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1. Einleitung

Im Rahmen der Integrierten Tierarztlichen Bestandsbetreuung (ITB) und fir die Realisierung
hoher Milchleistungen ist die Fruherkennung von Krankheiten bei Milchkihen von
entscheidender Bedeutung. Ohne gezielte Tierbeobachtung und sich daran anschlieRende
Einzeltieruntersuchung ist dies nur schwer erreichbar. Moderne Mess- und
Sensortechnologien erobern nach dem Ackerbau zurzeit auch die landwirtschaftliche
Nutztierhaltung. Ein sensorgestitztes Gesundheitsmonitoring koénnte dazu beitragen,
Erkrankungen bei Milchrindern friihzeitig zu erkennen. Dies ware dann als integrativer
Bestandteil des Precision Dairy Farming zu sehen, welches eine nachhaltige Erzeugung von
Milch mit gesicherter Qualitat sowie einen hohen Grad an Verbraucher- und Tierschutz zur
Zielsetzung hat (Spilke et al. 03).

Beim Menschen konnte gezeigt werden, dass das antioxidative Potential (AOP) der Haut den
oxidativen Stress eines Individuums sowie den Stress insgesamt widerspiegelt. Stress kann
als ein biologischer Prozess definiert werden, der im Kérper Veranderungen hervorruft, um
die durch verschiedene Einflisse erhdhten Anspriche zu bewaltigen (Schwarz 2009).

Das alleinige Vorhandensein von reaktiven Spezies (reaktive Sauerstoffspezies (ROS),
reaktive Chlorspezies (RCS) und reaktive Stickstoffspezies (RNS)) stellt im physiologischen
aeroben steady-state keine Gefahr fur den Organismus dar (Sies, Stahl 1995). Ursachlich fir
das Entstehen von oxidativem Stress kann ein Mangel an antioxidativen Substanzen oder
eine Ubermafige Produktion von reaktiven Spezies sein, so dass die Menge der
Prooxidantien die Kapazitat der Antioxidantien zur Neutralisation dieser Uberschreitet (Miller
et al. 1993). Das System der Antioxidantien umfasst verschiedene enzymatische und nicht-
enzymatische Mechanismen (Nitschke 2005). Alle Antioxidantien wirken synergistisch in
Form einer Schutzkette und schiitzen sich so gegenseitig vor der Zerstérung durch freie
Radikale und andere reaktive Spezies. Somit funktionieren Antioxidantien nur in Kombination
mit anderen Typen von Antioxidantien effektiv (Darvin et al. 2006).

Das AOP der Haut dient als Parameter, der die Fahigkeit beschreibt, vor oxidativen
Prozessen zu schitzen.

Darvin et al. (2008) konnten in einer einjahrigen Studie am Menschen zeigen, dass Faktoren
wie Krankheit, Erschopfung, psychischer Stress, Alkoholkonsum und Rauchen das AOP
reduzieren, wahrend eine karotinoidreiche Erndhrung sowie die Abwesenheit von eben
angeflhrten Faktoren das AOP erhdhen. Die Bestimmung des AOP’s geschieht Uber die
Messung von Markersubstanzen, unter anderem der Karotinoide, in unterschiedlichen
Matrices (Blut, Haut, Organmaterial). Karotinoide missen mit der Nahrung aufgenommen
werden und fiihren dann zu einer Anreicherung im Gewebe und speziell auch in der Haut

(Meyer 2002; Lademann et al. 2011). Die ausgedehnten m-Systeme der Karotinoide



bedingen ihre kinetische Reaktivitdt. Karotinoiden ist es so auf verschiedenen Wegen
moglich mit freien Radikalen zu reagieren und auf diese Weise als Antioxidanz wirksam zu
werden (Britton 1995).

Verschiedene innovative optische Messverfahren erlauben inzwischen die nichtinvasive
Bestimmung der Karotinoidkonzentration in der Haut des Menschen in real-time (Lademann
et al. 2011).

Bei Rindern kann durch Supplementation von bedarfsgerechten Gehalten an
Mikronahrstoffen mit antioxidativem Potential die Milchleistung bis zu einem gewissen Grad
optimiert werden. Peripartal mit 3-Karotin supplementierte Kiihe haben einen niedrigeren
Gehalt an somatischen Zellen (SCC) in der Milch und weisen eine niedrigere Inzidenz von
intramammaren Infektionen auf, verglichen mit nicht supplementierten Tieren (Chew 1995).
Weiterhin wird durch Zufltterung von R-Karotin die Zeit von der Abkalbung bis zum ersten
Ostrus verkiirzt (Rakes et al. 1985). Neben dem Einfluss der Karotinoide auf die Gesundheit
und Produktivitat von Milchrindern ist deren Auswirkung auf die Qualitdt der Milchprodukte
von Bedeutung. Im Rahmen der Herdenbestandsbetreuung wird die 3-Karotinkonzentration
im Blut heutzutage regelmafig bestimmit.

