberichte zeigen
jedoch die enge Verknipfung zwischen defizitdrem Kupferstatus und einer Reduktion der CP-
Aktivitat, Anamie und Leukopenie infolge gestérter Himatopoese (Cerone et al. 1998, Sharma
et al. 2005). In der Humanmedizin wird im Zusammenhang mit klinischem Kupfermangel
bereits von einer ,neuen Triade aus Anamie, Leukopenie und Myeloneuropathie gesprochen
(Wazir und Ghobrial 2017).

5.4.4 Korrelation mit Produktions- und Fruchtbarkeitsparametern

Fruchtbarkeit und Leistung einer Milchviehherde sind eng mit der Spurenelementversorgung
der Tiere verknipft. In der Literatur finden sich zahlreiche Hinweise, dass hierbei dem
Spurenelement Kupfer eine wichtige Rolle zukommt. So soll Kupfermangel zu langeren
Zwischenkalbezeiten, haufigerem Umrindern, Stillbrunst, einem héheren Besamungsindex
und einer verminderten Milchleistung fiihren (Heimberg und Holsteg 2007, Ehlert 2015, Klee
2016). Griffiths et al. (2007) stellten in einem Fltterungsversuch fest, dass Milchklhe, die eine
kupfersupplementierte Futterung erhielten, neben ihrem Leberkupfergehalt auch die
Milchleistung sowie den Fett- und Proteingehalt der Milch im Vergleich zur Kontrollgruppe
signifikant steigerten (p < 0,05). Ein Einfluss auf den Zellgehalt der Milch war nicht
nachweisbar, daflir aber die Tendenz (p < 0,10) zu einer verbesserten Konzeptionsrate im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Auch wenn in diesem Versuch neben Kupfer noch weitere
Spurenelemente (Zink, Mangan, Kobalt) zugefiittert wurden und die Leistungssteigerung nicht
allein der Kupfersupplementierung zugeschrieben werden kann, lassen diese Ergebnisse
vermuten, dass zwischen dem Kupferstatus und der Milchleistung einer Herde ein positiver
Zusammenhang besteht. Da sich bei besserer Fruchtbarkeit die Zwischentragezeit,
Zwischenkalbezeit und Rastzeit verklrzen und der Besamungsindex erniedrigen sollte, waren
zwischen diesen Parametern und dem Kupferstatus negative Korrelationen zu erwarten. Wie
die Ergebnistabelle der Korrelationsanalyse (Tab. 21) jedoch zeigt, fanden sich in der
vorliegenden Untersuchung keine dieser erwarteten Korrelationen. Die einzige Ausnahme
stellt die schwache negative Korrelation der Zwischentragezeit mit dem Vollblutkupfer dar.
Eine mdgliche Erklarung fur das Fehlen der erwarteten Korrelationen ist, dass fir die Analyse

Herdenparameter verwendet wurden, die den Durchschnitt der gesamten Herde und nicht den

91



Diskussion

der tatsachlich beprobten Tiere darstellten. Dies mag zur Verzerrung der Ergebnisse gefuhrt
haben. Zudem flieRen in die Fruchtbarkeits- und Produktionskennzahlen auch Faktoren wie
das Herdenmanagement und die Versorgung mit anderen Spurenelementen als Kupfer ein.
Fir die Zellzahlen spielen viele Faktoren, die die Eutergesundheit beeintrachtigen, eine Rolle.
Hohe Zellzahlen infolge von Euterinfektionen kénnen beispielsweise durch mechanische
Reizungen oder Schaden der Zitzen durch Mangel in der Melktechnik, in der Haltungsform
oder der Stallhygiene entstehen und trotz guter Spurenelementversorgung auftreten. Die
positiven Zusammenhange zwischen der Zellzahl und der Kupferkonzentration in den
Blutprobenmedien kénnten also in der vorliegenden Untersuchung auch hierdurch zustande

gekommen sein und mussen nicht kausal zusammenhangen.

5.5 Einflisse auf die Kupferkonzentration in den Probenmedien
5.5.1 Zeitliche und geographische Einflisse auf den Kupfergehalt im Plasma

Wie die Ergebnisse der Varianzanalyse (Tab. 22 und 23) zeigen, bestehen sowohl zwischen
den Untersuchungsjahren als auch zwischen den Jahreszeiten signifikante Unterschiede in
der mittleren Plasmakupferkonzentration der Probanden. Bedenkt man die Vielzahl an
Einflissen, die den Kupfergehalt der Futterpflanzen variieren lassen, erscheint es
naheliegend, dass die Unterschiede zwischen den Untersuchungsjahren mit einem
unterschiedlichen Gehalt des Spurenelements im Grundfutter zusammenhangen. Je nach
Ackerboden, der im jeweiligen Jahr fir die Futtermittelgewinnung bewirtschaftet wurde, je nach
Loslichkeit des Spurenelements und der Verfugbarkeit fir die Pflanze, dem Schnittzeitpunkt
und dem Gehalt an Antagonisten kann der absorbierbare Gehalt an Kupfer im Grundfutter
schwanken (vgl. Kap. 2.3). Auch das Fltterungsmanagement der Betriebe und der Einsatz
von Mineralerganzungsfutter spielen eine Rolle und kénnen von Jahr zu Jahr variiert haben.
Dass die Plasmakupferkonzentration in den Monaten Oktober bis Dezember am héchsten
ausfiel, mag mit den niedrigen AuRentemperaturen zusammenhéangen. Diese sorgen fur ein
kiihles Stallklima, das den Kuhkomfort erhéht und die Futteraufnahme zusammen mit der

Spurenelementaufnahme verbessern kann.

Beim Vergleich der Bundeslander wird deutlich, dass die mittlere Plasmakupferkonzentration
von Probanden aus Thiringen signifikant niedriger war als die in den anderen 6&stlichen
Bundeslandern mit Ausnahme von Brandenburg. Zu &ahnlichen Ergebnissen flhrten die
Untersuchungen von Wiese (2014) und Schmidt (2014) beim geografischen Vergleich der
mittleren Molybdan- bzw. Zinkgehalte im Blut von Milchvieh. Auch hier wiesen die Probanden

aus Thuringen die signifikant niedrigsten Blutkonzentrationswerte an den jeweiligen
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Spurenelementen auf. Dies konnte als Hinweis darauf verstanden werden, dass die
Spurenelementgehalte in den Boden Thiringens und damit im Grundfutter allgemein niedriger
sind als in den anderen 6stlichen Bundeslandern. Betrachtet man jedoch die Hintergrundwerte
der LABO fir den Kupfergehalt in deutschen Bdden (Bund/Landerarbeitsgemeinschaft-
Bodenschutz 2017), so stellt man beim Vergleich der Bundeslander Thuiringen und
Mecklenburg-Vorpommern - dem Bundesland, das in der vorliegenden Untersuchung die
hdchste mittlere Plasmakupferkonzentration bei den Probanden aufwies - fest, dass in den
Oberbdden von Ackerflachen in Tharingen nicht weniger, sondern augenscheinlich sogar mehr
Kupfer vorhanden ist als in den Oberbéden von Mecklenburg-Vorpommern. Es ware daher
auch denkbar, dass in Mecklenburg-Vorpommern, das durch seine Lage im Norden
Deutschlands eher als Kupfermangelregion gilt (Bauer et al. 2014), zum Ausgleich daflr
vorsorglich mehr Mineralerganzungsfutter in den Betrieben zugefiittert wurde als in den
Betrieben Thiringens und die mittlere Plasmakupferkonzentration der Probanden deshalb

signifikant héher ausfiel.

5.5.2 Einfluss des Laktationsstadiums auf den Kupfergehalt in den verschiedenen

Probenmedien

Die Kupferkonzentration folgt in den Blutprobenmedien einer klaren wellenférmigen Dynamik:
In der Vorbereitungsphase wahrend der letzten drei Wochen vor der Kalbung sinkt der
Kupfergehalt im Blut der Kiihe auf einen Wert ab, der signifikant niedriger ist als die Werte aller
anderen Gruppen. Unmittelbar nach der Kalbung steigt die Kupferkonzentration und erreicht
in der Gruppe der Frischmelker eine Woche p. p. die hdchste Konzentration der
Laktationsperiode. Wahrend der Frihlaktation (3 - 5 Wochen p. p.) und der Hochlaktation (15
- 18 bzw. 6 - 20 Wochen p. p.) sinkt der Kupfergehalt im Blut wieder, um bei den Vorbereitern
am Ende der Trockenstehphase erneut den signifikant niedrigsten Wert anzunehmen.
Zwischen den Vorbereitern, den Frischmelkern und den Hochlaktationskiihen bestehen in
allen drei Blutprobenmedien signifikante Unterschiede in der Kupferkonzentration.

