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EINLEITUNG

1 Einleitung

In den meisten EU-L&ndern, darunter auch Deutschland, werden Ferkel innerhalb der
ersten sieben Lebenstage ohne Betdubung und postoperativer Schmerzbehandlung
chirurgisch kastriert. Bisher war eine Betdubung fir das Kastrieren von unter acht Tage
alten Ferkeln in Deutschland nicht erforderlich. Die betdubungslose Kastration stellt
allerdings, entgegen vorherigen Annahmen, eine enorme Belastung fir das Tier dar
und ist auch noch Stunden nach der Kastration mit Schmerzen verbunden (Hay et al.
2003). Der Deutsche Bauernverband (DBV), der Verband der Fleischwirtschaft e.V.
(VDF) und der Hauptverband des Deutschen Einzelhandels (HDE) haben sich 2008 in
Dusseldorf zur ,gemeinsamen Erklarung zur Ferkelkastration® zusammen getan
(Dusseldorfer Erklarung 2008) um ein alternatives Verfahren zur Ferkelkastration zu
entwickeln, so dass in Zukunft ganzlich auf das Kastrieren von méannlichen Ferkeln
verzichtet werden kann. Auch auf EU-Ebene wird dieses Ziel verfolgt und in der
,=Europaischen Erklarung Uber Alternativen zur chirurgischen Kastration bei Schweinen®
Stellung dazu genommen (Europdische Kommission 2010). Das langfristige Ziel
besteht darin, die betdubungslose Kastration von mannlichen Schweinen europaweit
bis zum 1. Januar 2019 abzuschaffen. Bis dieses Gesetz in Kraft tritt, soll intensiv nach
Alternativen fir das betaubungslose Kastrieren gesucht werden. Neben einer
Betdubung mittels Narkose, der nachfolgenden Schmerzstilung oder der
Immunokastration stellt die Jungebermast eine interessante Alternative fir die
Schweinefleischproduktion dar. Das gré3te Problem der Ebermast besteht jedoch im
Ebergeruch, der hauptsachlich durch die beiden Stoffe Androstenon und Skatol
hervorgerufen wird (Patterson 1968; Jensen et al. 1995). Dieser Geruch, der von nicht
kastrierten Schweinen wahrend der Pubertat entwickelt wird, wird von vielen Menschen
bei der Zubereitung von Eberfleisch als duBerst unangenehm empfunden. Daher ist
eine Vermarktung von Eberfleisch aufgrund der geringen Akzeptanz der Verbraucher in
Deutschland derzeit schwierig. Um auf die chirurgische Kastration verzichten zu
kénnen, missen Methoden zur Feststellung und Messung von Ebergeruch, zur
Schnellerkennung von Ebergeruch in Schlachtbetrieben und Strategien fiir die
Verminderung des Ebergeruchs durch Zichtung, Haltung und Fltterung entwickelt
werden (Europdische Kommission 2010). Die vorliegende Arbeit befasst sich mit
Mdoglichkeiten der Fltterung in der Ebermast. Durch den Einsatz von bestimmten
polyphenolhaltigen Pflanzenextrakten und prabiotischen Zusatzstoffen im Futter von
Jungebern soll das Ziel verfolgt werden, den unerwinschten Ebergeruch zu
reduzieren. Uber Polyphenole ist bekannt, dass sie den Transkriptionsfaktor nuclear
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factor erythroid-2-related factor 2 (Nrf2) aktivieren, der fUr die Transkriptionskontrolle
von vielen zytoprotektiven Genen zustandig ist (Chen et al. 2000; Shen et al. 2005;
Soyalan et al. 2011; Han et al. 2012). Darunter werden auch Gene reguliert, die am
Androstenon- und Skatolabbau in der Leber beteiligt sind. In der vorliegenden Arbeit
soll die Hypothese uberprift werden, dass polyphenolhaltige Pflanzenextrakte im
Futter von Jungebern Uber den Nrf2-Signalweg den Androstenon- und Skatolabbau
beschleunigen und damit zu einer verminderten Einlagerung von Androstenon und
Skatol im Fettgewebe fuhren. Skatol wird im Darm durch Bakterien aus der
Aminosaure Tryptophan, das von abgeschilferten Darmepithelzellen stammt,
synthetisiert (Jensen et al. 1995). In der Literatur wird beschrieben, dass der Einsatz
von prabiotisch wirksamen Pflanzenbestandteilen im Futter von Ebern zu einer
Skatolreduktion im Fettgewebe fiihrt, da Prabiotika von den Bakterien als alternative
Energiequelle genutzt werden kdnnen und dadurch mehr Tryptophan zur mikrobiellen
Proteinsynthese herangezogen wird. So wird weniger Tryptophan in Skatol
umgewandelt (Claus et al. 1994; Claus et al. 2003; Hansen et al. 2006; Zamaratskaia
et al. 2006; Chen et al. 2007; Vhile et al. 2012). In der vorliegenden Arbeit soll dies mit
dem Einsatz von kommerziell erhéltlichen préabiotischen Zusatzstoffen, die in
geringeren Dosierungen als pflanzliche Prabiotika eingesetzt werden kénnen,
untersucht werden. In einer Literaturiibersicht sollen zun&chst der Transkriptionsfaktor
Nrf2 und die Bedeutung von Polyphenolen im Nrf2-Signalweg, sowie der Ebergeruch
und Moglichkeiten zur Vermeidung von Ebergeruch dargestellt werden. Nach
Erlauterung der Zielsetzung werden die durchgefiihrten Versuche und die Ergebnisse
beschrieben und am Schluss kritisch anhand der aktuellen Literatur diskutiert.
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2 Literaturibersicht

2.1 Transkriptionsfaktor nuclear factor erythroid-2-related
factor 2 (Nrf2)

Der redoxsensitive nuclear factor erythroid-2-related factor 2 (Nrf2) ist ein wichtiger
Transkriptionsfaktor, der die Expression vieler fremdstoffmetabolisierender,
zytoprotetektiver und antioxidativer Gene reguliert. Er gehért zur Familie der
cap’n’collar basic leucin zipper Transkriptionsfaktoren und wurde erstmals von Moi et
al. (1994) beschrieben.

Nrf2 besteht aus sechs Nrf2-ECH homology domains (Neh), wobei Neh1 das Leucin-
Zipper-Motiv beinhaltet, welches fur die Bindung an die DNA benétigt wird (Abb. 2.1).
Die Neh2 Domane ist am N-Terminus lokalisiert und besteht aus zwei Subdoménen,
dem DIDLID-Element und dem ETGE-Motiv (McMahon et al. 2004). Die Neh4- und
Neh5 Doméanen sind zusténdig fur die Transaktivierung (Das et al. 2013). Am C-
Terminus befindet sich die Neh3 Doméne, welche eine wichtige Rolle bei der
Aktivierung der Transkription spielt. Die Deletion der letzten 16 Aminosauren des Nrf2
Proteins fuhrt zu einem transkriptionell inaktivem Protein (Nioi et al. 2005). Zwischen
der Neh4 und der Neh5 Domaéne liegt die Neh6 Domane, die flr den Abbau des Nrf2
Proteins zustandig ist. In Situation von oxidativem Stress tragt diese Doméne
hauptsachlich zum Nrf2 Turnover bei (McMahon et al. 2004).

Die Nrf2-Aktivitat wird posttranslational reguliert. Unter basalen Bedingungen liegt Nrf2
im Zytosol gebunden an das inhibitorische Protein Kelch-like ECH-associated protein 1
(Keap1) vor und ist damit inaktiv (Itoh et al. 1999). Keap1 ist ein zytosolisches,
cysteinreiches Protein, das im Aktin-Zytoskelett verankert und aus finf verschiedenen
Domanen aufgebaut ist (Wakabayashi et al. 2004; Das et al. 2013; Abb. 2.1). Es bindet
sequenz-spezifisch an die aminoterminale Neh2 Doméane von Nrf2 und bewirkt
dadurch, dass der Nrf2/Keap1-Komplex im Zytosol zuriick gehalten wird (Itoh et al.
1999). AuBerdem hat Keap1 einen Einfluss auf den Abbau von Nrf2. Aus Studien ist
bekannt, dass Keap1 mittels der BTB- (Broad complex, Tramtrack and Bric a bric) und
der IVR- (intervening region) Domane einen Cullin Ligasekomplex (Cul3) binden kann,
was zu einer Polyubiquitinierung von Nrf2 flhrt, welches dann durch das Proteasom
abgebaut wird (Zhang und Hannink 2003; Kobayashi et al. 2004; McMahon et al.
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2004). Li et al. (2012) konnten zudem nachweisen, dass die Nrf2-Ubiquitinierung nicht
nur im Zytosol, sondern auch im Nukleus stattfindet.

Nrf2 Doménen

NH,— Neh2 Neh4 Neh5 Neh6 Neh1 Neh3 -~ COOH

| )\ J \ J
| | [
Keap1-Bindungsdoméne Transaktivierungsdomane DNA-
Bindungsdoméne

Keap1 Doménen

NH, | NTR BTB domain IVR 6x DGR CTR [~COOH

| |

Dimerisationsdomane Nrf2-Bindungsdomane (Kelch)

Abb. 2.1: Nrf2- und Keap1-Protein Doméanen

Neh = Nrf2-ECH homology domain; NTR = N-terminale Region; BTB = Broad complex,
Tramtrack and Bric a bric; VR = intervening region; DGR = double glycin repeat; CTR =
Carboxyterminale Region [Modifiziert nach Das et al. (2013)].

Durch reaktive Sauerstoffspezies, Elektrophile, Xenobiotika, Antioxidantien,
Schwermetalle oder Phosphorylierungsreaktionen kann Nrf2 aktiviert werden (Tkachev
et al. 2011). Die Phosphorylierung wird durch verschiedene Kinasen, wie z.B. der
mitogen-activated protein Kinasen (MAPKSs) (Yu et al. 2000; Shih und Yen 2007) oder
der Phosphoinositid-3-kinase (PI3K) hervorgerufen (Lim et al. 2007). Neben der
direkten Beeinflussung von Nrf2, kbnnen ebenso die Cysteinreste von Keap1 reduziert
werden, was zu einer Konformationsédnderung von Keap1 fuhrt, wodurch Nrf2 frei wird
und in den Nukleus translozieren kann. Die Cysteinreste von Keap1, die durch
oxidativen Stress beeinflusst werden und zu der Freisetzung von Nrf2 flhren, sind
auch hauptsachlich fir die Repression von Nrf2 verantwortlich (Wakabayashi et al.
2004). Dabei ist der Cysteinrest Cys151 in der BTB Domane essentiell fir die Nrf2-
Aktivierung durch Elektrophile. Cys273 und Cys288 sind essentiell fir die unter
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basalen Bedingungen vorliegende Repression von Nrf2 durch Keap1 (Yamamoto et al.
2008).

Im Nukleus bindet Nrf2 an eine Konsensus-Sequenz in der Promotorregion der
Zielgene. Dabei handelt es sich um ein sogenanntes antioxidative responsive element
(ARE), wodurch die Transkription von Nrf2-Zielgenen aktiviert wird. Nrf2 bindet mit
hoher Affinitat als Heterodimer z.B. mit einem small Maf Protein (sMaf) (ltoh et al.
1997), einem jun proto-oncogene (c-JUN) (Venugopal und Jaiswal 1998) oder mit dem
activating transcription factor 4 (ATF4) (He et al. 2001) an die ARE-Sequenz. Indem sie
die Aktivierung von Genen von Phase Il Enzymen und antioxidativer Stressproteine
stimulieren, scheinen Keap1 und Nrf2 einen zentralen, zellularen Sensor flr oxidativen
Stress darzustellen (ltoh et al. 1999). Typische Zielgene fir Nrf2 sind z.B. die
Glutathion-S-Transferase (GST), die Hamoxygenase (HO-1), die NADPH-
Dehydrogenase (NQO1) und die UDP-Glucuronosyltransferase (UGT) (Lee et al.
2005). Abbildung 2.2 zeigt schematisch den Nrf2-Signalweg.
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Abb. 2.2: Schematische Darstellung des Nrf2-Signalweges

ROS = Reaktive Sauerstoffspezies; Keap1 = Kelch-like ECH-associated protein 1; Nrf2 =
nuclear factor erythroid-2-related factor 2; Cul3 = Cullin 3 Ligasekomplex; Rbx1 = ring-box1, E3
Ubiquitin Proteinligase; Ub = Ubiquitin; Dimersisierungspartner z.B.: small Maf Protein, jun
proto-oncogene oder activating transcription factor 4;

Unter physiologischen Bedingungen wird Nrf2 Uber eine Ubiquitinierung durch das Proteasom
abgebaut. Durch oxidativen Stress oder andere Aktivatoren 16st sich der Nrf2/Keap1-Komplex
und Nrf2 transloziert in den Nukleus, wo er als Heterodimer an die ARE-Sequenz seiner
Zielgene bindet und deren Transkription aktiviert [Modifiziert nach Tkachev et al. (2011) und Li
et al. (2012)].
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2.2 Bedeutung von Polyphenolen im Nrf2-Signalweg

Polyphenole sind sekundare Pflanzeninhaltsstoffe, denen eine antioxidative und
antikanzerogene Wirkung zugesprochen wird. Sie kommen in vielen pflanzlichen
Nahrungsbestandteilen vor. Alle Polyphenole besitzen einen aromatischen Ring mit
einer oder mehreren Hydroxylgruppen, welche fir die antioxidative Funktion
verantwortlich sind. Anzahl und Position der Hydroxylgruppen kénnen variieren, was
die groBe Vielfalt der Polyphenole ausmacht. Zu den Hauptgruppen der Polyphenole
gehéren Flavonoide, Lignane, Phenolsduren und Stilbenderivate (Tangney und
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Rasmussen 2013). Abbildung 2.3 zeigt typische Vertreter der einzelnen Gruppen. Die
Flavonoide machen die gréBte Gruppe aus und unterteilen sich, je nach
Oxidationsgrad der sauerstoffhaltigen Ringe, in die Klassen der Flavanole, Flavanone,
Flavonole, Flavone, Anthocyane und Isoflavone (Rahman et al. 2006).

CHs3
(@]
O CHs O

Flavonoide (Flavan) Lignane (Dibenzylbutan)

HO N

OH

Phenolsduren Stilbene (Resveratrol)

HO (Hydroxybenzoeséaure)

OH

OH

Abb. 2.3: Chemische Strukturformel der Hauptgruppen der Polyphenole
Dargestellt sind die vier Hauptgruppen mit jeweils einem typischen Vertreter

Da im Rahmen der vorliegenden Arbeit Extrakte aus Traubentrester, Hopfen und
grinem Tee dem Futter der Jungeber zugesetzt wurden, soll im Folgenden kurz auf
das Polyphenolvorkommen und deren Eigenschaften mit Hinblick auf den Nrf2-
Signalweg eingegangen werden.

2.2.1 Polyphenole in Trauben

In Trauben- und Traubenprodukten, wie Saft und Wein, kommen hauptséachlich
Phenolsauren, deren Derivate und Flavonoide vor. So enthdlt Traubenkerndl
beispielsweise reichlich Proanthocyanidine, Catechine, Epigallocatechin-3-gallat
(EGCG), Epigallocatechin (EGC), Epicatechin-3-gallat (ECG), Epicatechin (EC) und
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Gallensauren, wahrend Traubentrester Anthocyane und weniger Proanthocyanidine
enthalt (Auger et al. 2004). Den Polyphenolen aus Trauben wird eine hohe
antioxidative Aktivitdt zugeschrieben. Neben dem Abfangen von freien Radikalen, der
Inhibierung der Lipidoxidation und vielen weiteren antioxidativen Effekten (Xia et al.
2010) zeigen Traubenextrakte auch antiinflammatorische Effekte (Li et al. 2001; Terra
et al. 2009; Gessner et al. 2012). Der Zusatz eines Extraktes aus Traubenkernen und
Traubentrester flhrte bei Caco2-Zellen zu einer signifikant verbesserten
Zelllebensfahigkeit und zu einer Reduktion einer durch TNFa induzierten NF-kB-
Transaktivierung. Der Transkriptionsfaktor NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B-cells) ist ein Transkriptionsfaktor, der an der Regulation der
proinflammatorischen Genexpression beteiligt ist (Baeuerle und Henkel 1994). Eine
Aktivitatsverminderung von NF-kB wird daher positiv bewertet. Die relative mRNA-
Konzentration von proinflammatorischen Genen wurde durch den Zusatz eines
Extraktes aus Traubenkerndl und Traubentrester in den Caco2-Zellen signifikant
reduziert (Gessner et al. 2012). In vivo konnte durch eine Proanthocyanidingabe,
welches reichlich in Trauben vorkommt, zu einer High fat diet bei Ratten ein
inflammatorischer Zustand verhindert werden (Terra et al. 2009). Diese Studien deuten
darauf hin, dass der Zusatz eines Exiraktes aus Trauben die Gesundheit des
Organismus durch die Unterdrliickung von Entziindungsreaktionen positiv beeinflussen
kann. Proanthocyanidine kénnen au3erdem die Nrf2-Expression induzieren (Bak et al.
2012). Es konnte auch nachgewiesen werden, dass durch ein Traubenkernextrakt in
HepG2-Zellen die Transkriptionsaktivitat, die durch eine ARE-Bindung initiiert wird,
erhéht und dadurch die Expression von Phase Il Enzymen aktiviert wird (Bak et al.
2012).

2.2.2 Polyphenole in Hopfen

Der Hopfen (Humulus lupulus L.) gehért zur Familie der Cannabaceaen. Bei der
Herstellung von Bier ist er fir den charakteristisch bitteren Geschmack verantwortlich
(Magalhaes et al. 2009). Dem Hopfen wird eine beruhigende Wirkung nachgesagt und
er wird deshalb beliebt als mildes Sedativum eingesetzt (Zanoli und Zavatti 2008). Die
Hopfenpolyphenole sind reich an Flavonoiden, Proanthocyanidinen und dem Chalkon
Xanthohumol (Wang et al. 2014). Xanthohumol stellt die wichtigste Verbindung der in
Hopfen vorkommenden Polyphenole dar. Dieses Prenylflavonoid wurde bisher
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ausschlieB3lich im Hopfen nachgewiesen (Magalhaes et al. 2009). Neben Polyphenolen
ist Hopfen reich an Gerbstoffen und a- und 3-Sauren, die den bitteren Geschmack im
Bier ausmachen. Der Gehalt an sekundaren Pflanzeninhaltsstoffen im Hopfen variiert
in Abhangigkeit von der Kultivierungsform, wahrend die Wachstumsbedingungen
keinen Einfluss auf den Polyphenolgehalt haben (Ceh et al. 2007).

Der gesundheitsférderliche Effekt von Hopfen Ilasst sich gréBtenteils durch
Xanthohumol erklaren (Dietz et al. 2013). Xanthohumol ist in der Lage in Krebszellen
die Proliferation zu inhibieren und die Apoptose zu induzieren (Krajka-Kuzniak et al.
2013). In hdéheren Konzentrationen reduziert Xanthohumol die Lebensfahigkeit von
Krebszellen, wahrend gesunde Zellen gegen die zytotoxische Eigenschaft resistent
sind. Diese Effekte werden mit hoher Wahrscheinlichkeit Uber den Nrf2-Signalweg
vermittelt (Dietz et al. 2013; Krajka-Kuzniak et al. 2013). Es konnte gezeigt werden,
dass Xanthohumol die Translokation von Nrf2 vom Zytosol in den Nukleus in
Leberzellen induziert und die Bindung an eine ARE-Sequenz stimuliert (Lee et al.
2011; Krajka-Kuzniak et al. 2013). Die Translokation wird durch eine Alkylierung der
Cysteinreste von Keap1 durch Xanthohumol ausgeldst (Dietz et al. 2005). Bedeutsame
Zielgene von Nrf2, wie die GST oder die NQO1, wurden durch eine Behandlung mit
Xanthohumol in Leberzellen hochreguliert (Krajka-Kuzniak et al. 2013). In einem in vivo
Versuch mit Ratten konnte diese Beobachtung bestétigt werden (Dietz et al. 2013).
Diese Studie zeigt zudem, dass der durch Xanthohumol hervorgerufene Effekt durch
eine Fitterung von Hopfenextrakt noch stéarker ausféllt als die alleinige Zugabe von
Xanthohumol. Somit scheinen weitere Inhaltsstoffe im Hopfen zusammen mit
Xanthohumol Uber die Induzierung von Phase Il Enzymen Uber den Nrf2-Signalweg
potentiell chemopraventiv zu wirken (Dietz et al. 2013; Krajka-Kuzniak et al. 2013). Im
Gehirn kann Xanthohumol vor inflammatorischen Schaden schutzen (Lee et al. 2011).
Auch dort wird der Effekt Uber den Nrf2-Signalweg vermittelt (Lee et al. 2011). Die
systemische Bioverfligbarkeit von oral aufgenommenem Xanthohumol aus Hopfen ist
sehr gering. Xanthohumol akkumuliert nach der Aufnahme in den Darmzellen und
bindet dort an zytosolische Proteine (Pang et al. 2007). Der Teil, der in den
Blutkreislauf gelangt, wird Uber die Leber metabolisiert. Auch im Gastrointestinaltrakt
findet eine Metabolisierung statt (Ruefer et al. 2005). Uber UGTs und
Sulfotransferasen (SULTs), Enzyme des Phase Il Metabolismus, wird Xanthohumol
konjugiert. Dabei ist die Konjugation mit Glucuronsdure durch UGTs starker
ausgepragt, als die Sulfatierung durch SULTs (Ruefer et al. 2005).
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2.2.3 Polyphenole in griinem Tee

Gruner Tee wird aus den Blattern von Camellia sinensis hergestellt. Im Gegensatz zu
schwarzem Tee, bei dem die Blatter voll fermentiert werden, und zum Oolong Tee, der
aus halbfermentierten Blattern hergestellt wird, werden die Blatter fir die Zubereitung
von grinem Tee nicht fermentiert, sondern frisch verarbeitet. Sie werden dabei
entweder mit trockener Hitze behandelt oder mittels Wasserdampf getrocknet (Wang et
al. 2000). Da Oxidationsenyzme bei diesem Schritt deaktiviert werden, ist der Gehalt
an sekundaren Pflanzeninhaltsstoffen in griinem Tee im Vergleich zu schwarzem Tee
und zu Oolong Tee besonders hoch (Taylor et al. 2005; Yousaf et al. 2014). Den
gréBten Anteil der Polyphenole in grinem Tee machen die Flavonoide aus. Etwa
20-30 % davon sind Catechine, wovon mehr als 50 % durch EGCG eingenommen
werden. Weitere Catechine in griinem Tee sind EGC, ECG und EC (Wang et al. 2000;
Taylor et al. 2005).