Derzeit sind beim Rind ausschliellich invasive in vitro-Methoden zur Bestimmung der
Karotinoide etabliert. Die Ermittlung der Karotinoidkonzentration Uber die Plasmafarbung ist
die kostenglnstigste Methode, wobei deren Aussagegenauigkeit sehr umstritten ist
(Schweigert, Immig 2007). Die HPLC (High-Pressure Liquid Chromatograhy) ist bis heute im
Rahmen der Analyse und quantitativen Bestimmung von Karotinoiden in der Medizin
(Plasma- und Gewebeproben) weit verbreitet. Je nach Fragestellung sowie den zu
untersuchenden Substanzen wird die HPLC-Methode modifiziert (Hesterberg 2006). Neben
dem Nachteil der Invasivitat stellt die HPLC eine sehr zeitaufwendige, kostenintensive und
ausschlieBlich in vitro-Messmethode dar (Talwar et al. 1998). Untersuchungen zur Effektivitat
und Kinetik der Aufnahme von Antioxidantien mit der Nahrung und ihrer Anreicherung in der
Haut konnten in der Vergangenheit daher nur schwer realisiert werden (Darwin et al. 2006).
Auch bei der neu entwickelten photometrischen Schnelltestmethode, iCheck, handelt es sich
um eine invasive in vitro-Methode, mit bereits genannten Nachteilen (Schweigert, Immig
2007).

In dieser Arbeit wurde erstmalig eine auf Reflektionsspektroskopie basierende, nichtinvasive
in vivo-Methode zur Bestimmung der antioxidativen Karotinoide beim Rind eingesetzt. Die
Messungen wurden mit einem neu entwickelten LED-basierten miniaturisierten Hautscanner
WK1 (Opsolution GmbH, Kassel, Deutschland) aus der Humanmedizin an der Euterhaut
durchgefiihrt. Der Scanner besteht aus einem System von zwei Laser-Dioden, wobei die
eine im Absorptionsmaximum der Karotinoide und die andere aullerhalb der

Karotinoidabsorption Licht ausstrahlt. Mal3 flr die Karotinoidkonzentration in der Haut ist die



Differenz in der Signalintensitat des riuckgestreuten Lichts der beiden Wellenldangen. Die
Karotinoidkonzentration wurde auf einer Skala von 0-2 gemessen, wobei der Wert 2 einer

Konzentration von 2 nmol/g Haut entspricht.

Im Rahmen der Studie sollten die folgenden Fragen geklart werden:

1. Bestehen bei Rindern, die unter denselben Umgebungsbedingungen aufgestallt sind und
die das gleiche Futter erhalten, Unterschiede in den Messwerten?

J Biomed Opt. 2012 Oct;17(10):101514. doi: 10.1117/1.JB0O.17.10.101514.

2. Wie verhalten sich die Messwerte bei wiederholten Messungen bis zu einem Zeitraum von
einem Monat, wenn die Tiere unter gleichen Umgebungsbedingungen gehalten werden und
das gleiche Futter erhalten?

PLoS One. 2012;7(10):e47706. doi: 10.1371/journal.pone.0047706. Epub 2012 Oct 31.

3. Wie verhalten sich die Messwerte bei kranken Tieren (Milchkiihe mit einer Dislocatio
abomasi) in der Rekonvaleszenzperiode?

PLoS One. 2012;7(10):e47706. doi: 10.1371/journal.pone.0047706. Epub 2012 Oct 31.

4. Inwiefern korrelieren die Bestimmungen von R-Karotin im Blut mit denen mittels LED-
Technologie generierten Messwerten in der Haut?

J Biomed Opt. 2013 Jun;18(6):061219. doi: 10.1117/1.JBO.18.6.061219.

Die Ergebnisse der Studien sind in den drei genannten Veréffentlichungen

zusammengefasst, die die Grundlage fir die vorliegende kumulative Dissertation darstellen.



1.1. Nichtinvasive reflektionsspektroskopische Messungen der Karotinoide in

der Rindereuterhaut

Oxidativer Stress ist derzeit ein aktives Forschungsgebiet im Bereich der Veterindrmedizin.
Aus der Humanmedizin liegt zu diesem Thema bereits ein umfangreiches Wissen vor,
wahrend sich die Untersuchungen tber die Bedeutung des oxidativen Status beim Rind noch
im Anfangsstadium befinden (Celi 2010). Aktuell erfolgt die Bestimmung des antioxidativen
Status beim Rind invasiv in der Regel mittels Untersuchungen von Blutproben (Hayajneh
2007). Die kostengunstigste Methode zur Ermittlung der Karotinoidkonzentration im Blut ist
die Beurteilung der Intensitat der Gelbfarbung des Plasmas im Vergleich zu vorgegebenen
Standards. Die Validitdt der Methodik ist jedoch sehr umstritten (Noziere et al. 2006). Bis
heute ist die High-Pressure Liquid Chromatography (HPLC) im Rahmen der Analyse und
quantitativen Bestimmung von Karotinoiden in der Veterinarmedizin weit verbreitet
(Rodriguez-Amaya 2003). Hierzu ist die Entnahme von Biopsiematerial oder Blut erforderlich.
Neben dem Nachteil der Invasivitat stellt die HPLC eine sehr zeitaufwendige, kostenintensive
und ausschlieBliche in vitro-Messmethode dar (Talwar et al. 1998). Fir fortlaufende
Untersuchungen ist diese Messmethodik deshalb ungeeignet.