Der Ruckgang des Kupfergehalts im Blut der Vorbereiter kann mdglicherweise damit
zusammenhangen, dass vor der Kalbung die Futteraufnahme der Kiihe abnimmt (Grummer
1995, Engelhard 2014) und damit gleichzeitig auch eine Reduktion der Spurenelementzufuhr
einhergeht. Da Kupfer im Blut auch an das Transportprotein Albumin gebunden vorliegt, ware
es zudem denkbar, dass der Rickgang der Kupferkonzentration mit einem antepartalen
Rickgang der Albuminkonzentration in Verbindung steht, der von manchen Autoren beim
Wiederkauer beschrieben wird (Rosenberger et al. 1994, Locher 2007). Als Griinde werden
neben einer reduzierten Futteraufnahmekapazitat des Pansens auch die Umverteilung des

vorhandenen Totalproteins auf den Fotus und der Transport von Albumin in die Milchdriise zur
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Vorbereitung auf die Laktation genannt (Locher 2007). Andere Autoren beschreiben allerdings
eine stabile Albuminkonzentration wahrend der Trockenstehzeit (Arnold 2008, Euler 2009) und
entkraften damit indirekt die Bedeutung von Albumin beim Abfall der Kupferkonzentration in
der Vorbereitergruppe.

Als gesichert gilt hingegen der Einfluss des Cuproenzyms CP auf die Laktationsdynamik des
Kupferpools im Blut. Der signifikante Kupferkonzentrationsanstieg in der Gruppe der
Frischmelker unmittelbar nach der Kalbung ist dadurch zu erklaren, dass CP geburtsbedingten
Schwankungen unterliegt (Bauer et al. 2014) und in metabolischen Belastungssituationen wie
dem peripartalen Zeitraum als positives Akute-Phase-Protein auf oxidativen Stress reagiert
(Goldstein et al. 1979, Koets et al. 1998, Castillo et al. 2005). Igbal et al. (2013) wiesen nach,
dass diese oxydative Stresssituation hormonell beeinflusst sein kann. Sie verabreichten
laktierenden Bliffeln zweimal taglich Oxytocin und stellten im Vergleich zur Kontrollgruppe eine
signifikant héhere Serum-CP-Aktivitat wahrend der ersten vier Laktationswochen fest. Hussein
und Staufenbiel (2012) beurteilten in ihrer Studie den Verlauf der CP-Aktivitat und der
Kupferkonzentration im Blut von Holstein-Kihen wahrend verschiedener Laktationsstadien.
Wie in der vorliegenden Studie stellten auch sie im Plasma von Frischmelkern signifikant
héhere Kupferkonzentrationen als in allen anderen Gruppen fest. Gleichzeitig wiesen sie eine
signifikant erhéhte Plasma-CP-Aktivitat nach, die mit dem Plasmakupfer positiv korrelierte. Die
Untersuchungen von Heggemann (2013) fuhrten zu ahnlichen Ergebnissen. Auch hier wurden
im Plasma der Frischmelker die hdchsten Kupferkonzentrationen im Laktationsverlauf
gemessen. Der vom Autor errechnete Mittelwert von 0,973 mg/l ist nahezu deckungsgleich mit
dem Mittelwert, der in der vorliegenden Studie aus den Kupferkonzentrationswerten der
Frischmelker berechnet wurde (0,978 mg/l). Der Rickgang der Kupferkonzentration im
weiteren Laktationsverlauf, wie er von den Autoren Hussein und Staufenbiel (2012) und
Heggemann (2013) in den Blutprobenmedien festgestellt wurde, wird von den Ergebnissen
der vorliegenden Studie ebenfalls bestatigt.

Im Haar weist die Gruppe der Vorbereiter den signifikant niedrigsten Kupferwert auf, wahrend
sich die Konzentrationen der Frih- und der Hochlaktationsgruppe nicht signifikant
unterscheiden. Dass der hochste Konzentrationswert nicht zu Beginn, sondern erst in der Mitte
der Laktationsperiode in der Gruppe der Hochlaktationskiilhe gemessen wurde, kdnnte daran
liegen, dass das Haar den Kupferstatus des Kérpers etwas zeitverzégert widerspiegelt. Kupfer,
das wahrend der Frihlaktation in die Haarzellen eingelagert wurde, kann erst einige Wochen
spater erfasst werden, wenn das Haar mehrere Zentimeter aus dem Follikel herausgewachsen
ist und die Haarprobe gewonnen werden kann.

Im Urin sticht weder die Kupferkonzentration der Vorbereiter, noch die der Frischmelker
signifikant hervor. Der peripartale Zeitraum und die Kalbung scheinen also keinen Einfluss auf

die Kupferausscheidung Uber den Urin zu nehmen. Vorbereiter und Frischmelker weisen
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weder untereinander noch mit den Gruppen der Frihlaktation (3 — 5 und 0 - 5 Wochen p. p.)
oder der Hochlaktationsgruppe (6 - 20 Wochen p. p.) signifikante Konzentrationsunterschiede
auf. Es findet sich lediglich zwischen der Hochlaktationsgruppe (15 - 18 Wochen p. p.) und
den Trockenstehern auf der einen Seite und den Vorbereitern und Frischmelkern auf der
anderen Seite ein signifikanter Unterschied. Die wellenformige Dynamik der
Blutkupferkonzentration spiegelt sich darin nicht wider.

Im Kot finden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Laktationsgruppen. Das
Laktationsstadium scheint also keinen Einfluss auf die Kupferausscheidung im Kot zu nehmen.

Die Untersuchung von Herold (2017) fihrte zu demselben Ergebnis.
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5.6 Referenzbereiche
5.6.1 Vergleich der ermittelten Referenzbereiche mit den Empfehlungen anderer

Autoren

Tabelle 37 vergleicht die ermittelten Referenzbereiche mit den Empfehlungen anderer
Autoren. Es fallt auf, dass sich eine nach Laktationsgruppen aufgeteilte Angabe von
physiologischen Referenzwerten bislang nicht durchgesetzt hat. Fir Vollblut und die
Ausscheidungsprodukte Urin und Kot existieren kaum Vergleichswerte. Eine routinemaRige
Beurteilung der Kupferkonzentration in diesen Probenmedien scheint keine gangige Praxis zu
sein. Die meisten Angaben finden sich in der Literatur fir Serum, Plasma, Haar und, wie aus

Tabelle 8 ersichtlich, fur die Kupferkonzentration in der Leber.

Tabelle 37: Vergleich der ermittelten Referenzbereiche mit den Empfehlungen anderer
Autoren

Autoren Referenzbereiche
Serum Plasma Vollblut Haar Urin Kot
(ngil) (nghl) (nghl) (mg/kg)  (ngll) (mg/kg

™)

Eigene Studie
Vorbereiter 457-813 617-1055  571-970 5,8-24,8

Friihlaktation | 542-993 713-1271  656-1179
]’ 6,0-46,1 46-495  27,2-

Hochlaktation | 490-939  675-1130  627-1110 104,1
Gesamt 482-916  664-1177  617-1080  6,0-27,2

Herold (2017) 25-125
Ehlert (2015) <700

Bauer et al.|510-2090* 510-2089* > 0,1

(2014)

Heggemann | 454-1100 639-1326  484-1116  6,9-39,9  17-455
(2013)

Kaneko et al. | 503-1503* 503-1503*
(2008)

Dirksen et al. 800-1200 6,6-10,4
(2006)

* Umrechnung der Sl-Einheit ymol/l in pg/l erfolgte durch Division mit dem Faktor 0,0157
(IDEXX Labor 2017)
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5.6.2 Referenzbereiche fiir die Blutprobenmedien Serum, Plasma und Voliblut

Aufgrund der im Rahmen der Varianzanalyse festgestellten signifikanten Unterschiede
zwischen Vorbereitern, Friih- und Hochlaktationskiihen erscheint es durchaus sinnvoll, drei
verschiedene Referenzbereiche fir die Kupferkonzentration in den Blutprobenmedien zu
verwenden. Wird der Kupferstatus eines Tieres anhand eines einheitlichen Referenzbereichs
beurteilt, besteht die Gefahr, dass falsche Schllisse gezogen werden. Wirde ein Tier in der
Vorbereitungsphase beispielsweise nach dem einheitlichen Referenzbereich von Dirksen et
al. (2006) beurteilt und wies eine Plasmakupferkonzentration von 650 g/l auf, kbnnte man
falschlicherweise auf eine Unterversorgung schlieen. Dabei sind nach den Ergebnissen der
vorliegenden Untersuchung derart niedrige Werte bei Vorbereitern durchaus normal. Einige
Autoren geben fiir Serum und Plasma jeweils denselben Referenzwert an. Bauer et al. (2014)
erganzen diesen zwar um den Hinweis, dass die Konzentration im Serum ca. 10 % niedriger
sein kann als im Plasma. Den Erkenntnissen von Laven et al. (2007) zufolge ist der
gerinnungsbedingte Kupferverlust bei der Serumgewinnung jedoch hohen Schwankungen
unterworfen, was pauschale Rickschlisse von der Plasma- auf die Serumkonzentration und
umgekehrt nicht zulasst. Hierzu passt auch die lediglich mittelstark ausgepragte Korrelation
zwischen Serum- und Plasmakupfer in der vorliegenden Studie. Die Kupferanalyse im Serum
scheint somit keine Vorteile gegenuber einer Plasmaanalyse zu bieten. Da Plasma nach
aktuellem Wissensstand den Blutkupferspiegel am umfassendsten widerspiegelt und
hauptverantwortlich fir eine Steigerung des Vollblutgehaltes ist, eignet es sich unter den
Blutprobenmedien wahrscheinlich am besten fir die Diagnostik des Kupferstatus. Mit einer
Kupferkonzentration von 2089 ug/l legen Bauer et al. (2014) fir Plasma den vergleichsweise
hdchsten Obergrenzwert fest. Er Gberschreitet den in der vorliegenden Studie ermittelten
Obergrenzwert fur Frihlaktationskiihe um tGber 800 pg/l. Da die Untersuchungsbedingungen,
unter denen Bauer et al. (2014) diesen Grenzwert ermittelt haben, nicht bekannt sind, kénnen
leider keine Rulckschlisse auf mdgliche Ursachen flir diese unterschiedlichen Ergebnisse
gezogen werden. Denkbar waren jedoch ein hdherer Einsatz von Mineralerganzungsfutter bei
den Probanden, eine andere Messmethode oder das Fehlen von Transitkihen bei der
Probandenauswahl von Bauer et al. (2014). Unabhangig vom Obergrenzwert des
Referenzbereichs scheint sich die Analyse des Blutkupferspiegels gemaf den Erkenntnissen
von Lépez-Alonso et al. (2006) und den Fallberichten von Staufenbiel et al. (2016) und
Johnston et al. (2014) allerdings ohnehin nicht zur Diagnose einer Uberversorgung zu eignen,
da die Leber Uberschissiges Kupfer zur Aufrechterhaltung der Homdéostase im Blut lange Zeit
sequestrieren kann. Eine groRere Bedeutung kommt daher dem unteren Grenzwert des
Referenzbereichs zu. Nach den Untersuchungen von Claypool et al. (1975) zeigen