Dem grunen Tee werden antioxidative, kardioprotektive, antimikrobielle,
immunmodulierende und entzindungshemmende Eigenschaften zugeschrieben
(Ellinger et al. 2011; Bornhoeft et al. 2012; Jiang et al. 2012; Ohno et al. 2013;
Newsome et al. 2014; Yousaf et al. 2014). Durch grinen Tee kann der Cholesterol-,
der low-density lipoprotein (LDL)-, der Triglycerid- und der Glucosegehalt im Plasma
gesenkt und der Insulin- und der high-density lipoprotein (HDL)-Gehalt erhéht werden
(Bornhoeft et al. 2012; Yousaf et al. 2014). Dadurch kann das Risiko flr
kardiovaskulare Erkrankungen merklich vermindert werden. Der Schutz vor oxidativem
Stress wird durch die Hochregulierung von antioxidativen Genen in der Leber
hervorgerufen (Newsome et al. 2014). Die Effekte werden gréBtenteils auf EGCG
zurtckgefihrt. Dabei wird angenommen, dass EGCG Uber den Nrf2-Signalweg Gene
des Fremdstoffmetabolismus aktiviert (Shen et al. 2005; Jiang et al. 2012; Newsome et
al. 2014). EGCG kann zeit- und dosisabhangig MAPKs aktivieren, was zu der ARE-
vermittelten Induzierung der Genexpression fuhrt (Chen et al. 2000). Mittels einer
Microarray Analyse wurden Gene ermittelt, die Nrf2-abhangig durch EGCG reguliert
werden (Shen et al. 2005). Nach einer oralen Aufnahme von EGCG konnten bei
Mausen mehr EGCG-regulierte und Nrf2-abhangige Gene in der Leber als im
Didnndarm gefunden werden. Der Einfluss von EGCG scheint demnach in der Leber
bedeutender zu sein. Auch Nrf2-unabhangige, jedoch durch EGCG-regulierte Gene,
wurden in Leber und Darm gefunden (Shen et al. 2005). Am stérksten beeinflusst
wurden Gene fir Enzyme des Fremdstoffmetabolismus, Kinasen und
Trankriptionsfaktoren-codierende Gene. Ebenso wurde ein Einfluss von EGCG auf
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Transportproteine gefunden, die durch Nrf2 reguliert wurden (Shen et al. 2005).
Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass eine hohe EGCG-Konzentration eine
Induzierung der Apoptose hervorruft (Chen et al. 2000). Die entzindungshemmende
Eigenschaft von griinem Tee wird auf eine Herunterregulierung der NF-kB-Aktivierung
zurickgefihrt (Yang et al. 1998; Jiang et al. 2012). Von Yang et al. (1998) wurde
erstmals nachgewiesen, dass Polyphenole aus grinem Tee die TNF-a-Genexpression
durch eine Inhibierung der NF-kB-Aktivierung verhindern kénnen. Dieser Effekt wird auf
EGCG zuriickgefuhrt. Untersuchungen in Makrophagen ergaben, dass eine durch
TNF-a-induzierte NF-kB-Aktivierung, durch eine Behandlung mit EGCG inhibiert
werden konnte. Bisher ist nicht bekannt, ob die Translokation von Nrf2 in den Nukleus
durch EGCG, durch eine direkte Beeinflussung von Nrf2, oder durch eine Interaktion
mit Keap1 ausgelést wird (Jiang et al. 2012).

All diese Erkenntnisse machen deutlich, dass durch EGCG bzw. durch griinen Tee
Uber die Regulierung der Nrf2-vermittelten Genexpression und der Unterdriickung der
durch NF-kB-vermittelten Genexpression die zellulare Abwehr, Entziindungsreaktionen
und die Ausscheidung von Fremdstoffen verbessert wird und EGCG bzw. griiner Tee
damit zur Gesundheit des Organismus beitragen kann.

2.3 Ebergeruch

Die Pubertat von mannlichen Schweinen beginnt etwa ab der 12. Lebenswoche. In
dieser Zeit entwickeln die Tiere den typischen Ebergeruch (Lindermayer 2010). Dieser
ist gekennzeichnet durch eine stark negative Geruchs- und Geschmacksabweichung
des Fleisches und wird von Verbrauchern hauptséachlich beim Erhitzen und Kochen
des Fleisches wahrgenommen. Hauptverantwortlich fir Ebergeruch sind die beiden
Komponenten Androstenon und Skatol (Patterson 1968; Lundstrém et al. 1988).
Wahrend Skatol von allen Menschen wahrgenommen wird, sind ca. 20-30 % der
Bevolkerung nicht in der Lage Androstenon olfaktorisch wahrzunehmen (Wysocki und
Gilbert 1989; Andresen 2006), da die Eigenschaft, den unangenehmen
Androstenongeruch zu vernehmen, genetisch festgelegt zu sein scheint (Wysocki und
Beauchamp 1984). Anhand einer Verbraucherbefragung wurde beobachtet, dass die
Ablehnung des von Ebergeruch belasteten Fleisches jedoch hauptsachlich auf dem
hohen Skatolgehalt im Fleisch der Tiere beruht (Bonneau et al. 2000). Im Folgenden
sollen die beiden Stoffe Androstenon und Skatol ndher erlautert werden.

11
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2.3.1 Androstenon

Fur den urinartigen Geruch des Eberfleisches ist das lipophile Steroidhormon
Androstenon (5a-Androst-16-en-3-on) verantwortlich. Es wurde erstmals von Patterson
(1968) im Fett von Schweinen identifiziert. Neben anderen Steroidhormonen, wie dem
Testosteron oder den Ostrogenen, wird es in den Leydig-Zellen im Hoden synthetisiert,
wirkt jedoch selbst nicht als Hormon. Die Synthese von Androstenon wird durch die
Bildung des Gonadotropin-Releasing-Hormons (GnRH) im Hypothalamus angeregt,
welches eine stimulierende Wirkung auf das Follikel-stimulierende Hormon (FSH) und
das luteinisierende Hormon (LH) in der Adenohypophyse hat. LH bindet anschlie3end
an Rezeptoren in den Leydig-Zellen, wodurch Sexualsteroide und Pheromone
synthetisiert werden. Aufgrund seiner Lipophilie kann Androstenon im Fettgewebe
akkumulieren (Katkov und Gower 1970). Uber den Blutkreislauf gelangt es entweder in
die Leber oder in die Speicheldriisen, wo es im Speichel als Pheromon wirkt.
Androstenon wird in der Leber und in den Hoden durch den gleichen Metabolismus
abgebaut (Rasmussen et al. 2012a). In einer Phase | Reaktion wird Androstenon durch
die 3a- und 3B-Hydroxysteroiddehydrogenase (3a- bzw. 3B-HSD) zu a- und (-
Androstenol reduziert, wobei mengenmaBig hauptsachlich B-Androstenol entsteht
(Doran et al. 2004; Kim et al. 2013). Die 3p-HSD scheint eines der Hauptenzyme im
Androstenonmetabolismus darzustellen. Forschungen zeigen, dass die 33-HSD im
Eber hauptséachlich in der Leber exprimiert wird (Nicolau-Solano et al. 2006). Die
hepatische 33-HSD-Expression scheint durch einen hohen Androstenongehalt im Fett
der Eber unterdriickt zu werden (Doran et al. 2004). Im Hoden wird die Expression
durch die Androstenonkonzentration nicht beeinflusst. Die Hemmung der 33-HSD
durch Androstenon scheint auf transkriptioneller Ebene zu erfolgen, da neben der
unterdriickten Proteinexpression auch eine niedrige mRNA-Expression beobachtet
wurde (Nicolau-Solano et al. 2006). Kim et al. (2013) identifizierten acht
Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs) im Gen der 33-HSD. Alle SNPs wurden in
nicht codierenden Regionen gefunden. Dabei wurde herausgefunden, dass nur ein
SNP, SNP5, einen signifikanten Effekt auf den Androstenongehalt von unkastrierten
Ebern hat. Die erhdéhte 3B-HSD-Expression wurde von einem erniedrigten
Androstenongehalt im Fettgewebe begleitet (Kim et al. 2013).

Im Phase |l Metabolismus werden a- und B-Androstenol entweder durch die
Sulfotransferase 2A1 (SULT2A1) sulfokonjugiert oder durch UGT-Enzyme
glucuronidiert, wodurch die Wasserl@slichkeit steigt und eine Ausscheidung Uber Niere
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und Galle ermdglicht wird (Sinclair et al. 2005; Sinclair et al. 2006). Abbildung 2.4 zeigt
schematisch den Androstenonmetabolismus im Eber.

Im Blut liegt Androstenon neben der freien Form zu 70 % sulfokonjugiert vor (Sinclair
und Squires 2005). Die sulfokonjugierte Form von Androstenon bestimmt die Menge an
unkonjugierten Androstenon, das sich im Fettgewebe der Eber einlagert. Je héher der
Anteil an konjugiertem Androstenon im Plasma, desto geringer ist die Akkumulation
von Androstenon im Fettgewebe (Sinclair und Squires 2005). Die Leber tragt zu einem
geringen Anteil zur Sulfokonjugation von Androstenon im Plasma bei (Sinclair et al.
2005). Die Menge im Plasma wird durch die testikuldre Hydroxysteroidsulfotransferase
bestimmt, weshalb dieses Enzym ein potentiell genetischer Marker fir das
Aussortieren von Tieren mit starkem Ebergeruch darstellen kénnte (Sinclair und
Squires 2005). Tiere mit einer hohen Aktivitat weisen einen geringeren Ebergeruch auf
und kénnten flr die weitere Zucht genutzt werden.

Der Grenzwert flr Androstenon im Fett von Ebern ist nicht mehr gesetzlich festgelegt.
Ein Androstenongehalt von 0,5-1 pg/g Fett wird als Richtwert fir das Aussortieren von

geruchsauffélligem Fleisch angesehen (Rhodes 1971).

Hypophyse

LH

II'----
*

Androstenon

sy
y 3 L

Abbau

Wirkung als Pheromon

Abb. 2.4: Schematische Darstellung des Androstenonmetabolismus

Androstenon wird im Hoden gebildet und kann im Fettigewebe und der Speicheldriise
akkumulieren. Es wirkt als Pheromon. Der Abbau erfolgt Gber die Leber.

GnRH = Gonadotropin-Releasing-Hormon; LH = luteinisierende Hormon; [Modifiziert nach
Baumgartner et al. (2004)].
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2.3.2 Skatol

Der fékalartige Geruch des Eberfleisches wird durch Skatol (3-Methyl-Indol)
hervorgerufen. Skatol wird bei mannlichen sowie weiblichen Schweinen im Dickdarm
durch Bakterien aus der Aminosaure Tryptophan gebildet (Jensen et al. 1995). Auch in
Wiederkduern kommt Skatol vor, wo es hauptséachlich im Pansen gebildet wird.
Hauptverantwortlich fir die Skatolsynthese sind Clostridien und Lactobacillen
(Yokoyama et al. 1977; Jensen et al. 1995). Tryptophan, welches Uber die Nahrung
oder durch Zellabschilferungen des Darmepithels in den Colon gelangt, wird durch eine
Desaminierung zu Indolpyruvat umgewandelt (Whitehead et al. 2008). Aus
Indolpyruvat kann entweder durch Abspaltung des Pyruvats Indol synthetisiert werden
oder durch eine Decarboxylierung an der Seitenkette des Indolpyruvats
Indolessigsaure (Whitehead et al. 2008). Wéahrend dieser Reaktionsschritt durch viele
verschiedene Bakterien katalysiert werden kann, sind nur eine geringe Anzahl von
Bakterien aus den Familien der Clostridien und Lactobacillen in der Lage aus
Indolessigsaure durch eine Decarboxylase-Reaktion Skatol zu synthetisieren
(Whitehead et al. 2008). Eine Ausnahme bildet der Stamm Clostridium scatologenes,
der ohne die oben beschriebenen Zwischenprodukte, direkt aus Tryptophan Skatol
synthetisieren kann (Jensen et al. 1995).

Im Darm wird Skatol passiv aufgenommen und gelangt Gber die Portalvene zur Leber,
wo es Uber den hepatischen Fremdstoffmetabolismus abgebaut wird (Andresen 2006).
In einer Phase | Reaktion spielen die Cytochrom P450 Enzyme CYP2E1 und CYP2A19
eine Schlisselrolle im Skatolmetabolismus (Babol et al. 1998a; Matal et al. 2009;
Wiercinska et al. 2012). In dieser Reaktion entstehen mehrere Zwischenprodukte,
wobei die Bildung von 3-Methyloxyindol mengenmaBig Uberwiegt. Neben diesem
Metabolit  entstehen  Indol-3-carbinol,  5-Hydroxy-3-methylindol,  6-Hydroxy-3-
methylindol, 2-Aminoacetophenon und 3-Hydroxy-3-methyloxindol (Diaz et al. 1999;
Wiercinska et al. 2012). Diesen Reaktionsschritt kann Androstenon beeinflussen. Die
Expression von CYP2E1 und CYP2A19 wird durch Androstenon gehemmt, wahrend
Indol und Skatol die Expression stimulieren (Doran et al. 2002; Chen et al. 2008). Fir
CYP2E1 wurde nachgewiesen, dass die Hemmung der Expression durch Androstenon
durch die Bindung an den Transkriptionsfaktor COUP-TF1 (Chick ovalbumin upstream
promoter-transcription factor 1) hervorgerufen wird (Tambyrajah et al. 2004). Neben
der Expressionshemmung wurde ebenfalls eine Inhibierung der CYP2E1 Aktivitat
durch Androstenon beschrieben (Zamaratskaia et al. 2007).
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In einer Phase Il Reaktion werden die entstandenen Metabolite glucuronidiert oder
sulfokonjugiert und kdnnen, aufgrund der dadurch erreichten Wasserldslichkeit, Uber
die Niere ausgeschieden werden (Babol et al. 1998b). Die SULT1A1 stellt das
Hauptenzym in diesem Metabolisierungsschritt dar (Lin et al. 2004). Wie beim
Androstenon, liegt Skatol im Plasma zum gréBten Teil sulfokonjugiert vor, was zeigt,
dass die Sulfotransferaseaktivitat eine entscheidende Rolle beim Abbau von Skatol
spielt (Lin et al. 2004). Schweine mit einer hohen Sulfotransferaseaktivitdt weisen
einen niedrigen Skatolgehalt im Fett auf. Mutationen im SULT1A1 Gen kdnnten
deswegen als genetische Marker genutzt werden, um Tiere mit einer erniedrigten
Aktivitdt auszusortieren (Lin et al. 2004). Eine Punktmutation in der codierenden
Region des SULT1A1 Gens (546 bp) wurde identifiziert, bei der die Base Adenin durch
Guanin ersetzt wurde (Lin et al. 2004). Diese Substitution fiihrt zum Austausch von
Lysin zu Glutaminsaure, wodurch die Enzymaktivitat signifikant reduziert wird. Daher
wird vermutet, dass eine verminderte Sulfotransferaseaktivat fir einen hdheren
Skatolgehalt im Fett von Schweinen mitverantwortlich sein kénnte (Lin et al. 2004).
Abbildung 2.5 zeigt schematisch den Skatolmetabolismus im Eber.

[ Tryptophan ]

e

Phase |
Metabolismus

: l

[ Mo ] Ebergeruch

Akkumulation
im Fettgewebe

Metabolismus

!

Ausscheidung lber die Niere

Abb. 2.5: Schematische Darstellung des Skatolmetabolismus

Skatol wird im Darm durch Bakterien aus Tryptophan synthetisiert. Im Fettgewebe kann Skatol
akkumulieren. Der Abbau erfolgt lber die Leber. [Modifiziert nach Zamaratskaia und Squires
(2009)].
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Da nicht das gesamte im Dickdarm gebildete Skatol dem Lebermetabolismus zugefiihrt
wird, reichert sich unmetabolisiertes Skatol aufgrund seiner Lipophilie, wie im Falle von
Androstenon, im Fettgewebe von Ebern an. Die Akkumulation hangt von der
Skatolkonzentration im Blut, von der Synthese im Dickdarm und der Abbaurate in der
Leber ab (Jensen 2006). Der Skatolgehalt im Plasma und im Fettgewebe von Ebern
variiert altersabhangig. Mit dem Eintritt in die Pubertat steigt die Skatolkonzentration
stark an. Nach Erreichen eines Maximums sinkt der Skatolgehalt mit zunehmendem
Alter wieder. Das Alter und der Zeitraum, in dem die Skatolwerte ansteigen sind
rasseabhangig (Babol et al. 2004). Wie im Falle von Androstenon scheint auch die
Genetik bei der Einlagerung von Skatol eine Rolle zu spielen. Der Gehalt variiert
zwischen einzelnen Rassen, was z.B. durch einen rassenspezifisch spateren Eintritt in
die Pubertat hervorgerufen werden kann (Babol et al. 2004).

Gute Haltunsgbedingungen und eine angemessene Hygiene kénnen den Skatolgehalt
im Fettgewebe positiv beeinflussen (Andersson et al. 1997). Liegen schlechte und
unhygienische Haltungsbedingungen vor, nehmen die Tiere Skatol, welches sich im
ausgeschiedenen Kot befindet, Uber die Atemwege auf, was sich wiederum im
Fettgewebe einlagern kann (Lindermayer 2010).

Fur Skatol wird ein Richtwert von maximal 250 ng/g Fett empfohlen, damit das Fleisch
als genusstauglich angesehen werden kann (Lindermayer 2010).

2.4 Moglichkeiten zur Vermeidung von Ebergeruch

Maoglichkeiten, um Ebergeruch trotz des angestrebten Verbots der betaubungslosen
Kastration der méannlichen Ferkel erfolgreich zu vermeiden, sind neben der gezielten
Selektion geruchsauffalliger Eber, der Einsatz von Narkose- und Betdubungsmitteln bei
der Kastration. Die Ferkel kdnnen entweder durch eine Lokalanasthesie, durch eine
Inhalationsnarkose und anschlieBender Schmerzmittelgabe oder durch eine
Injektionsnarkose kastriert werden (Baumgartner 2008; Preinerstorfer et al. 2010).
Doch auf Dauer ist diese Methode fur viele Schweinefleischerzeuger unwirtschaftlich
und mit zu viel Aufwand verbunden (Preinerstorfer et al. 2010). Da Eber theoretisch
erst bei Eintritt in die Pubertat den Ebergeruch voll entwickeln, kénnten die Tiere vor
Beginn der Pubertadt geschlachtet werden. Doch auch hier zeigte sich, dass das
Merkmal Ebergeruch zwischen den Rassen sehr stark variieren kann und auch Eber
mit einem deutlich niedrigeren Schlachtgewicht bereits geruchsauffallig sein kdnnen
(Aldal et al. 2005). Die frihzeitige Schlachtung garantiert also nicht, dass das Fleisch
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der Eber geruchsunaufféllig ist. Ein angemessenes Stall-Management spielt ebenfalls
eine groBe Rolle im Bezug auf die Reduzierung von Ebergeruch. So zeigte sich, dass
kleinere Gruppen, eine geringere Stallflaiche pro Eber, eine moderne Ausstattung und
eine langere Fastenperiode vor der Schlachtung positiv mit dem Auftreten von
Ebergeruch assoziiert wird (van Wagenberg et al. 2013). Die besten Alternativen zur
Vermeidung von Ebergeruch stellen zum einen die sogenannte Immunokastration dar,
die in einigen L&ndern erfolgreich angewendet wird und zum anderen die
Jungebermast mit besonderem Augenmerk auf die Futterung und Haltung. Diese
beiden Alternativen sollen in den nachsten Kapiteln genauer vorgestellt werden.

2.4.1 Immunokastration

Die bisher einzige Méglichkeit den Androstenongehalt im Fettgewebe der Eber positiv
zu beeinflussen ist die aktive Immunisierung gegen Androstenon (Fuchs et al. 2009;
Zamaratskaia und Squires 2009; Fabrega et al. 2010; Dunshea et al. 2013). Dabei
werden die Tiere gegen das GnRH immunisiert. Die Eber erhalten zwei Impfungen
einer modifizierten Form des GnRH, was zu einer verminderten Sekretion des FSH und
des LH flhrt, die im Normalfall die Synthese von Androstenon und Testosteron im
Hoden stimulieren. Die erste Dosis wird etwa im Alter von 10 Wochen gegeben, die
zweite Dosis ca. 4-6 Wochen vor der Schlachtung. Werden die Tiere nicht innerhalb
dieser Zeit geschlachtet, missen sie spatestens 10 Wochen nach der letzten Dosis
geschlachtet werden, mit dem Hinweis, dass ein minimales Risiko fur Ebergeruch
besteht (Andersson et al. 2012). Durch die Verabreichung der Vakzine bildet der
Kérper Antikérper aus, die sich auch gegen das natlrliche GnRH richten, was dadurch
seine Wirkung verliert. In Folge dessen werden weniger Testosteron und Androstenon
im Hoden gebildet, so dass weniger Androstenon im Blutkreislauf zirkuliert und im
Fettgewebe akkumulieren kann (Dunshea et al. 2013). Nach Verabreichung der ersten
Dosis entwickelt sich der Eber normal weiter. Erst nach der zweiten Dosis besteht die
hormonelle Kastration, da die Hormone erst ab diesem Zeitpunkt unterdriickt werden
(Dunshea et al. 2013). Als erfolgreiches Vakzin hat sich das sogenannte Improvac®
(Pfizer Animal Health, Berlin, Deutschland) durchgesetzt. Kastrierte Schweine wurden
mit Ebern, die mit Improvac® behandelt wurden, verglichen (Dunshea et al. 2001).
Keines der behandelten Schweine hatte Androstenon-, oder Skatolwerte Uber den
Grenzen von 1 ug/g Fett bzw. 0,2 pg/g Fett (Dunshea et al. 2001). Die Immunisierung
hat also auch indirekt einen Einfluss auf den Skatolgehalt. Die Wachstumsrate
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verbesserte sich sogar im Vergleich zu den kastrierten Schweinen, wobei der
Futteraufwand unverandert blieb. Grund dafir kénnte ein vermindertes aggressives
und sexuelles Verhalten der Eber nach der zweiten Verabreichung sein, die zur
Unterdrickung der testikularen Funktion fihrt (Dunshea et al. 2001). Ohne
Immunisierung wirden sich die Eber zu diesem Zeitpunkt in der Pubertat befinden und
ein erhfhtes sexuelles und aggressives Verhalten zeigen (Dunshea et al. 2001). Je
frher die Immunkastration eingesetzt wird, desto weniger treten aggressives und
sexuelles Verhalten der Eber auf. Dadurch wird die Tiergesundheit verbessert und die
Haltung der Eber einfacher (Andersson et al. 2012). Seit Mai 2009 ist Improvac® EU-
weit zugelassen (Européaische Kommission 2009). Inwieweit die Immunokastration von
den Konsumenten in Zukunft akzeptiert wird, ist nicht sicher vorauszusagen. Viele
Fleischkonsumenten stehen der Immunokastration weiterhin skeptisch gegentber, da
sie Angst vor Rickstanden des Impfstoffes im Eberfleisch und damit verbundenen
Folgen haben (Fredriksen et al. 2011).