Reflektionsspektroskopische R-Karotinmessungen der Haut am isoliert perfundierten
Rindereuter wurden durch Niedorf (2001) in aufwendigen Studien validiert. Die
Messergebnisse ergaben eine signifikante Korrelation zu Vergleichsmessungen in
Gewebeproben mittels dem Golden Standard, der HPLC (R=0.711).

Spektroskopische Messungen ermoéglichen wiederholte Untersuchungen in vivo bei einer
groBeren Zahl von Individuen und erlauben insofern die Erforschung der Wirksamkeit und
Kinetik von Uber das Futter supplementierten Karotinoiden, die in der Haut akkumulieren
(Blume-Peytavi et al. 2009; Darvin et al. 2007; Darvin et al. 2008; Haag et al. 2010; Lima,
Kimball 2011; Mayne et al. 2010; Meinke et al. 2010; Rerksuppaphol, Rerksuppaphol 2006)
In den hier beschriebenen Studien kam der Hautscanner (HS) WK1 (Opsolution GmbH,
Kassel, Deutschland) zum Einsatz. Er besteht aus einem System von zwei Laser-Dioden,
wobei die eine im Absorptionsmaximum der Karotinoide und die andere auf’erhalb der
Karotinoidabsorption Licht ausstrahlt. Die Differenz in der Signalintensitat des riickgestreuten
Lichts der beiden Wellenlangen dient als Mal} fir die Karotinoidkonzentration in der Haut.
Ziel der vorliegenden Studie war die Durchfihrung nichtinvasiver in vivo-Messungen der
Karotinoidkonzentration in der Rinderhaut mittels des HS.

Messungen an 25 gesunden Rindern (Milchrinder, Zweinutzungsrinder) unterschiedlicher
Rassen ergaben hochsignifikante interindividuelle Unterschiede (p < 0.001) der
Karotinoidkonzentration obwohl die Tiere die gleiche Futterung erhielten und den gleichen

Umgebungsbedingungen ausgesetzt waren. Einen Hinweis, weshalb zwischen den Tieren



Unterschiede bestehen, ergibt sich aus der Anwendung eines fir das Rind beschriebenen
Wesens- oder Temperamenttests (Grandin 1993). Dieser erméglichte die Zuordnung der
Tiere zu einer Gruppe sensibler und einer Gruppe robuster Rinder. Die
Karotinoidkonzentrationen ,sensibler und ,robuster® Rinder variierten in einer weiteren
Messreihe dieser Studie signifikant (p < 0.05), wobei im Falle der ,robusten® Rinder héhere
Konzentrationen gemessen wurden.

Die Ergebnisse dieser Studie wurden im Journal of Biomedical Optics veréffentlicht:

J. Klein, M.E. Darvin, K. E. Miller, J. Lademann. 2012.

Noninvasive measurements of carotenoids in bovine udder by reflection spectroscopy.

J Biomed Opt. 2012 Oct;17(10):101514. doi: 10.1117/1.JBO.17.10.101514.



1.2. Einfluss von Krankheitszustanden auf die Karotinoidkonzentration am

Beispiel der Labmagenverlagerung des Rindes

Beim Menschen konnten Darvin et al. (2006; 2008) nichtinvasiv und in real-time zeigen, dass
Stress, inbegriffen Krankheit, die Konzentration der Antioxidantien in der Haut reduziert.
Ergebnisse von Blutuntersuchungen beim Rind deuten ebenfalls auf einen Verbrauch von
Antioxidantien und somit reduzierten antioxidativen Status wahrend Krankheits- und
Stresszustanden hin, aber auch Weidegang im Sommer und Stallhaltung mit Fatterung
konservierter Futtermittel beeinflussen den oxidativen Status. Sattler et al. (2001) konnten
nachweisen, dass der antioxidative Status von Kiihen mit Labmagenverlagerung, gemessen
anhand der Aktivitditen von Superoxid-Dismutase und Glutathion-Peroxidase, durch
oxidativen Stress belastet wird. Auch die Trolox Equivalent Antioxidative Capacity-
Konzentrationen sind bei kranken Kihen (Klauenerkrankungen, Mastitiden, Metritiden,
Labmagenverlagerung etc.) niedriger als die der Kontrollgruppe, wobei der zeitliche Abstand
zum Partus vergleichend miteinbezogen wurde (Dinges 2004). Etliche weitere Studien
belegen, dass die Karotinoidkonzentration im Blut, sowie der Antioxidantienstatus insgesamt,
beim Rind im Zusammenhang mit verschiedenen Erkrankungen sowie peripartal erniedrigt
ist (Heinrichs et al. 2009; Kankofer 2001; Ranjan et al. 2005).

Im Rahmen einer zweiten Studie sollte nichtinvasiv und in real-time zum einen die Stabilitat
des individuellen AOP’s unter standardisierten Bedingungen bei gesunden Rindern Uber
einen langeren Zeitraum untersucht werden, zum anderen sollte geklart werden, ob sich bei
kranken Rindern in der Rekonvaleszenz im Zeitverlauf Unterschiede im AOP ergeben.
Wiederholte Messungen an sechs nicht laktierenden Rindern im Wochenrhythmus Uber
einen Zeitraum von einem Monat ergaben Schwankungen fur dasselbe Tier von bis zu 18 %,
diese waren jedoch nicht signifikant.