Plasmakupferkonzentrationen von weniger als 500 pg/l zuverldssig an, dass ein durch
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Unterversorgung erschopfter Leberkupferspeicher die Kupferhomoéostase im Blut nicht mehr
aufrechterhalten kann. Die Untergrenze des Plasmareferenzbereichs von Kaneko et al. (2008)
knapp uber 500 ug/l erscheint in Anbetracht dieser Erkenntnisse gefahrlich niedrig. Der in der
vorliegenden Studie ermittelte Untergrenzwert von 617 g/l sowie diejenigen von Heggemann
(2013) und Dirksen et al. (2006) beinhalten dagegen einen gewissen Sicherheitsabstand zum

kritischen Wert von Claypool et al. (1975), auf den nicht verzichtet werden sollte.

5.6.3 Referenzbereich fiir Haar

Der ermittelte Referenzbereich flir das Haar der Friih- und Hochlaktationskiihe gleicht in
seinen Grenzen der Empfehlung von Heggemann (2013). Nach Laktationsgruppen aufgeteilte
Referenzbereiche finden sich in der Literatur nicht. Aufgrund des vorliegenden signifikanten
Unterschieds zwischen Vorbereitern auf der einen Seite und laktierenden Kihen auf der
anderen Seite erscheint es jedoch sinnvoll, zwei getrennte Referenzbereiche anzuwenden und
damit zu verdeutlichen, dass bei laktierenden Tieren hohere Kupferkonzentrationen
physiologisch sind. Im Vergleich mit den Empfehlungen anderer Autoren (vgl. Tab. 8 bzw. 37)
fallt auf, dass zwar die oberen Grenzwerte der Referenzbereiche variieren, beim unteren
Grenzwert jedoch Uberwiegend Einigkeit herrscht. Mit Ausnahme von Bauer et al. (2014)
empfehlen alle eine Referenzuntergrenze von ca. 6 mg/kg. Auch der fur die Gruppe der
Vorbereiter ermittelte Grenzwert liegt mit 5,8 mg/l nur knapp darunter. Bei der Interpretation
der Kupferkonzentration im Haar gilt es generell zu beachten, dass sie den

Langzeitkupferstatus widerspiegelt und sich nicht fiir Kurzzeitbetrachtungen eignet.

5.6.4 Referenzbereich fiir Urin

Bei der Analyse der Kupferkonzentration im Urin wurde in der vorliegenden Untersuchung bei
klinisch gesunden Kiihen ein Minimalwert von 0,000 mg/l gemessen. Dies deckt sich mit den
Messergebnissen der Forschungsarbeit von Ehlert (2015), bei welcher der untere Grenzwert
des berechneten Referenzbereichs fir die Harnkupferkonzentration von Milchvieh mit 0,05
mg/l ebenfalls gegen 0 geht und die Autorin daher vorschlagt, auf eine untere Begrenzung des
Referenzbereichs ganz zu verzichten. Fir die Diagnostik einer Kupferiberversorgung mittels
Urin empfiehlt sie als oberen Grenzwert 700 ug/l. Nachdem das Diagnostikum der Wahl bei
einer Uberversorgung, die Kupferkonzentration in der Leber, den Untersuchungen von
Heggemann (2013) zufolge keine Korrelation mit dem Kupfergehalt im Urin aufweist und in der
vorliegenden Studie der Kupfergehalt im Urin nur schwach mit dem in Plasma und Vollblut

korrelierte, wird der diagnostische Nutzen einer Harnkupferanalyse generell in Frage gestellit.

98



Diskussion

5.6.5 Referenzbereich fiir Kot

Die berechneten Referenzwerte fiir die Kotkupferkonzentration kommen dem empfohlenen
Referenzbereich von Herold (2017) sehr nah. In der Literatur finden sich keine weiteren
Studien zu physiologischen Kupferkonzentrationen im Kot. Bei der Interpretation einer
Kotprobenanalyse muss bericksichtigt werden, dass sich nicht nur biliar eliminiertes Kupfer
im Kot befindet, sondern auch nicht absorbiertes Kupfer aus der Nahrung. Eine
Unterscheidung der beiden Anteile ist in der Routinediagnostik kaum méglich. Der
Kupfergehalt im Kot steht jedoch, wie die Ergebnisse der Korrelationsanalyse von Herold
(2017) zeigen, in engem Zusammenhang mit dem Kupfergehalt im Futter und kann daher,
sofern die Mdglichkeit einer Rationsanalyse fehlt, Rickschlisse auf eine alimentare Unter-

oder Uberversorgung liefern.
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Schlussfolgerungen

In der vorliegenden Arbeit wurden Serum, Plasma, Vollblut, Haar, Urin und Kot von
Milchkihen auf ihre jeweiligen Kupferkonzentrationen hin untersucht. Dabei wurde eine

durchschnittlich gute Versorgung der Probanden mit dem Spurenelement festgestellt.

Alle Medien aufler Urin spiegeln die Kupferversorgung der Tiere wider, ihr

diagnostischer Nutzen unterscheidet sich jedoch:

» Unter den Blutprobenmedien scheint sich Plasma am besten flir eine
Kupferkonzentrationsanalyse zu eignen. Es enthadlt die hdchsten
Kupferkonzentrationen und spiegelt den Kupferpool im Blut damit umfanglicher
wider als Serum oder Vollblut.

» In allen drei Blutprobenmedien machen sich laktationsbedingte Schwankungen in
der Kupferkonzentration bemerkbar. Diesen sollte im Rahmen von getrennten
Referenzbereichen flr Vorbereiter, Frih- und Hochlaktationskiihe Rechnung
getragen werden.

» Die Kupferkonzentration im Haar reagiert zeitverzogert auf
Versorgungsschwankungen der Kupferzufuhr. Bei laktierenden Kiihen ist sie héher
als bei Vorbereitern. Werte von deutlich weniger als 6 mg/kg kénnen als Hinweis
auf eine langfristige Mangelversorgung dienen.

» Die Kupferkonzentration im Urin bleibt auch bei steigender Konzentration im Blut
niedrig. Dies bestatigt die geringe Bedeutung der renalen Elimination des
Spurenelements beim Rind. Da der Kupfergehalt im Urin nicht auf
Versorgungsschwankungen reagiert, ist das Medium fir die Diagnostik des
Kupferstatus nicht geeignet.

» Die Kupferanalyse im Kot kann zur Diagnose einer alimentaren Unter- oder
Uberversorgung beitragen. Das diagnostische Potential mag gréRer sein als bisher
angenommen und sollte im Rahmen von weiterfihrenden Studien und

Erfahrungsberichten genauer untersucht werden.

Der Kupfergehalt im Plasma von Milchkihen unterliegt (jahres-)zeitlichen und
geographischen Einflissen. Um Schwankungen im Grundfutter auszugleichen und
einer fitterungsbedingten Unter- oder Uberversorgung vorzubeugen, werden

regelmafige Analysen des Kupfergehalts im Futtermittel bzw. der TMR empfohlen.

Die signifikant positiven Korrelationen zwischen der Kupferkonzentration in den

Blutprobenmedien Serum, Plasma und EDTA-Vollblut und den Serummesswerten
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anderer Spuren- und Mengenelemente lassen auf eine gleichmaRige Aufnahme der
Stoffe Uber die Nahrung und damit auf eine bedarfsgerechte Versorgung der

Probanden schliel3en.

Es wurden keine nennenswerten Zusammenhange zwischen dem Kupfergehalt des
Blutes und den Parametern des Blutbildes festgestellt. Um mogliche Zusammenhange
zwischen dem Kupferstatus und der Blutbildung aufzuklaren, bedarf es weiterer

Forschung und eines gezielt auf diese Fragestellung ausgerichteten Versuchsdesigns.