2.4.2 Futterung in der Jungebermast

Eine weitere Alternative fir die Schweinefleischproduktion stellt die Ebermast dar. Die
Mast von jungen Ebern hat gegenlber der Bérgenmast einige Vorteile. Unkastrierte,
mannliche  Schweine  wachsen schneller und weisen eine bessere
Schlachtkérperzusammensetzung auf. Sie besitzen im Vergleich zu Kastraten ein
héheres Proteinansatzvermégen und setzen weniger Fett an (Andersson et al. 1997;
Lindermayer 2010). Darin ist eine bessere Futterverwertung begrindet, die aus
6konomischer Sicht positiv zu bewerten ist (Babol und Squires 1995; Lindermayer
2010; Lindermayer et al. 2012). Ebenfalls entstehen keine Kosten durch eine
Kastration und der nachfolgenden Schmerzbehandlung. Doch trotz dieser Vorteile stellt
der gréBte limitierende Faktor der Ebermast der Ebergeruch dar, weswegen Methoden
entwickelt werden missen, die zu einer Reduzierung oder Vermeidung von
Ebergeruch fihren. Dabei bietet sich zum einen die Zucht mit ausgewéhlten Ebern an,
die eine geringere Geruchsabweichung aufweisen, zum anderen spezielle
Fltterungskonzepte, die die unerwiinschten Geruchsabweichungen minimieren. In der
Literatur wird beschrieben, dass der Skatolgehalt im Speck von Ebern durch eine
spezielle Fltterung von prabiotisch wirksamen Pflanzenbestandteilen reduziert werden
kann (Claus et al. 1994; Claus et al. 2003; Zamaratskaia et al. 2006; Hansen et al.
2006; Chen et al. 2007; Hansen et al. 2008; Vhile et al. 2012; Zammerini et al. 2012).
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Prabiotika sind Nahrungsbestandteile, die den Colon unverdaut erreichen und selektiv
das Wachstum oder die Aktivitat von spezifischen, gesundheitsférdernden Bakterien
stimulieren (Roberfroid et al. 1998). Da Skatol im Dickdarm der Schweine durch
Bakterien aus dem, durch abgeschilferte Darmzellen stammenden Tryptophan gebildet
wird, kann ein spezielles Futter, welches den Mikroben eine alternative Energiequelle
liefert wodurch Tryptophan in Mikrobenprotein eingebaut wird, zu einer verminderten
Skatolbildung im Darm fuhren. Besonders wirksam scheinen rohe Kartoffelstarke und
Inulin zu sein (Claus et al. 1994; Claus et al. 2003; Hansen et al. 2006; Zamaratskaia
et al. 2006; Chen et al. 2007; Vhile et al. 2012). Die Bakterien metabolisieren die
prabiotisch wirksamen Stoffe und setzen dabei mikrobielle Fermentationsprodukte frei,
v.a. kurzkettige Fettsduren (short chain fatty acids; SCFA). SCFA hemmen die
Apoptose der Darmzellen, so dass weniger Tryptophan freigesetzt und die mikrobielle
Skatolproduktion reduziert wird (Claus et al. 2003). Der Androstenongehalt im Fett von
Ebern ist genetisch determiniert. Es konnte jedoch durch die Verftterung von
Zichorienwurzeln  erstmals eine  Androstenonreduktion erzielt werden, die
hdéchstwahrscheinlich durch eine Induzierung der 3B-HSD hervorgerufen wird
(Rasmussen et al. 2012b). Deutlich wird, dass Prabiotika in der Jungebermast eine
entscheidende Rolle bei der Reduzierung von Ebergeruch spielen kdnnen. Da im
Rahmen der vorliegenden Arbeit zwei kommerziell erhaltlich prébiotisch wirksame
Zusatzstoffe verwendet wurden, sollen deren Bestandteile kurz vorgestellt werden.
Fructooligosaccharide (FOS) sind Mehrfachzucker, die in den oberen Darmabschnitten
nicht durch Verdauungsenzyme metabolisiert werden und in den Dickdarm gelangen.
Dort fungieren sie als Nahrungsquellen far die mikrobielle Flora und férdern so z.B. das
Wachstum von Bifidobakterien. In vitro fuhrt der Zusatz von FOS in einem
Kulturmedium zu einer Verminderung des Tryptophanabbaus und damit zu einer
reduzierten Skatolkonzentration (Xu et al. 2002). Bei Ferkeln wurde nachgewiesen,
dass der Zusatz von 3 g FOS pro Tag zu einer deutlichen Stimulierung der mikrobiellen
Fermentation flhrt (Howard et al. 1995).

Gluconsaure resultiert aus einer unvollstdndigen Oxidation der Glucose durch
verschiedene Gluconobacter Stamme (Deppenmeier et al. 2002). Da Gluconsaure
schlecht absorbierbar ist, gelangt es in den Dickdarm, wo es von Bakterien als
Energiequelle genutzt und hauptséachlich in Butyrat umgewandelt wird. Die Produktion
der SCFA im Darm kann durch den Zusatz von Gluconsaure im Futter von Ferkeln
erh6ht werden. Auch eine verbesserte Wachstumsleistung von Ferkeln kann durch den
Zusatz von Gluconsaure im Futter erzielt werden (Biagi et al. 2006). Da Butyrat die
Hauptenergiequelle fir die Epithelzellen des Dickdarms ist, kann der Zusatz von
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Gluconsaure im Futter von Ferkeln indirekt das Epithel-Zellwachstum anregen (Biagi et
al. 2006). Die gesteigerte  SCFA-Produktion und eine  verminderte
Ammoniakkonzentration im Darm von Ferkeln deuten darauf hin, dass der Zusatz von
Gluconsaure die mikrobielle Flora im Darm der Tiere verbessert und dass der Zusatz
von Gluconsdure eine mdgliche Alternative zum Einsatz von Antibiotika sein kann
(Biagi et al. 2006).
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3 Zielstellung dieser Arbeit

Das Hauptziel der vorgelegten Arbeit bestand darin, den unerwiinschten Ebergeruch
im Fleisch der Jungeber durch einen Zusatz von polyphenolhaltigen Pflanzenextrakten
und Prabiotika zum Futter zu reduzieren. Dieses Ziel unterteilte sich im ersten Teil der
Dissertation auf den Versuch den Androstenon- und Skatolgehalt im Rickenspeck der
Eber durch polyphenolreiche Pflanzenextrakte im Futter Gber den Nrf2-Signalweg zu
reduzieren und im zweiten Teil die Skatolkonzentration im Rickenspeck durch den
Zusatz von prabiotischen Stoffen zum Futter zu senken. Folgende Hypothesen wurden
daflr aufgestellt und untersucht:

Wie in Kapitel 2.2 bereits dargestellt, ist bekannt, dass Polyphenole in der Lage sind
Nrf2 und dessen Zielgene zu aktivieren (Chen et al. 2000; Shen et al. 2005; Soyalan et
al. 2011; Han et al. 2012). Zielgene des Nrf2 sind unter anderem auch Gene fiir
Enzyme, die in den Androstenon- und Skatolmetabolismus involviert sind (Babol et al.
1998a; Sinclair et al. 2005; Sinclair et al. 2006). Versuche zur Fltterung von
Traubentrester, Hopfenextrakt oder griinem Tee bei Ebern und dessen Effekt auf den
Nrf2 in der Leber wurden bislang nicht untersucht. Daher sollte in der vorliegenden
Arbeit der Einfluss von polyphenolreichen Pflanzenextrakten auf die Aktivierung von
Nrf2 im Zellkern und die Aktivierung von Nrf2-Zielgenen in der Leber untersucht
werden. In diesem Zuge stellte sich die Frage, ob eine potentielle Aktivierung von Nrf2
auch zu einer  Aktivitdtssteigerung von  Enzymen des  hepatischen
Fremdstoffmetabolismus fiihrt, die in den Abbau von Androstenon und Skatol involviert
sind und dadurch méglicherweise dessen Abbau beschleunigen und eine Akkumulation
im Fettgewebe verhindern oder reduzieren.

Um diese Hypothesen zu Uberprifen, wurden in Versuch 1 48 Eber in vier Gruppen
eingeteilt. Die erste Gruppe stellte die Kontrollgruppe dar. In den anderen Gruppen
wurde dem Futter zu je 1 % Traubentrester, Hopfenextrakt oder griiner Tee zugesetzt.
Die Leistungs- und Schlachtparameter der Eber wurden erhoben. In der Leber wurde
die Aktivierung von Nrf2 und die relative mRNA-Konzentration von Nrf2-Zielgenen,
sowie die Proteinexpression und die Aktivitdt von Enzymen des hepatischen
Fremdstoffmetabolismus untersucht, die in den Abbau von Androstenon und Skatol
involviert sind. Im Ridckenspeck der Eber wurde die Androstenon- und
Skatolkonzentration gemessen.
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Durch  prébiotische Zusatze im Futter von Schweinen, z.B. |I6sliche
Nichtstarkepolysaccharide oder resistente Starke, kann der Skatolgehalt im Speck der
Tiere merklich vermindert werden (Vhile et al. 2012; Zammerini et al. 2012). Im Darm
werden prébiotische Stoffe bakteriell fermentiert. Dabei entstehen u.a. fllichtige
Fettsauren, die die Apoptose der Dickdarmzellen hemmt und daher die Menge an
Tryptophan, welches fir die mikrobielle Synthese von Skatol notwendig ist, vermindert.
Allerdings mussen fur eine Reduktion der Skatolkonzentration im Fettgewebe relativ
groBe Mengen der Prabiotika eingesetzt werden. Studien haben gezeigt, dass
chemische  Verbindungen wie  Gluconsdure oder |lbsliche, kurzkettige
Fructooligosaccharide in geringeren Dosierungen als Prébiotika verwendet werden
kénnen (Howard et al. 1995; Biagi et al. 2006). Bisher wurde der Einsatz dieser
chemischen Verbindungen zur Skatolreduktion im Speck der Eber nicht untersucht. In
vitro konnte nachgewiesen werden, dass FOS die Skatolkonzentration senken und das
bakterielle Wachstum férdern kdnnen (Xu et al. 2002). Daher sollte im zweiten Teil der
vorliegenden Arbeit die Hypothese Uberprift werden, dass der Einsatz von
Gluconsaure und Fructooligosacchariden im Futter der Jungeber die mikrobielle
Fermentation steigert und dass im Zuge dessen, durch eine potentiell verminderte
Bildung von Skatol im Darm, eine Anreicherung von Skatol im Speck der Eber reduziert
werden kann. Um diese Hypothesen zu Uberprifen wurden in Versuch 2 48 Eber in
vier Gruppen eingeteilt. Die erste Gruppe stellte die Kontrollgruppe dar. In den anderen
Gruppen erhielten die Eber Uber das Futter entweder 0,5 % Fructooligosaccharide, 1 %
Gluconsaure oder eine Kombination der beiden Verbindungen mit den zuvor
genannten Relationen. Neben der Erfassung der Leistungs- und Schlachtparameter
der Eber, wurden der pH-Wert und die fllichtigen Fettsduren im Kot bestimmt und der
Skatolgehalt im Rickenspeck gemessen.
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4 Material und Methoden

Um den Einfluss von polyphenolhaltigen Pflanzenextrakten und Préabiotika im Futter
von Jungebern auf die Androstenon- und Skatolkonzentration im Rulckenspeck zu
untersuchen und dabei eine potentielle Beteiligung des Nrf2 aufzuklaren, wurden zwei
Ebermastversuche durchgefihrt. Wie in Kapitel 3 bereits beschrieben, sollte im ersten
Tierversuch untersucht werden, ob die Androstenon- und Skatolkonzentration im
Rackenspeck der Eber durch die Verabreichung von polyphenolhaltigen
Pflanzenextrakten Uber das Futter beeinflusst werden kann und ob der Zusatz von
polyphenolhaltigen Pflanzenextrakten Uber das Futter den Transkriptionsfaktor Nrf2,
dessen Zielgene und bestimmte Enzyme des hepatischen Fremdstoffmetabolismus,
die in den Androstenon- und Skatolmetabolismus involviert sind, aktiviert. Im zweiten
Tierversuch sollte der Einfluss eines mit Prébiotika angereicherten Futters auf die
Skatolkonzentration im Rulckenspeck nicht kastrierter Schweine und der
Zusammensetzung der flichtigen Fettsduren im Kot untersucht werden um darauf
rickschlieBen zu kénnen, ob sich die bakterielle Aktivitat im Darm der Tiere verandert
hat. Folgend werden die verwendeten Materialien, das Studiendesign und die
durchgefiihrten Methoden erlutert.

4.1 Materialien

Folgende Materialien wurden fir die Analysen verwendet.

Material Hersteller, Land

2-Naphtol Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Deutschland

4-Nitrophenol Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Deutschland

5-fach Green GoTag® Flexi Buffer Promega GmbH, Deutschland

5-fach Puffer fir cDNA-Synthese Fermentas GmbH, Deutschland

APS Carl Roth GmbH, Deutschland

Bicinchoninsaure Assay Reagent A/ Uptima Interchim, Frankreich

BC Assay Protein Quantitation Kit

Borséure Carl Roth GmbH, Deutschland
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Broad Range Protein Molecular
Weight Markers

Chloroform

DEPC

Detergent

DHEA

DIG Gel Shift Kit, > Generation

DIG Wash and Block Buffer Set

dNTPs

DTT,1 M

ECL Advance Western Blotting
Detection Kit

Ethanol

GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain
Glycin

Hypotonic Buffer 10 x
Isopropanol

KAPA™ SYBR® FAST QPCR
MasterMix for Bio-Rad iCycler™
Lysis Buffer AM1
Magermilchpulver

Methanol

NaCl

Nuclear Extract Kit

Oligo-dT-18 Primer
PageRuler™ Prestained Protein
Ladder

PAP

PAPS

Promega GmbH, Deutschland

Carl Roth GmbH, Deutschland
Carl Roth GmbH, Deutschland
Active Motif, USA

Santa Cruz, Deutschland
Roche Diagnostics GmbH,
Deutschland

Roche Diagnostics GmbH,
Deutschland

GeneCraft, Deutschland

Active Motif, USA

GE Healthcare Europe GmbH,
Deutschland

Karl Roth GmbH, Deutschland
Biotium, USA

SERVA Electrophoresis GmbH,
Deutschland

Active Motif, USA

Carl Roth GmbH, Deutschland
PEQLAB Biotechnologie GmbH,
Deutschland

Active Motif, USA

AppliChem GmbH, Deutschland
VWR International GmbH, Deutschland
Carl Roth GmbH, Deutschland
Active Motif Europe, Belgien
Eurofins MWG Operon, Deutschland
Fermentas GmbH, Deutschland

Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Deutschland
Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Deutschland
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peqGOLD Universal Agarose

Ponceau S

Protease Inhibitor Cocktail

Protein Quantitation Kit, BC-Assay
Reagent A + B

RevertAid™ Reverse Transcriptase,
200 u/pl

Roti-Load®, Proteinauftragpuffer,
reduzierend

Rotiphorese Gel 40 (Acrylamid)
SDS

TEMED

TRIS

TRIzol® Reagent
Tween® 20 pure

4.2 Gerate

PEQLAB Biotechnologie GmbH,
Deutschland

Carl Roth GmbH, Deutschland
Active Motif, USA

Interchim, Frankreich

Fermentas GmbH, Deutschland

Carl Roth GmbH, Deutschland

Carl Roth GmbH, Deutschland
Carl Roth GmbH, Deutschland
Sigma Aldrich Chemie GmbH,

Deutschland

Serva Electrophoresis GmbH,

Deutschland

Invitrogen GmbH, Deutschland
SERVA Eletrophoresis GmbH,
Deutschland

Folgende Gerate wurden fir die Analysen verwendet.

Gerat

BIO Rad Mini Trans-Blot® Cell,
Tank Blot System

Bio Trace™ NT, Pure
Nitrocellulose Blotting Membran
BioRad Trans-Blot® Cell
Blotpapier

Fiber Pads

G:BOX (Lumineszenzimager)
GeneFlash (UV-Licht-Imager)

Hersteller, Land
Bio-Rad, Laboratories, USA

Pall Corporation, USA

Bio-Rad Laboratories, USA
Bio-Rad Laboratories, USA
Bio-Rad Laboratories, USA
SYNGENE, GroBbritannien
SYNGENE, GroBbritannien
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Heidolph Duomax 1030
(Schwenker)
HERAEUS Fresco 21 Centrifuge

HERAEUS Incubator
NanoQuant plate™
Nylon Membran, positiv geladen

Optima™ TLX Ultrazentrifuge
pH-Meter 211

Plattenreader TECAN infinite
M200

RotiLoad Blottingpapier
Rotorgene Q

Thermocycler Tprofessional BASIC
Thermoschuttler

TissueLyser

UVP® HL-2000 HybridLinker™
Hybridization Oven/ UV
Crosslinker

Heidolph Instruments, Deutschland

Thermo Electron LED GmbH,
Deutschland

Thermo Scientific, Deutschland
TECAN Austria GmbH, Osterreich
Roche Diagnostics GmbH,
Deutschland

Beckmann Coulter, Deutschland
Hanna Instruments,Deutschland

TECAN Austria GmbH, Osterreich
Carl Roth GmbH, Deutschland
Qiagen, Deutschland

Biometra GmbH, Deutschland
Eppendorf AG, Deutschland
Qiagen GmbH, Deutschland
VWR International GmbH,
Deutschland

4.3 Verwendete Puffer und Losungen

Folgende Puffer und L6sungen wurden fir die Analysen angesetzt und verwendet.

4.3.1 Puffer flir RNA- und DNA-Gelelektrophorese

DEPC-Wasser

10x FA-Gelpuffer

0,1 % DEPC wurde in Reinstwasser geldst,
far 24 h im Wasserbad bei 37 °C inkubiert
und anschlieBend autoklaviert

200 mM Mops wurden mit 50 mM Na-Acetat
Xx 3 H,O und 0,5 M EDTA versetzt. Der
pH-Wert wurde auf 7 eingestellt
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50x TAE-Puffer 242 g Tris wurden mit 57,1 ml Essigsaure,
100 ml EDTA (0,5 M, pH 8,0) versetzt und
auf 1 Liter mit Reinstwasser aufgefullt

1x TAE-Puffer 40 ml 50x TAE-Puffer wurden mit 1960 ml

Reinstwasser aufgefullt

5x RNA-Laufpuffer 2-3 Krimel Bromphenolblau wurden mit 8 pl
EDTA (5 mM; pH 8), 72 pl 37 % FA, 200 pl
Glycerol, 310 pl Formamid, 400 pl 10x FA-
Gelpuffer versetzt

4.3.2 Puffer und Losungen fiir den elektrophoretischen Mobilitats
Shift Assay

Far die Durchfihrung des elektrophoretischen Mobilitdts Shift Assay (EMSA) wurde
das DIG Gel Shift Kit und das DIG Wash and Block Buffer Kit der Firma Roche genutzt
und nach Herstellerangaben vorgegangen. Im Folgenden sind die Inhaltsstoffe der
verschiedenen Puffer aufgefihrt.

5x Puffer fir die 100 mM Hepes, pH 7,6
Bindungsreaktion 5mM EDTA
50 mM (NH,4).SO4
5mMDTT
Tween 20 1 % (w/v)
150 mM KCI

5x Puffer fiir die Markierung 1 M Kaliumkakodylat
0,125 M Tris-HCI
1,25 mg/ml Rinderalbumin
pH 6,6
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10x TBE

Anti-Digoxigenin-AP

Blocklésung

Cobaltchloridlosung

CSPD

Detektionspuffer

DIG-ddUTP Lésung

Ladepuffer

Maleinsaurepuffer

Poly [d(I-C)]

108 g Tris, 55 g Borsaure und 40 ml 0,5
M EDTA (pH 8) wurden auf 1 L mit
Reinstwasser aufgefllt

750 U/ml polyclonal sheep
Anti-Digoxigenin Fab Fragments sind mit
alkalischer Phosphatase konjugiert

10x konzentriert

10 % Blockreagenz in Maleinsdurepuffer

25 mM

10 mg/mi

10x konzentriert
1 M Tris-HCI

1 M NaCl

pH 9,5

1 mM Digoxigenin-11-ddUTP in
Reinstwasser geldst

1. Ohne Bromphenolblau
0,25x TBE
60 % Glycerol
2. Mit Bromphenolblau
Siehe a.)
+ 40 % Bromphenolblau,
0,2 % (w/v)

10x konzentriert

1 pg/ul in Reinstwasser geldst
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Poly L-lysin

Terminale Transferase,
rekombinant

Waschpuffer

0,1 pg/ul in Reinstwasser geldst

60 mM Kaliumphosphat, pH 7,2
150 mM KCI

1mM Mercaptoethanol

0,5 % Triton X-100

50 % Glycerol

400 U/pl

10x konzentriert
Maleinsaure (10x konzentriert) mit 3-5 %
Tween 20 (v/v)

4.3.3 Puffer flir proteinanalytische Methoden

Homogenisationspuffer fur den
CYP2E1-Assay (pH 7,4)

Homogenisationspuffer fur den
SULT-Assay (pH 7,4)

Resuspensionspuffer fir die
mikrosomale Fraktion (pH 7,4)

Inkubationspuffer flir den
CYP2E1-Assay (pH 6,8)

50 mM Tris-HCI
150 mM KClI

1 mM EDTA
250 mM Sucrose

100 mM Tris-HCI
10 uM EDTA
250 mM Sucrose

50 mM Tris-HCI
20 % Glycerol

1 mM EDTA
250 mM Sucrose

100 mM Kaliumphosphat

0,2 mM p-Nitrophenol
1,0 mM NADPH
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Inkubationspuffer fiir den SULT-
Assay (pH 6,2)

Sammelgelpuffer

Trenngelpuffer

APS

SDS (10 %ig)

SDS-Laufpuffer

Transferpuffer

Ponceau S

1x TBST

50 mM Phosphatpuffer

250 mM Sucrose

10 uM PAPS
- SULT1A1: 100 pM 2-Naphtol
- SULT2A1:2 uM DHEA

0,5 M TRIS
pH 6,8

1,5 M TRIS
pH 8,8

0,1 g wurden in 900 pl Reinstwasser
gelbst

1 g SDS wurden mit 10 ml
Reinstwasser geldst

25 mM TRIS
192 mM Gilycin
3,5 mM SDS
pH 8,3

25 mM TRIS
192 mM Gilycin
20 % Methanol

0,25 g Ponceau S wurden in 500 pl
Eisessig und 46,5 ml Reinstwasser
gelbst

50 mM TRIS
150 mM NacCl
0,2 % Tween 20
pH 7,5
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4.4 Tiere und Haltung

Zur Untersuchung des Einsatzes von polyphenolhaltigen Pflanzenextrakten und
Prabiotika im Futter von Jungebern zur Verminderung von Ebergeruch wurden nicht
kastrierte mannliche Schweine einer Kreuzungsrasse [Piétrain x (Deutsche Landrasse
x Deutsches Edelschwein)] gehalten. Die Haltung erfolgte einzeln. Die zur Verfugung
stehende nutzbare Stallflache entsprach den Anforderungen der
Schweinehaltungsverordnung. Die Schweine wurden bis zu einer Kérpermasse von
50 kg mit bedarfsgerechtem Futter aufgezogen und dann gleichméaBig in die
entsprechenden Behandlungsgruppen eingeteilt. Alle Tierversuche wurden an der
Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg im Nutztierwissenschaftlichem Zentrum in
Merbitz unter der Leitung von Frau Prof. Dr. Gabriele Stangl durchgeflhrt
(Tierversuchsanzeige: 42502-Merbitz19).