Im Folgenden wurden 23 Rinder mit chirurgisch versorgter Labmagenverlagerung innerhalb
von 12 Stunden post operationem sowie in der Rekonvaleszenz und nach Genesung bzw.
bis zu deren Tod gemessen. In der Rekonvaleszenzperiode kam es zu einem Anstieg der
Karotinoidkonzentration um 53 + 44 % bei den 20 genesenen Rindern. Ausgangspunkt
dieser Berechnung war der innerhalb von 12 Stunden p. op. gemessene Wert. Der Anstieg
war hochsignifikant (p < 0.001). Bei den drei verstorbenen Rindern kam es zu einem Abfall
der Karotinoidkonzentration von 31 + 27 %.

Die Ergebnisse dieser Studie wurden in PLOS ONE veréffentlicht:

J. Klein, M. E. Darvin, K. E. Muller, J. Lademann. 2012.

Serial non-invasive measurements of dermal carotenoid concentrations in dairy cows
following recovery from abomasal displacement.

PLoS One. 2012;7(10):e47706. doi: 10.1371/journal.pone.0047706. Epub 2012 Oct 31.
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1.3. Analyse der Korrelation zwischen der Karotinoidkonzentration in der Haut

und im Blut beim weiblichen Rind mittels optischer Methoden

Untersuchungen am Menschen ergaben, dass die Ergebnisse von Messungen der Haut- und
Blutkarotinoidkonzentration nicht oder nur maRig korrelieren (Meinke et al. 2010; Stahl et al.
1998). Es zeigte sich, dass die Zeit, die notwendig ist, bis die Antioxidantien nach oraler
Aufnahme die Haut als Zielstruktur erreichen, probandenspezifisch unterschiedlich ist und
zwischen ein und drei Tagen in Anspruch nimmt (Darwin et al. 2006; Darvin et al. 2008). Es
besteht somit eine Zeitverzdgerung, mit der die Konzentration der Karotinoide nach
Anflutung Uber das Blut auch in der Haut steigt. Einen Abfall der Hautkarotinoidkonzentration
konnten Darvin et al. (2008; 2010) bereits einen Tag nach Stressexposition feststellen.

In den eigenen Untersuchungen war es Ziel festzustellen, ob die spektroskopisch ermittelten
Hautkarotinoidkonzentrationen mit den R-Karotin-Konzentrationen im Blut korrelieren. Die
Korrelation wurde unter Einbeziehung des Erndhrungszustandes der Rinder berechnet, da
sich die lipophilen Karotinoide im Fettgewebe akkumulieren (Krinsky et al. 2009).

Ab einem Body-Condition-Score von 2.5 (maRiger Ernahrungszustand) lag eine signifikante
Korrelation vor (R = 0.86). Unter gleich bleibenden Bedingungen (Ftterung, Haltung,
maRiger bis guter Erndhrungszustand) besteht eine statistisch signifikante Korrelation
zwischen Haut- und Blutkarotinoidkonzentrationen d.h. die Messwerte sind im vorgegebenen
Rahmen (Ernahrungszustand) mit denen der Blutuntersuchungen vergleichbar.

Die Ergebnisse dieser Studie wurden im Journal of Biomedical Optics veroffentlicht:

J. Klein, M. E. Darvin, M. C. Meinke, F. J. Schweigert, K. E. Miller, J. Lademann. 2012.
Analyses of the correlation between dermal and blood carotenoids in female cattle by optical
methods.

J Biomed Opt. 2013 Jun;18(6):061219. doi: 10.1117/1.JBO.18.6.061219.
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3. Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob der Einsatz des Hautscanners WK1
(Opsolution GmbH, Kassel, Deutschland) beim Rind maoglich ist und ob mittels Messung der
antioxidativen Karotinoide in der Euterhaut des Rindes Krankheitszustande nichtinvasiv und
in real-time diagnostiziert werden konnen. Ebenso sollte geklart werden, inwieweit
Korrelationen zwischen der Bestimmung der R-Karotinkonzentration im Blut und den
Messungen in der Haut bestehen.

Der HS bestent aus einem System von zwei Laser-Dioden, wobei die eine im
Absorptionsmaximum der Karotinoide und die andere auflerhalb der Karotinoidabsorption
Licht ausstrahlt. Die Differenz in der Signalintensitat des riickgestreuten Lichts der beiden

Wellenlangen dient als Mal} fur die Karotinoidkonzentration in der Haut.

Die Ergebnisse der ersten Publikation zeigten, dass mit dem HS reproduzierbare
Karotinoidmessungen an der Euterhaut von Rindern durchgefiuihrt werden kénnen. Hiermit
erdffnen sich neue Perspektiven um die Ursachen und die Bedeutung von oxidativem Stress
im Zusammenhang mit hohen Milchleistungen, Krankheit oder umgebungsbedingten
Stressoren, zu untersuchen.

