LITER ATUR UBERSICHT

2.1 PHYSIOLOGIE DER CALCIUMHOMOOSTASE

Fir héheres Leben ist das Mengenelement Calcium essentiell. In seiner ionisierten
Form ist Calcium Bestandteil von vielen lebenswichtigen physiologischen Prozessen.
So spielen Calciumionen unter anderem eine wichtige Rolle bei der Blutgerinnung,
Enzymaktivitdten, der  Nervenerregbarkeit, der  Muskelkontraktion, der
Hormonfreisetzung und der Membranpermeabilitat.

Aufgrund dieser multiplen Funktionen ist es fir den Organismus wichtig, die
Calciumkonzentration im Blut in engen Grenzen konstant zu halten. Eine Dysbalance
im Blutcalciumgehalt, wie z.B. ein zu starker Abfall der Calciumionenkonzentration,
stellt einen lebensbedrohlichen Zustand dar. Durch entsprechende Mobilisierung von
kérpereigenem Calcium bzw. durch eine erhdhte Calciumabsorption aus der
Nahrung kann dies verhindert werden.

An der Aufrechterhaltung eines konstanten Blutcalciumspiegels sind vier Organe
(Magen-Darmtrakt, Niere, Knochen und Nebenschilddrise) beteiligt, deren
Zusammenspiel von drei Hormonen (Parathormon, Vitamin-D-Hormon und
Calcitonin) synchronisiert werden.

Im folgenden Abschnitt wird zun&chst dargestellt, welche Wirkung Vitamin D und
dessen Metabolite auf die klassischen Zielorgane haben und wie dadurch die

Calciumhomoostase, insbesondere beim Wiederk&uer, beeinflusst werden kann.
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2.1.1 Stoffwechsel von Vitamin D

Die D-Vitamine (Calciferole, antirachitische Faktoren) gehéren zu der Gruppe der

fettloslichen Vitamine.

Vorkommen: Vitamin D, (Ergocalciferol) und seine Vorstufe Ergosterol kommen vor
allem in pflanzlicher Nahrung und Mikroorganismen vor. Tierische Produkte enthalten
Vitamin D3 (Cholecalciferol) und seine Vorstufe 7-Dehydrocholesterol. Vitamin D,
und D3 sind beim S&ugetier, im Gegensatz zum Vogel, in ihrer Leistungsféhigkeit
identisch (Bachmann u. Kormann, 1996). Im Folgenden steht deshalb Vitamin D
stellvertretend fur beide Formen. Das lipophile Vitamin wird im Dinndarm mit Hilfe

von Gallensauren absorbiert.

Synthese: Neben dieser direkten intestinalen Vitamin-D-Absorption kann das Vitamin
auch in der Haut mit Hilfe von UV-Strahlung endogen synthetisiert werden (Neer,
1975). Als Substrate fur diese Biosynthese dienen die entsprechenden
aufgenommenen Vorstufen oder Cholesterin, das zuvor in der Leber zu
7-Dehydrocholesterin umgewandelt wurde. In einem ersten Schritt wird der B-Ring
des Sterangerustes der Substrate durch die Wechselwirkung mit Photonen
aufgespalten und Préavitamin D entsteht (Photoisomerisierung). AnschlieBBend
entsteht Vitamin D durch eine rein thermische Umwandlung (Thermoisomerisierung).
Diese Reaktionen finden in den basalen Zellen der Epidermis bei einer effektiven
Wellenlange von 290 bis 315 nm statt (Holick, 1981). Die Bezeichnung ,Vitamin“ D
ist demzufolge nach heutigem Wissen unkorrekt, da der Korper es selbst
synthetisieren kann — dies gilt aber nur bei ausreichender UV-B-Exposition (Hollis,
2005).

Transport: Vitamin D aus Haut oder Nahrung wird an das Blut abgegeben und dort
an DBP (Vitamin D bindendes Protein) oder Albumin reversibel gebunden (Haddad
et al.,, 1993). Das so im Plasma gebundene Vitamin stellt beim Saugetier neben der
Einlagerung im Fettgewebe eine wesentliche Speicherungsform von Vitamin D dar
(Frank et al., 1977).
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Metabolismus: Vitamin D selbst ist inert und muss zwei Hydroxylierungsschritte
durchlaufen, bevor es biologisch wirksam werden kann (Abb. 1).

Der erste Metabolisierungsschritt findet in der Leber statt. Hier katalysiert nach
neusten Erkenntnissen nicht nur ein mitochondrielles, sondern auch ein
mikrosomales Cytochrom P-450-Enzym die Hydroxylierung an der Cys-Position zu
25(0OH)D3 (Calcidiol, 25-Hydroxycholecalciferol) (Cheng et al., 2003; DeLuca, 2004).
Diese Reaktion ist allein von der Substratmenge abhangig und unterliegt keiner
bekannten Regulation durch den Organismus (Brown et al., 1999).
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Abb. 1: Schematische Darstellung des Stoffwechsels sowie der Strukturen von
Vitamin D und dessen Metaboliten

Bei der zweiten Metabolisierungsstufe wird eine Hydroxylgruppe am Ci-Atom
eingebaut. Das entstandene 1,25(0OH).D (Vitamin-D-Hormon, Calcitriol, 1,25-
Dihydroxycholecalciferol) ist die biologisch aktive Form des Vitamin-D-Hormon-
Systems. Die Reaktion ist in den Nieren lokalisiert und findet mit Hilfe des Enzyms
1a-Hydroxylase statt (siehe 2.1.2). Die Aktivitdt der 1a-Hydroxylase wird streng
reguliert (Dusso etal.,, 2005). Fehlen die stimulierenden Signale, kommt es zur
Inaktivierung der Vitamin D-Metabolite durch die Hydroxylierung an der Cu4-Position
(DelLuca, 2004). Es sind zahlreiche weitere Metabolite von Vitamin D identifiziert, die
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durch die Oxidation in der Seitenkette entstehen (z.B. Oxidation an der Co3- und/oder
Co6- Position). Diese Metabolite haben keine bekannte biologische Funktion und man
nimmt an, dass sie von kataboler Natur sind (Horst et al., 2003).

Wirkungsmechanismus: Die biologischen Effekte von 1,25(0H).Ds; beruhen
hauptséachlich auf der Beeinflussung der Gentranskription via Vitamin-D-Rezeptor
(VDR). Durch seinen lipophilen Charakter kann das Vitamin-D-Hormon wie alle
Steroidhormone durch die Zellmembran diffundieren und sich direkt an den
nukledren Rezeptor binden. Der Vitamin D-Rezeptor hat eine hohe Affinitat zu
1,25(OH),D3 (Tab. 1) und liegt als Heterodimer mit einem Retinoidrezeptor vor.

Vitamin D- Relative Bindung zum
Metabolit VDP VDR
D; (Cholecalciferol) <0,033 1x10™

D, (Ergocalciferol) 0,025 -
25(0OH)D; 1,00 1,11 x10°
1,25(0OH),D; 0,10 1,00
24,25(0H),D; - 2x10™

Tab. 1: Relative Bindung der einzelnen Vitamin D-Metabolite zum Vitamin-D-
bindenden-Protein (VDP) im Plasma und zum intestinalen Vitamin-D-
Rezeptor (VDR) (Bachmann u. Kormann, 1996)

Der Komplex, bestehend aus 1,25(0OH).D3; und VDR, kann sich nun an ein Vitamin-

D-response-element (VDRE) in der Promoterregion von Zielgenen binden und so zu

einer Veranderung der Gentranskription fihren (Freedman u. Lemon, 1997). Neben

der Fahigkeit, die Transkription zu beeinflussen, kann 1,25(OH),D3 auch schnelle
und direkte Membranreaktionen auslésen. So kann das Vitamin-D-Hormon gen-

unabhé&ngig lonenfluxe stimulieren oder Proteinkinasen aktivieren (Fleet, 2004).

Vitamin-D-Stoffwechsel beim Rind: Normalerweise werden bei frei lebenden
Séugetieren 80 - 90% des Vitamin-D-Bedarfes durch kutane Synthese gedeckt
(Erben, 2005). Bei geringer UV-Exposition (Stallhaltung) muss Vitamin D
entsprechend Uber die Nahrung supplementiert werden. Die tagliche Ration von
laktierenden Milchrindern sollte 10.000 U (1 IU entspricht 0,025 ug Vitamin D3) nicht
unterschreiten  (Gesellschaft  fir  Erndhrungsphysiologie/  Ausschuss  fiur
Bedarfsnormen, 2001).
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Metabolit Serum- Halbwertszeit
Konzentration (Serum)
Vitamin D; 20-50 ng/ml* 2,1 Tage™*
25(0OH)D3 30-50 ng/ml* 10 Tage™**
1,25(0OH).D; 20-65 pg/ml 6 - 8 Stunden
(human)* (human)****

Tab. 2: Referenzwerte flur die Konzentration von Vitamin D3, 25(OH).Ds; und
1,25(0OH).D3s im Serum sowie dessen Halbwertszeit von Rindern bzw.
Menschen (*Horst etal, 2003;**Karges etal., 2001; ***Frank etal.,
1977;****Bringhurst et al., 1998)

2.1.2 Biologische Wirkung von 1,25(0OH).D; im Intestinaltrakt

Eine der Hauptfunktionen des Vitamin-D-Hormons in der Calciumhomdostase ist die
Stimulation der intestinalen Calciumabsorption. Bereits 1970 entdeckten Orr und
Mitarbeiter, dass Vitamin D notwendig ist, um Calcium aus der Nahrung
aufzunehmen (Gillespie etal,, 1970). Der Transport von Calciumionen aus der
Nahrung in den Extrazellularraum erfolgt entweder passiv parazellular oder die lonen

werden aktiv durch die Zellen des Magen-Darm-Traktes beférdert.

Aktiver Transport: Die biologische Rolle des Vitamin-D-Hormons beim aktiven
Transport von Calciumionen gilt heute als gut erforscht (Hoenderop et al., 2005b).
Bei dieser aktiven Calciumabsorption werden drei Transportmechanismen in Reihe
geschaltet (siehe Abb. 2). Zunachst gibt es die mukosalen Calciumkanale TRPV5
und TRPV6, die den Eintritt von Calciumionen aus dem Darmlumen in die
Enterozyten ermdglichen. Intrazelluléar finden sich sogenannte Calbindins (Calcium-
bindende Proteine), die Calcium mit hoher Affinitdt binden. Basolateral sind
schlieBlich die Calciumpumpe PMCA1b oder der Natrium-Calcium-lonenaustauscher
NCX1 lokalisiert, die Calciumionen aus den Enterozyten in die extrazellulare
Flassigkeit der lamina propria Gberfihren (Wasserman, 2004).