4.5 Versuchsdurchfiihrung

4.5.1 Design 1. Versuch

Fir den ersten Versuch wurden 48 Eber mit einer Kérpermasse von ca. 50 kg
gleichmaBig in vier Behandlungsgruppen eingeteilt. Sie erhielten in den
Mastabschnitten zwischen 50 und 80 kg bzw. 80 und 120 kg bedarfsgerechte
Futterrationen, denen 3 % Erganzungsfutter (Premix Mineralfutter BASU 9045) (Tab.
4.1) und 1% der polyphenolhaltigen Pflanzenextrakte zugesetzt wurden. In der
Kontrollgruppe erhielten die Tiere die Futtermischung ohne Zusatz der
Pflanzenextrakte. In den anderen drei Gruppen wurde dem Futter jeweils zu 1 %
Traubentrester, Hopfenextrakt oder griiner Tee zugesetzt. Das Futter wurde den Ebern
ad libitum angeboten. Wasser stand zur freien Verfigung. Nach Beendigung der
einzelnen Mastperioden wurden die Leistungsdaten fir jede Behandlungsgruppe an
der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg durch Herrn Tobias Graber erfasst und
flr diese Arbeit zur Verflgung gestellt. Bei einer Lebendmasse von ca. 120 kg wurden
die Eber geschlachtet und Rlckenspeckproben sowie Leberproben fir die weitere

Analytik entnommen.
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4.5.2 Design 2. Versuch

FlOr den zweiten Versuch wurden 48 Eber nach Erreichen einer Kérpermasse von
85 kg gleichmaBig in vier Behandlungsgruppen eingeteilt. In der Mastperiode von 80-
120 kg wurde mit der Futterung der Versuchsdiaten begonnen. In der Kontrollgruppe
wurde den Schweinen ein kommerzielles, bedarfsgerechtes Futter gefittert (Tab. 4.1).
In der zweiten Gruppe war dem Futter 0,5 % Fructooligosaccharide (FOS) zugesetzt.
In der dritten Gruppe erhielten die Tiere ein Futter mit 1 % Gluconsaure und in der
vierten Gruppe wurde eine Kombination der beiden Zusatze gefittert (0,5 % FOS, 1 %
Gluconsaure). Das Futter wurde den Ebern ad libitum angeboten, auBerdem stand
Wasser zur freien Verfligung. Wochentlich wurden Kotproben zur pH-Messung
gesammelt. Einen Tag vor der Schlachtung wurden Kotproben fir die Bestimmung der
kurzkettigen Fettsduren genommen und bei -20 °C gelagert. Bei einer Lebendmasse
von ca. 120 kg wurden die Eber geschlachtet und Speckproben flr die Skatolanalytik

entnommen.

4.5.3 Versuchsfutter

In Tabelle 4.1 ist die Zusammensetzung der Grundmischung, die flr beide Versuche
verwendet wurde, dargestellt. Die Zusammensetzung richtet sich nach den
Empfehlungen zur Energie- und Nahrstoffversorgung von Schweinen von der
Gesellschaft fir Ernahrungsphysiologie (2006). Alle verwendeten Zusatze stammen
von der Firma Dr. Eckel GmbH (Niederzissen, Deutschland). Die Charakteristika der
verwendeten Zusatze sind in Tabelle 4.2 dargestellt. Die Didten wurden im
Nutztierwissenschaftlichen Zentrum in Merbitz gemischt.
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Tab. 4.1: Zusammensetzung der Grundmischung fiir beide Versuche (nach
Empfehlungen der GfE, 2006) (Gewichts %)

Komponenten Mastperiode 50-80 kg Mastperiode 80-120 kg
Weizen 41,27 34,5
Gerste 41,0 55,0
Mais 0 0
Sojaextraktionsschrot 13,0 7,0
(Proteingehalt 44 %)

Sojadl 1,2 3,0
Premix Mineralfutter BASU 3,0 3,0
9045'

MCP 0,5 0,5
Lysin HCI 0

DL-Methionin 0

L-Threonin 0,03

Kalkulierte Energie/Nahrstoffe

Metabolisierbare Energie 13,3 12,85
(ME) (MJ/kg TM)

XP (g/kg TM) 160,6 139,8
Lysin (g/kg TM) 8,73 7,34

MCP = Monocalciumphosphat; XP = Rohprotein; TM = Trockenmasse

'Premix Mineralfutter BASU 9045 Inhaltsstoffe (pro kg Premix):

Lysin 7 %, Methionin 1 %, Methionin + Cystin 1.05 %, Threonin 1 %, Calcium 20 %,
Phosphor 2 %, Natrium 5 %, Magnesium 0.5 %, Vitamin A 300.000 I. E. Vitamin D 50.000 I.E.
Vitamin E 2.500 mg, Vitamin K 100 mg, Vitamin B1 85 mg, Vitamin B2 180 mg, Vitamin B6 130
mg, Vitamin B12 800 pg, Nikotinsdure 1.000 mg, Pantothensdure 400 mg, Folsaure 35 mg,
Cholinchlorid 5.000 mg, Betain 3.000 mg, Eisen 3.500 mg, Mangan 3.000 mg, Zink 3.000 mg,
Kupfer 500 mg, Jod 67 mg, Selen 10 mg, Kobalt 13 mg, Phytase 25.000 FYT, Aromastoffe 600
mg, Antioxidans 1.000 mg
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Tab. 4.2: Charakterisierung der verwendeten polyphenolhaltigen Pflanzenextrakte und
Prabiotika

Produkt Charakterisierung

Traubentrester (Anta®Ox E) Zusammensetzung: Kombination aus
Traubentrester und Traubenkernen
Inhaltsstoffe: 24,4 % Rohfaser, 11,2 %
Rohprotein, 6,7 % Rohfett, 4,9 %
Rohasche, 2,0 % Calcium, 0,1 %
Phosphor
Gesamtflavonoidgehalt: 6 %

Hopfenextrakt (Anta®Phyt H) Zusammensetzung: Hopfentreberpulver,
FlieBhilfsmittel
Inhaltsstoffe: 21,8 % Rohfaser, 21,2 %
Rohprotein, 1,3 % Rohfett, 8,6 %
Rohasche
Gesamtflavonoidgehalt: > 5 %

Griiner Tee (Anta®Ox Flavo GTE) Zusammensetzung: hergestellt aus den
Blattern von Camellia sinensis
Inhaltsstoffe: Polyphenole 90 %,
Flavonoide 70 %, EGCG 40 %

FOS (Anta®Sweet OptiFlow) Inhaltsstoffe: 97 % Trockensubstanz,
94 % Gesamtzucker, 90,4 % FOS in der
Trockensubstanz
6 % FlieBhilfsmittel
<1 % Asche

Gluconsaure (PreAcid G) Zusammensetzung: Calciumgluconat,
Calciumlactat
Inhaltsstoffe: 30,4 % Rohasche, 12,5 %
Calcium, 0,4 % Natrium, 0 % Lysin, 0 %
Methionin

Die hier dargestellten Charakteristika der zugesetzten Stoffe stammen von Datenblattern der
Dr. Eckel GmbH (Niederzissen, Deutschland); FOS = Fructooligosaccharide; EGCG =
Epigallocatechin-3-gallat
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4.6 Methoden

Die Leistungs- und Schlachtparameter wurden in Kooperation mit der Martin-Luther-
Universitat Halle-Wittenberg unter der Leitung von Prof. Dr. Gabriele Stangl von Herrn
Tobias Gréber erhoben. Die Genexpressions- und Proteinexpressionsanalysen, die
Nrf2-Aktivitdtsmessung, die Enzymaktivitdtsmessungen und die Bestimmung der
flichtigen Fettsduren wurden am |Institut far Tiererndhrung der Justus-Liebig-
Universitat GieBen durchgefihrt. Die Analysen fir die Androstenon-, Indol- und
Skatolkonzentrationsmessungen wurden extern von der Universitdt Hohenheim unter
der Leitung von Frau PD Dr. Ulrike Weiler durchgefiihrt. Alle Methoden sind in den
folgenden Unterkapiteln ausfihrlich beschrieben.

4.6.1 RNA-Isolierung und -Konzentrationsbestimmung

Zur lIsolierung der RNA aus den gewonnenen Leberproben wurde TRIzol® nach
Herstellerangaben verwendet. Zunéchst wurden die Leberproben mit je 1 ml Trizol und
einem Bead zur Gewebehomogenisation versetzt und fir 5 min im TissuelLyser bei
15 Hz geschiittelt. AnschlieBend wurde je Probe 200 ul Chloroform zugegeben und bei
Raumtemperatur (RT) drei Minuten inkubiert.

Um die RNA zu fallen, wurde nach einer 15 minutigen Zentrifugation bei 13.600 g und
4 °C in einer HERAEUS Fresco 21 Centrifuge die klare, wassrige Phase in neue
Eppendorf-Tubes tberfuhrt und mit 500 pl Isopropanol versetzt. Im Anschluss an eine
10 mindtige Inkubation bei RT wurden die Proben 10 min bei 13.600 g und 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig entfernt.

Zum Waschen der RNA-Pellets wurde 75 %iger Ethanol verwendet und anschlieend
5 min bei 13.600 g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde ebenfalls verworfen
und die RNA-Pellets getrocknet.

Zum Ldsen der RNA wurde entsprechend der GroBe der RNA-Pellets DEPC-Wasser
hinzugegeben (25-50 ul) und danach die Proben fir 10 min bei 60 °C und 900 rpm im
Thermomixer inkubiert. Die RNA wurde bis zur Konzentrationsmessung bei -80 °C
gelagert.

Die Konzentration der RNA wurde bei 260 nm in ng/pl am TECAN infinite M200 mithilfe

der NanoQuant pla'[ewI bestimmt. Dazu wurden je 2 pl einer Probe auf die Platte
pipettiert, welche zuvor mit je 2 ul DEPC-Wasser kalibriert wurde. Um eine Aussage
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Uber den Reinheitsgrad der RNA-Proben treffen zu kénnen, wurde die Ratio aus den
Absorptionen der Wellenlangen bei 260 nm und 280 nm gebildet. Eine Ratio von 2
stellt das optimale Ergebnis dar. Fir den ersten Ebermastversuch wurde eine
durchschnittliche Ratio von 1,97 + 0,08 ermittelt. Die Integritdt der RNA wurde mit
einem 1 %igen Agarosegel verifiziert (siehe Kapitel 4.6.2).

4.6.2 RNA-Gelelektrophorese

Zur Uberpriifung der Reinheit der isolierten RNA wurde eine RNA-Gelelektrophorese
durchgeftihrt. Es wurden 1 %ige Agarosegele verwendet. 1,5 g Agarose wurden
eingewogen und mit 150 ml 1x TAE-Puffer versetzt. Das Gel wurde anschlieBend kurz
aufgekocht und bis zu einer Temperatur von 65 °C abgeklhlt. Nach dem Abkulhlen

wurden 2 pl GelRed™

Nucleic Acid Stain hinzu pipettiert. Das ausgehértete Gel wurde
im 1x TAE-Puffer aquilibriert. Vor dem Auftragen wurden die RNA-Proben (je 2 pl pro
Probe) mit 2 ul 5x RNA-Ladepuffer und 8 ul DEPC-H,O versetzt und fir 3 min bei
65 °C und 900 rpm im Thermoschittler inkubiert. Nach dem Auftragen der Proben
wurde die RNA-Gelelektrophorese bei 80 V durchgeflihrt. Die Analyse erfolgte unter
UV-Licht. Das Gel zeigte die intakten Banden der 18S und 28S ribosomalen

Untereinheiten.

4.6.3 cDNA-Synthese

Bei der cDNA-Synthese wird durch das Enzym reverse Transkriptase einzelstrangige
RNA in doppelstrangige komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben. Die reverse
Transkriptase ist eine RNA-abhangige DNA-Polymerase und benétigt zur cDNA-
Synthese Primer. Die RNA wurde in einem Gesamtvolumen von 10 pl mit DEPC-
Wasser verdinnt und anschlieBend mit 40 ul des Mastermixes versetzt, der neben den
Primern auch Desoxynucleotide (dNTPs), einen flinffach Puffer, DEPC-Wasser und
das Enzym selbst enthélt (Tab. 4.3).
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Tab. 4.3: Zusammensetzung des cDNA-Synthese-Mastermix je Reaktionsansatz

Reagenzien Volumen in pl
DEPC-Wasser 24,9

5-fach Puffer 10

dNTPs; 10 mM 2,5
Oligo-dT-18 Primer; 100 pM 2

RevertAid™ Reverse Transkriptase; 200 U/ul 0,6

DEPC = Diethylpyrocarbonat; dNTPs = Desoxynucleotide

4.6.4 Quantitative Real-Time-PCR

Bei der Polymerasekettenreaktion (PCR) werden die zu untersuchenden Zielgene
durch eine DNA-Polymerase mit spezifischen Primern vervielfaltigt. Dies erfolgt in drei
Schritten, die sich zyklisch wiederholen. Zuerst wird die doppelstrangige DNA bei
Temperaturen zwischen 94 und 96 °C denaturiert. AnschlieBend lagern sich die Primer
bei spezifischen Temperaturen, die auf die Primer abgestimmt sind, an ihre homologen
Bereiche innerhalb der Matrizen-DNA an (Annealing). Im dritten Schritt werden die
Primer durch eine thermostabile DNA-Polymerase und dNTPs bei ca. 72 °C verlangert.
Dies wird als Elongation bezeichnet. Die neu synthetisierten DNA-Doppelstrange
stehen im n&chsten Zyklus zur weiteren Vervielféltigung zur Verfligung, so dass es zu
einer exponentiellen Vervielféltigung der Ausgangs-DNA kommit.

Mit der RTD-PCR (Real-time-detection PCR) ist eine Quantifizierung der neu
synthetisierten DNA mdglich. Mithilfe eines Fluoreszenzfarbstoffes, der sich in DNA-
Doppelstrange einlagert, sobald diese gebildet werden, kann die Entstehung der neu
synthetisierten DNA-Doppelstrange beobachtet werden. Nach jedem Elongationsschritt
wird bei allen Proben das Fluoreszenzsignal gemessen.

Fir die RTD-PCR wurde der KAPA™SYBR® FAST QPCR Mastermix for Bio-Rad
iCycler™ verwendet, der neben dem Fluoreszenzfarbstoff ebenfalls die DNA-
Polymerase enthélt. Fir jede Probe wurden 18 ul Mastermix, bestehend aus DEPC-

Wasser, KAPA™ SYBR® FAST QPCR Mastermix und den entsprechenden Primern
vorgelegt und anschlieBend 2 pl cDNA hinzu pipettiert. Die genaue Zusammensetzung
des Mastermixes ist Tabelle 4.4 zu entnehmen. AuBerdem wurde eine NTC (none
template control) mitgefiihrt, bei der anstatt einer DNA-Probe 2 ul DEPC-Wasser hinzu
pipettiert wurden. Diese Probe diente der Kontrolle und sollte wahrend einer RTD-PCR
nicht ansteigen.
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Tab. 4.4: Zusammensetzung des qPCR-Mix je Reaktionsansatz

Reagenzien Volumen in pl
DEPC-Wasser 7,2
KAPA™SYBR® FAST QPCR Mastermix 10

Forward Primer (10 uM) 0,4

Reverse Primer (10 uM) 0,4

cDNA 2

DEPC = Diethylpyrocarbonat

Die Eigenschaften der verwendeten Primer sind in Tabelle 4.5 dargestellt.

Die Bestimmung der C;-Werte (cycle threshold) erfolgte mit Hilfe der Rotor Gene Q
Software. Mittels der Messung von Referenzgenen wurde durch die Berechnung eines
Normalisierungsfaktors der drei stabilsten Referenzgene durch die Software GeNorm
die relative mRNA-Konzentration der Zielgene berechnet (Tab. 4.6).
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Tab. 4.5: Eigenschaften der verwendeten Primer

Gen Primersequenz ProduktgroBe Annealingtemperatur NCBI Gene Bank
(bp) (°C)

Referenzgene
ATP5GH For: CAGTCACCTTGAGCCGGGCGA Rev: TAGCGCCCCGGTGGTTTGC 94 64 NM_001025218.2
GPI For: CACGAGCACCGCTCTGACCT Rev: CCACTCCGGACACGCTTGCA 365 64 NM_214330.1
RPS9 For: GTCGCAAGACTTATGTGACC Rev: AGCTTAAAGACCTGGGTCTG 327 60 XM_005664825.1
ACTB For: GACATCCGCAAGCACCTCTA Rev: ACATCTGCTGGAAGGTGGAC 205 60 XM_003124280-3
SDHA For: CTACGCCCCCGTCGCAAAGG Rev: AGTTTGCCCCCAGGCGGTTG 380 64 DQ402993
Zielgene
SOD For: TCCATGTCCATCAGTTTGGA Rev: CTGCCCAAGTCATCTGGTTT 250 60 NM_001190422.1
TXNR1 For: CTTTACCTTATTGCCCGGGT Rev: GTTCACCGATTTTGTTGGCC 162 60 NM_214154.2
GPX1a For: GGCACAACGGTGCGGGACTA Rev: AGGCGAAGAGCGGGTGAGCA 235 60 NM_214201.1
CYP1A1 For: CTGCCATCTTCTGCCTTGTA Rev: GCTCTGGCCATTAGAGATCA 314 60 NM_214412.1
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Gen Primersequenz ProduktgroBe Annealingtemperatur NCBI Gene Bank
(bp) (°C)
HO-1 For: AGCTGTTTCTGAGCCTCCAA Rev: CAAGACGGAAACACGAGACA 130 60 NM_001004027.1
NQO1 For: CCAGCAGCCCGGCCAATCTG Rev: AGGTCCGACACGGCGACCTC 160 60 NM_001159613.1
PRDX6 For: GGCCGCATCCGTTTCCACGA Rev: ACTGGATGGCAAGGTCCCGACT 280 60 NM_214408.1
UGT1A1 For: GATCCTTTCCTGCAACGCAT Rev: GGAAGGTCATGTGATCTGAG 313 60 XM_003483779.1
SULT1A1 For: GAGATTCAGAAGATCCTGGAG Rev: TCACAGCTCAGAGCGGAAG 282 60 NM_213765.1
SULT1B1 For: CCAAAGCAAGAAATTAAGAAGAT Rev: GCATGAAAGGGGATTTGCTG 172 60 XM_003356955.1
SULT2A1 For: TCTGCCTGATTCTCTCCAAG Rev: CTTGGCCTTGGACTTGAAGA 185 60 NM_001037150.1
MGST1 For: TTGGCGCGCGAATCTACCACA Rev: TCCTCGGCTCCCTTCCCACTTA 239 60 NM_214300.1
GST For: CCCAGCCTGCTGGCCAACTT Rev: TGTCCTGGGACACTCAGCCG 183 60 NM_214389.1
CYP2A19  For: CTTCAAAGGCTATGGCGTGG Rev: GACATTGGAAACCGTTCGGC 214 60 NM_214417.1
CYP2ET For: TCTCCATCTGGAAGCACATC Rev: TAGTGGAGCAAGACCTCCTT 220 60 NM_214421.1
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Gen Primersequenz ProduktgroBe Annealingtemperatur NCBI Gene Bank
(bp) (°C)
CYP1A2 For: TCAAAGGCTCCTGCAATTCC Rev: AGGTTGATGGTCTTCTCCTG 159 60 NM_001159614.1

ATP5G1 = ATP-Synthase; GPI = Glucose-6-Phosphat-lsomerase; RPS9 = Ribosomal Protein 9; ACTB = 3-Actin; SDHA = Succinat-Dehydrogenase; SOD =
Superoxiddismutase; TXNR1 = Thioredoxinreduktase; GPX1a = Glutathionperoxidase 1a; CYP1A1 = Cytochrom P 450 1A1; HO-1 = Hamoxigenase 1; NQO1
= NADPH-Dehydrogenase; PRDX6 = Peroxiredoxin; UGT1A1 = Uridindiphosphatglucuronyltransferase 1A1; SULT1A1 = Sulfotransferase 1A1; SULT1B1
Sulfotransferase 1B1; SULT2A1 = Sulfotransferase 2A1; MGST1 = mikrosomale Glutathion-S-Transferase; GST = Glutathion-S-Transferase; CYP2A19
Cytochrom P 450 2A19; CYP2E1 = Cytochrom P 450 2E1; CYP1A2 = Cytochrom P 450 1A2; For = forward; Rev = reverse; bp = Basenpaare
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Tab. 4.6: Durchschnittliche Expressionsstabilitat der drei stabilsten Referenzgene

Gen NCBI Gene Bank M-Value
ACTB NM_001167795 0,155
ATP5GH1 NM_001025218.1 0,120
GPI NM_214330.1 0,119

Das M-Value wurde mit der auf Microsoft Office Excel basierenden GeNorm Software
berechnet; ACTB = B-Actin; ATP5G1 = ATP-Synthase; GPI = Glucose-6-Phosphat-lsomerase;

Anhand einer Verdinnungsreihe wurde die Effizienz der Primer bestimmt, d.h. es
wurde Uberprift, ob durch den jeweiligen Primer die Menge an doppelstrangiger DNA
pro Zyklus verdoppelt werden kann. Dazu wurde ein cDNA-Pool hergestellt, der
entsprechend 1:3, 1:9, 1:27, 1:81 und 1:243 mit DEPC-Wasser verdiinnt wurde. Mittels
eines logarithmischen Kurvendiagramms der ermittelten C,-Werte wurde die Effizienz
der Primer mit folgender Formel berechnet:

E = 10-1/Stelgung

Ein Wert von 2,00 stellt ein optimales Ergebnis dar. In Tabelle 4.7 ist die Effizienz der
verwendeten Primer dargestellt.

42



MATERIAL UND METHODEN

Tab. 4.7: Effizienz der verwendeten Primer

Gen Steigung R? Effizienz
ATP5G1 -3,66 0,997 1,88
GPI -3,83 0,990 1,83
RPS9 -3,63 0,998 1,88
ACTB -3,57 0,996 1,91
SDHA -3,45 0,978 1,95
SOD -3,89 0,998 1,81
TXNRH1 -4,28 0,945 1,71
GPX1a -3,72 0,999 1,86
CYP1A1 -3,56 0,623 1,98
HO-1 -3,78 0,995 1,84
NQO1 -3,26 1,000 2,03
PRDX6 -3,42 0,998 1,96
UGT1AT1 -3,15 0,989 2,08
SULT1A1 -3,57 0,995 1,91
SULT1B1 -3,59 0,996 1,90
SULT2A1 -3,69 0,999 1,87
GST-1 -3,66 0,998 1,88
GST -4,09 0,998 1,76
CYP2A19 -3,37 0,999 1,98
CYP2E1 -4,03 0,999 1,77
CYP1A2 -3,58 0,998 1,90

ATP5G1 = ATP-Synthase; GPIl = Glucose-6-Phosphat-Isomerase; ACTB = B-Actin; RPS9
Ribosomal Protein 9; SDHA = Succinat-Dehydrogenase; SOD = Superoxiddismutase; TXNR1
Thioredoxinreduktase; GPX1a = Glutathionperoxidase 1a; CYP1A1 = Cytochrom P 450 1A1;
HO-1 = Hamoxigenase 1; NQO1 = NADPH-Dehydrogenase; PRDX6 = Peroxiredoxin; UGT1A1
= Uridindiphosphatglucuronyltransferase 1A1; SULT1A1 = Sulfotransferase 1A1; SULT1B1 =
Sulfotransferase 1B1; SULT2A1 = Sulfotransferase 2A1; GST-1 = mikrosomale Glutathion-S-
Transferase; GST = Glutathion-S-Transferase; CYP2A19 = Cytochrom P 450 2A19; CYP2E1 =
Cytochrom P 450 2E1; CYP1A2 = Cytochrom P 450 1A2
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4.6.5 DNA-Gelelektrophorese

Mittels einer DNA-Gelelektrophorese wurden die PCR-Produkte auf ihre GréBe und
Qualitat Gberprft. Es wurden 1,5 %ige Agarosegele verwendet. 2,25 g Agarose wurde
eingewogen und mit 150 ml 1x TAE-Puffer versetzt. Die Lésung wurde aufgekocht bis
das Gel klar war und auf 65 °C abgekihlt. Nach dem Abkiihlen wurden 3 pl GelRed™
Nucleic Acid Gel Stain hinzu pipettiert. Das ausgehartete Gel wurde fir ca. 30 min in
1x TAE-Puffer aquilibriert. Vor dem Auftragen der Proben wurden diese mit 4 pl 5x
Green GoTaq® Flexi Buffer (Gelladepuffer) versetzt. Nach dem Auftragen der Proben
wurde die DNA-Gelelektrophorese bei 120 V durchgefiihrt. Die Analyse erfolgte unter
UV-Licht.