Im ersten Teilexperiment der ersten Publikation variierten die Karotinoidkonzentrationen
gleicher Hautareale bei den Rindern interindividuell hochsignifikant. U. a. Lotthammer et al.
(1977) und Noziere et al. (2006) stellten ebenso eine grofe interindividuelle Variabilitat der
R-Karotinkonzentration im Blutplasma fest. Lotthammer et al. (1977) sieht als ursachlich
dafur  ein individuell bedingtes, unterschiedliches Resorptions- und/oder
Mobilisierungsvermdgen der Karotinoide und weist zusatzlich auf die Bedeutung der
Schilddrisenfunktion fur die Resorption des 3-Karotins hin. Auch bei den von Niedorf (2001)
durchgefuhrten reflektionsspektroskopischen Messungen am isoliert perfundierten
Rindereuter zeigten sich bei allen Versuchen starke Schwankungen der dermalen R-
Karotinkonzentration zwischen den Eutern verschiedener Tiere. Untersuchungen der
menschlichen Haut ergaben ebenfalls starke Unterschiede der R-Karotin- und
Lykopinkonzentration gleicher Hautareale bei verschiedenen Probanden (Darvin et al.
2005b; Darvin et al. 2009). In der menschlichen Haut héngt die Verteilung und Konzentration
der Karotinoide stark vom Gesundheitszustand, der Ernahrung, der Lebensflihrung, der
Korperregion und dem Einfluss von Stressfaktoren ab (Darvin et al. 2005a; Darvin et al.
2008; Mayne et al. 2010).

36



Ob und inwieweit die enormen interindividuellen Differenzen in dieser Publikation auf die
unterschiedlichen Laktationsstadien, Rassen sowie das variierende Alter zurtickzufiihren
sind, muss in weiteren Studien geklart werden.

Im zweiten Teilexperiment der ersten Publikation ergaben Wiederholungsmessungen der
Hautkarotinoidkonzentration bei zehn gesunden Rindern keine signifikanten Anderungen der
Messwerte Uber einen Zeitraum von vier Tagen. Kurzfristig scheint folglich bei Einhaltung
konstanter =~ Umgebungsbedingungen und  Abwesenheit  von Krankheit  die
Karotinoidkonzentration in der Euterhaut konstant zu bleiben, eine Beobachtung die fir
Messungen am Menschen ebenfalls bestatigt werden konnte (Darvin et al. 2008).

Bei mit Hilfe eines standardisierten Temperamenttests selektierten Rindern lag die
Hautkarotinoidkonzentration der ,robusten® Rinder signifikant Gber dem Niveau der
.sensiblen®. Dieses Ergebnis konnte als Hinweis auf einen Zusammenhang zwischen dem
Wesen eines Tieres und seinem oxidativen Status angesehen werden, misste aber an einer
grolkeren Tierzahl verifiziert werden. Da fir das Rind ein Zusammenhang zwischen
Temperament und Produktivitat nachgewiesen ist (Voisinet et al. 1997a; Voisinet et al.
1997b), ist dies fir die Tierproduktion von besonderem Interesse. Bei ruhigeren Rindern

zeigten sich hohere Mastleistungen und eine bessere Fleischqualitat des Schlachtkorpers.

In der zweiten Publikation konnte nachgewiesen werden, dass sich das AOP, gemessen
anhand der Karotinoidkonzentration der Haut, im Falle einer positiven Entwicklung in der
Rekonvaleszenzphase nach operativer Behebung einer Labmagenverlagerung bei der
Milchkuh stabilisiert.

Im ersten Teilexperiment der zweiten Publikation wurden Uber mehrere Wochen unter
standardisierten Bedingungen Messungen an Rindern durchgefiihrt. Wie auch in der ersten
Publikation zeigte sich unter konstanten Bedingungen ein stabiles AOP. Die im zweiten
Teilexperiment der zweiten Publikation erfolgten Messungen an Rindern nach
Labmagenoperationen ergaben im genesenen Zustand eine statistisch hoch signifikante
Differenz der Karotinoidkonzentration im Vergleich zum Operationszeitpunkt. Der
durchschnittliche Anstieg der Karotionoidkonzentration der 20 genesenen Rinder lag bei 53 +
44 % verglichen mit dem Ausgangswert. Der Anstieg war hoch signifikant (p < 0.001). Bei
den drei im Verlauf der Studie gestorbenen bzw. euthanasierten Rindern kam es zu einem
Abfall der Karotinoidkonzentration um 31 £ 27 %.

Das stabile AOP unter konstanten Bedingungen einerseits und der hoch signifikante Anstieg
der Karotinoidkonzentration nach einer Rekonvaleszenzphase andererseits verdeutlichen
sehr gut die zuklinftigen Méglichkeiten, die der HS bietet.

Krankheit und extremer Stress resultierten auch bei nichtinvasiven Untersuchungen am

Menschen in einer reduzierten Konzentration der Antioxidantien in der Haut (Darwin et al.
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2006; Darvin et al. 2008). Es ist anzunehmen dass die reduzierte Futteraufnahme der Rinder
und der mit dem Krankheitsgeschehen einhergehende Stress hauptursachlich fur die
erniedrigten Karotinoidkonzentrationen sind. Zusatzlich zu bedenken ist die enorme
Stoffwechselleistung der Kuh um dem, wenn auch wahrend Krankheitszustdnden
herabgesetzten, angeziichteten sehr groRen Milchleistungspotenzial gerecht zu werden.