Calciumkanéle: Im Darm herrscht der Calciumkanal TRPV6 vor. Die initiale
Aufnahme von Calcium durch den Kanal ist in der gesamten Calciumabsorption der
Prozess limitierende Schritt. Mause, bei denen der Kanal nicht exprimiert wird,
zeigen eine starke Malabsorption von Calcium (Nijenhuis et al., 2005). Calciumionen
gelangen entlang eines steilen elektrochemischen Gradienten durch die Kanéle in
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die Enterozyten, da die Konzentration von freiem Calcium im Cytoplasma sehr
niedrig ist (<1 pmol/l) (Scharrer u. Wolffram, 2005). Weil die Kanéle bei
physiologischen Membranpotentialen konstant ged6ffnet sind, ist es wichtig, dass die
Anzahl der Kanéle und damit die luminale Calciumaufnahme an der Zelloberflache

streng reguliert wird.
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Abb. 2 Schematische Darstellung der Absorption von Calciumionen aus dem
Darmlumen in die extrazellulare Flissigkeit der lamina propria (modifiziert
nach van de Graaf et al., 2006)

Zahlreiche Experimente konnten klar nachweisen, dass die Expression des Kanals
hauptséachlich durch Vitamin D reguliert wird (van Cromphaut et al., 2001; Bouillon
et al., 2003; Song et al., 2003; Hoenderop et al., 2005a). Als wirksames Modell dafir
dienen Méause, bei denen das entsprechende Gen ausgeschaltet wird. So sind bei
Tieren ohne VDR die Calciumkéanale TRPV5 bzw. 6 deutlich reduziert (Dusso et al.,
2005). Auf der anderen Seite kann durch eine Einzeldosis von 1,25(0OH).Ds der
TRPV6 im Duodenum auf das sechsfache hochreguliert werden (van Cromphaut

8



Literaturtibersicht

etal., 2001). Die Induktion der TRPV6-mRNA erfolgt hier 3 bis 6 Stunden nach
Verabreichung von 1,25(0OH).D3; (Song et al., 2003; van Abel et al., 2003). Neben
Vitamin D beeinflussen PTH, Ostrogene (van Abel et al., 2002), Androgene, Calcium
selbst sowie mindestes funf unterschiedliche Proteine (u.a. Calmodulin,
S100A10/Annexin) die Ausbildung von TRPV5 und TRPV6. Dies geschieht durch
Genregulation oder indem sie z.B. den intrazellularen Transport des Kanals an die
Zelloberflache stimulieren oder auch direkt mit dem Kanal interagieren (van de Graaf
et al., 2006).

Calbindins: Nach der Aufnahme von Calcium in das Zytoplasma der Enterozyten
werden die Calciumionen reversibel an Calbindins (Calcium-bindende Proteine)
gebunden. Von den zwei bekannten Subklassen des Proteins herrscht im bovinen
Intestianaltrakt das Calbindin-Dgx vor (Yamagishi et al., 2002). Calbindin erfasst die
Calciumionen und kann sie so zur serosalen Seite transportieren. Durch die Bindung
der Calciumionen an Calbindin wird weiterhin die Zellapoptose verhindert, die durch
einen Anstieg der intrazellularen, freien Calciumionen sonst ausgeldst wirde
(Christakos etal, 2003). Die Calbindin-Synthese wird mafBgeblich durch
1,25(0OH).D3 stimuliert (Binder u. Reuben, 2003).

Calciumpumpe und lonenaustauscher: SchlieBlich werden die Calciumionen an der
basolateralen Seite in die Extrazellularflissigkeit Uberfuhrt. Dies geschieht entweder
durch die ATP-abhangige Calciumpumpe PMCA1b oder durch den Natrium-Calcium-
lonenaustauscher NCX1. In den Enterozyten von S&ugetieren dominiert die
Calciumpumpe (Hoenderop etal., 2005b). Der lonenaustauscher wird von dem
transmembranalen Natriumgradienten getrieben (Stdéchiometrie: 3 Na*: 1 Ca®).
Auch in diesem Fall stimuliert das Vitamin-D-Hormon die Synthese der PMCA1b-
Pumpe (van Abel et al., 2003).

Passiver Transport: Neben dem aktiven Transport von Calciumionen durch die Zellen
kénnen die lonen auch passiv parazellular durch den microspace zwischen den
Zellen diffundieren. Der passive Transport von Calciumionen ist nicht séttigbar,
sondern allein von der Iluminalen Calciumkonzentration abhéngig. Die
Nettoabsorption Uber diese Route bendtigt eine luminale Calciumionenkonzentration

von ca. 2-6 mmol/l, um die Energiebarriere bzw. das transepitheliale, elektrische
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Potential (Blutseite positiv) zu Uberwinden (Wasserman, 2004). Beweise haufen sich,
dass 1,25(0OH).D3 nicht nur den transzelluldaren Transport von Calcium, sondern auch
den parazellullaren Transport stimuliert (Brown etal.,, 1999; Wasserman, 2004).
Ungeklart ist jedoch bisher, wie hoch der tatsachliche Anteil dieses nicht-genetischen
Pfades in vivo fur die Calciumhomdostase ist (Dusso et al., 2005).

Calciumabsorption beim Rind: Die biologische Verfugbarkeit von Calcium betragt
beim Wiederkduer weniger als 50% (Martz etal., 1999). Im Gegensatz zu den
meisten untersuchten Spezies weist der Wiederkduer die Besonderheiten seines
Vormagensystems auf. Calcium wird beim Wiederkduer auch im Pansen absorbiert
(Care et al., 1989; Wadhwa u. Care, 2000). Bemerkenswert ist, dass offensichtlich
der Anteil der vor dem Dinndarm ablaufenden Calcium-Nettoabsorption mit
steigender, taglicher Calciumaufnahme zunimmt (Breves u. Schréder, 2005). Diesen
set-point setzen Schrdéder und Breves (im Druck) bei 120 g Calcium pro Kuh pro Tag.
Ungeklart ist, welchen Einfluss die ruminale Calciumabsorption auf die
Calciumhomdostase hat (Martens, 2005). Bei der Untersuchung, ob die
Calciumabsorption im Pansen Vitamin-D-abhéngig ist, gibt es Speziesunterschiede.
Bei Ziegen fluhrte die Induktion von hohen 1,25(0OH).D3s-Serumkonzentrationen durch
eine calciumarme Fitterung zu einer 50% Stimulation der Calciumfluxe in Ussing-
Kammer-Versuchen (Schréder et al., 1997). Keine Stimulation konnte dagegen mit
gleichem Versuchsansatz bei Schafen beobachtet werden (Schréder et al., 2001).
Der Hauptanteil der Calciumabsorption findet jedoch trotz Vormagensystem im
oberen Dinndarm statt (Horst, 1986). Sowohl passiver parazellularer als auch aktiver
transzelluldrer Transport sind fir das Rind beschrieben (Goff etal, 1991). Im
bovinen Duodenum konnten Calbindins-Dgx (Yamagishi et al., 2002), VDR und
PMCAT1 isoliert werden (Yamagishi et al., 2006).

Phosphatabsorption: Zuséatzlich zu den Effekten auf die Calciumabsorption erhéht
1,25(0OH),D den aktiven Phosphattransport. Das Vitamin-D-Hormon stimuliert die
Expression des Na/P-Cotransporters (Yagci etal, 1992) und beeinflusst die
Zusammensetzung der Plasmamembran der Enterozyten (erhéhte Fluiditat, erhéhte
Phosphat-Aufnahme).
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2.1.3 Biologische Wirkung von 1,25(OH),D; in der Niere

Die Niere nimmt in der Calciumhomd&ostase aus zwei Griinden eine zentrale Rolle
ein. Zunéchst dient die Niere als fein reguliertes Ausscheidungsorgan fir Calcium
und zweitens stellt sie, unter physiologischen Bedingungen, die wichtigste Quelle fir
das Vitamin-D-Hormon dar.

Calciumresorption: Aufgrund seiner Proteinbindung wird Calcium nicht ungehindert
filtriert, sondern nur zu 50-60 %. Die Resorption des filtrierten Calciums findet zum
gréBten Teil im proximalen Tubulus statt, weniger im dicken Teil der aufsteigenden
Henle-Schleife und nur gering, aber kontrolliert in den distalen Segmenten
(Hoenderop et al., 2000). Der gréBte Anteil des Calciums wird passiv parazellular
resorbiert. Wie im DUnndarm gibt es aber auch im distalen Tubulus der Niere einen
aktiven Transport unter der Kontrolle von Vitamin D. Die transzellularen Transport-
und Regulationsmechanismen entsprechen denen im Dunndarm (siehe 2.1.2 und
Abb. 2 und Lambers et al.,, 2006). In der Niere dominiert der Calciumkanal TRPV5
(ECaC1) (Hoenderop et al., 2005b). Mause, bei denen TRPV5 nicht exprimiert wird,
haben eine starke Hypercalcurie, eine kompensatorische Calciumhyperabsorption
sowie eine reduzierte Knochendichte (Hoenderop etal., 2003; Renkema etal.,
2005). Der TRPV5-Kanal wird auch durch das Hormon Klotho stimuliert, indem
Klotho die extrazellularen Zuckerreste von TRPV5 hydrolysiert, wodurch der Kanal
an der Zelloberflache verstrickt wird (Chang et al., 2005). Interessanterweise sind
hohe Konzentrationen von Klotho bei der Maus mit Langlebigkeit verknupft, wahrend
geringe Konzentrationen zum vorzeitigen Altern fuhren. Die Genexpression von
TRPV5 und Klotho werden beide positiv durch 1,25(0OH).D3 reguliert (Chang et al.,
2005). Der basolaterale Calciumtransport in das Interstitium findet hauptsachlich
durch den lonenaustauscher NCX1 statt (siehe 2.1.2).

Synthese von 1,25(0OH).Ds;: Die Nieren sind der Hauptort fur die 25(OH)Ds-
Hydroxylierung zu 1,25(0OH).D3. Die Reaktion wird durch ein mitochondriales Enzym
katalysiert, dessen Aktivitat streng reguliert wird (siehe Abb. 3).

Die  Genexpression der 1o-Hydroxylase wird durch PTH, sinkende
Phosphatkonzentration und Calcitonin (Shinki etal., 1999) stimuliert und durch
1,25(0OH).D3 selbst (vermittelt durch den VDR) gehemmt (Murayama et al., 1999).