4.6.6 Nuklearextraktion

Far die Nuklearextraktion wurde das Nuclear Extract Kit von Active Motif verwendet
und nach Herstellerangaben vorgegangen.

150 mg Lebergewebe wurde eingewogen und mit 1x Hypotonic Buffer (3 ml/g
Gewebe), angereichert mit 3 pl/g Dithiothreitol (DTT) und 3 pl/g Detergent, versetzt.
Das Gewebe wurde mit dem Tissue Lyser homogenisiert und anschlieBend 15 min auf
Eis inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Proben bei 850 g 10 min bei 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues, gekiihltes Eppendorf-Tube Uberfiihrt
und fur die spatere Poolung der zytoplasmatischen Fraktion auf Eis aufbewahrt.

Zur Gewinnung der zytoplasmatischen Fraktion wurde das resultierende Pellet
vorsichtig mit 500 pl Hypotonic Buffer resuspendiert, in ein neues Eppendorf-Tube
Uberfihrt und 15 min auf Eis inkubiert. Zu jeder Probe wurden 25 pl Detergent
hinzugeflgt und bei stéarkster Einstellung 10 sek gevortext. Nach einer 30 sekindigen
Zentrifugation bei 14.000 g und 4 °C wurde der Uberstand abgenommen und in das
Eppendorf-Tube, welches nach der ersten Zentrifugation aufbewahrt wurde,
hinzugeflgt (entspricht der zytoplasmatischen Fraktion). Die zytoplasmatische Fraktion
wurde bei -80 °C gelagert.

Zur Gewinnung der nukledren Fraktion wurde das resultierende Pellet mit 50 pl
Complete Lysis Buffer resuspendiert und 10 sek stark gevortext. Nach einer 30
mindtigen Inkubation bei 150 rpm auf einem Schittler wurde erneut 30 sek stark
gevortext. AnschlieBend erfolgte eine 10 mindtige Zentrifugation bei 14.000 g und 4 °C
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und der Uberstand (entspricht der nukledren Fraktion) wurde in ein neues, gekiihltes
Eppendorf-Tube Gberfihrt und bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

4.6.7 Proteinbestimmung mit dem BC Assay Protein Quantitation
Kit

Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde mit dem BC Assay Protein
Quantitation Kit von Uptima nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Dabei handelt
es sich um einen kolorimetrischen Assay, bei dem Cu®*-lonen durch Proteine in einem
alkalischen Medium zu Cu*-lonen reduziert werden. Der Assay beruht auf einer
Farbkomplexbildung zwischen der Bicinchoninsdure und den Cu’-lonen, dessen
Absorption gemessen werden kann. Uber eine Referenzkurve eines Standardproteins
kann die Konzentration der zu bestimmenden Proteine berechnet werden. Dazu wurde
zunéchst eine Standardreihe mit fetalem Kélberserum (BSA) in unterschiedlichen
Konzentrationen hergestellt (0, 25, 50, 100, 250, 500, 750, 1000 pg/ml). Je 25 pl der
Standards und der zuvor entsprechend verdinnten Proben wurden in einer
Doppelbestimmung in die Kavitaten einer 96-Wellplatte pipettiert und 200 pl der
Reaktionslésung (BCA:CuSO, = 50:1, v:v) hinzugefligt. AnschlieBend wurde fir 30 min
bei 37 °C inkubiert. Mit dem Plattenreader TECAN infinite M200 wurde ein
Absorptionsscan im Wellenldngenbereich von 540 nm bis 595 nm gemessen. Die
Extinktion bei 562 nm ist proportional zur Proteinkonzentration. Die photometrische
Messung erfolgte demnach bei 562 nm und mit Hilfe der Standardgeraden konnte die

Proteinkonzentration der Proben bestimmt werden.

4.6.8 Elektrophoretischer Mobilitats Shift Assay

Mit einem elektrophoretischen Mobilitats Shift Assay (EMSA) kdnnen RNA- und DNA-
bindende Proteine nachgewiesen werden. Die Methode beruht darauf, dass DNA-
Protein-Komplexe durch Elektrophorese ein Polyacrylamidgel aufgrund des héheren
Molekulargewichts langsamer durchlaufen als freie DNA-Molekile. Bei einem EMSA
werden DNA-Sequenzen markiert, an die das zu untersuchende Protein bindet. Diese
Bindung kann mittels Chemilumineszenz sichtbar gemacht werden.
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In der vorliegenden Arbeit wurde mit dieser Methode die Nrf2-Bindungsaktivitat
untersucht.

Nrf2 liegt inaktiv im Zytosol gebunden an das Keap1l Protein vor. Durch einen
entsprechenden Stimulus, wie ROS oder inflammatorische Zytokine wird Nrf2 aus
dieser Bindung freigesetzt und transloziert in den Nukleus, um dort an ein sogenanntes
antioxidative response element (ARE) seiner Zielgene zu binden, wodurch deren
Transkription initiilert wird. Diese Bindungsreaktion kann mittels EMSA im Kernextrakt
der Leberproben nachgewiesen werden.

Fir die Durchfiihrung des EMSA wurde das DIG Gel Shift Kit und das DIG Wash and
Block Buffer Kit der Firma Roche genutzt und nach Herstellerangaben vorgegangen.

4.6.8.1 Hybridisierung der Oligonukleotide

Die Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide sind in Tabelle 4.8 dargestellt. Da nur
doppelstrangige Nukleotide an nukleare Proteine binden, mussten die Einzelstrang-
Nukleotide hybridisiert werden. Dazu wurden jeweils 20 pl der komplementaren
Oligonukleotide (100 ng/ul in TNE-Puffer) zusammen pipettiert und 10 min bei 95 °C
inkubiert. Wahrend des langsamen Abkuhlens auf RT erfolgte die Hybridisierung. 2 pl
des Mixes (200 ng) wurden entnommen und mit 8 pl sterilem H,O versetzt.
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Tab. 4.8: Eigenschaften der verwendeten Oligonukleotide fiir den EMSA

Gen

Sequenz

NCBI Gene

Bank

Schwein
pigNQO1-
ARE-F:5’

pigNQO1-
ARE-R:5’

Mensch
hNQO1-
ARE-F:5’

hNQO1-
ARE-R:%’

CTACGTCTAGTCACAGTGACTCAGCGAGATTCTGA

TCAGAATCTCGCTGAGTCACTGTGACTAGACGTAG

AAATCCGCAGTCACAGTGACTCAGCAGAATCTGAG

CTCAGATTCTGCTGAGTCACTGTGACTGCGGATTT

NM_001159613

NM_001025434

NQO1 = NADPH-Dehydrogenase; ARE = antioxidative responsive element

4.6.8.2 Markierung der Oligonukleotide mit Digoxigenein-11-ddUTP

Um die Banden spater mittels Chemilumineszenz sichtbar machen zu kénnen,

mussten die Oligonukleotide markiert werden. Dies erfolgte mit Digoxigenin-ddUTP.

10 pl der doppelstrangigen Oligonukleotide wurden mit 4 ul 5x Markierungspuffer, 4 pl

CoCl, Lésung, 1 pl DIG-ddUTP Lésung und 1 pl terminale Transferase (50 Units)

versetzt. Nach einer 15 minttigen Inkubation bei 37 °C wurde die Reaktion durch

Zugabe von 2 ul 0,2 M EDTA (pH 8) gestoppt. Um eine Endkonzentration von 8 ng/pl

zu erhalten, wurden 3 pl steriles H,O auf ein Gesamtvolumen von 25 pl hinzu pipettiert.

Die markierte DNA wurde anschlieBend 1:10 verdinnt und bei -20 °C gelagert.
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4.6.8.3 Gelelektrophorese und Blotting

Far die Nrf2/ARE-Bindungsreaktion wurde ein 6 %iges Polyacrylamidgel hergestellt.
Dazu wurden 4,5 ml Polyacrylamid mit 24 ml sterilem H,O, 1,5 ml 10x TBE, 300 pl
10 % APS und 30 pl TEMED versetzt.

Insgesamt 70 pg Protein pro Behandlungsgruppe wurden eingesetzt. Jede Probe
wurde mit 4 pl Bindungspuffer, 1 pl Poly d(I-C) und 1 pl Poly L-Lysin versetzt und 30
min auf Eis inkubiert. Nach der Zugabe von 3 ul der markierten, 1:10 verdiinnten DNA
(2,4 ng) wurden die Proben 30 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden 5 pl
Ladepuffer hinzu pipettiert und die Proben unmittelbar auf das Gel aufgetragen.

Zum spezifischen Nachweis der Nrf2/ARE-Bindung wurde eine Kompetition
durchgefuhrt. Dazu wurden Proben aus jeder Behandlungsgruppe vor der eigentlichen
Aufbereitung fir den EMSA zuerst mit unmarkierter, humaner, doppelstrangiger DNA
im 100-fachen Uberschuss mindestens 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgte
die Probenaufbereitung wie oben beschrieben. Als Positiv-Kontrolle diente markierte,
humane DNA. Die Negativ-Kontrolle enthielt kein Nuklearextrakt. Die Elektrophorese
erfolgte in 0,5x TBE-Puffer bei 85 V. Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurden
die Proben in 0,5x TBE-Puffer bei 300 mA und einer Inkubationszeit von 60 min auf
eine positiv geladene Nitrocellulosemembran tbertragen. AnschlieBend erfolgte ein 3
minQtiges cross-linking unter UV-Licht. Nach einem 2 stlindigen Backvorgang bei 80 °C
wurde die Membran 5 min in 20 ml 1x Waschpuffer gewaschen und anschlieBend fir
60 min in 20 ml 1x Blockpuffer inkubiert. Nach der Blockierung wurde die Membran
Uber Nacht bei 4 °C in 30 ml 1x Blockpuffer und 3 pl anti-DIG-AP Fab Fragment
(polyclonal sheep, Anti-Digoxygenin-AP, Fab Fragment konjugiert mit alkalischer
Phosphatase) inkubiert. Danach wurde die Membran zwei Mal 15 min mit 20 ml 1x
Waschpuffer bei RT gewaschen.

4.6.8.4 Detektion mittels Chemilumineszenz

Damit die Banden sichtbar gemacht werden konnten, wurde die Membran 5 min in 7 ml
1x Detektionspuffer inkubiert und anschlieBend 5 min bei RT in 3 ml 1x
Detektionspuffer und 30 pl Substrat Disodium 3-(4-metho xyspriro {1, 2-dioxetane-3, 2-
(5-chloro)tricyclo  [3.3.1.13,7]decan}-4-yl)phenyl phosphat (CSPD). Nach einer
10 minltigen Inkubation bei 37 °C konnte die Membran mit dem G:Box-System
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(Lumineszenzimager, SYNGENE) und dem GeneSnap Programm (SYNGENE)
betrachtet und analysiert werden.

Es wurden pro durchgefiihrten EMSA jeweils 3 Tiere pro Gruppe gepoolt und auf das
Gel aufgetragen.

4.6.9 Praparierung der verschiedenen Zellfraktionen

4.6.9.1 Mikrosomenfraktion

Far die Bestimmung der CYP2E1-Proteinexpression und -aktivitdt wurde die
mikrosomale Fraktion der Leberproben benétigt. Ca. 150 mg Leber wurde eingewogen,
mit 500 ul Homogenisationspuffer versetzt und im Tissue Lyser bei 30 Hz 10 min
homogenisiert. Das Homogenat wurde bei 4 °C und 10.000 g fir 20 min zentrifugiert.
Der daraus resultierende Uberstand wurde in Ultrazentrifugenrdhrchen iiberfiihrt und
bei 4 °C und 100.000 g fiir 60 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen.
Das Pellet wurde in 250 ul Resuspensionspuffer (0,05 mM Tris-HCI; 20 % Gilycerol; 1
mM EDTA; 0,25 M Sucrose; pH 7,4) resuspendiert und bis zur weiteren Analyse bei
-80 °C eingefroren. Die Proteinkonzentration wurde mit dem BCA-Kit, wie unter Punkt
4.6.7 bereits beschrieben, bestimmt.

4.6.9.2 Zytosolische Fraktion

Fur den SULT1A1- und SULT2A1-Assay und fiir die Proteinexpression der SULT2A1
wurde ebenfalls ca. 150 mg Leber eingewogen, mit 650 pl Homogensiationspuffer
versetzt und im Tissue Lyser bei 30 Hz 10 min homogenisiert. Das Homogenat wurde
15 min bei 4 °C und 10.000 g zentrifugiert. Der daraus resultierende Uberstand wurde
fiir 60 min bei 4 °C und 105.000 g zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand
(entspricht der zytosolischen Fraktion) enthommen und bis zur weiteren Analyse bei
-80 °C gelagert. Die Proteinkonzentration wurde mit dem BCA-Kit wie unter Punkt 4.6.7
beschrieben, bestimmt.
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4.6.10 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Mittels  einer ~ SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese  (SDS-PAGE) kénnen
Proteingemische innerhalb eines elektrischen Feldes aufgetrennt werden. Wéhrend der
Elektrophorese wandern die Proteine durch die Poren eines Polyacrylamidgels. Im
Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde die Proteinexpression des CYP2E1 und
der SULT2A1 untersucht. Fir SULT1A1 konnte kein geeigneter Antikérper gefunden
werden. Fur den Nachweis von CYP2E1 wurden 10 %ige- und fir den Nachweis von
SULT2A1 12,5 %ige Trenngele verwendet. CYP2E1 wurde in der mikrosomalen
Fraktion und SULT2A1 in der zytosolischen Fraktion nachgewiesen. Das 10 %ige
Trenngel setzte sich aus 1,25 ml Acrylamid, 1,25 ml Trenngelpuffer, 2,45 ml
Reinstwasser, 50 ul SDS, 50 pl APS und 2 yl TEMED zusammen, das 12,5 %ige aus
1,562 ml Acrylamid, 1,25 ml Trenngelpuffer, 2,138 ml Reinstwasser, 50 ul SDS, 50 pl
APS und 2 ul TEMED. Nach dem Ausharten des Trenngels wurde das Sammelgel,
bestehend aus 150 ul Acrylamid, 375 ul Sammelgelpuffer, 950 ul Reinstwasser, 15 pl
SDS, 15 pl APS und 2 pl TEMED, auf das Trenngel gegossen und ein Kamm
eingesetzt. Nach dem Aushérten der Gele wurde die Elektrophoresekammer mit SDS-
Laufpuffer beflllt und die Proben in die Taschen der Gele appliziert. Die Proben
wurden zuvor mit dem entsprechenden Puffer verdiinnt, so dass in jede Tasche 30 ug
Protein geladen werden konnte. AuBerdem wurden die Proben mit je 5 l
Probenauftragpuffer (Roti-Load®) versetzt, der die Proteine neutralisiert und damit eine
Auftrennung nach der Ladung verhindert. Damit die Proteine der GréBe nach
aufgetrennt werden kdnnen, wurden sie flr 5 min bei 95 °C denaturiert. Um nach dem
durchgefuhrten Western Blot die entsprechenden Proteine zu identifizieren, wurden
zwei Marker mitgefihrt, die jeweils am Rand der Gele aufgetragen wurden (Broad
Range Protein Molecular Weight Markers und PageRuler™ Prestained Protein
Ladder). Die Auftrennung der Proben erfolgte im Sammelgel bei 100 V und 12 mA und
wurde im Trenngel auf 200 V und 20 mA hochgestellt.

4.6.11 Western Blot

Mittels Western Blot kdnnen bestimmte Proteine aus dem in der SDS-PAGE
aufgetrennten Proteingemisch immunologisch nachgewiesen werden, indem sie auf
eine Tragermembran Ubertragen werden, die mit spezifischen Antikérpern inkubiert
wird. Nach der Auftrennung der Proben wurde das Gel aus der Apparatur gelést und
das Tank Blot System (BIO Rad Mini Trans-Blot® Cell) nach Herstellerangaben,
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bestehend aus Fiber Pads, einer Nitrocellulosemembran (Bio Trace™ NT), Blotpapier
und dem Gel, zusammengesetzt. Die genannten Komponenten wurden zuvor in frisch
hergestelltem Transferpuffer getrankt. Der Transfer der Proteine auf die
Nitrocellulosemembran erfolgte fir 1,5 h bei 100 V und 300 mA.

Zur Uberpriifung des erfolgreichen Transfers der Proteine auf die Membranen wurden
die Membranen fir 2 min mit Ponceau S angeférbt. Damit alle freien Bindungsstellen
auf den Membranen blockiert wurden, wurden die Membranen flr ca. 1 h bei RT mit
5 % Milchpulver in TBST inkubiert. Nach einem drei mal 10-minitigen Waschschritt mit
TBST, wurden die entsprechenden Antikérper auf die Membranen gegeben und Uber
Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach der Hybridisierung des ersten Antikérpers wurden die
Membranen erneut drei Mal 10 min mit TBST gewaschen und anschlieBend fiir 1,5 h
bei RT mit den entsprechenden sekundaren Antikdérpern inkubiert. Die Eigenschaften
der verwendeten Antikérper sind Tabelle 4.9 zu entnehmen. Bevor die Membranen mit
dem ECL-Kit (ECL Advance Western Blotting Detection Kit) fir 5 min entwickelt
wurden, wurden sie zunachst grindlich mit TBST gewaschen. Die Entwicklung beruht
auf einer Chemilumineszenz-Reaktion. Eine an den sekundaren Antikérper gekoppelte
Peroxidase setzt ein in der ECL-L6sung enthaltenes Substrat um und emittiert Licht.
Mit dem G:Box (Lumineszenzimager, SYNGENE) und dem Programm Gene Snap
(SYNGENE) wurden die Membranen betrachtet und mit dem Programm Gene Tools
(SYNGENE) ausgewertet. Flr die Auswertung wurden die Membranen mit (3-Actin
(ACTB) inkubiert, einem Referenzprotein, das durch die Behandlungen unverandert
bleibt.

Tab. 4.9: Eigenschaften der verwendeten Antikorper fiir den Western Blot

Protein Primarer Antikorper Sekundarer Antikorper
CYP2E1 (ca. 65 kDa) Rabbit polyclonal anti- Anti-rabbit IgG-HRP
CYP2E1 (H-21) (sc-133491)  (sc-2004)
1:200 1:10.000
SULT2A1 (ca. 30 kDa) Goat polyclonal anti- Anti-goat IgG-HRP
SULT2A1 (C-13) (sc-46528)  (sc-2020)
1:200 1:10.000
ACTB (ca. 42 kDa) Mouse monoclonal anti-$3- Anti-mouse IgG-HRP
Actin (ab6276) (ab6944)
1:5000 1:10.000

sc = Santa Cruz Biotechnology, Inc. Deutschland; ab = Abcam, Cambridge, England; CYP =
Cytochrom P450; SULT = Sulfotransferase; ACTB = 3-Actin
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4.6.12 Enzymaktivitdtsmessungen mittels HPLC

Um eine Aussage dartber treffen zu kénnen, ob die verschiedenen polyphenolhaltigen
Futterzusétze einen Einfluss auf die Aktivitdt bestimmter Enzyme des hepatischen
Fremdstoffmetabolismus austben, wurde die Aktivitdt des CYP2E1, der SULT1A1 und
der SULT2A1 mittels Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) in den
Leberproben der Eber gemessen.

4.6.12.1 CYP2E1-Assay

Die Kkatalytische Aktivitdt von CYP2E1 kann durch die Hydroxylierung von
p-Nitrophenol zu p-Nitrocatechol bestimmt werden. Dabei wurde wie bei Zamaratskaia
et al. (2007) beschrieben vorgegangen (Abb. 4.1).

HO

HO HO
CYP2E1

2T

N02 NADPH NADP* N02

e

p-Nitrophenol p-Nitrocatechol

Abb. 4.1: Prinzip der CYP2E1-Reaktion
Nach Zamaratskaia et al. (2007)

Vor der Durchfilhrung des Assays wurde fur die Konzentrationsbestimmung des
gebildeten p-Nitrocatechols in den Proben ein p-Nitrocatechol-Standard hergestellt.
Dazu wurden zwei Stamml&sungen angesetzt. 0,0498 g p-Nitrocatechol wurde in 25 ml
Phosphatpuffer (analog zu den Proben) gelést. Die Konzentration betrug demnach
1,992 mg/ml. Aus dieser Stammldésung wurde eine 1:20 Verdinnung hergestellt, so
dass eine Konzentration von 99,6 pg/ml vorlag. Eine Kalibrierungskurve fir die
Auswertung des gebildeten p-Nitrocatechols wurde mit 1:50, 1:100, 1:200 und 1:400
Verdinnungen erstellt.
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Vor dem Start des Assays wurde zunachst mit Testproben die optimale Proteinmenge
und Inkubationszeit bestimmt. 0,1 mg, 0,2 mg bzw. 0,5 mg mikrosomales Protein
(Gewinnung der Mikrosomenfraktion siehe Kapitel 4.6.9.1) wurde bei einem
Endvolumen von 250 ul mit dem Inkubationspuffer (0,1 M Kaliumphosphat; 0,2 mM p-
Nitrophenol; 1,0 mM NADPH; pH 6,8) versetzt. NADPH wurde erst zum Starten der
Reaktion dazu gegeben. Nach Zugabe von NADPH wurden die Proben 15, 30 oder 60
min bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 200 pl 40 %
Trichloressigséaure gestoppt. AnschlieBend wurde fir 15 min bei 13.000 g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde fiir die Analyse in einer HPLC-Anlage entnommen und in ein
Mikrovial fiir 200 pl pipettiert. Es wurde das LaChrom Elite®HPLC-System eingesetzt
(Tab. 4.10). Bei einer Wellenlange von 345 nm kann p-Nitrocatechol gemessen
werden. Zur Messung von p-Nitrocatechol wurde ein UV-VIS Detektor (L-4250,
LaChrom) verwendet. Als FlieBmittel diente 0,1 % Trifluoressigsdure in 25 %
Acetonnitril. Die Flussrate wurde auf 1,0 ml/min eingestellt. 50 ul pro Probe wurden
jeweils injiziert und bei 70 bar und 25 °C analysiert. Die gesamte Analysenzeit betrug
4 min. Nach einer Retentionszeit von 1,67 min konnte die Peakflache von
p-Nitrocatechol gemessen werden. Die Auswertung erfolgte Uber das Programm
EZChrom Elite Version 3.3.1. Abbildung 4.2 zeigt ein beispielhaftes Chromatogramm
des Standards und einer Testprobe.