Weitere Studien mussen zeigen ob der HS geeignet ist, zeitaufwendige andere Methoden

zur Frihdiagnostik von Krankheiten durch tagliche Melkstandmessungen zu ersetzen.

In der dritten Publikation zeigten sich, wie auch in den ersten beiden Publikationen,
signifikante interindividuelle Unterschiede der dermalen Karotinoidkonzentration. Auch die
absolute R-Karotinkonzentration im Blut variierte interindividuell enorm. Uber die Ursachen
der grofen interindividuellen Differenzen unter denselben Umgebungsbedingungen und
unter gleicher Fltterung stehend gibt es bisher nur Vermutungen, wie bereits an anderer
Stelle erlautert (Lotthammer et al. 1977; Noziere et al. 2006).

Eine signifikante Korrelation (R = 0.86) zwischen Haut- und Blutwerten lag erst ab einem
mafigen Ernahrungszustand der Rinder  vor. Dennoch korrelierte die
Hautkarotinoidkonzentration bei diesen Tieren nicht exakt mit der Blutkonzentration von f3-
Karotin, was Meinke et al. (2010) und Stahl et al. (1998) ebenso fir den Menschen
feststellen konnten. Es handelt sich bei dem Blut und der Haut um zwei Kompartimente, die
verschiedenen Gesetzmaligkeiten gehorchen.

Ein kachektischer oder schlechter Erndhrungszustand, wie bei den acht Rindern dieser
Studie, ist unerwinscht und kann auf pathologische Zustande hinweisen.

Unter stabilen Bedingungen korrelieren Haut- und Blutwerte miteinander, so dass der HS gut
geeignet ist, um die Karotinoidkonzentration beim Rind zu messen.

Weitere Untersuchungen mit Rindern die eine hohe Karotinoidkonzentration in Haut oder

Blut aufweisen sollten jedoch folgen, um die erhaltene Korrelation zu prazisieren.

Alle drei Publikationen zeigen, dass der auf reflektionsspektroskopischen Messungen
basierende HS ein nichtinvasives Monitoring des AOPs ermdglicht. Das AOP stabilisiert sich
in der Rekonvaleszenzphase, ein Hinweis darauf, dass Krankheit zu einem Verlust an AOP
fuhrt, jedoch kann ebenso eine defizitare Versorgung mit Karotinoiden (Winter, schlechte
Silagen) zu einer Verminderung des AOP fiihren.

Es gibt keinen Karotinoid-Grenzwert der gesunde von gestressten (erkrankten) Tieren
unterscheidet, da die individuellen Messwerte von der Sensibilitat der Tiere abhangen. Somit
kann ein jedes Tier nur als eigene Kontrolle fungieren und der Verlauf der Messwerte
Hinweise auf auliere Einflisse geben. Die Erkennung von "Krankheit", die das System zur

Auslosung eines ,Alarms® veranlassen wurde, erfordert die Entwicklung von Algorithmen
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basierend auf weiteren Beobachtungen. Dies erfordert eine enge Kooperation von
Informatikern und Experten, die z.B. laktationsbedingte Schwankungen und routinemaRige
Stresszustande (Herdenklauenschnitt) einbeziehen.

Eine relativ einfache Mdglichkeit der Umsetzung eines solchen Systems ware der Einbau
eines Hautscanners als miniaturisiertes System in die Melkanlage. Ausgehend von den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit wurden die ersten Entwicklungsarbeiten von der

Herstellerfirma des HS zur Integration des Messsystems in Melkanlagen begonnen.
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4. Zusammenfassung

Julian Klein: Nichtinvasive Bestimmung der antioxidativen Karotinoide in der
Haut des Rindes mittels LED-Technologie

Die veranderten Bedingungen im Gesundheitsmanagement von Milchrindern mit
Fokussierung auf Krankheitspravention und Bestandsbetreuung lassen der Friherkennung
von Krankheiten eine grofie Bedeutung zukommen. Die Entwicklungen auf dem Gebiet des
Precision Dairy Farming gehen in diese Richtung.

Ziel der Arbeit war es daher zu untersuchen, ob die Diagnostik von Krankheitszustanden
anhand von Langzeitmessungen der Karotinoidkonzentration in der Rindereuterhaut mit Hilfe
des neu entwickelten Hautscanners WK1 (Opsolution GmbH, Kassel, Deutschland) realisiert
werden kann.

In der ersten Publikation erfolgten im ersten Teilexperiment Messungen an 25 klinisch
gesunden Rindern, die in einem Stall unter gleichen Bedingungen und mit gleicher Futterung
gehalten wurden. Die Tiere unterschieden sich hinsichtlich des Laktationsstadiums, Alters
und der Rasse. Bei allen untersuchten Tieren konnte eine Karotinoidkonzentration
reproduzierbar in der Euterhaut nachgewiesen werden. Fur den HS ergab sich bei
Wiederholungsmessungen eine Abweichung von 12 %. Die mittlere Variation der
Karotinoidwerte an drei benachbarten Messpunkten auf der Euterhaut betrug 17 %. Die
Karotinoidkonzentrationen gleicher Hautareale variierten interindividuell hochsignifikant (p <
0.001). Der Median lag bei 0.88 * 0.25 a.u. (arbitrary units = relative Einheiten). Die
Variationsbreite lag bei 1.06 a.u., somit war der hochste Wert fast viermal so grol wie der
niedrigste Messwert. Die mittlere Standardabweichung betrug 0.05 a.u. Zwischen taglicher
Milchleistung und Hautkarotinoidkonzentration bestand nur eine sehr schwache Korrelation
(R?<0.2).