11
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Eine weitere EinflussgréBe ist der insulin-like growth factor-l (IGF-l) wie Studien
in vivo (Nesbitt u. Drezner, 1993) und in vitro (Menaa et al., 1995) klar nachweisen
konnten. So fihrte eine IGF-I-Infusion bei M&usen dosisabhédngig zu einem
maximalen Anstieg der 1a-Hydroxylase nach 24 Stunden (Nesbitt u. Drezner, 1993).
Signifikante Aktivitat von 1a-Hydroxylase gibt es nur in der Niere, obwohl das Enzym

auch extrarenal, v.a. in der Plazenta vorkommt (Murayama et al., 1999).

Synthese von 24,25(0H).D: Neben der Hydroxylierung von 25(OH)D3 zum Vitamin-
D-Hormon, kann der Metabolit in den Nieren auch an der Co4-Position hydroxyliert
werden (siehe Abb. 3). Diese Reaktion ist von kataboler Natur, da die biologische
Aktivitdt von 24,25(0OH).D3 ca. 10.000-mal geringer als die des 1,25(0OH).D; ist
(Erben, 2005). Neben 25(0OH)D3; kann auch das Vitamin-D-Hormon durch diese
Hydroxylierung inaktiviert werden (zu 1,24,25(0H)3D3). Die
24a-Hydroxylase wird durch 1,25(0OH)>D3; und Phosphat stimuliert und durch PTH
gehemmt (Tryfonidou et al., 2003). Das Enzym ist u. a. auch intestinal lokalisiert,
wahrscheinlich um einer moéglichen Vitamin-D-Intoxikation entgegenzuwirken. Bei
Mausen wird die intestinale 24a-Hydroxylase durch 1,25(0OH).D3 stimuliert und durch
Calcitonin gehemmt (Beckman et al., 1994).

Der Metabolit 24,25(0OH).D3 dient vermutlich nicht nur dem Abbau von Vitamin D,
sondern hat auch eine autonome Wirkung im Knochenstoffwechsel. Das
24,25(0H).D3 spielt eine Rolle bei der chondralen Osteogenese, indem es junge

Chondrozyten reguliert und reifen lasst (Boyan et al., 2001).

12
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Calciumexcretion beim Rind: Die renale Calciumausscheidung ist beim Rind mit
weniger als 1 g Calcium pro Tag gegeniber der aufgenommen Gesamtmenge
bemerkenswert gering (Goff et al., 1987).

Synthese von 1,25(0OH).D3; und 24,25(0OH).Ds beim Rind: Die renale Synthese und
Inaktivierung des Vitamin-D-Hormons ist beim Rind ausgiebig untersucht worden und
entspricht den bereits bekannten Regulationsmechanismen anderer Sdugetiere. Die
renalen Hydroxylaseenzyme sind beim Rind identifiziert worden (Bort u. Crivello,
1988).

2.1.4 Biologische Wirkung von 1,25(0OH).D; auf die Knochen

Vitamin D ist far normales Knochenwachstum und physiologische Mineralisierung
des Knochengewebes essentiell. Vitamin D-Mangel fuhrt bei wachsenden Tieren zu
Rachitis und bei Adulten zu Osteomalazie. Im Skelettsystem sind ca. 99 % des
gesamten Korpercalciums enthalten (Silbernagel u. Despopulos, 1991). Die
tatsachliche Masse der Knochen verandert sich bei einem gesunden, adulten Tier
kaum, da Knochenauf- und -abbau sich in einem stabilen Gleichgewicht befinden. Im
Zusammenspiel mit PTH férdert 1,25(0OH).D3 die Knochenmobilisierung und so die
Freisetzung von Calciumionen. Das Krankheitsbild der Knochenerweichung bei
Vitamin D-Mangel ist also nicht auf die direkte 1,25(OH).D3s-Wirkung am Knochen
zurlckzufihren, sondern beruht auf der indirekten Wirkung der Férderung der
Calciumabsorption und somit der Bereitstellung der Calciumionen im Blut (Barrett u.
Barrett, 2003). Vitamin D hat also — obwohl direkt eine katabole — als Nettofunktion
eine anabole Wirkung im Knochenstoffwechsel (Duque et al., 2005). Im folgenden
Kapitel soll die direkte Wirkung des Vitamin-D-Hormons — die Freisetzung von
Calciumionen durch Knochenmobilisierung — naher betrachtet werden.

Schnelle Calciumfreisetzung: Der relativ schnell verfligbare Calciumpool der
Knochen ist vergleichsweise klein und existiert als geldstes Calcium in der
Flissigkeit, die die Knochenzellen umgeben. Dieser ossare Calciumpool ist sehr labil
und dient als eine unmittelbar mobilisierbare Calciumreserve. Ein Synzytium von

Osteozyten und Knochenbelegzellen trennt diesen Calciumpool von der
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extrazellularen Flissigkeit des Kérpers. Durch Stimulation von PTH und 1,25(OH).D3

wird das Calcium schnell in die Extrazellularflissigkeit transportiert.

PRAOSTEOBLAST{

1,25(0H),D,

MESENCHYMALE HAMATOPOETISCHE
STAMMZELLE / STAMMZELLE
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OSTEOBLASTEN OSTEOBLAS OSTEOKLAST
=== STIMULIERT

AHEMMT

7 OSTEOZYTEN

Abb. 4: Darstellung des remodeling-systems des Knochens und dessen

Beeinflussung durch das Vitamin-D-Hormon (1,25(0OH).Dg).
OPG: Osteoprotegerin; RANKL: Ligand des receptor activator of NF-kB;
RANK: receptor activator of NF-kB

(modifiziert nach Genuth, 2004 und Khosla, 2001)

Langsame Calciumfreisetzung; das OPG/RANK/ RANKL-System: Das Calcium in der
dichten Knochenmatrix ist zeitlich verzégert verfigbar und dient als eine langsam zu
mobilisierende Calciumquelle.

Die Knochenmatrix setzt sich aus drei Zelltypen zusammen, den Knochenzellen
(Osteozyten), knochenbildenden  Zellen und den

den (Osteoblasten)

knochenabbauenden Zellen (Osteoklasten). Osteoblasten und Osteoklasten
interagieren Uber das RANK/RANKL/OPG-System miteinander, um Knochen-
Abb. 4) (Khosla, 2001).

Osteoblasten exprimieren den Liganten des receptor activator of NF-kB (RANKL) an
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ihrer Oberflache. Dieser Ligand kann sich entweder an den Rezeptor (RANK) von
osteoklastischen Vorlauferzellen oder an Osteoprotegerin (OPG) binden. OPG ist ein
I6slicher Rezeptor osteoblastischer Herkunft, der durch Bindung an RANKL die
Wirkung von RANK neutralisieren kann. Die Bindung von RANKL mit RANK induziert
eine Signalkaskade, die Osteoklasten differenzieren und reifen lasst (Teitelbaum,
2000; Boyle etal, 2003). 1,25(0H).D; (Kitazawa etal, 2003), PTH und
Prostaglandine stimulieren die Expression von RANKL. Weiterhin hemmt
1,25(0OH).D3 die Bildung von OPG, wodurch die Osteoklastogenese ungehindert
ablaufen kann (Kondo et al., 2004). Das heif3t, dass durch das Vitamin-D-Hormon die
Reifung, Differenzierung und Rekrutierung der Osteoklasten geférdert wird, wodurch
Knochenmatrix abgebaut und vermehrt Calcium mobilisiert wird. An der
blrstensaumartigen Zytoplasmamembran von murinen Osteoklasten wurde kurzlich
TRPV5 identifiziert (van der Eerden etal., 2005). Beim Menschen kann unter
Hormoneinwirkung 1-2 % des Gesamtkdrpercalciums innerhalb einiger Tage
mobilisiert und an den extrazellularen Calciumpool abgegeben werden (Cundy u.
Reid, 1995).

Calciummobilisierung aus dem Knochen beim Rind: Die GréBe der schnell
verfigbaren Calciumreserve wird bei der adulten Kuh auf 6-10 g geschéatzt (Vagg u.
Payne, 1970). Liesegang und Mitarbeiter (1998) untersuchten den
Knochenstoffwechsel bei Milchkiihen mit Hilfe von Knochenmarkern im Serum nach
der Geburt. Dabei konnte festgestellt werden, dass die Knochenmobilisierung aus
der dichten Knochenmatrix nach einer Hypocalcadmie nicht Stunden, sondern ein
paar Tage bendtigt.
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2.1.5 Biologische Wirkung von 1,25(OH).D; auf die Nebenschilddriise und die
C- Zellen der Schilddriise

In der Schilddrise (Glandula thyroidea) und in der Nebenschilddrise (Parathyroidea)
werden zwei calcitrophe Hormone gebildet. Die Epithelkérperchen produzieren
Parathormon (PTH). Calcitonin wird in den parafollikularen C-Zellen der Schilddrise
gebildet. Das Vitamin-D-Hormon-System ist ein potenter Modulator der
Parathyroidea und Thyreoideafunktion.

PTH: Das Parathormon st fir die Aufrechterhaltung physiologischer
Calciumkonzentration von essentieller Bedeutung. Die PTH-Freisetzung zielt auf
einen Anstieg der Calciumkonzentration in der extrazellularen FlUssigkeit bzw. im
Blut ab. Dieser Effekt wird durch die Steigerung der tubulédren Resorption von
Calcium in der Niere und der Foérderung des osteoklastischen Knochenabbaus
erreicht. Weiterhin stimuliert PTH die renale 1,25(0OH),D3-Synthese und hemmt die
24,25(0H).D3-Synthese, wodurch die Calciumfreisetzung indirekt weiterhin geférdert
wird. Ferner férdert PTH die renale Phosphatausscheidung. Der priméare Stimulus far
die PTH-Sekretion ist ein Abfall der Plasmakonzentration an ionisiertem Calcium, die
Uber einen so genannten calcium-sensing-receptor (CaSR) (Brown et al., 1993) in
der Membran der PTH-sezernierenden Zellen gemessen wird (Chen u. Goodmann,
2004). An den Promoterregionen der Gene, die fir den CaSR codieren, sind VDREs
identifiziert. 1,25(0OH).D3 wirkt férdernd auf die Genexpression des CaSR (Canaff u.
Hendy, 2002). Weiterhin werden die VDR-Gehalte in der Nebenschilddrise durch
1,25(OH).D3 hochreguliert. Die Aktivierung des CaSR durch Calciumionen fuhrt zur
Hemmung der PTH-Freisetzung (Chattopadhyay, 2006). In vivo verursacht
Vitamin D-Mangel eine Nebenschilddrisenhyperplasie mit verstarkter PTH-Synthese
und Sekretion (Brown et al., 1995, Dusso et al., 2005).