Tab. 4.10: Verwendete Gerate der HPLC-Anlage fiir den CYP2E1-Assay

HPLC Komponenten

Pumpe L-7100 (LaChrom)

Séulenofen Jet Stream Plus

Autosampler L-7200 (LaChrom)

Detektor UV-VIS Detector L-4250 (LaChrom)
Wellenlange: 345 nm

Séule Hypersil ODS Saule 3um, 60 mm-4,6 mm
(MZ-Analysentechnik, 60.4,6.6043.N)

Vorsaule HPLC LiChrospher-Kartusche RP 18e
(5um)
4 mm-4 mm
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Abb. 4.2: Beispielhaftes Chromatogramm der HPLC-Analyse zur Bestimmung der
CYP2E1-Aktivitat in der mikrosomalen Leberfraktion von Ebern
Die eingezeichneten Pfeile zeigen den Retentionspeak von p-Nitrocatechol.

Beim Vergleich der ermittelten Aktivitdten der Testproben zeigte sich, dass 0,2 mg
mikrosomales Protein und 15 min Inkubationszeit fir den Assay geeignet sind.

Far die Durchfiihrung des Assays wurden alle Proben auf eine Proteinmenge von 0,2
mg eingestellt und 15 min, wie oben beschrieben, inkubiert. Zur Uberpriifung der
Qualitat der Methode wurden aus einer Leberprobe drei Inkubationsanséatze erstellt
und der Variationskoeffizient (VK) bestimmt (Tab. 4.11). Es wurde ein
Variationskoeffizent (VK) von 2,9 % ermittelt.
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Tab. 4.11: Qualitatstiberpriifung des CYP2E1-Assay - Dreifacher Ansatz aus einer
Leberprobe

Aktivitat in pg/mg MW t SD VK
Protein/h
Inkubation 1 8,73
Inkubation 2 9,01
Inkubation 3 9,25 8,99 + 0,26 2,9 %

MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung; VK = Variationskoeffizient

4.6.12.2 SULT1A1-Assay

Die katalytische Aktivitat der Sulfotransferasen, in der vorliegenden Arbeit die der
SULT1A1 und der SULT2A1, kann durch die Spaltung von 3‘-Phosphoadenosin-5'-
phosphosulfat (PAPS) zu 3'-Phosphoadenosin-5-phosphat (PAP) mittels HPLC
bestimmt werden (Xu et al. 2012). Das Prinzip der Reaktion veranschaulicht Abbildung
4.3.

8 o SULTSs [.#%,DSDEH
RH/ 2 / il Hx“\\ A
i
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Abb. 4.3: Prinzip der Sulfotransferasen-Reaktion
Nach Xu et al. (2012)

Fir die Messung der SULT1A1-Aktivitdt wurde das spezifische Substrat 2-Naphtol
verwendet. Ist 2-Naphtol anwesend, spaltet SULT1A1 PAPS zu PAP und es entsteht
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2-Naphtylsulfat. Uber den Verbrauch von PAPS kann die SULT1A1-Aktivitit bestimmt
werden.

Zunachst wurde eine Stammlésung aus PAP hergestellt. 10 mg wurden in 1 ml
Reinstwasser geldst. Dies entspricht einer Konzentration von 23 mM. Aus dieser
Stammlésung wurde eine 1:100 Verdinnung im Inkubationspuffer ohne Substrat
hergestellt. Aus der Verdiinnung wurde eine Kalibrierungskurve mit den Verdiinnungen
1:25, 1:37,5, 1:50, 1:70 und 1:100 erstellt. Die Kalibration von PAP muss im selben
Inkubationspuffer, der fir die Proben verwendet wird, erfolgen, weil PAPS laut
Herstellerangaben nur zu 60 % rein ist und der Inkubationspuffer deswegen bereits
PAP enthalt. Bevor der Assay mit allen Proben durchgefihrt wurde, wurde die
einsetzbare Proteinmenge getestet.

Vor Start der Reaktion wurde der Inkubationspuffer (50 mM PQO,, 250 mM Sucrose, pH
6,2) mit PAPS (10 pM) und 2-Naphtol (100 uM) versetzt. AnschlieBend wurden 50 bzw.
100 pg zytosolisches Protein (Gewinnung siehe Kapitel 4.6.9.2) mit dem
Inkubationspuffer auf ein Gesamtvolumen von 250 pl gebracht und fir 30 min im
Schittelwasserbad bei 37 °C inkubiert. Um die Reaktion zu stoppen wurde 250 pl
eiskalter Methanol hinzu pipettiert. Die Proben wurden sofort bei 4 °C fir 10 min bei
12.000 g zentrifugiert und der Uberstand in Mikrovials fiir die HPLC-Analyse Uberfiihrt.
Fir die Analyse wurde das LaChrom Elite®HPLC-System genutzt (Tab. 4.12). PAP
kann bei einer Wellenlange von 254 nm gemessen werden. Fir die Ermittlung von PAP
wurde ein UV-VIS Detektor (L-4250, LaChrom) verwendet. Das FlieBmittel bestand aus
75 mM KH,PO,, 100 mM NH,CI, 1 mM 1-Octylamin (pH 4,55) und Methanol (85/15,
v/v). Die Flussrate betrug fiir 5 min 1,2 ml, wurde von 5,1-15 min auf 2 ml erhéht und
von 15,1-20 min wieder auf 1,2 ml/min verringert. Es wurden 50 pl pro Probe
eingespritzt. Bei einer Flussrate von 1,2 ml/min ergab sich ein Druck von 118 bar, bei
einer Flussrate von 2 ml/min ergab sich ein Druck von 206 bar. Die Temperatur des
Séulenofens betrug 30 °C. Die gesamte Analyse dauerte 20 min. Nach einer
Retentionszeit von 3,1 min konnte die Peakflache fir PAP gemessen werden. Die
Auswertung erfolgte Uber die Standardkurve von PAP Uber das Programm EZChrom
Elite Version 3.3.1. Abbildung 4.4 zeigt ein beispielhaftes Chromatogramm des
Standards und einer Testprobe.
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Tab. 4.12: Verwendete Gerate der HPLC-Anlage fiir den SULT1A1-Assay

HPLC Komponenten

Pumpe L-7100 (LaChrom)

Séulenofen Jet Stream Plus

Autosampler L-7200 (LaChrom)

Detektor UV-VIS Detector L-4250 (LaChrom)
Wellenlange: 254 nm

Saule Phenomex (00F-4605-E0) Kinetex 5u XB-C18
100A; 150x4,6mm

Vorsaule HPLC LiChrospher-Kartusche RP 18e (5um)
4 mm-4 mm
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Abb. 4.4: Beispielhaftes Chromatogramm der HPLC-Analyse zur Bestimmung der
SULT1A1-Aktivitat im Leberzytosol von Ebern
Die eingezeichneten Pfeile zeigen den Retentionspeak von PAP.

Im Vergleich der eingesetzten Proteinmenge zeigte sich, dass 50 ug Protein fir die
Reaktion ausreichend sind

Alle Proben wurden auf einen Proteingehalt von 50 pg eingestellt und wie oben
beschrieben 30 min inkubiert und analysiert. Zur Qualitédtsuberprifung der Messung
wurde aus einer Probe ein dreifacher Inkubationsansatz erstellt und ein VK von 9,2 %
ermittelt (Tab. 4.13). Zur Stabilitdtsiberprifung der inkubierten Proben wurden bereits
inkubierte und gemessene Proben fir 24 h bei-20 °C eingefroren und erneut
gemessen. Hier zeigten sich keine Abweichungen in den Messwerten.
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Tab. 4.13: Qualitatsiberpriifung des SULT1A1-Assay - Dreifacher Ansatz aus einer
Leberprobe

Aktivitat in MW 1 SD VK
pmol/mg/h

Inkubation 1 107

Inkubation 2 118

Inkubation 3 128 117 £10,9 9,2 %

MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung; VK = Variationskoeffizent

4.6.12.3 SULT2A1-Assay

Fir die Messung der SULT2A1-Aktivitdt wurde das spezifische Substrat
Dehydroepiandrosteron (DHEA) verwendet. Bei Anwesenheit von PAPS wird DHEA
durch SULT2A1 zu Dehydroepiandrosteronsulfat (DHEAS) umgewandelt. Uber den
Verbrauch von PAPS kann die SULT2A1-Aktivitat bestimmt werden. Auch hier wurde
methodisch nach Xu et al. (2012) vorgegangen.

Wie im SULT1A1-Assay wurde die PAP-Stammlésung (23 mM) genutzt und eine
Verdlnnungsreihe mit einer 1:25, 1:37,5, 1:50, 1:70 und 1:100 Verdinnung hergestellt.
Auch hier erfolgte die Kalibration von PAP im Inkubationspuffer ohne Substrat. Vor
Start der Reaktion wurde der Inkubationspuffer (50 mM PQO,4, 250 mM Sucrose, pH 6,2)
mit PAPS (10 uM) und DHEA (2 uM) versetzt. AnschlieBend wurde vor der Messung
aller Proben die geeignete Proteinmenge bestimmt. 50 bzw. 100 pg zytosolisches
Protein wurden auf 250 pl mit dem Inkubationspuffer versetzt und bei 37 °C 30 min im
Schittelwasserbad inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 250 pl eiskaltem
Methanol gestoppt. Die Proben wurden umgehend bei 4 °C fir 10 min bei 12.000 g
zentrifugiert und der Uberstand in Mikrovials fiir die HPLC-Analyse (iberfiihrt. Auch fiir
diesen Assay wurde das LaChrom Elite®HPLC-System genutzt (Tab. 4.14). Mittels
eines UV-VIS Detektors (L-4250, LaChrom) wurde PAP bei einer Wellenlange von 254
nm gemessen. Fir das FlieBmittel wurde die gleiche Zusammensetzung wie im
SULT1A1-Assay verwendet. Die Flussrate betrug 1,2 ml/min. Je 50 ul der Proben
wurden bei einem Druck von 206 bar und 30 °C injiziert. Die Gesamtanalyse dauerte
16 min. Der Retentionspeak von PAP wurde nach 4,2 min gemessen. Die Auswertung
erfolgte Uber die Standardkurve von PAP Uber das Programm EZChrom Elite Version
3.3.1. Abbildung 4.5 zeigt ein beispielhaftes Chromatogramm des Standards und einer
Testprobe.
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Tab. 4.14: Verwendete Gerate der HPLC-Anlage fiir den SULT2A1-Assay

HPLC Komponenten

Pumpe L-7100 (LaChrom)

Séulenofen Jet Stream Plus

Autosampler L-7200 (LaChrom)

Detektor UV-VIS Detector L-4250 (LaChrom)
Wellenlange: 254 nm

Séule LiChrosper60 select B 5 pm, 250 mm-4 mm (Merck,
50839)

Vorsaule HPLC LiChrospher-Kartusche RP 18e (5um)
4 mm-4 mm
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Abb. 4.5: Beispielhaftes Chromatogramm der HPLC-Analyse zur Bestimmung der
SULT2A1-Aktivitat im Leberzytosol von Ebern
Die eingezeichneten Pfeile zeigen den Retentionspeak von PAP.

Alle Proben wurden auf einen Proteingehalt von 50 ug eingestellt und, wie zuvor
beschrieben, 30 min inkubiert und analysiert.

Zur Uberpriifung der Qualitat wurde aus einer Probe ein dreifacher Inkubationsansatz
erstellt und nach der Analyse ein VK von 10 % berechnet (Tab. 4.15). Auch in diesem
Assay wurde die Stabilitat der inkubierten Proben Uberprift, in dem diese fur 24 h bei
-20 °C eingefroren und erneut gemessen wurden. Es gab keine Abweichungen zu den
Messungen am vorherigen Tag, was zeigt, dass die Proben nach Beenden der
Reaktion stabil sind.
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Tab. 4.15: Qualitatsiberpriifung des SULT2A1-Assay - Dreifacher Ansatz aus einer
Leberprobe

Aktivitat in MW t SD VK
Hmol/mg/h

Inkubation 1 98,8

Inkubation 2 118

Inkubation 3 118 112 £ 11,2 10 %

MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung, VK = Variationskoeffizient

4.6.13 pH-Messung im Kot

Fir die pH-Wert Messung wurde wdchentlich Kot gesammelt. Die Sammlung der
Kotproben erfolgte innerhalb von finf Stunden nach der Morgenfitterung. In einem
Gemisch von 2,5 g Kot und 10 ml destilliertem Wasser wurde der pH-Wert mit einem
pH-Meter 211 (HANNA Instruments) ermittelt.

4.6.14 Bestimmung der Konzentration der kurzkettigen
Fettsauren im Kot mittels Kapillar-Gaschromatographie

Fir die Bestimmung der kurzkettigen Fettsduren Essigséure (C:2), Propionséure (C:3),
Isobuttersaure (iC:4), Buttersdure (C:4), Isovaleriansdure (iC:5) und Valeriansaure
(C:5) mittels eines Gaschromatographen (Perkin Elmer, Clarius 580) wurde frischer Kot
der Eber gesammelt und sofort in Flissigstickstoff eingefroren und anschlieBend bis
zur Analyse bei -20 °C gelagert. Die Aufarbeitung erfolgte nach Stanier und Davies
(1981). Als interner Standard wurde 308 mg Crotonsaure in einen 100 ml Kolben
eingewogen, mit 5 ml ortho-Phosphorsédure versetzt und mit Reinstwasser bis zur
Markierung aufgefillt. Ca. 0,1 g Probe wurde eingewogen und mit 1 ml 5 % ortho-
Phosphorsaure, inklusive dem internen Standard, versetzt und gut gewhirlt.
AnschlieBend wurde bei 21.100 g und 4 °C fir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und vor der Analyse nochmals fir 5 Minuten bei 21.100 g und 4
°C zentrifugiert. Da kurzkettige Fettsauren sehr flichtig sind, wurden alle Arbeiten
rasch und unter Kihlung durchgefiihrt. Vor dem Einspritzen musste beachtet werden,
dass die Probe auf Raumtemperatur gebracht wurde, da der interne Standard sonst
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nicht vollstandig geldst vorliegt. Bei der Gaschromatographie werden die Fettsduren
voneinander getrennt und mittels eines Flammenionisationsdetektors (FID) detektiert.
Die verwendeten Gerate fir die GC sind in Tabelle 4.16 dargestellt. Je 1 pl pro Probe
wurden injiziert. Als Tragergas diente Helium. Das Tragergas wurde bei einem Strom
von 3 ml/min mit einem Vordruck von 40 kPa/59,2 cm/sec durch die Saule geleitet. Die
Temperatur betrug bis 0,5 min 65 °C und wurde dann mit 10 °C/min auf 120 °C erhéht.
Diese Temperatur wurde 0,5 min lang gehalten und dann mit 40 °C/min auf 200 °C
erhdht. Die 200 °C wurden 3 min gehalten.

Tab. 4.16: Verwendete Gerate des Gaschromatographen fiir die Bestimmung der
Konzentration von fliichtigen Fettsduren im Kot von Ebern

GC-Komponenten

Séaule Macherey & Nagel, Katalog-Nr. 723340
Typ:Permabond FFAP-DF-0,25
Innen-Durchmesser: 0,32 mm
Séulen-Lénge: 10 m
Filmdicke: 0,25 pm
Saulennr.: MN-30004-83
Detektion FID
Temperatur:
Injektor: 240 °C
Detektor: 260 °C
Brenngase:
H,: 45 ml/min
Synth. Luft: 450 ml/min
Inlay 4 mm Focusliner; SGE liner+ Wolle

FID = Flammenionisationsdetektor

Die Fettsduren wurden anhand ihrer Retentionszeiten identifiziert. Um die
Responsefaktoren zu bestimmen, wurde zuvor ein Kalibrationsgemisch erstellt (Tab.
4.17). Die Flache des internen Standards (l.Std), der der Probe zugesetzt wurde,
wurde in Bezug zur Flache der Fettsauren (FS) gesetzt und mit dem Responsefaktor
(RS) und dem Verdinnungsfaktor multipliziert.
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Berechnung: Flache FS x c I.Std.(ug) x RS =mg/g
Flache 1.Std. X E (g) x 1000

Tab. 4.17: Eigenschaften der verwendeten Fettsauren

Fettsaure Kalibrationsgemisch Retentionszeit (min)
(ng/ml)
Essigsaure (C:2) 1009 1,71
Propionsaure (C:3) 304 2,38
Isobuttersaure (iC:4) 34,3 2,60
Buttersaure (C:4) 204 3,16
Isovaleriansaure (iC:5) 26,9 3,52
Valeriansaure (C:5) 50,3 419
Crotonsaure 499 4,54

Um die Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu Uberprifen wurde eine gepoolte Probe an
unterschiedlichen Messtagen analysiert und der VK fir die einzelnen Fettsduren
bestimmt. Fir C:2 und C:3 wurde ein VK von 3,3 %, fur iC:4 von 4,7 %, far C:4 von
4,2 %, fur iC:5 von 6,6 % und fir C:5 von 5,2 % ermittelt. Einige Proben wurden aus
der gleichen Aufarbeitung an einem anderen Messtag wiederholt. Die Ergebnisse
haben sich mit einer hohen Wiederfindung bestatigt. Abbildung 4.6 zeigt ein
beispielhaftes Chromatogramm des eingesetzten Standards und einer Testprobe.
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Abb. 4.6: Beispielhaftes Chromatogramm der GC-Analyse zur Bestimmung der
Konzentration von kurzkettigen Fettsduren im Kot von Ebern

C:2 = Essigsaure; C:3 = Propionsaure; iC:4 = Isobuttersdure; C:4 = Buttersaure; iC:5 =
Isovaleriansdure; C:5 = Valerianséaure
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4.6.15 Enzymimmunologische Bestimmung von Androstenon

im Fettgewebe

Die Androstenonkonzentration wurde nach der Methode von Claus et al. (1997) und
nach einer modifizierten Aufarbeitung nach Weiler et al. (2013) mittels Mikrotiter-
Enzymimmunoassay bestimmt. Dazu wurden Mikrotiterplatten mit einem spezifischen
Antiserum gegen 5a-Androst-16en-3on-CMO in einer Verdinnung von 1:10.000
beschichtet. Am Analysentag wurden die zuvor beschichteten Platten mit 2 %
Rinderserumalbumin (BSA) abgesattigt.

Far die Analyse wurden die Rluckenspeckproben der Eber in Wirfel geschnitten und in
der Mikrowelle bei 600 Watt 2 Minuten geschmolzen. Als Kontrolle diente Kastratenfett
mit definierten Zusatzen von Androstenon. Die Konzentration der Kalibrierungskurve
lag im Bereich von 0,2 ug bis 2 ug Androstenon pro g Fett. 50 ul des geschmolzenen
Fettes wurden in 450 pl warmes Methanol (55 °C) Uberfihrt. Die Proben wurden
abgekuhlt und anschlieBend fir 10 min bei 4 °C und 1000 rpm zentrifugiert. Dadurch
wurden die Lipide abgetrennt. Je 100 pl des Uberstandes wurden mit Puffer verdiinnt.
Mit dem Tracer, markiertes Androstenon (HRP-Konjugat), wurden die Proben auf die
Platten Gberfihrt und bei 37 °C inkubiert. Freies, ungebundenes Androstenon wurde
durch Abklopfen und Waschen der Platten entfernt. Als Enzymsubstrat wurde eine
TMB-L6sung zugesetzt und mit einer H,O,-Lésung katalysiert. Die Enzymreaktion
wurde durch die Zugabe von 2 M H,SO,-Lésung abgestoppt und der Farbumschlag
umgehend bei 450 nm photometrisch gemessen. Die Nachweisgrenze (NWG) fir
Androstenon liegt bei dieser Methode bei 0,027 ug/g Fett. Die Nachweisgrenze wurde
mit folgender Formel ermittelt:

MW (0-Probe) + 3 SD = NWG

Diese Nachweisgrenze stimmt mit der von Claus et al. (1997) Gberein.

4.6.16 Bestimmung der Indol- und Skatolkonzentration im
Fettgewebe mittels UPLC

Die Methode zur Bestimmung der Indol- und Skatolkonzentration im Fettgewebe beruht
auf dem Verfahren nach Dehnhard et al. (1991) und Claus et al. (1993) und wurde fir
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die Messungen am UPLC-System (Ultra performance liquid chromatography) mit
Fluoreszenzdetektion gering modifiziert. Bei der UPLC handelt es sich um eine
Weiterentwicklung der HPLC. Hier werden kleinere Partikel und ein erhéhter
Arbeitsdruck  verwendet, wodurch eine hdéhere Geschwindigkeit bei der
chromatorgaphischen Trennung erreicht werden kann.