Im zweiten Teilexperiment der ersten Publikation ergaben Messungen an zehn
institutseigenen klinisch gesunden Rindern Uber vier Tage unter standardisierten
Bedingungen keine signifikanten Unterschiede der Karotinoidkonzentration zwischen den
einzelnen Messzeitpunkten. Die mittlere Abweichung der Karotinoidkonzentration Gber den
gemessenen Zeitraum lag bei 10 %.

Um die Auswertungsobjektivitdt im Rahmen des Temperamenttests zu Uberprifen, erfolgte
die Einstufung der 25 Rinder aus dem ersten Teilexperiment der ersten Publikation parallel
von zwei unabhangigen Personen. Die Ergebnisse ergaben keine signifikanten
Unterschiede. Mit Hilfe dieses Temperamenttests wurden aus einer Gruppe von 12 Tieren
sechs als ,sensibel” und sechs als ,robust” klassifiziert. Die Mediane der beiden Gruppen

unterschieden sich signifikant (p < 0.05). Das allgemeine Niveau (Median fiir n = 6) der
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robusten Rinder lag bei 1.11 £ 0.24 a.u. Bei den sensiblen Rindern lag das allgemeine
Niveau der Karotinoide bei 0.72 + 0.10 a.u.

Die zweite Publikation erbrachte bei Messungen Uber vier Wochen an sechs institutseigenen
Rindern erneut den Nachweis, dass gesunde Rinder unter konstanten Haltungsbedingungen
ein konstantes AOP aufweisen. Die Abweichungen betrugen im Zeitverlauf < 18 %.
Basierend auf diesen Ergebnissen erfolgten Messungen an 23 Rindern die an linksseitiger
Labmagenverlagerung erkrankt waren innerhalb von 12 Stunden p. op. sowie in der
Rekonvaleszenz und nach Genesung. Die operative Behebung der Verlagerung wurde
mittels Methode nach Janowitz (n=6) bzw. Methode nach Dirksen (n=17) durchgefiihrt. 18
der 20 genesenen Rinder zeigten einen Anstieg der Hautkarotinoidkonzentration verglichen
mit den Ausgangswerten. Es kam bei diesen Tieren 20 Tage p. op. zu einem
durchschnittlichen Anstieg der Karotinoidkonzentration um 53 + 44 % im Vergleich zum
Ausgangswert. Die Differenz war statistisch hoch signifikant (p < 0.001).

Bei den drei im Verlauf der Studie gestorbenen bzw. euthanasierten Tieren fiel die
Karotinoidkonzentration bis zur letzten Messung vor dem Tod um 31 27 % ab, der Abfall

war nicht signifikant.

In der dritten Publikation variierten die dermalen Karotinoidkonzentrationen der 20 gesunden
Rinder von 0.39 a.u. bis zu 1.53 a.u., die interindividuellen Unterschiede waren
hochsignifikant (p < 0.001). Der Median (n=20) der Hautkarotinoidkonzentration lag bei 0.80
+ 0.32 a.u., die 3-Karotinkonzentration im Plasma lag zwischen 0.92 mg/L und 5.22 mg/L.
Der Vergleich der Haut- und Plasmawerte wurde unter Einbeziehung der Ruckenfettdicke
der Tiere durchgefuhrt. Ein Vergleich der Werte aller 20 Rinder ergab nur eine schwache
Korrelation (R = 0.23). Der Korrelationskoeffizient der acht Tiere mit sehr schlechtem bis
schlechtem Ernahrungszustand lag bei R = -0.23. Der Korrelationskoeffizient der 12 Rinder
mit mafligem bis adipésem Erndhrungszustand lag bei R = 0.86, die Korrelation war
signifikant (p < 0.05).

Sowohl die erste als auch die zweite Publikation konnten zeigen, dass sich die individuellen
Karotinoidwerte der Rinder Uber einen langeren Zeitraum unter sich nicht verandernden
aulBeren Bedingungen nicht signifikant andern. Die wahrend der Rekonvaleszenz
untersuchten Rinder der zweiten Publikation dagegen wiesen einen hoch signifikanten
Anstieg der Karotinoidkonzentration auf.

Zusammenfassend kann daher aufgrund der Ergebnisse aller drei Publikationen die

Messung mittels HS als geeignet eingestuft werden, um die Karotinoidkonzentration beim
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Rind zu messen und mithilfe von Wiederholungsmessungen Ruckschlisse auf
Krankheitszustande zu ziehen.