PTH beim Rind: Die Nebenschilddrise von Rindern reagiert innerhalb von wenigen

Minuten auf einen hypocalcdmischen Stimulus mit der Ausschuttung von PTH (Blum
etal.,, 1974 und 1983).
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Calcitonin: Calcitonin kann im Organismus als Gegenspieler zu PTH aufgefasst
werden. Die Ausschittung von Calcitonin erfolgt via CaSR bei einer Erhéhung des
Blutcalciumspiegels (Ramasamy, 2006). Um der Hypercalcadmie entgegenzuwirken,
verhindert Calcitonin weiteren Knochenabbau durch Bindung an spezifische
Calcitonin-Rezeptoren  auf  Osteoklasten.  Weiterhin  wird die  schnelle
Calciumfreisetzung aus dem Knochen gehemmt. Renal inhibiert Calcitonin die
Calcium- und Phosphatreabsorption und férdert die Synthese der 1o-Hydroxylase
(Shinki et al., 1999). Die Effekte von Calcitonin zur Konservierung von Calcium treten
allerdings meist erst bei unphysiologisch hohen Konzentrationen auf (Erben, 2005).
Calcitonin ist jedoch nur Uber eine kurze Zeitspanne als PTH-Antagonist anzusehen.
Bei chronischer Hypercalcdmie sinkt die Mehrproduktion von Calcitonin und die
Calcitoninrezeptoren in den Endorganen verlieren ihre Sensitivitat (das sog. Escape-
Phanomen) (Ziegler, 2001). So zeigen weder Mause, denen Calcitonin fehlt
(Thyroidea-Resektion oder Gen-Knockout), noch Mause mit dauerhaft hohen
Calcitonin-Gehalten permanente Stérungen des Calciumstoffwechsels (Genuth,
2004). In vivo- (Naveh-Many u. Silver, 1988) und in vitro- (Peleg et al., 1993) Studien
haben gezeigt, dass 1,25(0OH).Ds durch Hemmung der Gentranskription die
Calcitonin m-RNA-Gehalte herunterreguliert.

Calcitonin beim Rind: Die physiologische Rolle von Calcitonin ist beim Saugetier
noch nicht ausreichend erforscht (Erben, 2005). Durch Calcitonin-Injektionen konnte
bei Kihen eine durch 1,25(0H).Ds-Injektionen provozierte Hypercalcadmie verhindert
werden (Barlet, 1980).

2.1.6 Calciumhomoostase

Bei einem Gewicht von 600 kg KM besitzt die Kuh ca. 7 kg Calcium und davon 99 %

in Knochen und Z&hnen (Abb. 5). Der restliche extraossare Calciumanteil befindet

sich gebunden an Zellmembranen und in endoplasmatischen Retikula (0,9 %), in der
extrazellularen Flissigkeit (0,1 %) und im Zytosol (0,00002 %) (MacDowell,1992).
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In der extrazellullaren Flussigkeit (Blut) liegt Calcium in drei Fraktionen vor

(Oberleithner, 2001):

L 38 % sind proteingebunden (vor allem an Albumin und Globulin),

b 12 % gebunden als 16sliche Komplexe mit anorganischen Sauren (Phosphat,
Citrat und Sulfat) und

L 50 % liegen als freie Calciumionen (Ca?*) vor.

NORMOCALCAMIE Futter
Ca-Resorption aus dem *
Knochen (7 kg Ca) Intestinale
Schnell verfiigbarer Pool Ca-Absorption
~6-10gCa (~ 40 %)

Calcitonin 1,25(0H),D./ PTH
4 | T1,25(0H),D,/ Atter U |l T 1,25(0H),D,

Hohes Serum-Ca § Azidose

Extrazellularer Ca-Pool ~ 8-10 g Ca,,,,

Serum Ca;,, ~2,5-3 9

PTH § § T Calcitonin

Milch Faeces Harn Fotus
20- 80 g Ca/d ~ 6 g Ca/d 0,2-1 g Ca/d 3-6 g Ca/d

INPUT = OUTPUT

Abb. 5: Die Calciumhomdostase bei einer gesunden, laktierenden Kuh mit ca.
600 kg Lebendgewicht. Calciumaufnahme und Calciumabgabe befinden
sich im Gleichgewicht, wenn Calcium aus dem Futter entsprechend
absorbiert wird (modifiziert nach Horst et al., 2005)

Physiologisch wirksam sind allein die freien Calciumionen. Da H*-lonen mit den Ca®*-
lonen um die Bindungsstellen an Plasmaalbumin kompetitieren, ist der Anteil an
biologisch aktiven Ca?®*-lonen pH-abhangig (Oberleithner, 2001). Eine Alkalose
reduziert den Pool an Calciumionen, wéhrend eine Azidose den Anteil erhéht. Die
Konzentration des Gesamtcalciums bleibt jedoch konstant.
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2.2 PATHOLOGIE DER CALCIUMHOMOOSTASE

Der Organismus hat das Bestreben, die Calciumkonzentration im Plasma konstant
zu halten. Versagt die Calciumhomd&ostase, gibt es beim Sauger zwei pathologische
Erscheinungsbilder, einerseits das Absinken des Calciumspiegels (Hypocalcamie)
und andererseits den Anstieg der Calciumkonzentration Uber physiologische
Normalwerte (Hypercalcamie). Im Hinblick auf die Zielstellung der Arbeit sollen die

beiden pathologischen Zustédnde vor allem bei der Milchkuh erlautert werden.

2.2.1 Hypocalcamie, speziell die hypocalcamische Gebérparese der Milchkuh

Hypocalcémie: Ein Absinken der Calciumkonzentration im Blutplasma unter
physiologische Normalwerte bezeichnet man als Hypocalcédmie. Betroffen von dieser
Erkrankung sind neben Graupapageien, Schweinen, Ziegen und Schafen vor allem
die Milchkihe. Ein verminderter Calciumspiegel im Blut im Zusammenhang mit
klinischen Symptomen wird bei der Kuh als hypocalcdmische Gebéarparese
bezeichnet. Weitere Synonyme sind Milchfieber, Festliegen, Kalbefieber,
Gebéarkoma, paresis puerperalis oder parturient paresis.

Pathogenese: Die hypocalcamische Gebarparese der Milchkuh steht urséachlich und
damit zeitlich mit dem Laktationsbeginn in Zusammenhang (Abb. 6). Mit Einsetzen
der Laktation werden bis zu 30 g Calcium pro Tag mit dem Kolostrum (62-75 mmol/l,
bzw. 1,5-2 g/l, Bojkovski etal., 2005) ausgeschieden. Die Gesamtmenge des
extrazellularen Calciumpools betragt dagegen nur 8-10 g, die im Blutplasma
(2,5 mmol/l) vorhandenen Calciumreserven belaufen sich sogar nur auf ca. 3¢
(Horst etal., 1997b; Goff etal., 2005). Ubersteigt der Calciumverlust infolge der
Kolostralmilchbildung die Calciummobilisierungsfahigkeit des Organismus, entwickelt
sich die Hypocalcdmie mit subklinischem (. 1,9 mmol/l) oder klinischem

Erscheinungsbild (. 1,5 mmol/l).
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Es gibt viele Theorien Uber die Ursache des Milchfiebers. Grundvoraussetzung ist
laut Niedermeier (1949) und Goff et al. (2002) das Vorhandensein eines Euters. Die
Mastectomie eliminiert jeglichen Calciumabfall wahrend der Geburt. Dabei ist
anscheinend nicht die GréBe des Calciumsverlustes ausschlaggebend, sondern
vielmehr die Schnelligkeit der Calciumabgabe, d.h. die Calciumverlustrate pro

Zeiteinheit (Allen u. Davies, 1981).

HYPOCALCAMIE —_—

Ca-Resorption aus dem *
Knochen (7 kg Ca) Intestinale
Schnell verfiigbarer Pool Ca-Absorption
~6-10gCa (~ 40 %)

Calcitonin § § ¥1,25(0H),D./ PTH
Hohes Serum-Ca§ | T Azidose

Aiter 8 | T 1,25(0H),D,

Extrazellulérer Ca-Pool ~ 8-10 g Ca,,,,

Serum Ca,,, ~2,5-3 9

PTHY J 1 Calcitonin

Kolostrum Faeces Harn
~30 g Ca/d ~ 6 g Ca/d 0,2-1 g Ca/d

INPUT < OUTPUT

Abb. 6: Pathogenese der hypocalcdmischen Gebéarparese am Beispiel einer
peripartalen Kuh mit ca. 600 kg Lebendgewicht und ca. 10 | Kolostrum. Der
Calciumverlust mit dem  Kolostrum (Ubersteigt die intestinale
Calciumabsorption und die ossére Mobilisierungsfahigkeit. (modifiziert nach
Horst et al., 2005)

Préadisposition: Aus Tabelle 3 sind die tierindividuellen oder haltungsbedingten
Risikofaktoren flr die Gebarpareseerkrankung ersichtlich. Der Faktor ,Alter ist
hervorzuheben, denn wéahrend Erstkalbinnen nur selten an Gebarparese erkranken
(Gelfert etal., 2005), steigt die Erkrankungswahrscheinlichkeit bis zum sechsten

Lebensjahr linear an (Martig, 2002).
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Tab 3:
Gebéarparese.

Paradisponierender Faktor

Zunehmendes Alter
(v. a. ab der dritten Laktation)

Hohe Milchleistung
(v. a. mit steiler Laktationskurve)

Vorhergegangene Gebarparese

Stallhaltung
Klimafaktoren

Futterdepression a.p. ...
infolge Uberkonditionierung

infolge Ostrogenanstieg a.p.