Es wurden signifikante Zusammenhange zwischen der Kupferkonzentration und der
Aktivitat von Leberenzymen im Blut festgestellt. Da sich diese Zusammenhange in der
nach Laktationsgruppen aufgeteilten Korrelationsanalyse jedoch kaum wiederfanden

oder nur sehr schwach ausfielen, bleibt eine kausale Verbindung fraglich.

Es wurden keine signifikanten Zusammenhange zwischen dem Blutkupferstatus und
den Leistungs- bzw. Fruchtbarkeitsparametern wie der Milchleistung,
Zwischenkalbezeit, Rastzeit und dem Besamungsindex festgestellt. In einer
weiterfihrenden Untersuchung sollten die Zusammenhange zwischen den genannten
Parametern und dem Leberkupfergehalt der Probanden Uberprift und
Einzeltierparameter anstelle von Herdenparametern fir Leistung und Fruchtbarkeit

verwendet werden.

Aus den Erkenntnissen der vorliegenden Untersuchung und denen anderer Autoren
lasst sich schlielen, dass ein Diagnostikum, das sowohl einen Mangel als auch eine
Uberversorgung mit Kupfer zuverldssig anzeigen kann und zugleich fir das
Herdenmonitoring geeignet ist, bislang fehit.

Die Kupferkonzentration im Leberbioptat gilt zwar als Diagnostikum der Wahl, von
Nachteil sind jedoch die Invasivitdt der Probennahme sowie die mit dem Eingriff
verbundenen Kosten.

Bei den Ubrigen diagnostischen Verfahren, wie der Bestimmung des Kupfergehalts im
Blutplasma, im Haar oder im Kot, ist zwar die Probengewinnung vergleichsweise
einfach, jedoch sind die Analyseergebnisse nur bedingt aussagekraftig. So kann der
Kupferpool im Plasma auch dann noch innerhalb der physiologischen Grenzen liegen,
wenn die Kupferkonzentration in der Leber zu niedrig oder bereits im toxischen Bereich
ist. Erst wenn der Leberspeicher nach chronischer Unterversorgung erschopft ist oder
bei Uberversorgung eine hamolytische Krise droht, versagen die Mechanismen zur

Aufrechterhaltung der Kupferhoméostase im Blut. Der Kupferplasmaspiegel scheint
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beim Rind eine Fehlversorgung also erst dann zuverlassig anzuzeigen, wenn der
Ernstfall einer bedrohlichen Hypocuprose oder Intoxikation bereits eingetreten ist.

Die Kupferkonzentration im Haar eignet sich wiederum nur zur Langzeitdiagnostik,
nicht aber zur Feststellung akuter Versorgungsschwankungen.

Die Kupferkonzentration im Kot kann auf eine alimentére Unter- oder Uberversorgung
hinweisen. Ob es sich hierbei um biliar eliminiertes oder um komplexgebundenes, nicht
absorbierbares Kupfer aus der Nahrung handelt, wird bei der Messung jedoch nicht
unterschieden. Ein Rickschluss auf die Kupferversorgung des Organismus ist damit
nicht zweifelsfrei mdglich.

Zur Diagnosesicherung sollten daher im Verdachtsfall mehrere Untersuchungen
kombiniert sowie eine TMR-Analyse durchgeflihrt werden. Daraus ergibt sich die
Empfehlung folgender diagnostischer Leitfaden zur Beurteilung des Kupferstatus beim
Rind:

Diagnostischer Leitfaden*

Kupfermangel 1. TMR-Analyse (Cu, Mo, S, Fe, Mn, Ca)
und/oder Kot-Analyse (Cu)
Plasma-Analyse (Cu)
Leberbioptat (Einzeltiere, da invasiv)

(4. gdf. Haarkupferanalyse zur Einschatzung des

Langzeitstatus)

Kupferintoxikation 1. TMR-Analyse (Cu)

und/oder Kot-Analyse (Cu)

Plasma-Analyse (Cu) und Leberenzyme
Leberbioptat von verdachtigen Tieren

(CAVE: Stress durch invasive Probennahme kann

hamolytische Krise auslésen!)

* Die Reihenfolge der Untersuchungen wurde anhand der Invasivitat der
Probennahme festgelegt. Im Zweifelsfall sollten zur schnelleren Diagnosefindung
mehrere Untersuchungen parallel durchgefiihrt oder eine Leberbiopsie vorgezogen
werden.
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7 Zusammenfassung

Untersuchungen zur Beurteilung der Kupferversorgung von Milchkiihen

Das Spurenelement Kupfer spielt durch seine Beteiligung an zahlreichen physiologischen
Prozessen eine essentielle Rolle im menschlichen und tierischen Organismus. Zur Erhaltung
der Gesundheit und der Produktivitdt von Milchkihen ist daher eine adaquate Zufuhr von
absorbierbarem Kupfer Uber das Futter unabdingbar. Aufgrund der besonderen
Verdauungsphysiologie von Wiederkauern stellt die optimale Futterzusammenstellung eine
nicht zu unterschatzende Herausforderung dar. Gelingt die adaquate Kupferversorgung Gber
die Nahrung nicht, kann es zu bedrohlichen Mangelerscheinungen oder Vergiftungen
kommen, die nicht nur Einzeltiere, sondern auch die ganze Herde betreffen kénnen. Um im
Verdachtsfall schnell gegensteuern zu kénnen, sind geeignete Diagnostika zur Erkennung der
Versorgungslage und das Wissen um die Besonderheiten des Kupferstoffwechsels beim Rind
von grofl3er Bedeutung.

Im Fokus dieser Arbeit stand die Untersuchung der Kupferversorgung bei Milchkiihen. Hierfir
wurden Daten von 243 Milchviehbetrieben aus den dstlichen Bundeslandern ausgewertet, die
zuvor im Rahmen der Bestandsbetreuung durch die Klinik fir Klauentiere der FU-Berlin im
Zeitraum von 2007 bis 2014 erhoben worden waren. Die Daten umfassten die
Analyseergebnisse der Kupferkonzentration in Blut-, Haar-, Urin- und Kotproben von Kiihen in
verschiedenen Laktationsabschnitten. Die anschlieRende statistische Auswertung der
Analyseergebnisse hatte zum Ziel, die Verteilung und das Verhalten des Spurenelements
Kupfer in den einzelnen Probenmedien zu ermitteln, um daraus ihre jeweilige diagnostische
Eignung zur Beurteilung des Kupferstatus bei Milchkiihen abzuleiten und Referenzbereiche
fur eine physiologische Kupferkonzentration in den Probenmedien zu definieren. Zusatzlich
wurden Zusammenhange zwischen der Kupferkonzentration in den Probenmedien und
anderen Parametern, wie den Serummesswerten anderer Mengen- und Spurenelemente,
chemischen und hamatologischen  Blutparametern = sowie  Produktions- und
Fruchtbarkeitskennzahlen, untersucht. Um mdgliche Einflisse der (Jahres-)zeit, des
geographischen Standorts sowie des Laktationsstadiums auf die Kupferkonzentration in den
Probenmedien zu identifizieren, wurde zudem eine Varianzanalyse durchgefuhrt.

Aus den Ergebnissen der statistischen Auswertung lasst sich schlieRen, dass alle
Probenmedien aulRer Urin die Versorgungslage des Organismus mit dem Spurenelement
Kupfer widerspiegeln, sie zur Diagnose einer Unter- oder Uberversorgung mit Kupfer jedoch
nur eingeschrankt nutzbar sind. Der Kupfergehalt im Urin bewegt sich Uberwiegend im
niedrigen Konzentrationsbereich. Deshalb wird eine diagnostische Eignung dieses

Probenmediums, Versorgungsschwankungen zuverlassig anzuzeigen, bezweifelt. Unter den
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Zusammenfassung

Blutprobenmedien nimmt die Kupferkonzentration im Plasma die hdchsten Werte an, gefolgt
von Vollblut und Serum, wobei letzteres die geringste Kupferkonzentration im Blut aufweist.
Die Korrelationsanalyse zeigte, dass sich ein Anstieg der Kupferkonzentration im Blut am
starksten im Plasma niederschlagt. Deshalb wird die Konzentrationsanalyse des
Plasmakupfers innerhalb der Blutprobenmedien als Diagnostikum der Wahl eingestuft. Das
Probenmedium Haar spiegelt den Versorgungsstatus zeitverzégert wider. Es kann daher nicht
verwendet werden, um kurzfristige Versorgungsschwankungen festzustellen, wohl aber, um
sich einen Uberblick (iber die Kupferversorgung der letzten Monate zu verschaffen. Fakale
Kupferkonzentrationen spiegeln eliminiertes und nicht aus der Nahrung absorbiertes Kupfer
wider. Sie kdnnen beim Verdacht auf eine alimentare Unter- oder Uberversorgung zuséatzliche
Hinweise liefern.