Aufgrund der individuellen Messwerte der Einzeltiere, muss jedes der Tiere als seine eigene
Kontrolle dienen. Besonders fir die Betreuung grolRer Bestande kdnnte die Integration des
HS in die Melkanlage zukinftig die Friherkennung von erkrankten, klinisch noch

unauffalligen, Tieren ermdglichen.
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5. Summary

Julian Klein: Non-invasive determination of antioxidative carotenoids in the
skin of dairy cows by means of LED-Technology

The modified requirements in the health management of dairy cows with a focus on the
prevention of disease and medical care of the herd, allowing the early recognition of disease,
have become extremely important. The progress, which has been made in the field of
Precision Dairy Farming, shows a tendency in this direction.

Therefore, the aim of the study was to examine, whether the diagnosis of medical conditions
by means of long-term measurements of the carotenoid concentration in bovine udder skin,
with the help of the newly-developed skin scanner WK1 (Opsolution GmbH, Kassel,
Germany) could be realized.

The first publication was concerned primarily with partial experimental measurements on 25
clinically healthy cows, which were kept in a barn under the same conditions and with the
same feed. The animals differed in regard to the stage of lactation, age and breed. In all the
animals examined, a carotenoid concentration, reproducible in the udder skin, could be
detected. In the case of the skin scanner, a follow-up measurement showed a deviation of
12 %. The mean variation of the carotenoid values on three adjacent measuring points on
the udder amounted to 17 %. The carotenoid concentrations on the same skin areas varied
inter-individually, highly significant (p < 0.001). The median was 0.88 + 0.25 a.u. (arbitrary
units = relative units). The variation range was 1.06 a.u., whereby the highest value was
nearly four times as high as the lowest value. The mean standard deviation was 0.05 a.u.
Comparing the daily milk output and the carotenoid concentration of the skin, only an
extremely low correlation was evident (R?< 0.2).

The second partial experiment of the first publication dealt with measurements acquired on
ten clinically healthy cows, owned by the institute. The measurements were undertaken for a
period of four days under standardized conditions, whereby no significant differences in the
carotenoid concentration between the individual measuring times could be established. The
mean deviation of the carotenoid concentration during the duration of the measurements was
10 %.

In order to prove the objectivity of the analysis in the frame of a temperament test, the 25
cows examined in the first partial experiment of the first publication were classified parallel by
two independent persons. The results showed no significant differences. With the help of the
temperament test, out of a group of 12 animals, 6 were classified as “sensitive” and 6 as

“robust”. The median of both groups differed significantly (p < 0.05). The common level
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(median of n = 6) of the robust cattle was 1.11 + 0.24 a.u. In the case of the sensitive cattle,

the common level of carotenoids was 0.72 + 0.10 a.u.

The second publication, taking into account the measurements over a period of four weeks
on the six cows owned by the institute, again supplied the confirmation that healthy cows
under constant husbandry conditions exhibited a constant antioxidant potential. During the
time elapsed, the deviations were shown to be < 18 %.

Based on the aforementioned results, measurements were undertaken on 23 cows, suffering
from a left displaced abomasum, within 12 hours p. op. as well as during convalescence and
following recovery. The operative adjustment of the displaced abomasum was performed by
means of the Janowitz method (n=6), or the Dirksen method (n=17), respectively. 18 of the
20 recuperated cows showed an increased skin carotenoid concentration as compared to the
initial values. In the case of these animals, 20 days p. op. an average increase in carotenoid
concentration occurred in the region of 53 + 44 %, as compared to initial values. The
difference was statistically highly significant (p < 0.001).

Referring to the three dead or euthanized animals, which died during the course of the study,
the last carotenoid concentration measurement before death had decreased to 31 + 27 %,

which was insignificant.

When considering the third publication, the dermal carotenoid concentrations of the 20
healthy cattle was 0.39 a.u. up to 1.83 a.u., the inter-individual differences were highly
significant (p < 0.001). The median (n = 20) of the skin carotenoid concentration was in the
range of 0.80 + 0.32 a.u., whereby the R-carotenoid concentration in the plasma showed
values of 0.92 mg/L and 5.22 mg/L.

The comparison of the skin and plasma parameters was performed under the inclusion of the
backfat thickness of the animals. A comparison of the parameters of all 20 cows showed only
a weak correlation (R = 0.23). The correlation coefficient of the eight animals, which were in
a very poor or poor nutritional condition showed a value of R = -0.23. The correlation
coefficient of the 12 animals with a moderate to obese nutritional condition was at R = 0.86,

the correlation was significant (p < 0.05).

The first, as well as the second publication were able to show that the individual carotenoid
values of the cows over a longer period, on account of the unchanged external conditions,
had not significantly altered. However, the cattle that were examined during convalescence
had on the other hand a highly significant increase in carotenoid concentration, as reported

in the second publication.
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In summarizing, taking into account the results cited in all three publications, wherein the
measurements performed by means of the skin scanner were classified as suitable, in order
to measure the carotenoid concentration supported by repeated measurements, and
therefore to establish conclusions regarding the state of disease.

On account of the individual values of each animal, every single animal has to serve as its
own control. In particular in the care of a high number of cattle, the integration of the skin
scanner in the milking plant, would in the future also enable the early diagnosis of clinically

inconspicuous animals.
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