Rasse

(v. a. Channel Island, Withe and
Red Swedish, Jersey, weniger
Holstein)

Futterung mit...
calciumreicher Diat

phosphatreicher Diat

ungustigem Calcium-Phosphat-
Verhéltnis

magnesiumarmer Diat (bzw.
kaliumreicher Diét)

schwefelarmer Diat
chloridarmer Diat (bzw.
kaliumreicher Diat)

Pradisponierende Faktoren far das Auftreten der

hypocalcadmischen

Referenzen
Curtis et al., 1984; Goff et al., 1987; Bostedt,
1993; Grunert u. Andresen,1996; Radostitis,
2000; Martig, 2002; Farll, 2005

Radostitis, 2000; Martig , 2002; Furll, 2005

Danuser et al., 1988 ; Radostitis, 2000 ; Furll,
2005

Hardeng u. Edge, 2001

Roche u. Berry, 2006

Allen u. Davies, 1981; Rukkwamsuk et al.,
1999; Thilsing-Hansen et al., 2002; Frll,
2005

Allen u. Davies, 1981; Sechen et al., 1988;
Goff u. Horst, 1997

Allen u. Davies, 1981; Erb u. Grohn, 1988;
Horst et al., 1997b; Radostitis, 2000

Boda u. Cole, 1954; Belyea et al., 1976;
Barlet u. Ross, 1984; Goff et al., 1987; Furll,
2005 ; Goff et al., 2005 ; Goff, 2006b

Kichura et al., 1982 ; Curtis et al., 1985 ;
Barton et al., 1987; Goff et al., 1987; Peterson
et al., 2005; Furll, 2005 ; Goff et al., 2005
Allen u. Davies, 1981

Contreras et al., 1982; van Mosel et al.,
1991 ; Ram et al., 1998, Goff et al., 2005 ;
Goff, 2006a u. 2006b; Lean et al., 2006
Goff 2006b

Goff et al., 1991; Goff, 2006b

Préadisposition auf hormoneller Ebene: Bei der Suche nach dem Grund fir das
Auftreten der Gebarparese lag die Vermutung nahe, dass die Erkrankung Folge einer
endokrinen Fehlfunktion ist. So wurde untersucht, ob die Hypocalcadmie aus einer
reduzierten Bildung von PTH bzw. einer Stérung im Vitamin-D-Hormonsystem
resultiert. Kausal ware auch eine Calcitonin-Uberproduktion méglich. Diese Thesen
konnten verworfen werden, da sowohl PTH- als auch Vitamin-D-Hormonspiegel bei

erkrankten Tieren genauso hoch oder sogar Uber denen von nicht erkrankten Tieren
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liegen (Mayer et al., 1969; Horst et al., 1977; Goff et al., 1986b). Weiterhin konnte
keine abnorme Calcitoninproduktion bei paretischen Kihen festgestellt werden
(Mayer et al., 1975; Shappell et al., 1987). Untersuchungen an Ratten zeigten, dass
die Fahigkeit von PTH, die renale Vitamin-D-Hormonsynthese zu stimulieren, bei
alten Tieren im Vergleich zu jungen Tieren reduziert ist, obwohl die PTH-
Konzentrationen identisch sind (Armbrecht et al., 1987 und 2003a). Als weiteren
hormonellen Einflussfaktor auf das Auftreten der Gebarparese wurde von Smith und
Mitarbeitern (1982) der Vitamin D-Metabolit 24,25(0OH).D3 diskutiert. Sie zeigten eine
negative Korrelation zwischen steigenden 24,25(0OH).Ds-Konzentrationen und
sinkendem Calciumspiegel bei erkrankten Kiihen nach der Geburt. Die Untersuchung
von Horst und Mitarbeitern (1979) konnte diesen Zusammenhang nicht bestatigen.

Prédisposition auf systemischer Ebene: Der Calciumhaushalt wird durch den S&ure-
Basen-Status beeinflusst. Wie bereits erwéhnt, erhdéht eine acidotische
Stoffwechsellage den Anteil der freien Calciumionen am Gesamtcalcium im Serum
(siehe 2.2.6). Weiterhin wird der ossare Calciumefflux durch Stimulation der
osteoklastischen Knochenresorption bei gleichzeitig verringerter osteoblastischer
Kollagensynthese geférdert (Bushinsky et al., 2000 u. 2003; Frick et al., 2005). Bei
Induktion einer milden Acidose durch Fatterung mit einer anionreichen Diat konnten
im Vergleich zu Kontrolltieren erhéhte Vitamin-D-Hormon-Spiegel im Serum
analysiert werden (Abu Damir et al., 1994; Phillippo et al., 1994).

Prédisposition auf zelluldrer Ebene: Auch bei der Untersuchung der zellularen
Transportproteine zeigt sich, dass Tiere mit zunehmendem Alter nicht mehr so
effizient Calcium absorbieren kdnnen. Bei Ratten sinkt die Expression aller
Schlisselproteine (TRPV5+6, Calbindin und Calciumpumpe) der intestinalen
Calciumabsorption mit dem Alter (Armbrecht et al., 2003b, Brown et al., 2005; van
Abel et al., 2006). In Bezug auf die Calbindinexpression ist dies auch fir das Rind
nachgewiesen (Yamagishi et al., 2002).

Ferner ist der Vitamin-D-Rezeptor (VDR) im Intestinaltrakt eine wichtige Stellgrée in
der Calciumhomd@ostase, weshalb die VDR-Gehalte &tiologisch und pathogenetisch
fir das Entstehen der Gebarparese von Bedeutung sind. Bereits 1990 konnte die
Arbeitsgruppe um Horst und Goff zeigen, dass der VDR-Gehalt mit dem Alter

abnimmt. Die VDR-Konzentrationen im Darm verandern sich auch innerhalb eines
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Reproduktionszyklus der Kiuhe. In Trachtigkeit und Hochlaktation wurden hdhere
VDR-Gehalte festgestellt als zum Zeitpunkt der Geburt (Goff etal, 1991 u. 1997;
Horst etal., 1997a; Liesegang etal, im Druck). Ein Vergleich der intestinalen
Rezeptorzahl von Jersey- und Holsteinkiihen zeigte, dass Kihe der Rasse Jersey
geringere Konzentrationen aufweisen (Goff et al., 1995a). Mit dem Alter vermindert
sich auch der VDR-Gehalt auf den Osteoblasten (Goff et al., 1991).

Inzidenz und Okonomie: Ein GroBteil aller Kilhe erféhrt in den ersten Tagen nach der
Abkalbung einen mehr oder weniger starken Abfall der Blutcalciumkonzentration
(Horst et al., 1994). Das geht so weit, dass sich ein Absinken des Calciumspiegels
auf bis zu 2 mmol/l im peripartalen Zeitraum als physiologisch betrachten lasst (Kraft
etal, 1999). Bei einem Teil der Kihe ist die Hypocalcdmie so stark, dass sie
festliegen (meist unterhalb von 1,25 mmol/l; Martig, 2002; Horst et al., 2005). Die
Gebéarpareseinzidenz bewegt sich laut Literaturangaben zwischen 5-10 % (Houe
et al., 2001), womit Milchfieber die haufigste Stoffwechselerkrankung von Rindern ist.
Ohne Behandlung sterben 60-70 % der erkrankten Tiere (Horst et al., 2005). Auch
mit Behandlung ist die Letalitdt von bis zu 10 % der betroffenen Tiere sehr hoch
(Martig, 2002; Furll, 2005). Als direkte Folge des Festliegens kénnen sich Muskel-
und Nervenquetschungen, Dekubitus, Phlegmone und druckischamische
Muskeldegenerationen  entwickeln  (Martig, 2002). Haufig fuhren auch
Aufstehversuche der betroffenen Tiere zu folgenschweren Verletzungen mit
Ausgratschen oder Frakturen der GliedmaBen (Furll, 2005).

In Abhé&ngigkeit vom klinischen Verlauf betragen die wirtschaftlichen EinbuBen
zwischen 50 und 200 € pro erkranktem Tier, bei Verlust der Kuh noch mehr
(Staufenbiel, 2004). Neben der tierarztlichen Behandlung kommt es in den ersten
zehn Wochen zu einer Minderung des Milchertrags (Staufenbiel, 2004), die sich bei
fortschreitender Laktation jedoch wieder aufhebt. Der Milchertrag liegt im
statistischen Jahresdurchschnitt sogar Gber dem von nicht erkrankten Tieren (Rajala-
Schultz etal., 1999). Neben den direkten wirtschaftlichen Verlusten kommen die
indirekten EinbuBen hinzu, da die Gebarparese selbst fir Folgeerkrankungen
pradisponiert. Zu  den Erkrankungen  z&hlen: Nachgeburtsverhaltung,
Wehenschwéache, Dystokie, Ketose, Hepatose, Mastitis, Labmagenverlagerung und
Uterusprolaps (Curtis et al., 1985; Houe et al., 2001; Gelfert et al., 2006).
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Leider gibt es keine relevanten Untersuchungen zu den Effekten der subklinischen
Gebarparese in Bezug auf Folgeerkrankungen, MilcheinbuBen und Okonomie. Goff
et al. (1986a) und Houe et al., (2001) sind sich einig, dass PraventionsmafBnahmen
nicht nur auf festliegende Kihe abzielen sollten, sondern vermehrtes Augenmerk

auch auf die subklinischen Hypocalcdmie gerichtet werden soll.

Klinik: Typischerweise treten die klinischen Symptome 1-2 Tage nach dem Abkalben
auf, aber es ist auch nicht ungewdhnlich, dass Kihe bereits vor oder in der Geburt
festliegen. In Ausnahmefallen kann Milchfieber auch bis zu 10 Tagen postpartum
auftreten. Der Krankheitsverlauf der Gebarparese wird je nach Schweregrad in drei
Phasen eingeteilt (Radostitis, 2000). Zunachst kann die Kuh noch stehen, aber
Appetit, Rumination (Daniel, 1983) und Defakation sind reduziert (Stadium I). An den
grof3en Muskelpartien wie Schulter und Hufte zeigt sich Muskeltremor. Verschlechtert
sich der Zustand, sind die Kihe nicht mehr in der Lage aufzustehen (Stadium Il). Sie
liegen in Brust-Bauchlage, oft in autauskultatorischer Stellung, mit getribtem
Sensorium. Weiterhin kann man verminderte K&rperinnen- und
Oberflachentemperatur und einen Anstieg der Herzfrequenz (dumpfe Toéne)
feststellen. Im dritten Stadium liegen die Tiere in Seitenlage und reagieren nicht mehr
auf uBere Reize. Die Atmung ist oberflachlich und oft unregelméBig (Martig, 2002).

Kdhe, die sich trotz wiederholter Behandlung nicht erholen, werden als downer cows

bezeichnet (Barlet u. Davicco, 1992).

Laborparameter: Die Blutmineralstoffkonzentrationen einer festliegenden Kuh zeigen
neben der Hypocalcdmie h&ufig auch eine Hypophosphatdmie. Der
Magnesiumspiegel ist meist geringflgig erhdéht, kann aber je nach Futterungsart
(Dingereinsatz) auch mit einer Hypomagnesamie einhergehen. Der verminderte
Phosphatspiegel sowie der Anstieg der Magnesiumkonzentration sind Folgen der
durch die Hypocalcadmie ausgeldésten PTH-Sekretion. PTH reduziert die renale
Ausscheidung von Magnesium und stimuliert anderseits die des Phosphats (Martig,
2002). Aufgrund der Schadigung der Muskulatur erhéhen sich die Enzyme
Kreatinkinase (CK) und Aspartat-Aminotransferase (AST) im Serum.