Die Rickenspeckproben der Eber wurden von Muskulatur und Schwarte befreit und in
Warfel geschnitten. Je 2 g Fettgewebe wurden in ein 10 ml Reagenzglas tberfuhrt und
bis zum Tag der Analyse bei -20 °C gelagert. Nach einer ca. einstiindigen Auftauphase
wurden die Proben bei 600 Watt fir 2 min in der Mikrowelle geschmolzen. Je 100 mg
des geschmolzenen Fettes wurden in Doppelbestimmung in Reagenzglaser pipettiert
und das Gewicht notiert. Zu jeder Probe wurde 1 ml n-Hexan hinzu gegeben und kurz
gemischt. Danach wurden die Proben mit einem 1 ml Acetonnitril-Wasser-Gemisch
(4:1) und 30 pl interner Standard (2-Methylindol; 0,2 mg/ml) versetzt. Um den Ubertritt
der Indole in die Acetonnitril-Phase sicherzustellen, wurden die Proben fir 30
Sekunden stark gevortext. AnschlieBend wurden die Proben 15 min zentrifugiert, um
eine Phasentrennung zwischen dem lipophilen n-Hexan und der wassrigen
Acetonnitril-Phase zu erreichen. Nach Absaugen der Hexan-Phase wurde die
Acetonnitril-Phase in HPLC-Vials Uberfihrt. Die Messung erfolgte mit den in Tabelle
4.18 beschriebenen Geraten. Als FlieBmittel diente 0,011 M
Essigsaure:H20:Acetonnitril:2-Propanol (0,063:55:30:15; v:v:v:v). Die Flussrate betrug
0,4 ml/min. Je 5 pul Probe wurde eingespritzt. Fir die Detektion wurde ein
Floureszenzdetektor verwendet. Bei 275 nm konnte die Extinktion und bei 352 nm die
Emission gemessen werden. Die Analysenzeit betrug 5 min. Die Nachweisgrenze fur
Indol liegt bei dieser Methode bei 0,40 ng/g Fett und fir Skatol bei 0,82 ng/g Fett. Die
Nachweisgrenzen wurden wie bei Dehnhardt et al. (1993) beschrieben bestimmt. Als
Basis wurde das Grundrauschen der Basislinie berechnet, mit dem Faktor zwei

multipliziert und mit dem Einspritzvolumen von 5 ul berechnet.
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Tab. 4.18: Verwendete Gerdte der UPLC-Anlage fiir die Bestimmung der Indol- und
Skatolkonzentration im Fettgewebe

UPLC-Komponenten

Autosampler Dionex/ThermoFisher Ultimate 3000RS Autosampler

Pumpe Dionex/ThermoFisher Ultimate 3000RS Pumpe

Detektor Dionex/ThermoFisher Ultimate 3000RS
Floureszenzdetektor

Software Dionex/ThermoFisher Chromelion Software Version 7.1

Séule Multospher 120 RP 18 3um (125 x 2mm)

4.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mit dem Programm
MiniTab13 (Minitab, Stage Collage, USA). Vor der Auswertung wurden die Daten
mittels des Anderson-Darling Tests auf Normalverteilung Uberprift. Konnte eine
Normalverteilung nachgewiesen werden, wurden die Daten mittels einfaktorieller
ANOVA analysiert. Wenn sich die Mittelwerte signifikant voneinander unterschieden,
wurde ein multipler Mittelwertvergleich mit dem Fisher Test durchgefihrt. Als
Signifikanzgrenze galt eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % (P<0,05). Lag keine
Normalverteilung vor, wurde der Kruskal-Wallis Test angewendet. Als Post-hoc Test
wurde der Mann-Whitney Test verwendet. Auch hier galt als Signifikanzgrenze eine
Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % (P<0,05). Bei der Auswertung des pH-Werts im Kot
wurde eine zweifaktorielle ANOVA (mit den Faktoren Behandlung, Zeit, Behandlung
und Zeit) und anschlieBendem Fisher Test durchgefihrt (P<0,05). Daten, die eine hohe
Streuung (> Faktor 2) aufwiesen, wurden vor der Durchflhrung der ANOVA
logarithmiert. Alle Daten sind in der vorliegenden Arbeit als Mittelwerte =*
Standardabweichung (SD) angegeben. Als AusreiBer wurden Werte auBerhalb der
zweifachen SD vom Mittelwert definiert.
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5 Ergebnisse

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zwei unterschiedliche Versuche zum
Einfluss von polyphenolhaltigen Pflanzenextrakten und Prébiotika zur Reduzierung von
Ebergeruch durchgefiihrt. In einem ersten Versuch sollte untersucht werden, ob eine
Fltterung mit einem Zusatz von 1 % Traubentrester, Hopfenextrakt oder griinem Tee
Uber den Nrf2-Signalweg in der Leber den Androstenon-, Indol- und Skatolgehalt im
Rlckspeck der Eber reduzieren kann. Dazu wurde die relative mRNA-Konzentration
von Nrf2-Zielgenen gemessen. AuBerdem wurde die Expression und Aktivitdt von
Enzymen, die in den Androstenon- und Skatolmetabolismus involviert sind, bestimmt.
Im zweiten Versuchskomplex wurde der Einfluss von 0,5 % Fructooligosacchariden
und 1 % Gluconsdure in der Jungebermast auf den Indol- und Skatolgehalt im
Rickenspeck und die Konzentration von flichtigen Fettsduren im Kot der Eber
untersucht. In den folgenden Unterkapiteln sollen die Ergebnisse der beiden
Ebermastversuche dargestellt werden.

5.1 Ebermastversuch 1

5.1.1 Einfluss von polyphenolhaltigen Pflanzenextrakten im Futter
auf Leistungs- und Schlachtparameter von Ebern

Zu Beginn der Mittelmast (50-80 kg) unterschied sich das Startgewicht der Eber
zwischen den einzelnen Gruppen nicht. Wéhrend des ersten Mastabschnitts konnten
signifikante Einflisse durch die Zulage der polyphenolhaltigen Pflanzenextrakte im
Futter auf die tagliche Zunahme, die Futteraufnahme und den Futteraufwand der Tiere
festgestellt werden (P<0,05; Tab. 5.1). Die Lebendmassezunahme war durch den
Zusatz von grinem Tee im Vergleich zu allen anderen Gruppen niedriger (P<0,05).
Eber dieser Gruppe zeigten im Vergleich zu den Gruppen, denen Traubentrester bzw.
Hopfenextrakt zugesetzt wurden, eine verminderte Futteraufnahme (P<0,05). Im
Vergleich zur Kontrolle unterschied sich die tagliche Futteraufnahme durch den Zusatz
von griinem Tee nicht signifikant. Jedoch konnte ein erhdhter Futteraufwand durch den
Zusatz von grinem Tee im Vergleich zu den anderen Gruppen beobachtet werden
(P<0,05).
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Zu Beginn des letzten Mastabschnittes (80-110 kg) wiesen die Eber, deren Futter mit
grinem Tee zugesetzt war, im Vergleich zu den Tieren, die einen Zusatz von
Hopfenextrakt erhielten, ein geringeres Startgewicht auf (P<0,05). Im Vergleich der
anderen Gruppen zeigten sich keine weiteren Einflisse der polyphenolhaltigen
Pflanzenextrakte auf das Gewicht. Die tagliche Lebendmassezunahme war durch den
Zusatz von grinem Tee im Vergleich zu den anderen Gruppen im letzten
Mastabschnitt erniedrigt (P<0,05). Im Gegensatz dazu konnten durch den Zusatz von
Traubentrester bzw. Hopfenextrakt im Vergleich zur Kontrollgruppe keine Unterschiede
bei der taglichen Lebendmassezunahme beobachtet werden. Weiterhin flhrte der
Zusatz von grinem Tee im Vergleich zu den Gruppen, denen Traubentrester bzw.
Hopfenextrakt zugesetzt wurden, zu einer verminderten t&glichen Futteraufnahme
(P<0,05). Im Vergleich zur Kontrolle konnte keine signifikante Verminderung in der
Futteraufnahme durch grinen Tee festgestellt werden. Der Futteraufwand war auch in
diesem Mastabschnitt durch den Zusatz von grinem Tee am hdéchsten, unterschied
sich jedoch nur im Vergleich zur Gruppe, deren Ration Traubentrester enthielt,
signifikant (P<0,05).

Uber die gesamte Mastperiode von 50-110 kg fiihrte die Zugabe von griinem Tee im
Futter der Jungeber im Vergleich zu den Gruppen, denen Traubentrester bzw.
Hopfenextrakt zugesetzt waren, zu einem niedrigeren Endgewicht (P<0,05). Im
Vergleich zur Kontrolle konnte keine signifikante Verminderung des Endgewichts
festgestellt werden. Hier zeigte sich nur eine numerische Reduzierung. Im Vergleich zu
allen Gruppen nahmen die Eber, die grinen Tee in ihrer Ration erhielten, taglich
weniger Futter auf (P<0,05). Dementsprechend zeigten Eber dieser Gruppe im
Vergleich zu allen anderen Gruppen eine verminderte tagliche Lebendmassezunahme
(P<0,05). Der Zusatz von Hopfenextrakt fihrte in der Gesamtbetrachtung im Vergleich
zur Kontrollgruppe zu einer erhéhten taglichen Lebendmassezunahme, die statistisch
nicht abgesichert werden konnte.
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Tab. 5.1: Einfluss von polyphenolhaltigen Pflanzenextrakten im Futter auf
Leistungsparameter von Ebern in der Mittel- und Endmast

Kontrolle Trauben- Hopfenextrakt Griner Tee
trester

Mittelmast 50-80 kg (29 Tage)

StG (kg) 54,9 £ 5,1 54,4 £ 4,5 54,9 + 4,9 54,3+5,6

LMZ (g/T) 1022 + 145° 1069 £ 103 ° 1136 + 168 ° 886 + 156 2
FuA (g/T) 2466 + 275 2475 + 168 ° 2629 + 287 ° 2243 +310®
FA (kg/kg) 2,43+0,14° 2,33+0,18° 2,33+0,10° 2,55+0,14°

Endmast 80-110 kg (24 Tage)

StG (kg) 845+87%® 85,4 +6,5% 87,8+9,1° 80,0+9,4°2
LMZ (g/T) 845+ 116° 913 +112° 920 +139° 736 +88,5°
FuA (g/T) 2831 +262 2955 + 233 ° 3017 +247° 2651 + 314 2
FA (kg/kg) 3,38 +£0,29 % 3,27 +0,38" 3,32+0,35%® 3,63+0,48°

Gesamte Mastperiode 50-110 kg (53 Tage)

EG (kg) 104 £10,3® 107 +6,9° 110+ 11,0° 98 +10,6°
LMZ (g/T) 942 £121° 998 +172° 1039 + 132° 818 +106 2
FuA (g/T) 2632 + 256 2692 +172° 2804 + 255° 2428 + 306 @
FA (kg/kg) 2,79 £0,14° 2,70 £0,18° 2,70 £0,14° 2,97 +0,16 2

Dargestellt sind die Mittelwerte + SD; n = 12 Tiere pro Gruppe; **** Mittelwerte ohne gleiche
Hochbuchstaben innerhalb einer Zeile kennzeichnen signifikante Unterschiede (P<0,05; Fisher
Test); StG = Startgewicht; LMZ = Lebendmassezunahme; FuA = Futteraufnahme; FA =
Futteraufwand; EG = Endgewicht

Die Schlachtparameter des ersten Ebermastversuchs sind in Tabelle 5.2
zusammengefasst. Ein niedrigeres Schlachtgewicht konnte durch den Zusatz von
griinem Tee im Vergleich zu den Gruppen, denen Traubentrester bzw. Hopfenextrakt
zugesetzt wurden, festgestellt werden (P<0,05). Im Vergleich zur Kontrollgruppe
unterschieden sich die Gruppen nicht. Der Magerfleischanteil war in allen Gruppen
gleich. Eber der Gruppe mit zugesetztem grinem Tee wiesen im Vergleich zu den
anderen Gruppen ein signifikant erniedrigtes Fleischmaf auf (P<0,05). Das Speckmaf3
war durch die Zugabe von grinem Tee im Vergleich zur Gruppe mit Zusatz von
Hopfenextrakt verringert (P<0,05). Zwischen den anderen Gruppen wurden keine
Unterschiede im Speckmaf3 beobachtet.
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Tab. 5.2: Einfluss von polyphenolhaltigen Pflanzenextrakten im Futter auf
Schlachtparameter von Ebern

Kontrolle Trauben- Hopfenextrakt Griner Tee
trester
SG (kg) 81,1+82% 825+56" 84,6 +88° 745+91°2
MFA (%) 58,6 + 1,9 58,3 +1,7 57,3+1,8 58,0 +2,4
FM (mm) 522+46° 522+52° 52,5+6,8° 465+42°
SM (mm) 12,8+19% 132+1,7%® 144+20° 12,3+2,7°2

Dargestellt sind die Mittelwerte + SD; n = 12 Tiere pro Gruppe; **** Mittelwerte ohne gleiche
Hochbuchstaben innerhalb einer Zeile kennzeichnen signifikante Unterschiede (P<0,05; Fisher
Test); SG = Schlachtgewicht; MFA = Magerfleischanteil; FM = Fleischmaf3; SM = Speckmal3

5.1.2 Einfluss von polyphenolhaltigen Pflanzenextrakten im Futter
auf die Genexpression von Nrf2-Zielgenen in der Leber von
Ebern

5.1.2.1 Einfluss auf die relative mRNA-Konzentration von
ausgewahlten Nrf2-Zielgenen in der Leber

Im Lebergewebe wurde die Genexpression unterschiedlicher Nrf2-Zielgene untersucht.
In Tabelle 5.3 ist die relative mRNA-Konzentration der Glutathionperoxidase (GPX1),
der Glutathion-S-Transferase (GST), der mikrosomalen Glutathion-S-Transferase
(MGST1), der Superoxiddismutase (SOD) der Hamoxygenase (HO-1), der NADPH-
Dehydrogenase (NQO1), des Peroxiredoxin (PRDX6) und der Thioredoxinreduktase
(TXNR1) dargestellt. Die Analyse der Nrf2-Zielgene zeigte Unterschiede durch den
Zusatz der polyphenolhaltigen Pflanzenextrakte in der relativen mRNA-Konzentration.
Die Zugabe von Traubentrester erhdhte die relative mRNA-Konzentration der NQO1
und der TXNR1 signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe (P<0,05). Bei den anderen
Genen konnte eine Steigerung der relativen mRNA-Konzentration durch den Zusatz
von Traubentrester aufgrund der hohen Streuung statistisch nicht abgesichert werden.
Durch die Fatterung der Diat mit einem Zusatz von Hopfenextrakt wurde die relative
mRNA-Konzentration der SOD, der NQO1, der TXNR1 und von PRDX6 signifikant im
Vergleich zur Kontrollgruppe gesteigert (P<0,05). Alle der untersuchten Nrf2-Zielgene
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wurden durch den Zusatz von grinem Tee im Futter der Jungeber im Vergleich zur
Kontrollgruppe signifikant hochreguliert (P<0,05).

Tab. 5.3: Einfluss von polyphenolhaltigen Pflanzenextrakten im Futter auf die relative
mRNA-Konzentration von ausgewéhlten Nrf2-Zielgenen in der Leber von Ebern

Gen Kontrolle Traubentrester Hopfenextrakt griner Tee
GPX1 1+0,43 2,73 +2,52 2,6 +2,82 541+259"
GST 1+0,59 2,02 +1,27 1,3+0,6 281+15"
MGST1 1+0,37 2,71 2,45 2,13 £ 1,49 5,01 +2,57°
SOD 1+0,66 2,3+2,28 257 +1,14° 6,12 +3,94°
HO-1 1+0,52 1,16 £ 0,7 1,19+ 0,65 3,14+1,41°
NQO1 1+0,56 3,57+3,93" 3,85+2,47° 16,2+ 148"
PRDX6 1+0,43 1,98 +1,27 214 +1,18° 125+11,6°
TXNR1 1+0,55 253+1,58° 2,78 +1,73° 5,85+3,28°

Dargestellt sind Mittelwerte + SD; n = 12 Tiere pro Gruppe; * kennzeichnen signifikante
Unterschiede im Vergleich zur Kontrollgruppe (* = P<0,05; Fisher Test); die Kontrolle wurde 1
gesetzt; die relativen mRNA-Konzentrationen wurden mittels realtime-detection PCR
quantifiziert und mittels Referenzgenen mit der GeNorm Software normalisiert; GPX1 =
Glutathionperoxidase; GST = Glutathion-S-Transferase; MGST1 = mikrosomale Gilutathion-S-
Transferase; SOD = Superoxiddismutase; HO-1 = Hamoxygenase; NQO1 = NADPH-
Dehydrogenase; PRDX6 = Peroxiredoxin; TXNR1 = Thioredoxinreduktase

5.1.2.2 Einfluss auf die relative mRNA-Konzentration von Nrf2-
Zielgenen des Cytochrom P450 Enzymsystems in der Leber

Auch einzelne Gene des Cytochrom P450 Enzymsystems in der Leber werden Uber
Nrf2 reguliert. Deswegen sollte der Einfluss der polyphenolhaltigen Pflanzenextrakte
auf ausgewahlte CYP450 Gene untersucht werden. Durch den Zusatz von
Traubentrester zum Futter der Jungeber wurde die relative mRNA-Konzentration von
CYP1A1 und von CYP2E1, ein Hauptenzym im Skatolmetabolismus, im Vergleich zur
Kontrollgruppe signifikant hochreguliert (P<0,05; Tab. 5.4). Durch den Zusatz des
Hopfenextraktes wurde die relative mRNA-Konzentration von UGT1A1 im Vergleich
zur Kontrollgruppe signifikant gesteigert (P<0,05). Wie im vorherigen Kapitel
beschrieben wurde auch hier die relative mRNA-Konzentration aller untersuchten Gene
durch den Zusatz von griinem Tee im Vergleich zur Kontrollgruppe erhdht (P<0,05).
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Tab. 5.4: Einfluss von polyphenolhaltigen Pflanzenextrakten im Futter auf die relative
mRNA-Konzentration von Nrf2-Zielgenen des Cytochrom P450 Enzymsystems in der
Leber von Ebern

Gen Kontrolle Traubentrester Hopfenextrakt griner Tee
CYP1A1 140,83 2,63+ 3,33 3,65 + 3,91 13,7+ 155"
CYP1A2 1+0,89 8,74+7,78° 2,29 2,29 28,5+38,3"
CYP2A19 1+1,06 2,72 + 3,04 8,94 + 4,68 86,2 +793"
CYP2E1 1+0,61 359+1,94° 1,57 + 1,54 152+ 13,3°
UGT1A1 1+0,79 2,73+3,19 271+256  235+213°

Dargestellt sind Mittelwerte + SD; n = 12 Tiere pro Gruppe; * kennzeichnen signifikante
Unterschiede im Vergleich zu Kontrollgruppe (* = P<0,05; Fisher Test); die Kontrolle wurde 1
gesetzt; die relativen mRNA-Konzentrationen wurden mittels realtime-detection PCR
quantifiziert und mittels Referenzgenen mit der GeNorm Software normalisiert; CYP =
Cytochrom P450; UGT1A1 = UDP-Glucuronosyltransferase 1A1

5.1.2.3 Einfluss auf die relative mRNA-Konzentration von Nrf2-
Zielgenen des Sulfotransferasen-Systems in der Leber

Tabelle 5.5 zeigt die relative mRNA-Konzentration der Sulfotransferasen SULT1A1,
SULT1B1 und SULT2A1. Wie bei den zuvor beschriebenen Genen flhrte auch hier der
Zusatz von grinem Tee bei allen drei Sulfotransferasen im Vergleich zur
Kontrollgruppe zu einer signifikanten Erhéhung der relativen mRNA-Konzentration
(P<0,05). Durch die Zugabe von Traubentrester im Futter der Jungeber wurde die
relative mRNA-Konzentration der SULT1B1 im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant
gesteigert (P<0,05). Der Zusatz von Hopfenextrakt fihrte im Vergleich zur Kontrolle zu
einer signifikanten Steigerung der relativen mRNA-Konzentration der SULT1B1
(P<0,05). Fir SULT1A1 und SULT2A1 konnten keine statistischen Effekte durch den
Zusatz von Traubentrester oder Hopfenextrakt beobachtet werden.
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Tab. 5.5 Einfluss von polyphenolhaltigen Pflanzenextrakten im Futter auf die relative
mRNA-Konzentration von Nrf2-Zielgenen des Sulfotransferasen-Systems in der Leber
von Ebern

Gen Kontrolle Traubentrester Hopfenextrakt griner Tee
SULT1B1 140,59 3,21 £2,43° 4,08 +2,74° 8,47 +5,99
SULT1A1 1+1,09 412 +4,78 1,24 £ 0,93 152+17,5°
SULT2A1 1+0,34 3,32 £ 2,97 1,67 £1,45 6,63 %574

Dargestellt sind Mittelwerte + SD; n = 12 Tiere pro Gruppe; * kennzeichnen signifikante
Unterschiede im Vergleich zur Kontrollgruppe (* = P<0,05; Fisher Test); die Kontrolle wurde 1
gesetzt; die relativen mRNA-Konzentrationen wurden mittels realtime-detection PCR
quantifiziert und mittels Referenzgenen mit der GeNorm Software normalisiert; SULT =
Sulfotransferase

5.1.3 Einfluss von polyphenolhaltigen Pflanzenextrakten im Futter
auf die Nrf2-Bindungsaktivitat im Leberkernextrakt von Ebern

Zur Uberpriifung der Hypothese, dass der Zusatz der polyphenolhaltigen
Pflanzenextrakte im Futter der Jungeber zu einer Nrf2-Aktivierung im Leberkernextrakt
fihrt, wurden mehrere elektrophoretische Mobilitats Shift Assays (EMSA) durchgefihrt.
Abbildung 5.1 zeigt ein représentatives Bild einer EMSA-Analyse. Flr jede Analyse
wurden je 70 ug Protein des Nuklearextraktes von drei Tieren pro Gruppe gepoolt. Die
Spuren 3 bis 6 in Abbildung 5.1 zeigen die verschiedenen Behandlungsgruppen. Zu
erkennen ist, dass bereits in der Kontrollgruppe ein Komplex aus Nrf2 und DNA
gebildet wurde (Spur 3). Im Vergleich zwischen den Gruppen ist die Nrf2/ARE-Bindung
in der Gruppe, der griner Tee zugesetzt wurde, am starksten (Spur 6). Da es sich bei
einem EMSA um eine semiquantitative Analyse handelt, kann keine quantitative
Aussage Uber die Nrf2-Aktivierung getroffen werden.