Die Korrelationsanalysen zwischen der Kupferkonzentration in den einzelnen Probenmedien
und hamatologischen sowie chemischen Blutparametern ergaben keine nennenswerten
Zusammenhange. Ahnlich verhielt es sich mit den Leistungs- und Produktionskennzahlen, die
im Gegensatz zu den Erwartungen gar nicht oder nur auf3erst schwach mit dem Kupferstatus
korrelierten und deshalb zur Ableitung von Erkenntnissen nicht ausreichten. Um
aussagekraftige Ergebnisse zu erhalten, misste in einer Folgeuntersuchung das
Versuchsdesign entsprechend geandert werden. Die signifikant positiven Korrelationen
zwischen der Kupferkonzentration in den Blutprobenmedien und den Serummesswerten
anderer Mengen- und Spurenelemente lieRen auf eine gleichmaRige Zufuhr dieser Nahrstoffe
schlie®en und unterstutzten die Annahme einer bedarfsgerechten Versorgung der Probanden.
Die Varianzanalyse zeigte deutlich, dass der Kupferstatus von Milchkihen (jahres-)zeitlichen
und geographischen Einflissen unterliegt. So verzeichneten Kihe im vierten Quartal des
Jahres die hochsten mittleren Plasmakupferkonzentrationen. Dies kann als Hinweis dafur
verstanden werden, dass bei herbstlichen Temperaturen der Kuhkomfort und damit auch die
Futter- und Spurenelementaufnahme steigen. Kiihe aus Thiringen wiesen im Vergleich der
Bundeslander den niedrigsten Kupferstatus im Plasma auf. Dies kann an niedrigeren
Kupferkonzentrationen im Grundfutter oder der TMR liegen. Es kann aber auch damit
zusammenhangen, dass in den Ubrigen Bundeslandern vergleichsweise mehr Kupfer tber
Mineralerganzungsfutter supplementiert wird. Den Einfluss des Laktationsstadiums auf die
Kupferkonzentration betreffend, lasst sich zusammenfassend feststellen, dass frischmelkende
Kihe unmittelbar nach der Kalbung in allen drei Blutprobenmedien die hochste
Kupferkonzentration aufwiesen. Wahrend der Frih- und der Hochlaktation sank die
Kupferkonzentration, um bei Kihen in der Vorbereiterphase den niedrigsten Wert
anzunehmen. Diese wellenférmige Dynamik der Kupferkonzentration im Blut sollte in Form

von getrennten Referenzbereichen flir Vorbereiter, Frih- und Hochlaktationskiihe auch in der
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Zusammenfassung

Routinediagnostik bertcksichtigt werden. Im Haar war die Laktationsdynamik zeitlich

verschoben. Die héchste Kupferkonzentration fand sich im Haar von Hochlaktationskiihen.

Zur Beurteilung der Kupferversorgung werden fir die untersuchten Probenmedien folgende

Referenzbereiche empfohlen:

Empfohlene Referenzbereiche

Serum Plasma Vollblut Haar Urin* Kot
(pg/l) (pg/l) (pg/l) (mg/kg) (pg/l) (mg/kg T™M)
Vorbereiter 457-813 617-1055 571-970 5,8-24,8
Friihlaktation | 542-993 713-1271 656-1179 46-495 27,2-
} 6,0-46,1 104,1
Hochlaktation | 490-939 675-1130 627-1110

* Der Referenzbereich flir die Kupferkonzentration im Urin wird vollstandigkeitshalber
aufgefiihrt. Urin sollte in der Routinediagnostik des Kupferstatus jedoch keine Verwendung

finden.
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8 Summary
Examinations of copper supply in dairy cows

The trace element copper plays an essential role in humerous physiological processes in
human and animal organisms. Therefore, the adequate supply of absorbable copper is vital to
meet the nutritional requirements of dairy cows und to support their health and productivity.
Due to the special digestive physiology of ruminants choosing the optimal feed composition
can be challenging. When feedstuff fails to provide an appropriate copper supply, single
animals or even entire herds can be affected by severe deficiencies or intoxications. In order
to identify and treat nutritional disorders in cases of clinical suspicion, valid and applicable
diagnostic methods to reveal the copper supply in dairy cows are as important as the
knowledge about the special features of copper metabolism in cattle in general.

This study focuses on the examination of copper supply in dairy cows. Therefore, data from
243 dairy farms located in several eastern federal states of Germany were collected by Free
University of Berlin’s Ruminant and Swine Clinic between 2007 and 2014. Sample materials
were blood plasma, blood serum, whole blood, urine, feces and hair of clinically healthy,
multiparous dairy cows in different stages of lactation. The copper content in all sample
materials was determined and statistically analyzed. This statistical evaluation aimed first of
all at detecting the distribution of copper in the different sample materials and at determining
their usability in diagnostic investigation of copper supply in dairy cows. Reference values for
physiological copper concentrations were calculated for each sample material. In addition to
that, correlations between copper content of all sample materials and other parameters like
serum concentrations of other trace and major elements, blood chemistry and hematology
values as well as parameters of reproductive performance and productivity of the dairy herd
were determined. Finally, the influence of different stages of lactation as well as geographic
and seasonal influences on copper concentration in each sample material were examined by
variance analysis.

Results suggest that apart from urine all sample materials reflect the copper supply of dairy
cows, even though their diagnostic usability is limited. The copper concentration found in urine
remains constantly low and does not seem appropriate to indicate deviations from an optimal
copper supply of the organism. Among the different blood samples the highest copper content
was found in plasma, followed by whole blood and serum. The latter showed the lowest copper
concentration of all blood sample media. Results of the correlation analysis suggest that
plasma is the most sensitive blood medium to demonstrate an increasing copper supply.
Therefore, it is considered as the medium of choice to measure the copper concentration in
blood.
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Summary

The copper content in hair samples was found to reflect the supply of the organism in a
temporally delayed manner. It cannot be used to detect short-term deviations, but gives an
idea of the course of copper supply during the past few months. The copper content of feces
is composed of copper eliminated by biliary excretion and of copper, which has not been
absorbed from ingesta. In suspicious cases it can be used to indicate an alimentary under- or
oversupply.

There were no important correlations found between the copper concentration of the sample
media and other parameters like hematology or chemistry values. Contrary to expectations,
characteristics of reproductive performance and productivity showed, if at all, weak correlations
to copper concentrations measured in the different sample materials. Results could not be
used to draw any conclusions from. Further research within another specifically designed study
is required to obtain more detailed findings. Significantly positive correlations found between
copper concentrations of blood samples and serum concentrations of other trace or major
elements suggest consistent intakes of these nutrients and support the assumption of an
adequate supply of the animals.

Variance analysis showed clearly that the copper supply of dairy cows is influenced by
geographic and seasonal circumstances. Average values of plasma copper were found to be
the highest between October and December, which can be seen as indication that lower
temperatures in autumn improve cow comfort and hereby further a simultaneous increase of
food and trace element intake. Dairy cows from Thuringia showed the lowest copper
concentration in plasma compared to animals in other eastern federal states. These findings
might be the consequence of lower copper concentrations in forage plants and total mixed
rations in Thuringia or could indicate higher levels of copper supplementation in the other
states.

The evaluation of the impact of different stages of lactation on copper status led to the
conclusion that cows showed the highest blood copper concentration in the first week after
calving, followed by a decrease during early and mid lactation. The lowest blood copper
concentrations were found in transition cows three weeks before calving. In routine
diagnostics, these wavelike dynamics of copper concentration in blood should be considered
in terms of separate reference ranges for transition cows, early lactation and mid lactation
cows. In hair samples the influence of dynamics of lactation on copper concentration was
temporally delayed. Hair samples of mid lactation cows showed the highest levels of copper

concentration.
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The table below shows the reference ranges suggested for the evaluation of copper supply in

dairy cows:

Reference Ranges

serum plasma whole hair urine* feces
(Hg/) (Hg/h) blood (mg/kg) (Hg/) (mg/kg DM)
(Hg/l)
Transition 457-813 617-1055 571-970 5,8-24,8
early lactation | 542-993 713-1271 656-1179 46-495 27 ,2-
} 6,0-46,1 104,1
mid lactation | 490-939 675-1130 627-1110

* The reference range of copper concentration in urine is only mentioned for the sake of
completeness. The evaluation of copper supply by urine analysis should not be implemented

in routine diagnostics.
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Anhang

10 Anhang

Tabelle 38: Korrelationen zwischen der Kupferkonzentration der einzelnen Probenmedien
und den Serumgehalten anderer Spuren- und Mengenelemente bei der Laktationsgruppe

der Vorbereiter

Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer  Kupfer Kupfer

Serum Plasma EDTA Urin Haar Kot

(mgll) (mgl/l) (mgl/l) (mg/l) (mg/kg) (mg/kg TM)
Kalzium rs 0,302** 0,268** 0,265** -0,030 0,029 -0,160
Serum P 0,001 0,001 0,001 0,546 0,597 0,351
(mg/l) N 421 420 417 419 344 36
Schwefel rs 0,164** 0,153** 0,209** -0,104 0,101 0,076
Serum P 0,002 0,004 0,001 0,053 0,063 0,661
(ngll) N 348 347 344 348 340 36
Molybdéan rs 0,038 -0,010 -0,101 -0,058 -0,077 0,246
Serum P 0,493 0,863 0,068 0,295 0,219 0,148
(ngll) N 329 329 326 327 255 36
Eisen rs 0,157** 0,088 0,114* -0,047 0,021 -0,169
Serum P 0,001 0,073 0,020 0,336 0,700 0,324
(ngll) N 421 420 417 419 344 36
Mangan rs 0,152** 0,186** 0,177** -0,062 0,071 -0,125
Serum P 0,002 0,001 0,001 0,207 0,186 0,467
(ngll) N 421 420 417 419 344 36

rs= Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman; p = Signifikanz; N =Stichprobenanzahl,
** Korrelation ist bei Niveau 0,01 signifikant (zweiseitig); * Korrelation ist bei Niveau 0,05

signifikant (zweiseitig).
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Tabelle 39: Korrelationen zwischen der Kupferkonzentration der einzelnen Probenmedien
und den Serumgehalten anderer Spuren- und Mengenelemente in der Laktationsgruppe