Therapie: Die erste dokumentierte erfolgreiche Behandlung wurde 1897 von Schmidt

(Hibbs, 1950) durchgefthrt, indem er unterschiedliche Flissigkeiten in das so
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vermutete ,infizierte Euter” spritzte. Diese Behandlung fuhrte durch den erhdhten
Euterdruck zu einer signifikanten Reduktion der Milchproduktion. Spéater wurde die
Luftinsufflation das Mittel der Wahl. Im Jahr 1925 beobacheten Little und Wright,
dass bei erkrankten Tieren der Calciumspiegel erniedrigt ist (Horst et al., 1997b).
Seitdem werden Calciuminfusionen therapeutisch mit groBem Erfolg eingesetzt. Die
intravendse Infusion mit einer 23 %igen Calciumborogluconatlésung ist heutzutage
die meist benutzte Behandlungsmethode, jedoch ist die intravenése Calciuminfusion
nicht ganz problemlos. Einerseits kénnen zu hohe Calciumkonzentrationen zu
Herzstillstand fihren, andererseits bendtigen 25 % der behandelten Tiere innerhalb
der ersten 24 Stunden nach der Infusion eine Wiederholungsbehandlung (Horst
et al., 1997b).

2.2.2 Hypercalcamie, speziell die Hypervitaminose D der Milchkuh

Hypercalcdmie: Die Erhéhung des Calciumspiegels im Blutplasma uber die obere
Grenze des physiologischen Bereiches bezeichnet man als Hypercalcadmie. Dieser
Konzentrationsanstieg von Calcium ist selten, kann aber infolge von tumordser
Entartung der Parathyreoidea, bei chronischen Nierenerkrankungen oder durch

Vitamin D-Intoxikationen auftreten.

Hypervitaminose D: Die orale oder parenterale Uberversorung mit Vitamin D bzw.
dessen Metaboliten fihrt beim Rind zum Krankheitsbild der Kalzinose, der
Verkalkung des Weichteilgewebes. Die Erkrankungsursache ist oft iatrogen, kann
aber auch durch die chronische Aufnahme von sogenannten calcinogenen Pflanzen
hervorgerufen werden. Zu diesen Pflanzen z&hlen hauptsachlich Arten der Familie
Solanaceae (Nachtschattengewachse) und Trisetum flavencens (Goldhafer) aus der
Familie der SuBgraser. Die Vitamin-D-Intoxikation mit Goldhafer ist eine enzootische
Erkrankung (= Enzootische Kalzinose) in Siuddeutschland, der Schweiz und
Osterreich und naturgemé&B eine Gruppenerkrankung (Braun et al., 2000; Dirksen,
2002).
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HYPERCALCAMIE

Ca-Resorption aus dem *
Knochen (7 kg Ca) Intestinale
Schnell verfiigbarer Pool Ca-Absorption
(> 40 %)
Calcitonin § 1 1,25(0H),D./ PTH
Hohes Serum-Ca 1 1 Azidose Alter l‘ T 1,25(0H),D,

Extrazellularer Ca-Pool ~ 8-10 g Ca,,,,

Serum Ca,, ~2,5-3¢

l l PTH lt Calcitonin

Milch Faeces Harn
20- 80 g Ca/d ~ 6 g Ca/d 0,2-1 g Ca/d

INPUT > OUTPUT

Abb. 7: Pathogenese der Hypercalcamie am Beispiel einer laktierenden Kuh mit ca.
600 kg Lebendgewicht. Die Calciumaufnahme Ubersteigt den
Calciumverlust (nach Horst et al., 2005).

Klinik/Laborparameter: 2-3 Wochen nach der Uberdosierung (mit Vitamin D!) magern
die betroffenen Tiere stark ab und fallen durch vermehrtes Liegen und l&dngeres
Verharren auf den Karpalgelenken auf. Sie zeigen Fressunlust, raues Haarkleid und
Koteindickung. Bei der Sektion der betroffenen Tiere knirschen die groBen Geféal3e
(Aorta, A. iliaca, A. pulmonalis) im Anschnitt. Verkalkungen lassen sich am Herz, der
Niere und in Extremfallen in der Lunge feststellen (Stéber, 2002). Im Serum sind die
Konzentrationen an Calcium und anorganischem Phosphat deutlich erhéht
(Radostitis, 2000).

Toxitdtsstudien: Dass die Verabreichung von hohen Dosen Vitamin D toxisch wirkt,
konnte klar nachgewiesen werden und ist seit langem bekannt (Manston u. Payne,
1964; Capen etal.,, 1966; Julien etal., 1977). Sowohl eine einmalige massive
Uberdosierung als auch wiederholte Applikationen geringerer Dosierungen kann letal
enden. Doch nicht nur die Dosierung sondern auch der akute Reproduktionszustand
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der Kuh ist von Bedeutung, wie Littledike und Horst (1982) zeigen konnten. Sie
verabreichten Kihen bis zu 20 Millionen IU Vitamin D3 i.m. (!) vier Wochen vor der
errechneten Kalbung und wiederholten die Injektion nach einer Woche mit
2 Millionen IU Vitamin D3. Zwei Drittel der behandelten, trachtigen Tiere starben an
Vitamin D-Intoxikation. Nichttrachtige und nichtlaktierende Kihe zeigten dagegen bei
gleicher Behandlung weder im klinischen Bild noch im pathologischen Befund
Anzeichen einer Vitamin-D-Vergiftung. Die trachtigen Tiere antworteten auf diese
Vitamin-D-Applikation weiterhin mit vergleichsweise héheren Gehalten an 25(OH)D3
und 1,25(0OH).D3 im Serum.

2.3 Prophylaxe der hypocalcamischen Gebarparese

Das weltweite Auftreten von Milchfieber und dessen groBe 6konomische Bedeutung
haben zu vielen Anstrengungen gefiihrt, entsprechende ProphylaxemaBnahmen zu
ergreifen (Goff et al., 2005). Heutzutage haben sich vier prophylaktische Methoden
durchgesetzt, die mehr oder weniger erfolgreich eingesetzt werden (Staufenbiel u.
Engelhard, 1999; Thilsing-Hansen et al., 2002). Die Gebéarpareseprophylaxe mit
Vitamin D und dessen Metaboliten (vor allem mit 25(OH)D3) wird unter dem Aspekt

der Arbeitshypothese detaillierter beschrieben.

Gebérparese-Prophylaxe mit Calciumapplikationen um den Geburtszeitpunkt: Die
Verabreichung hoher Dosen von leicht absorbierbaren Calciumsalzen zielt darauf ab,
die passive Calciumabsorption zu erhéhen (siehe 2.1.2. passiver Transport).
Geburtsnah wird Calcium in Form von Boli (Pehrson et al., 1998), Gelen (Oetzel,
1996), Lésungen (Goff u. Horst, 1993), oder Pasten (Goff et al., 1996) verabreicht.
Mit Hilfe dieser Methode wird der Calciumspiegel schnell angehoben (< 30 min). Der
Effekt ist jedoch leider nur kurzlebig (<24 h) und kann zu Ulzerationen im oberen
Verdauungstrakt fihren (Horst et al., 2005).

Gebérparese-Prophylaxe durch anionenreiche Flitterung a.p.: Das Verfahren beruht
auf der Beeinflussung des S&aure-Basen-Haushaltes der gebarenden Kuh. Durch die
Fitterung sogenannter saurer Salze vor der Geburt wird eine milde metabolische

Azidose erzeugt. Diese Stoffwechsellage hat einen calciumférdernden Effekt in der
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Calciumhomoostase (siehe 2.2.1 Pradisposition auf systemischer Ebene). Es gibt
zahlreiche Untersuchungen und Darstellungen dieser Art der
Gebéarpareseprophylaxe hinsichtlich der eingesetzten Salze (u.a. Sanchez et al,
1997; Schonewille etal, 1994; Furll etal, 1996; Wang u. Beede 1992),
Managementstrategien (Staufenbiel u. Engelhard, 1999; Oetzel, 2000), den Effekten
auf den Organismus (Goff etal., 1995b; Goff, 2006b) und deren Effizienz (Lean
et al., 2006; Charbonneau et al., 2006). Der Nachteil dieser Methode ist, dass mit
Einsatz der sauren Salze sich die Palatabilitdt des Futters reduziert, wodurch die
Klhe eine geringere Trockenmasseaufnahme haben (Thilsing-Hansen et al., 2002).

Gebérparese-Prophylaxe durch Calcium-restriktive Fltterung a.p.: Durch eine
calciumarme Diat vor der Geburt sollen die homdostatischen Mechanismen der Kuh
aktiviert werden, um so nach der Abkalbung Calcium effizienter zu absorbieren. Bei
Fitterungsversuchen mit weniger als 20 g Ca/d konnte die Gebarpareseinzidenz
drastisch reduziert werden (Green et al,, 1981; van de Braak et al., 1986; Wiggers
etal., 1975; Wang et al.,, 1994). Leider ist so eine calciumarme Futterung mit den
konventionellen Futtermitteln nicht mdglich. Thilsing-Hansen und Jorgensen (2001)
umgingen diese Problematik durch einen Calciumbinder, der der Ration zugesetzt

wird.

2.3.1 Prophylaxe der hypocalcamischen Gebérparese durch Applikation von

Vitamin D; und dessen Metabolite

Bereits kurz nach der Entdeckung von Vitamin D und dessen Metaboliten wurde das
Potential dieses Vitamins in der Gebérpareseprophylaxe erkannt. Eine Vielzahl an
Untersuchungen mit Vitamin D-Substitutionen begann variationsreich in Dauer,
Applikationsart und Menge. Bei Verwendung von VitaminD und den
unterschiedlichen Metaboliten muss beachtet werden, dass zwischen der
Verabreichung und dem Auftreten von biologischen Effekten eine entsprechend
zeitliche Verzégerung (,lag time®) fur die Metabolisierungsschritte bendtigen wird.

Prophylaxe mit Vitamin Ds: Die anfénglichen Untersuchungen mit Vitamin D selbst

(Cholecalciferol) zeigten ziemlich schnell, dass der prophylaktische Effekt erst bei
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nahezu toxischen Dosen auftritt. So supplementierten Hibbs und Pounden (1955)
hochtrachtige Tiere oral taglich mit bis zu 30 Millionen IU Vitamin D bis zur Geburt.
Damit erreichten sie zwar eine deutliche Senkung der Gebéarpareseinzidenz,
allerdings bei maximal zehntagiger Supplementierungsdauer. Langere Vitamin D-
Applikation zeigte keinen prophylaktischen Effekt mehr und flhrte zusatzlich zur
Vitamin-D-induzierter Weichteilverkalkung (siehe Toxizitatsstudien 2.2.2). Bei
geringeren Dosierungen (5 Millionen IU Vitamin D oral) konnte entweder kein Effekt
oder sogar eine Erhéhung der Inzidenzrate festgestellt werden (Hibbs u. Pounden
1955; Littledike u. Horst 1980). Eine erfolgreichere Methode, die
Gebarparesehaufigkeit zu reduzieren, war die einmalige Verabreichung von 10
Millionen U im. fuanf Tage vor dem errechneten Geburtstermin. Bei
Geburtsverzégerung wurde die Injektion wdchentlich wiederholt (Gartler et al., 1977).

Prophylaxe mit dem Vitamin-D-Hormon (1,25 (OH).D3): Das eigentliche Vitamin-D-
Hormon erwies sich flr die prophylaktische Verwendung als ebenfalls aussichtsreich.
Gast und Mitarbeiter (1979) injizierten 400 ug 1,25(0OH).D3 finf Tage vor dem
errechneten Geburtstermin und wiederholten die Injektion alle finf Tage bis zum
Partus. Hove und Kristiansen (1984) schlugen die téagliche orale Supplementierung
(in fettiger Matrix) von bis zu 200 pg/d Vitamin-D-Hormon vor. Startpunkt war
wiederum fanf Tage vor der erwarteten Kalbung, bis einen Tag p.p. wurde weiter
geflttert. Die einmalige orale Supplementierung mit 500 ug drei Tage a.p. war, vor
allem des schwer voraussagbaren Geburtstermins wegen, wenig erfolgreich (Hove u.
Kristiansen, 1982).

Prophylaxe mit 1a(OH)Ds: Das synthetische 1o-Hydroxyvitamin D ist ein Analogon
des Vitamin-D-Hormons. Zur Bioaktivierung muss es noch mit Hilfe des unregulierten
25-Hydroxylase-Enzyms in der Leber metabolisiert werden. Zahlreiche Autoren
untersuchten den prophylaktischen Effekt dieses Steroids (Bar et al., 1985; Sachs
et al., 1987a+b; Hodnett et al., 1992; Zepperitz et al., 1994). Dosierungen von 70 bis
700 pg 1a(OH)D3; wurden injiziert, entweder einmalig oder in Wiederholung, auch in
Kombination mit 25(OH)Ds; (Hodnett etal, 1992; Zepperitz etal., 1994). Die
Experimentatoren konnten innerhalb eines Zeitfensters (1-7 Tage) post injectionem

einen positiven Effekt auf die Gebarpareseinzidenz feststellen. Yamagishi und
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Mitarbeiter (2005) ,l6sten das Problem des unbekannten Geburtszeitpunktes durch
Geburtseinleitung mit Prostaglandin F,,.

Prophylaxe mit 24F-1,25(0OH).D3: Ein weiteres Analogon des Vitamin D- Hormons ist
das synthetische 24-Fluoro-1,25-Dihydroxyvitamin D. Durch das mit Fluor
abgesattigte Co4-Atom wird an dieser Stelle die Hyroxylierung blockiert, wodurch das
Vitaminanalog nicht so schnell katabolisiert wird. 24F-1,25(0OH).Ds besitzt also
langere biologische Aktivitat als das Vitamin-D-Hormon (Goff et al., 1986a). Von den
durchgefihrten Versuchen mit dieser untersuchten Substanz war ein ,slow-release*

Implantat am Erfolg versprechendsten (Goff u. Horst, 1990).

2.3.2 Prophylaxe der hypocalcamischen Gebarparese, speziell mit 25(OH)D3;

In den siebziger Jahren galt der Vitamin-D-Metabolit 25(OH)D3; als der primére
Kandidat fir die Gebarpareseprophylaxe (Horst etal., 2003). Der Effekt der
25(0OH)Ds-Applikation auf die Gebéarpareseinzidenz wurde damals von der
Forschergruppe um DelLuca und Jorgensen in Wisconsin (USA) untersucht (Bringe
etal.,, 1971; Olsen et al., 1973; Frank et al., 1977; Jorgensen et al., 1978).

Tab. 4: Versuchsbedingungen und Resultate der Untersuchungen des Effektes der
25(OH)Ds-Applikation auf die Gebarpareseinzidenz (GP-Inzidenz)
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Versuchstiere 25(0H)D;
Anzahl/ Rasse VDCI:?Ii(sI
Alter enike Fiitterun GP-Inzidenz
GP-Inzidenz der ZP der 1ten J
Appl.
Herde Wdh.- ZP
200 pg i.v.
n/a
> 3 Laktation 21”;]' gtganolA n/a Versuch: 0%
100% ->aap.
keine Wdh
- . 250 ug oral
:0:’ 22 Hn(?ftem Olkapsel n/a Kontrolle: 72%
= 50% 18hap.® Versuch: 45%
,g ° alle 3d
250 pg oral
I(".'JJ 35 .:]Zrlsey Olkapsel n/a Kontrolle: 63%
E 50% 18hap.® Versuch: 36%
o ° alle 3d
1000 pg oral
Olkapsel 10
n/a 18 h ap. n/a Versuch: 18%
alle 3d
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Versuchstiere 25(0OH)Ds
Anzahl/ Rasse VD(I:?Ii(sI
Alter enike Fiitterun GP-Inzidenz
GP-Inzidenz der ZP der 1ten g
Appl.
Herde Wdh.- ZP
. 2mgs.c.
29 H:I;tﬁ:ﬁa?i.ojre]rsey 5 ml Sesamall n/a Kontrolle: 33%
100 <48 h a.p. Versuch: 26%
° keine Wdh.
21 Holstein+ 8 Brown 4 mgim. cgﬁgﬁgeéc?ﬁt;
Swiss 5 ml Sesamél Grassilage ” Kontrolle: 33%
> 2 Laktation <48 h a.p. Ca'P-ratiog5'1# Versuch: 10%*
50% keine Wdh. 15000 1U Vit D/d
4mgim Grassilage,
%) 20 Holste_ln 5 ml Sesamdl Mal_ssnage, Kontrolle: 33%
5 > 2 Laktation <48hap Maisschrot Versuch: 44%*
- 50% keine Wdh. Ca:P-ratio 2-3:1 '
® ' 15000 IU Vit D3/d
b Maissilage,
= . 8 mgi.m. Grassilage, 36%

8 16 Hno/lasteln 5 ml Sesamdél Protein-Vitamin-u. Kontrolle: 25%
5' 30% <48 h a.p. Mineralgemisch Versuch: 13%*
° keine Wdh. Ca:P-ratio 2-3:1

15000 U Vit. D3/d
. Maisilage
: 8 mgi.m. ’
14 Hn(?ftem 5 ml Sesamél Agﬂ?&;ﬁ?}&u’ Kontrolle: 50%
. o,
55% Sashab CaPratio:25:1  ersuch: 0%
' 15000 IU Vit. Da/d
, 8 mgi.m. Alfalfagrasheu, Gras-
14 Hn(?ftem 5 ml Sesamadl u. Maissilage, Kontrolle: 86%
65 <48 h a.p. Getreidemix 2,5:1 Versuch: 43%*
° keine Wdh. 15000 U Vit. Ds/d
;6‘3 = | 571+ 260+ 374+ 359 0% 2+i ‘r‘: 8 mg 0 mg: 42%"
5 Holstein u. Jersey S , 2 mg: 28%*
b (<)}
<z > 3 Laktation 5_1'\1/%'3;' A variabel 4 mg: 20%"
T} n/a P- 8 mg: 20%"*
alle 7 d, max. 3x
- . ; Grassilage ad lib.
S
5 S owsten. JHOMILM - 18kg Getreide/d  Kontrolle: 20%
> n/a odap.? 210gCa;42gP Versuch: 16%*
s P 15000 IU Vit D3/d
Z5 175+ 27+ 173+ 79 0+ 2+ 4+ 8 mg 0 ma: 43%°*
6T Holstein u. Brown i.m. 9. %%
. . . 2mg: 15%
o swiss 5 ml Maisél variabel " i nos oF
w . A 4 mg: 10%
o >3 Laktation 5da.p. 8 ma: 6%°*
- n/a alle 7 d, max 3x 9- 6%
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Legende der Tabelle 4:

2 vor dem errechneten Abkalbedatum

*kein Tier innerhalb 72 h bis 10 d post injektionem

*flihrte zu hdherer Gebéarpareseinzidenz

*geringere Inzidenz bei phosphatarmer Diat

°Tiere, die 72 h bevor oder 10 d nach Injektion gekalbt haben, wurden
ausaeschlossen

Gemein ist allen Versuchen, dass die Gebéarpareseinzidenz zwar deutlich verringert
werden konnte, allerdings auch hier nur in einem gewissen Zeitfenster nach der
Verabreichung. Erfolgte die Geburt innerhalb von 72 Stunden nach der Applikation,
konnte kein prophylaktischer Effekt nachgewiesen werden (lag time), ebenso wenn
mehr als 10 Tage zwischen der 25(OH)Ds-Gabe und der Geburt lagen. Die
Versuchsbedingungen und Resultate dieser Untersuchungen sind in Tabelle 4
dargestellt. Jorgensen und Mitarbeiter (1978) berichteten, dass der prophylaktische
Effekt mit einer phosphorarmen Ration zusétzlich gesteigert werden konnte. Bei den
verwendeten Dosierungen zeigte kein Tier Anzeichen einer Vitamin D-Intoxikation. In
der Praxis konnte sich diese Art der Gebarpareseprophylaxe aufgrund des
unbekannten Geburtszeitpunkts nicht durchsetzen.

2.4 Infusion von Na,EDTA als experimentelles Modell fiir die
hypocalcamische Gebarparese

Bereits 1963 wurden intravendse Infusionen von Na,ETDA mit dem Ziel angewendet,
die hypocalcamischen Gebarparese bei Rindern kinstlich zu induzieren (Smith u.
Brown, 1963). Obwohl mit der gleichen Zielsetzung auch andere Komplexone, wie
EGTA (Blum etal, 1983, Voumard etal, 1984), oder Calciumbinder, wie
Natriumcitrat (Naylor u. Forsyth, 1986) und Natriumoxalat, eingesetzt wurden, ist
keine dieser Reagenzien im gleichen Ausmal wie NaETDA zur Bindung von

Calcium in Infusionsexperimenten verwendet worden.