0-1 Woche p. p.
Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer  Kupfer Kupfer
Serum Plasma EDTA Urin Haar Kot
(mgll) (mgl/l) (mgl/l) (mg/l) (mg/kg) (mg/kg TM)
Kalzium rs 0,364**  0,213** 0,206** -0,013
Serum p 0,001 0,001 0,001 0,817 . .
(mgll) N 305 305 302 304 1 0
Schwefel rs 0,285**  0,181** 0,291** -0,060
Serum p 0,001 0,004 0,001 0,344 . .
(ngll) N 255 255 253 254 1 0
Molybdéan rs 0,071 0,007 -0,162* -0,104
Serum P 0,265 0,912 0,012 0,104 . .
(ngll) N 245 245 243 244 1 0
Eisen rs 0,250** 0,112 0,131* -0,025
Serum P 0,001 0,050 0,022 0,660 . .
(ngll) N 305 305 302 304 1 0
Mangan rs 0,167** 0,059 0,133* -,025
Serum P 0,004 0,306 0,021 0,666 .
(ng/l) N 304 304 301 303 1 0

rs= Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman; p = Signifikanz; N =Stichprobenanzahl,
** Korrelation ist bei Niveau 0,01 signifikant (zweiseitig); * Korrelation ist bei Niveau 0,05
signifikant (zweiseitig).
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Tabelle 40: Korrelationen zwischen der Kupferkonzentration der einzelnen Probenmedien

und den Serumgehalten anderer Spuren- und Mengenelemente in der Laktationsgruppe

0-5 Wochen p. p.

Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer
Serum Plasma EDTA Urin Haar Kot
(mgl/l) (mgl/l) (mgl/l) (mg/l) (mg/kg) (mg/kg TM)
Kalzium rs 0,150 0,211* 0,202* -0,123
Serum p 0,107 0,022 0,030 0,185 . :
(mg/l) N 117 117 116 117 0 0
Schwefel rs 0,176 0,176 0,124  -0,192
Serum P 0,092 0,091 0,238 0,065 . :
(mgll) N 93 93 92 93 0 0
Molybdan rs 0,101 -0,141 -0,218* 0,024
Serum P 0,359 0,199 0,048 0,832 . :
(mgll) N 84 84 83 84 0 0
Eisen rs 0,129 0,081 0,095 -0,069
Serum P 0,165 0,385 0,313 0,459 . :
(ngll) N 117 117 116 117 0 0
Mangan rs 0,232*  0,294* 0,261**  -0,039
Serum p 0,012 0,001 0,005 0,674 . .
(ngll) N 117 117 116 117 0 0

rs= Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman; p = Signifikanz; N =Stichprobenanzahl,
** Korrelation ist bei Niveau 0,01 signifikant (zweiseitig); * Korrelation ist bei Niveau 0,05

signifikant (zweiseitig).
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Tabelle 41: Korrelationen zwischen der Kupferkonzentration der einzelnen Probenmedien
und den Serumgehalten anderer Spuren- und Mengenelemente in der Laktationsgruppe

3-5 Wochen p. p.

Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer

Serum Plasma EDTA Urin Haar Kot

(mgll) (mgl/l) (mgl/l) (mgl/l) (mg/kg) (mg/kg TM)
Kalzium rs 0,324**  0,233**  0,290** 0,052 0,044 -0,323
Serum P 0,001 0,001 0,001 0,366 0,489 0,332
(mg/l) N 309 309 307 309 249 11
Schwefel rs 0,271**  0,169**  0,281** 0,036 0,111 -0,018
Serum P 0,001 0,006 0,001 0,563 0,081 0,958
(mgll) N 261 261 259 261 248 11
Molybdan rs 0,064 -0,014 -0,079 -0,087 -0,093 0,178
Serum P 0,314 0,830 0,217 0,174 0,199 0,600
(ngll) N 247 247 245 247 194 11
Eisen rs 0,192** 0,136*  0,182* 0,088 -0,015 -0,036
Serum P 0,001 0,017 0,001 0,124 0,812 0,915
(ngll) N 309 309 307 309 249 11
Mangan s 0,061 0,087 0,116* 0,041 -0,033 0,009
Serum P 0,284 0,127 0,042 0,470 0,605 0,979
(ngll) N 308 308 306 308 249 11

rs= Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman; p = Signifikanz; N =Stichprobenanzahl,
** Korrelation ist bei Niveau 0,01 signifikant (zweiseitig); * Korrelation ist bei Niveau 0,05

signifikant (zweiseitig).
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Tabelle 42: Korrelationen zwischen der Kupferkonzentration der einzelnen Probenmedien
und den Serumgehalten anderer Spuren- und Mengenelemente in der Laktationsgruppe

15-18 Wochen p. p.

Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer

Serum Plasma EDTA Urin Haar Kot

(mgl/l) (mgl/l) (mgl/l) (mg/l) (mg/kg) (mg/kg TM)
Kalzium rs 0,305**  0,284**  0,217* 0,078 -0,260
Serum P 0,001 0,001 0,001 0,180 . 0,268
(mgll) N 303 302 300 208 0 20
Schwefel rs 0,236**  0,202**  0,250** 0,033 -0,305
Serum P 0,001 0,001 0,001 0,604 . 0,190
(mgll) N 255 254 253 252 0 20
Molybdan rs 0,079 -0,036 -0,088 -0,062 0,140
Serum P 0,220 0,576 0,175 0,339 . 0,557
(ngll) N 243 242 240 238 0 20
Eisen rs 0,243** 0,197  0,172* 0,121* -0,069
Serum P 0,001 0,001 0,003 0,036 . 0,774
(mgll) N 303 302 300 2908 0 20
Mangan s 0,049 0,092 0,107  -0,030 0,233
Serum P 0,400 0,112 0,065 0,609 0,323
(ng/l) N 303 302 300 298 0 20

rs= Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman; p = Signifikanz; N =Stichprobenanzahl,
** Korrelation ist bei Niveau 0,01 signifikant (zweiseitig); * Korrelation ist bei Niveau 0,05

signifikant (zweiseitig).
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Tabelle 43: Korrelationen zwischen der Kupferkonzentration der einzelnen Probenmedien
und den Serumgehalten anderer Spuren- und Mengenelemente in der Laktationsgruppe

6-20 Wochen p. p.

Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer

Serum Plasma EDTA Urin Haar Kot

(mgl/l) (mgl/l) (mgl/l) (mgl/l) (mg/kg) (mg/kg TM)
Kalzium s 0,109 0,159 0,168 0,064 -0,085 -0,357
Serum P 0,244 0,089 0,073 0,495 0,429 0,432
(mgll) N 116 116 115 116 89 7
Schwefel rs 0,017 0,137 0,159 -0,149 -0,052 -0,321
Serum P 0,870 0,193 0,131 0,155 0,626 0,482
(ngll) N 92 92 9 92 89 7
Molybdan rs 0,238* -0,030 -0,070 -0,034 -0,103 -0,535
Serum P 0,030 0,788 0,531 0,760 0,433 0,216
(ngll) N 84 84 83 84 60 7
Eisen rs 0,073 -0,089 -0,104 0,115 -0,117 -0,315
Serum P 0,433 0,343 0,269 0,218 0,276 0,491
(ngll) N 116 116 115 116 89 7
Mangan s 0,210*  0,333** 0,220* 0,168 -0,029 0,252
Serum P 0,024 0,001 0,018 0,072 0,784 0,585
(ng/l) N 116 116 115 116 89 7

rs= Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman; p = Signifikanz; N =Stichprobenanzahl,
** Korrelation ist bei Niveau 0,01 signifikant (zweiseitig); * Korrelation ist bei Niveau 0,05

signifikant (zweiseitig).
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Tabelle 44: Korrelationen zwischen der Kupferkonzentration der einzelnen Probenmedien
und chemischen Blutparametern bei der Laktationsgruppe der Vorbereiter

Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer  Kupfer Kupfer
Serum Plasma EDTA Urin Haar Kot
(mgll) (mgll) (mgll) (mgfl)  (mglkg) (mg/kg TM)
Bilirubin rs -0,221** 0,071 -0,004 -0,123* 0,039 0,179
gesamt P 0,001 0,148 0,939 0,010 0,467 0,283
(umol/l) N 421 420 417 430 348 38
Gallensauren rs -0,204** -0,097* -0,124* -0,030 -0,105 0,089
(umoll/l) p 0,001 0,046 0,011 0,531 0,050 0,594
N 421 420 417 430 348 38
GLDH (U/l)  rs 0,082 -0,026 0,026 0,010 0,026 0,038
P 0,095 0,591 0,592 0,843 0,622 0,823
N 421 420 417 430 348 38
AST (UN) rs 0,030 0,069 0,055 -0,002  -0,001 -0,253
p 0,545 0,156 0,259 0,971 0,985 0,126
N 421 420 417 430 348 38
GGT (U/) rs 0,168** 0,138** 0,133** 0,016 0,016 0,042
P 0,001 0,005 0,007 0,739 0,770 0,801
N 421 420 417 430 348 38
AP (U/l) rs -0,035 -0,048 0,004 -0,113* -0,134* -0,049
P 0,477 0,329 0,937 0,019 0,012 0,768
N 421 420 417 430 348 38

rs= Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman; p = Signifikanz; N =Stichprobenanzahl,
** Korrelation ist bei Niveau 0,01 signifikant (zweiseitig); * Korrelation ist bei Niveau 0,05
signifikant (zweiseitig).
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Tabelle 45: Korrelationen zwischen der Kupferkonzentration der einzelnen Probenmedien
und chemischen Blutparametern bei der Laktationsgruppe 0-1 Woche p. p.

Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer  Kupfer Kupfer
Serum Plasma EDTA Urin Haar Kot
(mgll) (mgl/l) (mgl/l) (mgl/l) mg/kg (mg/kg TM)
Bilirubin rs -0,091 0,121* 0,146* 0,114*
gesamt p 0,114 0,035 0,011 0,044 )
(mmolll) N 305 305 302 313 1 0
Gallensauren rs -0,066 -0,058 -0,066 0,027
(umolll) p 0,253 0,310 0,256 0,633 :
N 305 305 302 313 1 0
GLDH (U/) rs 0,041 -0,093 -0,040 0,001
P 0,472 0,104 0,485 0,991 :
N 305 305 302 313 1 0
AST (U/) rs 0,029 0,063 0,029  0,149*
p 0,609 0,271 0,619 0,008 :
N 305 305 302 313 1 0
GGT (U/) rs 0,171 0,043 0,040 0,005
P 0,003 0,452 0,487 0,932 :
N 305 305 302 313 1 0
AP (U rs -0,031 0,004 0,080 0,014
P 0,592 0,951 0,168 0,800 :
N 305 305 302 313 1 0

rs= Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman; p = Signifikanz; N =Stichprobenanzahl,
** Korrelation ist bei Niveau 0,01 signifikant (zweiseitig); * Korrelation ist bei Niveau 0,05
signifikant (zweiseitig).
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Tabelle 46: Korrelationen zwischen der Kupferkonzentration der einzelnen Probenmedien
und chemischen Blutparametern bei der Laktationsgruppe 0-5 Wochen p. p.

Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer  Kupfer Kupfer
Serum Plasma EDTA Urin Haar Kot
(mgl/l) (mgl/l) (mgl/l) (mg/l) (mg/kg) (mg/kg TM)
Bilirubin rs -0,039 0,106 0,190* -0,021
gesamt p 0,678 0,253 0,041 0,820 . .
(umoll/l) N 117 117 116 118 0 0
Gallensauren rs 0,035 -0,180 -0,073 0,144
(nmolll) P 0,705 0,052 0,437 0,119 . :
N 117 117 116 118 0 0
GLDH (U/) rs 0,193* 0,107 0,151 0,005
P 0,037 0,251 0,106 0,961 . :
N 117 117 116 118 0 0
AST (UN) rs 0,112 0,111 0,132 0,176
P 0,228 0,234 0,158 0,057 . :
N 117 117 116 118 0 0
GGT (U/) rs 0,294** 0,151 0,042 -0,023
P 0,001 0,104 0,651 0,805 . :
N 117 117 116 118 0 0
AP (U/1) rs 0,034 0,105 0,149 -0,035
P 0,719 0,261 0,111 0,708 . :
N 117 117 116 118 0 0

rs= Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman; p = Signifikanz; N =Stichprobenanzahl;
** Korrelation ist bei Niveau 0,01 signifikant (zweiseitig); * Korrelation ist bei Niveau 0,05

signifikant (zweiseitig).
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Tabelle 47: Korrelationen zwischen der Kupferkonzentration der einzelnen Probenmedien
und chemischen Blutparametern bei der Laktationsgruppe 3-5 Wochen p. p.

Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer  Kupfer Kupfer
Serum Plasma EDTA Urin Haar Kot
(mgl/l) (mgl/l) (mgl/l) (mg/l) (mg/kg) (mg/kg TM)
Bilirubin rs -0,001 0,080 0,137* -0,068 0,126* -0,177
gesamt P 0,987 0,159 0,017 0,233 0,046 0,583
(umoll/l) N 308 308 306 319 252 12
Gallensauren rs -0,129* -0,071 -0,028 0,012 0,004 -0,713**
(nmolll) P 0,023 0,211 0,631 0,827 0,948 0,009
N 309 309 307 320 253 12
GLDH (U/) rs 0,082 0,090 0,103 -0,009 -0,036 0,183
P 0,153 0,113 0,071 0,871 0,567 0,570
N 309 309 307 320 253 12
AST (UN) rs -0,018 -0,017 0,028 -0,082 0,107 -0,470
P 0,749 0,761 0,630 0,145 0,089 0,123
N 309 309 307 320 253 12
GGT (U/) rs 0,200** 0,192** 0,134* -0,029 0,068 -0,129
P 0,001 0,001 0,019 0,608 0,281 0,689
N 309 309 307 320 253 12
AP (U/1) rs 0,046 0,072 0,134* -0,146** 0,038 -0,214
P 0,416 0,206 0,019 0,009 0,544 0,504
N 309 309 307 320 253 12

rs= Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman; p = Signifikanz; N =Stichprobenanzahl;
** Korrelation ist bei Niveau 0,01 signifikant (zweiseitig); * Korrelation ist bei Niveau 0,05

signifikant (zweiseitig).
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Tabelle 48: Korrelationen zwischen der Kupferkonzentration der einzelnen Probenmedien
und chemischen Blutparametern bei der Laktationsgruppe 15-18 Wochen p. p.

Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer  Kupfer Kupfer
Serum Plasma EDTA Urin Haar Kot
(mgl/l) (mgl/l) (mgl/l) (mg/l) (mg/kg) (mgl/kg TM)
Bilirubin rs -0,053 0,005 0,087 0,080 : 0,055
gesamt P 0,358 0,938 0,132 0,164 : 0,813
(umoll/l) N 302 301 299 307 0 21
Gallensauren rs 0,025 0,053 -0,011 0,001 ) 0,074
(nmolll) P 0,664 0,362 0,844 0,985 : 0,749
N 303 302 300 308 0 21
GLDH (U/) rs 0,127* 0,034 0,061 -0,046 : 0,406
P 0,027 0,561 0,295 0,423 : 0,068
N 303 302 300 308 0 21
AST (UN) rs -0,004 -0,021 -0,006 -0,011 : 0,252
P 0,939 0,710 0,921 0,843 : 0,270
N 303 302 300 308 0 21
GGT (U/) rs 0,235** 0,157* 0,117* -0,034 : 0,322
P 0,001 0,006 0,043 0,549 : 0,155
N 303 302 300 308 0 21
AP (U/1) rs 0,148* 0,121*  0,173** -0,014 : -0,224
P 0,010 0,036 0,003 0,806 : 0,329
N 303 302 300 308 0 21

rs= Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman; p = Signifikanz; N =Stichprobenanzahl;
** Korrelation ist bei Niveau 0,01 signifikant (zweiseitig); * Korrelation ist bei Niveau 0,05
signifikant (zweiseitig).
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Tabelle 49: Korrelationen zwischen der Kupferkonzentration der einzelnen Probenmedien und
chemischen Blutparametern bei der Laktationsgruppe 6-20 Wochen p. p.

Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer  Kupfer Kupfer

Serum Plasma EDTA Urin Haar Kot
(mgll) (mgl/l) (mgl/l) (mg/l) (mg/kg) (mgl/kg TM)
Bilirubin rs -0,112 -0,047 0,027 0,077 -0,118 -0,090
gesamt P 0,233 0,613 0,774 0,407 0,264 0,848
(umoll/l) N 116 116 115 118 91 7
Gallensauren rs -0,138 -0,145 -0,111 0,103 0,076 -0,071
(nmolll) P 0,139 0,119 0,238 0,266 0,474 0,879
N 116 116 115 118 91 7
GLDH (U/) rs -0,166 -0,069 -0,023 0,046 0,156 -0,143
P 0,074 0,463 0,808 0,618 0,140 0,760
N 116 116 115 118 91 7
AST (UN) rs -0,122 -0,057 -0,152 0,155 0,048 0,198
P 0,191 0,542 0,105 0,094 0,650 0,670
N 116 116 115 118 91 7
GGT (U/) rs -0,040 0,114 0,038 -0,120 0,174 0,214
P 0,670 0,221 0,690 0,196 0,098 0,645
N 116 116 115 118 91 7
AP (U/1) rs -0,116 -0,101 0,006 0,017  -0,120 -0,198
P 0,214 0,282 0,952 0,855 0,259 0,670
N 116 116 115 118 91 7

rs= Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman; p = Signifikanz; N =Stichprobenanzahl;
** Korrelation ist bei Niveau 0,01 signifikant (zweiseitig); * Korrelation ist bei Niveau 0,05
signifikant (zweiseitig).
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Tabelle 50: Korrelationen zwischen der Kupferkonzentration der einzelnen Probenmedien
und Parametern des Blutbildes bei der Laktationsgruppe der Vorbereiter

Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer

Serum Plasma EDTA Urin Haar Kot
(mgl/l) (mgl/l) (mgl/l) (mg/l) (mg/kg) (mg/kg TM)
Erythrozyten rs 0,008 -0,110* 0,005 -0,144** 0,022 0,181
(Thy P 0,871 0,025 0,917 0,003 0,682 0,278
N 418 417 414 428 346 38
Hamatokrit rs -0,010 0,009 0,008 0,078 -0,081 0,280
(%) P 0,843 0,851 0,872 0,105 0,134 0,089
N 421 420 417 431 348 38
Hamoglobin s 0,058 -0,098* -0,002 -0,104* -0,068 0,143
(a/l) P 0,239 0,045 0,975 0,032 0,208 0,392
N 421 420 417 431 348 38
Thrombozyten rs 0,083 0,078 -0,030 0,009 0,041 -0,097
(G P 0,094 0,114 0,548 0,853 0,452 0,563
N 411 410 407 421 340 38
Leukozyten rs 0,098* 0,001 0,023 0,055 0,020 0,077
(G P 0,048 0,997 0,650 0,262 0,709 0,646
N 410 409 406 420 339 38

rs= Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman; p = Signifikanz; N =Stichprobenanzahl;
** Korrelation ist bei Niveau 0,01 signifikant (zweiseitig); * Korrelation ist bei Niveau 0,05
signifikant (zweiseitig).
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Tabelle 51: Korrelationen zwischen der Kupferkonzentration der einzelnen Probenmedien
und Parametern des Blutbildes bei der Laktationsgruppe 0-1 Woche p. p.

Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer
Serum Plasma EDTA Urin Haar Kot
(mgl/l) (mgl/l) (mgll) (mgll) (mg/kg) (mg/kg TM)
Erythrozyten rs 0,030 0,035 0,037 -0,069
(Thy P 0,598 0,548 0,523 0,223 . .
N 304 304 301 312 1 0
Hamatokrit rs -0,049 0,109 -0,014  0,163**
(%) P 0,397 0,058 0,811 0,004 . .
N 305 305 302 313 1 0
Hamoglobin s 0,134* 0,045 0,016 -0,121*
(a/l) P 0,019 0,436 0,779 0,032 . .
N 305 305 302 313 1 0
Thrombozyten rs 0,052 0,033 -0,033 -0,037
(G P 0,371 0,567 0,572 0,523 . .
N 298 298 295 306 1 0
Leukozyten rs 0,101  -0,048 -0,056 0,016
(G P 0,081 0,406 0,342 0,780 . .
N 297 297 294 305 1 0

rs= Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman; p = Signifikanz; N =Stichprobenanzahl;
** Korrelation ist bei Niveau 0,01 signifikant (zweiseitig); * Korrelation ist bei Niveau 0,05

signifikant (zweiseitig).
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Tabelle 52: Korrelationen zwischen der Kupferkonzentration der einzelnen Probenmedien

und Parametern des Blutbildes bei der Laktationsgruppe 0-5 Wochen p. p.

Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer
Serum Plasma EDTA Urin Haar Kot
(mgl/l) (mgl/l) (mgll) (mg/l) (mg/kg) (mg/kg TM)
Erythrozyten rs 0,010 -0,080 -0,104 -0,218*
(Thy) P 0,914 0,391 0,270 0,018 . .
N 116 116 115 117 0 0
Hamatokrit rs 0,049 0,120 0,046 0,061
(%) P 0,601 0,196 0,623 0,510 . .
N 117 117 116 118 0 0
Hamoglobin rs 0,074 0,042 0,067 -0,230*
(all) P 0,428 0,650 0,473 0,012 . .
N 117 117 116 118 0 0
Thrombozyten rs 0,110 0,161 0,067 -0,076
(G P 0,238 0,085 0,547 0,414 . .
N 116 116 115 117 0 0
Leukozyten rs 0,219* 0,188* 0,167 -0,104
(G P 0,019 0,045 0,077 0,268 . .
N 115 115 114 116 0 0

rs= Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman; p = Signifikanz; N =Stichprobenanzahl;
** Korrelation ist bei Niveau 0,01 signifikant (zweiseitig); * Korrelation ist bei Niveau 0,05

signifikant (zweiseitig).
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Tabelle 53: Korrelationen zwischen der Kupferkonzentration der einzelnen Probenmedien
und Parametern des Blutbildes bei der Laktationsgruppe 3-5 Wochen p .p.

Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer

Serum Plasma EDTA Urin Haar Kot
(mgl/l) (mgl/l) (mgll) (mg/l) (mg/kg) (mg/kg TM)
Erythrozyten rs 0,027 -0,072  -0,001 -0,123* 0,101 -0,673*
(Thy) P 0,638 0,210 0,992 0,028 0,112 0,017
N 305 305 303 316 250 12
Hamatokrit rs -0,016 -0,034 -0,042  0,150** 0,023 -0,526
(%) P 0,775 0,548 0,463 0,007 0,718 0,079
N 308 308 306 319 253 12
Hamoglobin s 0,137* 0,028 0,012 -0,121*  -0,059 -0,025
(g/l) P 0,016 0,625 0,830 0,031 0,348 0,939
N 308 308 306 319 253 12
Thrombozyten rs -0,031 0,022 -0,149* -0,106  -0,082 -0,154
(Gl P 0,595 0,701 0,010 0,063 0,202 0,632
N 299 299 297 310 246 12
Leukozyten rs 0,055 -0,056  -0,067 -0,037 0,002 -0,418
(Gl P 0,345 0,335 0,250 0,514 0,970 0,177
N 299 299 297 310 246 12

rs= Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman; p = Signifikanz; N =Stichprobenanzahl;
** Korrelation ist bei Niveau 0,01 signifikant (zweiseitig); * Korrelation ist bei Niveau 0,05

signifikant (zweiseitig).
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Tabelle 54: Korrelationen zwischen der Kupferkonzentration der einzelnen Probenmedien
und Parametern des Blutbildes bei der Laktationsgruppe 15-18 Wochen p. p

Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer  Kupfer Kupfer

Serum Plasma EDTA Urin Haar Kot
(mg/l)  (mgll) (mgl/l) (mg/l) (mg/kg) (mg/kg TM)
Erythrozyten rs 0,020 -0,083 -0,070  -0,154** . -0,231
(Thy) P 0,735 0,150 0,230 0,007 . 0,315
N 302 301 299 307 0 21
Hamatokrit rs -0,032 -0,113* -0,138* 0,015 . -0,099
(%) P 0,574 0,049 0,017 0,799 . 0,669
N 303 302 300 308 0 21
Hamoglobin rs 0,070  -0,095 -0,124* -0,140* . 0,081
(all) P 0,227 0,099 0,032 0,014 . 0,727
N 303 302 300 308 0 21
Thrombozyten rs 0,068 0,105 -0,006 0,056 . 0,205
(G P 0,244 0,073 0,915 0,337 . 0,374
N 296 295 293 301 0 21
Leukozyten rs -0,001 0,046 0,041 0,033 . -0,230
(G P 0,981 0,428 0,480 0,570 . 0,315
N 296 295 293 301 0 21

rs= Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman; p = Signifikanz; N =Stichprobenanzahl;
** Korrelation ist bei Niveau 0,01 signifikant (zweiseitig); * Korrelation ist bei Niveau 0,05
signifikant (zweiseitig).
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Anhang

Tabelle 55: Korrelationen zwischen der Kupferkonzentration der einzelnen Probenmedien
und Parametern des Blutbildes bei der Laktationsgruppe 6-20 Woche p. p

Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer Kupfer

Serum Plasma EDTA Urin Haar Kot
(mg/)  (mgll) (mgfl) (mg/l) (mg/kg) (mg/kg TM)
Erythrozyten rs -0,097 -0,289** -0,188* -0,108 -0,073 -0,371
(Thy) P 0,301 0,002 0,045 0,245 0,496 0,413
N 115 115 114 117 90 7
Hamatokrit rs -0,060 -0,167 -0,112 0,101  -0,030 0,071
(%) P 0,523 0,073 0,234 0,275 0,778 0,879
N 116 116 115 118 91 7
Hamoglobin rs 0,060 -0,126 0,009 -0,164 -0,048 -0,564
(all) P 0,520 0,178 0,920 0,077 0,651 0,187
N 116 116 115 118 91 7
Thrombozyten rs 0,076 0,054 0,001 -0,177  0,228* -0,821*
(G P 0,417 0,566 0,999 0,056 0,031 0,023
N 115 115 114 117 90 7
Leukozyten rs 0,001 0,050 0,071  -0,013  -0,052 0,036
(G P 0,997 0,598 0,453 0,887 0,629 0,939
N 114 114 113 116 89 7

rs= Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman; p = Signifikanz; N =Stichprobenanzahl;
** Korrelation ist bei Niveau 0,01 signifikant (zweiseitig); * Korrelation ist bei Niveau 0,05

signifikant (zweiseitig).
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