Chemische  Grundlage  der  EDTA-Infusion:  Das  Dinatriumsalz  der
Ethylendiamintetraessigsaure (NaETDA) ist eine Verbindung, die unter den von
Schwarzenbach gepragten Sammelbegriff der Komplexone féllt. Komplexone

besitzen die Fahigkeit der Chelatbildung, das heil3t, sie kénnen mit Metallkationen
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einen stabilen, ringférmigen Komplex bilden. Die Affinitat von Na,EDTA zu divalenten
Kationen ist hoch. Die Komplexstabilitat wird durch den pK-Wert der einzelnen lonen
in Lésung bei entsprechendem pH-Wert definiert. Calciumionen haben einen pK-
Wert von 10,70, Magesiumionen von 8,69, Eisenionen 14,4, Kupferionen 18,8
(Harris, 2002). Der pK-Wert ergibt sich aus einem logarithmischen Zusammenhang.
Daraus ist ersichtlich, dass unter physiologischen Bedingungen wie im Blut EDTA
eine hundertfach héhere Affinitdt zu Calciumionen im Vergleich zu Magnesiumionen
hat. Diese Eigenschaft von Na,ETDA wird in vivo unter anderem dazu benutzt,
Calciumionen aus dem Blut zu chelieren, wobei gut I6sliches, ungiftiges
Calciumethylendiamintetraacetat (CaEDTA) entsteht. Das so gebundene Calcium
steht dem Organismus fir physiologische Prozesse nicht mehr zur Verfigung, eine
artifizielle Hypocalcamie wird induziert.

Infusionstechnik: Bei den durchgefihrten Na,EDTA-Infusionen an Rindern variieren
die angewandten Infusionstechniken der einzelnen Autoren stark, so wurden die
Tiere bis zum Festliegen infundiert oder sogar bis in das komatése Stadium
Uberfuhrt. Als Versuchstiere dienten neben Jungrindern auch Bullen sowie
laktierende wie nichtlaktierende Kuhe.

Beeinflussung des Calciumspiegels durch die EDTA-Infusion: Neben der infundierten
Na,EDTA-Gesamtmenge ist die Antwort des Blutcalciumspiegels abhéngig von
Geschwindigkeit und der Lénge der Infusion. Zahlreiche Experimente zeigten, dass
der Abfall des Blutcalciumspiegels bei konstanter Infusionsrate einem dreiphasigen
Muster folgt. Zu Beginn der Infusion kommt es zun&chst zu einem starken Abfall des
Blutcalciumspiegels. AnschlieBend folgt ein Plateau der Calciumkonzentration und
bei entsprechend langer Infusion kommt es kurz vor dem Festliegen der Tiere noch
einmal zu einem relativ starken Abfall (Desmecht et al.,, 1995). Der Calciumspiegel
folgt diesem Muster vor allem bei Experimenten, die zum Festliegen nach drei bis
vier Stunden fuhrten. Bei Verkirzung der Infusionsdauer mit gleicher Infusionsmenge

fallt der Blutcalciumspiegel linear ab (Schréter u. Seidel, 1976).

Beeinflussung des Phosphatspiegels durch die EDTA-Infusion: Durch die Na,EDTA-
Infusion kommt es nicht nur zum Abfall des Blutcalciumspiegels, sondern auch zur

Beeinflussung weiterer Blutparameter. Zahlreiche Autoren berichten von einem
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Konzentrationsabfall von anorganischem Phosphat wahrend der Infusion (Payne,
1964; Ramberg etal., 1967; Berger u. Gerber, 1977; Daniel, 1979; Fenwick u.
Daniel, 1992; Desmecht etal., 1995; Riond etal., 1997), was den natirlichen
Effekten von Milchfieber entspricht (Littledike etal., 1969). Ein mdglicher direkter
Einfluss von Na,EDTA auf den Phosphatgehalt des Blutes wurde ausgeschlossen,
da der Phosphatspiegel bei Kihen unverandert bleibt, die simultan mit Na,EDTA und
Calciumchlorid infundiert wurden (Ramberg etal, 1967). Erklart wird der
Konzentrationsabfall von Phosphat bei hypocalcdmischen Kihen durch die Wirkung
von PTH auf die renale Phosphatclearance (Blum et al., 1974).

Beeinflussung des Magnesiumspiegels durch die EDTA-Infusion: Uneinigkeit
herrscht bezuglich des Verhaltens des Magnesiumspiegels. In der Mehrzahl der
Infusionsversuche wurde entweder eine unverénderte Konzentration (Payne, 1964;
Ramberg et al., 1967; Berger u. Gerber, 1977; Daniel, 1980b; Riond et al., 1997)
oder ein geringfugiger Abfall innerhalb der Referenzgrenzen festgestellt (Fenwick u.
Daniel, 1992).

Beeinflussung  von  Hormonen  durch  die  EDTA-Infusion:  Zwischen
Calciumkonzentration und PTH-Spiegel konnte sowohl bei induzierter Hypocalcamie
(Ramberg et al., 1967) als auch bei natirlichem Milchfieber (Mayer et al., 1969) ein
reziprokes Verhéltnis festgestellt werden. Blum und Mitarbeiter (1983) untersuchten
den Effekt einer zehnstiindigen EGTA-Infusion auf die 1,25(OH).D-Konzentration.
Die Autoren konnten einen Anstieg des Vitamin-D-Hormons 12 - 24 Stunden nach

Infusionsbeginn nachweisen.

Sonstige Beeinflussung durch die EDTA-Infusion: Andere untersuchte Blutparameter
und Hormone zeigten keine wesentlichen Konzentrationsanderungen durch die
Infusion. Die Konzentrationen von Natrium und Chlorid blieben wahrend spontaner
und induzierter Hypocalcadmie unveréndert (Fenwick u. Daniel, 1992; Desmecht
etal, 1995). Festgestellt werden konnte ein erniedrigter Kaliumspiegel (Daniel,
1980a). Der Autor erklart dieses Phanomen als Folge von hypocalcadmischem Stress,
bei dem durch einen Anstieg an ACTH nachfolgend neben Glucocorticoiden auch
Mineralocorticoide ausgeschuttet werden. Diese vermehrte Freisetzung verursacht

eine vermehrte Kaliumeliminierung Uber die Nieren.
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Klinische Erscheinigungen der EDTA-Infusion: Die typischen klinischen Symptome
des Milchfiebers wie Muskeltremor, Anorexie, Obstipation, Reduktion bzw. Fehlen
der Vormagenmotilitdt, Ataxie, Parese und Koma sind in der induzierten

Hypocalcéamie jederzeit reproduzierbar (Fenwick u. Daniel, 1990).

Eliminierung der EDTA-Infusion: Nahezu 100 % des CaEDTA-Komplexes werden
durch glomerulare Filtration mit einer ahnlichen Clearance wie Inulin Gber die Nieren
ausgeschieden. Experimente mit einer extrem schnellen Infusionsrate zeigen, dass
die Hélfte der verabreichten Menge des CaEDTA (110 mg/ kg) bereits innerhalb von
65 min nach Infusionsbeginn ausgeschieden wird (Aronson u. Ahrens, 1971).

2.5 Zusammenfassung der Literatur und daraus resultierende

Aufgabenstellung

Calciumionen spielen im Organismus bei vielen physiologischen Prozessen eine
essentielle Rolle. Fur hoéheres Leben ist es deshalb lebensnotwendig, die
Blutcalciumkonzentration in engen Grenzen konstant zu halten (siehe 2.1).

Ein potenter Modulator der Calciumhomoostase ist das Vitamin-D-Hormonsystem.
Die Applikation von Vitamin D bzw. dessen Metaboliten fuhrt - zumindest initial - zu
einem Anstieg der Blutcalciumkonzentration. Dieser Effekt beruht auf einer erhéhten
enteralen Calciumabsorption (siehe 2.1.2), der Férderung der renalen Reabsorption
(siehe 2.1.3) sowie der Stimulation der osséren Calciummobilisierung (siehe 2.1.3).
Ferner ist heute bekannt, dass durch das Bestreben des Organismus, den
Blutcalciumspiegel konstant zu halten, das Vitamin-D-Hormonsystem durch feed-
forward-Regulationsmechanismen einer weiteren Eigensynthese aktiv entgegenwirkt
(u. a. durch Stimulation der 24a-Hydroxylase) (siehe 2.1.3).

Bei der Milchkuh gibt es zwei pathologische Zustédnde des Calciumstoffwechsels:
einerseits ein Abfall des Calciumspiegels (Hypocalcamie) und anderseits ein Anstieg
der Calciumkonzentration Uber physiologische Normalwerte (Hypercalcémie)
(siehe 2.2). Die hypocélcamische Gebérparese der peripartalen Milchkuh stellt
aufgrund ihrer hohen Inzidenzrate, deren Pradisposition fur Folgeerkrankungen
sowie den daran gekoppelten wirtschaftlichen Verlusten ein groBes Problem in der
modernen Landwirtschaft dar (siehe 2.1.2). Heutzutage werden mehrere Methoden
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fir die Prophylaxe der Gebéarparese mehr oder weniger erfolgreich eingesetzt
(siehe 2.3). Eine der Methoden beruht auf dem calciumférdernden Effekt des
Vitamin-D-Hormonsystems (siehe 2.3.1). Der Erfolg dieser Prophylaxemethode ist
allerdings auf ein spezifisches ,Zeitfenster” nach der Applikation limitiert. Fallt die
Abkalbung nicht in diesen Zeitraum, kann keine prophylaktische Wirkung erzielt
werden.

Die vorliegende Arbeit wurde unter der Hypothese konzipiert, dass der limitierende
Faktor dieser Prophylaxemethode in einer Uberdosierung zu suchen ist und
dementsprechend die zum heutigen Zeitpunkt aus der Literatur bekannte
Gegenregulation vom Organismus einleitet wird.

In den vorliegenden Versuchen sollen zunachst mit Hilfe einer Dosis-Wirkungs-Kurve
zwei 25(OH)Ds-Dosierungen gesucht werden. Eine tagliche Dosierung soll noch nicht
oder nur marginal zu einem Anstieg der Blutcalciumkonzentration fuhren. Dabei wird
angenommen, dass diese Dosierung die Calciumhomostase positiv unterstitzt,
ohne im bovinen Organismus eine Gegenregulation zu induzieren. Zuséatzlich wird
eine weitere Dosierung ausgewahlt, die entsprechend der Literatur einen deutlichen
Effekt auf dem Blutcalciumspiegel hat (Induktion einer Hypercalcamie).

Im zweiten Versuchsabschnitt sollen die ermittelten Dosierungen auf ihre
Wirksamkeit Uberprift werden. Der Effekt der 25(OH)Ds-Supplementierung bei den
unterschiedlichen Dosierungen auf die Calciummobilisierungsfahigkeit soll mit Hilfe
von NaEDTA-Infusionen kontrolliert werden. Die Infusion mit Na,EDTA induziert
eine artifizielle Hypocalcdmie und dient als experimentelles Modell der
hypocalcamischen Gebarparese (siehe 2.4).

Ziel dieser Arbeit ist es daher, die Arbeitshypothese zu prifen, dass die mdgliche
prophylaktische Wirkung von Vitamin D bzw. dessen Metaboliten maf3geblich durch
die Dosis bestimmt wird. Bei einer Verifizierung der Arbeitshypothese ergibt sich ein
neuer Ansatz fur diese Prophylaxemethode.
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