Als Nachweis, dass es sich bei der in der Abbildung dargestellten Bande um die
Nrf2/ARE-Bindung handelt, wurde eine positive Kontrolle mit einer markierten
humanen ARE-Sequenz inkubiert (Spur 2). AuBerdem wurde eine Kompetition
durchgefuhrt, bei der zusatzlich in 100-facher Konzentration unmarkierte, humane DNA
mit inkubiert wurde. Die Abnahme der Signalintensitadt beim Kompetitionsversuch
bestatigt, dass die markierte Bande die Nrf2/ARE-Bindung darstellt (Spur 7-10).
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Abb. 5.1: Einfluss von polyphenolhaltigen Pflanzenextrakten auf die Nrf2-
Bindungsaktivitat im Leberkernextrakt von Ebern

Dargestellt ist ein beispielhaftes EMSA-Bild aus mehreren Untersuchungen; pro Gruppe wurden
3 Tiere gepoolt; | = Kontrolle; Il = Traubentrester; lll = Hopfenextrakt; IV = griiner Tee; Spur 1 =
Negativkontrolle; Spur 2 = Kontrolle (Inkubation mit humanNQO1); Spur 3-6 = Inkubation mit
pigNQO1; Spur 7-10 = Kompetition (Inkubation mit pigNQO1 und 100x unmarkierter
humanNQO1)

5.1.4 Einfluss von polyphenolhaltigen Pflanzenextrakten im Futter
auf die relative Proteinkonzentration von Enzymen des

hepatischen Fremdstoffmetabolismus in Ebern

Zur Validierung der Ergebnisse der quantitativen PCR wurde die relative
Proteinkonzentration von  ausgewéahlten Genen des Androstenon- und
Skatolmetabolismus ~ bestimmt.  Durch  die  Bestimmung der relativen
Proteinkonzentration von CYP2E1 und SULT2A1 konnte bestatigt werden, dass die
erhdhte relative mRNA-Konzentration durch den Zusatz der polyphenolhaltigen
Pflanzenextrakte mit einer erhéhten Proteinkonzentration assoziiert war. Allerdings
fielen die Effekte auf Proteinebene wesentlich schwécher aus als auf Ebene der
mRNA. Der Zusatz von Hopfenextrakt erhdhte die relative Proteinkonzentration des
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CYP2E1 im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant auf das 1,8-fache (P<0,05). In den
anderen Gruppen konnte ein Anstieg im Vergleich zur Kontrolle statistisch nicht mehr
abgesichert werden (Abb. 5.2).
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Abb. 5.2: Einfluss von polyphenolhaltigen Pflanzenextrakten auf die relative
Proteinkonzentration des CYP2E1 in der Lebermikrosomenfraktion von Ebern

Dargestellt sind die Mittelwerte + SD; n = 6 Tiere pro Gruppe; ** Mittelwerte ohne gleich
Hochbuchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (P<0,05; Fisher Test); die Kontrolle
wurde 1 gesetzt; die relativen Proteinkonzentrationen wurden mittels dem Referenzprotein
B-Actin normalisiert; reprasentativer Blot des CYP2E1 und des ACTB; CYP = Cytochrom P450;
ACTB = B-Actin

Im Vergleich zur Kontrollgruppe wurde die relative Proteinkonzentration der SULT2A1
in der zytosolischen Leberfraktion durch den Zusatz von Traubentrester im Futter der
Jungeber auf das 2,6-fache gesteigert (P<0,05; Abb. 5.3). Der Zusatz von Hopfen
erbrachte im Vergleich zur Kontrollgruppe keinen Unterschied in der relativen
Proteinkonzentration. Durch die Zugabe von grinem Tee wurde die relative
Proteinkonzentration der SULT2A1 im Vergleich zur Kontrollgruppe auf das 2,5-fache
erhdht (P<0,05; Abb. 5.3).
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Abb. 5.3: Einfluss von polyphenolhaltigen Pflanzenextrakien auf die relative
Proteinkonzentration der SULT2A1 im Leberzytosol von Ebern

Dargestellt sind die Mittelwerte + SD; n = 6 Tiere pro Gruppe; * Mittelwerte ohne gleich
Hochbuchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (P<0,05; Fisher Test); die Kontrolle
wurde 1 gesetzt; die relativen Proteinkonzentrationen wurden mittels dem Referenzprotein
B-Actin normalisiert; reprasentativer Blot der SULT2A1 und des ACTB; SULT =
Sulfotransferase; ACTB = B-Actin

5.1.5 Einfluss von polyphenolhaltigen Pflanzenextrakten im Futter
auf die Aktivitaiten von Enzymen des hepatischen
Fremdstoffmetabolismus in Ebern

Zur Validierung der vorherigen Ergebnisse sollte die Aktivitdt des CYP2E1, der
SULT1A1 und der SULT2A1 im Lebergewebe der Eber bestimmt werden. Wie aus
Tabelle 5.6 hervorgeht, haben die zugesetzten polyphenolhaltigen Pflanzenextrakte im
Futter der Jungeber die Aktivitat von CYP2E1, SULT1A1 und SULT2A1 in der Leber im
Vergleich zur Kontrollgruppe nicht signifikant beeinflusst.
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Tab. 5.6: Einfluss von polyphenolhaltigen Pflanzenextrakten im Futter auf die Aktivitat
von Enzymen des hepatischen Fremdstoffmetabolismus von Ebern

CYP2E1-Aktivitat SULT1A1-Aktivitat SULT2A1-Aktivitat

(pmol/min/mg) (umol/min/mg) (umol/min/mg)
Kontrolle 769 + 244 2,56 £ 0,78 2,46 £ 0,95
Traubentrester 774 + 201 2,93 £ 0,46 2,39 £ 0,57
Hopfenextrakt 787 + 323 2,64 £ 0,86 1,81+ 0,62
Griiner Tee 835 + 234 3,03 £ 1,01 2,29 £ 0,77

Dargestellt sind die Mittelwerte + SD; n = 12 Tiere pro Gruppe; die CYP2E1-Aktivitat wurde tber
die Umwandlung von p-Nitrophenol zu p-Nitrocatechol bestimmt; die Aktivitat der SULT1A1 und
der SULT2A1 wurde Uber den Verbrauch von PAPS zu PAP ermittelt

5.1.6 Einfluss von polyphenolhaltigen Pflanzenextrakten im Futter
auf die Androstenon-, Indol- und Skatolkonzentration im
Riickenspeck von Ebern

Um die Hypothese zu Uberprifen, dass der Androstenon- und Skatolmetabolismus in
der Leber Uber den Nrf2-Signalweg durch die Fltterung beeinflusst werden kann,
wurde die Konzentration von Androstenon, Indol und Skatol im Rickenspeck der Eber
bestimmt. In Tabelle 5.7 sind die Konzentrationen der untersuchten Parameter
dargestellt. Der Androstenongehalt im Rulckenspeck wurde durch die zugesetzten
polyphenolhaltigen Pflanzenextrakte im Vergleich zur Kontrolle nicht signifikant
beeinflusst (Tab. 5.7). Auf die Indolkonzentration im Ruickenspeck hatten die
zugesetzten polyphenolhaltigen Pflanzenextrakte im Futter der Jungeber ebenfalls
keinen Einfluss. Die Skatolkonzentration wurde im Vergleich zur Kontrollgruppe durch
den Zusatz von Traubentrester, Hopfenextrakt und griinen Tee signifikant erhéht
(P<0,05). Zwischen den Behandlungsgruppen unterschied sich die Skatolkonzentration
nicht signifikant.
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Tab. 5.7: Einfluss von polyphenolhaltigen Pflanzenextrakten im Futter auf die
Androstenon-, Indol- und Skatolkonzentration im Riickenspeck von Ebern

Gruppe Androstenon Indol Skatol
(no/g) (ng/g) (ng/g)
Kontrolle 1,24 + 0,65 43 +25,4 61,3 +54°
Traubentrester 1,29 + 0,59 37,3+12,4 167 £139°
Hopfenextrakt 0,84 +0,73 31+12,3 185+ 163 °
Griiner Tee 1,06 £ 0,74 32,7 12,6 148 £+119°

Dargestellt sind die Mittelwerte + SD; n = 12 Tiere pro Gruppe; **** Mittelwerte ohne gleiche
Hochbuchstaben innerhalb einer Spalte kennzeichnen signifikante Unterschiede (P<0,05;
Mann-Whitney Test)
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5.3 Ebermastversuch 2

5.3.1 Einfluss von prabiotischen Zusatzstoffen im Futter auf
Leistungs- und Schlachtparameter von Ebern

Wie im ersten Ebermastversuch wurden fir die Leistungsparameter des zweiten
Ebermastversuches das Startgewicht, die tagliche Lebendmassezunahme, die tagliche
Futteraufnahme, der Futteraufwand und das Endgewicht der Eber erfasst. Die
untersuchten Leistungsparameter des zweiten Ebermastversuches sind in Tabelle 5.8
zusammengefasst. Zu Versuchsbeginn unterschied sich das Startgewicht der Eber
zwischen den Gruppen nicht. Im Vergleich zur Gruppe, in der dem Futter
Fructooligosaccharide (FOS) und Gluconsaure zugesetzt wurde, konnte in der Gruppe,
bei der dem Futter nur Gluconsaure zugegeben wurde, eine erhdhte tagliche
Lebendmassezunahme festgestellt werden (P<0,05). Die Lebendmassezunahme
dieser Gruppe unterschied sich von der Kontrollgruppe und der Gruppe, der FOS
zugesetzt war, nicht signifikant. Bei der taglichen Futteraufnahme zeigten sich keine
Unterschiede zwischen den Gruppen. Der Futteraufwand war im Vergleich zur
Kontrollgruppe in keiner der Behandlungsgruppen signifikant veréndert. Ein
signifikanter Unterschied im Futteraufwand konnte aber zwischen der Gruppe, der
Gluconsaure zugegeben wurde und der Gruppe, der FOS und Gluconsaure zugesetzt
wurde, festgestellt werden (P<0,05). Die kombinierte Zugabe der prabiotischen
Zusatzstoffe fuhrte dabei zu einem héheren Futteraufwand als die alleinige Zugabe von
Gluconsaure. Das Endgewicht der Eber unterschied sich zwischen den
Behandlungsgruppen nicht.
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Tab. 5.8: Einfluss von prabiotischen Zusatzstoffen im Futter auf Leistungsparameter von
Ebern

Kontrolle FOS Gluconséaure FOS +
Gluconséaure

Versuchszeitraum 85-120 kg (32 Tage)

StG (kg) 83,3+5,4 84,3+ 4,5 84,2+7,3 84,3+ 6,4
LMZ (g/T) 879 +101 ® 925 +175 % 955 + 88,4 ° 851 +71,12
FuA (g/T) 2658 + 236 2722 + 294 2782 + 204 2658 + 213
FA (kg/kg) 3,07+0,15% 2,99+0,35®  292+0,17° 3,13+0,13°
EG (kg) 11177 114 7,3 115+8,8 112+7,8

Dargestellt sind die Mittelwerte + SD; n = 12 Tiere pro Gruppe; **** Mittelwerte ohne gleiche
Hochbuchstaben innerhalb einer Zeile kennzeichnen signifikante Unterschiede (P<0,05; Fisher
Test); FOS = Fructooligosaccharide; StG = Startgewicht; LMZ = Lebendmassezunahme; FuA =
Futteraufnahme; FA = Futteraufwand; EG = Endgewicht

Fir die Schlachtparameter wurden das Schlachtgewicht, der Magerfleischanteil, das
FleischmaB und das SpeckmaB erfasst. Auch das Schlachtgewicht der Eber
unterschied sich zwischen den Gruppen nicht. Ebenso zeigten sich beim
Magerfleischanteil keine Unterschiede zwischen den Gruppen. Im Vergleich zur
Kontrollgruppe konnte bei den Tieren, die Uber ihr Futter einen Zusatz von FOS
erhielten, ein signifikant héherer Wert fir die Dicke des Muskelfleisches ermittelt
werden (P<0,05; Tab. 5.9). Eber der Gruppe, die eine Zugabe von Gluconsaure
erhielten, zeigten im Vergleich zur Gruppe, der FOS zugesetzt wurden, ein signifikant
vermindertes Fleischmal3 auf (P<0,05). Zwischen den anderen Gruppen wurden keine
Unterschiede im Fleischmal3 beobachtet. Ebenso unterschied sich das Speckmal3
zwischen den Gruppen nicht. In Tabelle 5.9 sind die Schlachtparameter der Eber des

zweiten Versuchskomplexes zusammengefasst.
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Tab. 5.9: Einfluss von prébiotischen Zusatzstoffen im Futter auf Schlachtparameter von
Ebern

Kontrolle FOS Gluconséaure FOS +
Gluconséaure

SG (kg) 88,5+6,5 90,658 91,8+7,3 88,3+7,0
MFA (%) 60,8+1,4  599+3,1 59,6 + 1,4 60,7 1,7
FM (mm) 53,3+36° 576+66°% 529+33° 54,6 + 2,5 %
SM (mm) 10,4+1,6 12,4 +3,1 12,4+25 10,8 1,9

Dargestellt sind die Mittelwerte £ SD; & Mittelwerte ohne gleiche Hochbuchstaben innerhalb
einer Zeile kennzeichnen signifikante Unterschiede (P<0,05; Fisher Test); FOS =
Fructooligosaccharide; SG = Schlachtgewicht; MFA = Magerfleischanteil; FM = Fleischmaf3; SM
= Speckmal3

5.3.2 Einfluss von prabiotischen Zusatzstoffen im Futter auf den pH-
Wert und die Konzentration der fliichtigen Fettsauren im Kot

von Ebern

Um zu Uberpriifen ob der Zusatz der prabiotisch wirksamen Stoffe einen Einfluss auf
die mikrobielle Aktivitdt im Darm ausibt, wurden der pH-Wert und die flichtigen
Fettsauren im Kot der Eber bestimmt. Der pH-Wert wurde wéchentlich ermittelt. Uber
den Versuchszeitraum von 32 Tagen stieg der pH-Wert im Faeces in allen
Behandlungsgruppen bis zum 25. Versuchstag an und wurde von einem Abfall bis zum
Tag der Schlachtung begleitet. In der Kontrollgruppe war dieser Anstieg im Vergleich
zum ersten Messzeitpunkt signifikant (P<0,05). Zwischen den Behandlungsgruppen
konnten zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede im pH-Wert beobachtet werden.
Laut zweifaktorieller ANOVA bestand keine Wechselwirkung zwischen der Behandlung
und dem Messzeitpunkt. Es gab zwar einen Zeiteffekt (P<0,05), nicht aber einen
Behandlungseffekt. Tabelle 5.10 zeigt den pH-Wert der Behandlungsgruppen Uber den
Versuchszeitraum von 32 Tagen.
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Tab. 5.10: Einfluss von prabiotischen Zusatzstoffen im Futter auf den pH-Wert im Kot von
Ebern im Verlauf Giber den Versuchszeitraum

Versuchstag  Kontrolle FOS Gluconsaure FOS +
Gluconsaure

4 6,62 +0,27° 6,56 +£0,37 *° 6,63 + 0,24 6,68 + 0,22
11 6,68+03° 6,48+03%® 6,56 + 0,35 6,65 + 0,38
18 6,7+0,43° 6,73+0,25° 6,66 + 0,4 6,76 + 0,41
25 7,07+0,462% 6,76 +0,42°2 6,82 + 0,48 6,98 + 0,49
32 6,55+0,31° 6,37+05°" 6,71 + 0,38 6,69 + 0,43

Dargestellt sind die Mittelwerte = SD; n = 12 Tiere pro Gruppe; > Mittelwerte ohne gleiche
Hochbuchstaben innerhalb einer Spalte kennzeichnen signifikante Unterschiede (P<0,05;
Fisher Test); FOS = Fructooligosaccharide

Die Konzentration der flichtigen Fettsduren wurde gaschromatographisch im Kot der
Eber, der einen Tag vor der Schlachtung gesammelt wurde, bestimmt. Die
Gesamtfettsdurekonzentration unterschied sich zwischen den Gruppen nicht. Der
kombinierte Zusatz von FOS und Gluconsdure fuhrte im Vergleich zur alleinigen
Zugabe von FOS zu einem Anstieg der Isovaleriansaurekonzentration (P<0,05; Tab.
5.11). Im Vergleich zur Kontrollgruppe wurden keine Unterschiede durch die Zusatze
der Préabiotika im Futter auf die flliichtigen Fettsduren im Kot beobachtet. In
Ubereinstimmung damit konnte kein signifikanter Unterschied im pH-Wert zwischen
den einzelnen Behandlungsgruppen am Ende des Versuchszeitraumes festgestellt
werden (Tab. 5.11).
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Tab. 5.11: Einfluss von prabiotischen Zusatzstoffen im Futter auf die fliichtigen
Fettsduren und den pH-Wert im Kot von Ebern

Kontrolle FOS Gluconsaure FOS

+ Gluconsaure

SCFA (mmol/kg)

C:2 307 +77,7 330 + 42,1 295 + 70,8 296 + 60
C:3 110 + 25,1 122 +22,9 129 + 60 119+ 32,5
iC:4 13,1 £ 4,08 10,8 £ 1,92 11+2,13 13,2 + 3,62
C:4 80,6 + 29,7 91,1+228 68 £ 19,4 84,7 +31,6
iC:5 18,8 £6,8 % 14,2 + 3,04 ° 15,1 £4,05 % 19,5+ 5,92°
C:5 13,9 + 4,76 12,4 +2,79 12,4 + 5,07 14,3 + 4,43
Gesamt-SCFA (mmol/kg)

543 + 126 581 + 89 529 + 146 546 + 123
pH-Wert

6,55 + 0,31 6,37 + 0,50 6,71 0,38 6,69 + 0,43

Dargestellt sind die Mittelwerte + SD, bezogen auf die Trockenmasse; n =12 Tiere pro Gruppe;
acd Mittelwerte ohne gleiche Hochbuchstaben innerhalb einer Zeile kennzeichnen signifikante
Unterschiede (P<0,05; Fisher Test); FOS = Fructooligosaccharide; SCFA = short chain fatty
acid (kurzkettige Fettsdure) C:2 = Essigsaure; C:3 = Propionsaure; iC:4 = Isobuttersaure; C:4 =
Buttersaure; iC:5 = Isovaleriansaure; C:5 = Valeriansaure

5.3.3 Einfluss von prabiotischen Zusatzstoffen im Futter auf die
Indol- und Skatolkonzentration im Riickenspeck von Ebern

Im Vergleich zur Kontrollgruppe konnte durch den Zusatz von Gluconsédure und dem
kombinierten Zusatz von FOS und Gluconséure eine erhdhte Indolkonzentration im
Rackenspeck der Jungeber beobachtet werden (P<0,05; Tab. 5.12). Die Gruppe, der
FOS zugesetzt wurden, zeigte keine signifikanten Unterschiede in der
Indolkonzentration im  Vergleich zur  Kontroligruppe und den anderen
Behandlungsgruppen. Der Skatolgehalt im Rickenspeck der Eber unterschied sich
nicht signifikant zwischen den Gruppen.
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Tab. 5.12: Einfluss von prabiotischen Zusatzstoffen im Futter auf die Indol- und
Skatolkonzentration im Riickenspeck von Ebern

Gruppe Indol Skatol
(ng/g) (ng/g)
Kontrolle 22,1+8,85° 79,1 41,9
FOS 31,4+172%® 66,2 + 56,8
Gluconsaure 38,7+18°% 108 £ 102
FOS + Gluconséure 49,7 £35,2°2 93,8 + 62,2

Dargestellt sind die Mittelwerte + SD; n = 12 Tiere pro Gruppe; **** Mittelwerte ohne gleiche
Hochbuchstaben innerhalb einer Spalte kennzeichnen signifikante Unterschiede (P<0,05;
Mann-Whitney Test); FOS = Fructooligosaccharide
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6 Diskussion

6.1 Bedeutung von polyphenolhaltigen Pflanzenextrakten fir
die Jungebermast im Bezug auf Ebergeruch

Mit der Entdeckung der Komponenten Androstenon und Skatol, die fir den
unerwinschten Ebergeruch verantwortlich sind, wuchs ein starkes Interesse innerhalb
der Schweinemast an der Erforschung der Reduzierung von Ebergeruch, um auch
Eberfleisch genusstauglich und damit vermarktungsféahig zu machen. Da aus
tierschutzrechtlichen Grinden ab dem 1. Januar 2019 eine Kastration von Ferkeln
nicht mehr ohne Betdubung erfolgen darf, wird derzeit intensiv nach Alternativen
gesucht, um trotz des Verbots weiterhin ein genusstaugliches Produkt anbieten zu
kénnen. Die Verminderung von Ebergeruch stellt ein zentrales Ziel in der
Schweinemast dar. Die der vorliegenden Arbeit zugrundeliegenden Experimente
sollten eine mdégliche Strategie entwickeln um den unerwilinschten Ebergeruch durch
die Fitterung zu vermindern.

Zahlreiche Publikationen haben gezeigt, dass Ebergeruch durch die Fitterung von
prabiotisch wirksamen Pflanzenbestandteilen positiv beeinflusst werden kann (Claus et
al. 1994; Claus et al. 2003; Hansen et al. 2006; Zamaratskaia et al. 2006; Chen et al.
2007; Rasmussen et al. 2012b; Vhile et al. 2012). Die Untersuchungen beschranken
sich dabei zumeist auf die Verminderung der Skatolkonzentration im Fettgewebe von
Ebern. Die Androstenonkonzentration ist nach wie vor schwer zu beeinflussen, auch
wenn erstmals eine Androstenonreduktion durch die Verfutterung von Zichorienwurzeln
erreicht werden konnte (Rasmussen et al. 2012b). Auf diesem Gebiet besteht weiterhin
groBer Forschungsbedarf. Androstenon und Skatol werden Ulber den hepatischen
Fremdstoffmetabolismus abgebaut. Deswegen wurde in der vorliegenden Arbeit die
Hypothese aufgestellt, dass der Abbau der beiden unerwinschten Stoffe durch eine
Anregung des Fremdstoffmetabolismus in der Leber beschleunigt werden kénnte. Ein
beschleunigter Abbau konnte in einer reduzierten Einlagerung von Androstenon und
Skatol im Fettgewebe resultieren. Nrf2, ein wichtiger Transkriptionsfaktor fir den
Fremdstoffmetabolismus, reguliert die Expression von zytoprotektiven und antioxidativ
wirksamen Enzymen (Lee et al. 2005). Zielgene von Nrf2 sind unter anderen Gene, die
in den Androstenon- und Skatolmetabolismus involviert sind (Babol et al. 1998a;
Sinclair et al. 2005; Sinclair et al. 2006). Der Zusammenhang vom Einsatz von
polyphenolhaltigen Pflanzenextrakten aus Traubentrester, Hopfen oder grinem Tee,
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den molekularen Mechanismen des Nrf2-Signalwegs und dem Androstenon- und
Skatolmetabolismus in der Leber, wurde bisher nicht untersucht. Deshalb war es das
Ziel des ersten Teils der vorliegenden Arbeit, erstmals zu untersuchen, ob durch den
Zusatz von polyphenolhaltigen Pflanzenextrakten zum Futter von unkastrierten,
mannlichen Schweinen, die Konzentration an Androstenon und Skatol im
Rlckenspeck, die flr den Ebergeruch verantwortlich sind, vermindert werden kénnen.
Da bekannt ist, dass Polyphenole den Transkriptionsfaktor Nrf2 in der Leber aktivieren
und dadurch Gene des Fremdstoffmetabolismus aktiv werden (Chen et al. 2000; Shen
et al. 2005; Soyalan et al. 2011; Bak et al. 2012; Han et al. 2012), die ebenfalls in den
Abbau von Androstenon und Skatol in der Leber involviert sind (Babol et al. 19983a;
Sinclair et al. 2005; Sinclair et al. 2006), wurde postuliert, dass der Zusatz von
polyphenolreichen Pflanzenextrakten im Futter, den Nrf2 in der Leber der Eber
aktivieren kann und es dadurch zu einem gesteigerten Abbau von Androstenon und
Skatol kommt. In der vorliegenden Arbeit wurden Extrakte aus Traubentrester, Hopfen
und griinem Tee eingesetzt. Diese Pflanzenextrakie wurden bewusst gewahlt, da sie
reich an Polyphenolen sind und in der Literatur zahlreiche positive Eigenschaften auf
den Organismus beschrieben wurden (Li et al. 2001; Terra et al. 2009; Xia et al. 2010;
Ellinger et al. 2011; Bak et al. 2012; Gessner et al. 2012; Krajka-Kuzniak et al. 2013;
Ohno et al. 2013; Newsome et al. 2014; Yousaf et al. 2014).

6.1.1 Einfluss von polyphenolhaltigen Pflanzenextrakten auf die
Mastleistung

Die untersuchten Leistungsparameter des Ebermastversuches umfassten das
Startgewicht, die tagliche Lebendmassezunahme, die tagliche Futteraufnahme, den
Futteraufwand und das Endgewicht. Der Futteraufwand errechnet sich aus dem
Quotienten der taglichen Zunahme und der téglichen Futteraufnahme. In Studien
wurde gezeigt, dass der Zusatz von Traubentrester zum Futter den Futteraufwand der
Tiere verbessern kann. Gessner et al. (2013) konnten einen verbesserten
Futteraufwand durch den Zusatz von 1 % Traubentrester bei Ferkeln beobachten. Eine
Studie der eigenen Arbeitsgruppe bestétigte diese Untersuchung und zeigte, dass der
Zusatz von 1 % Traubentrester den Futteraufwand bei Ferkeln signifikant verbessern
kann (Fiesel et al. 2014). Der Effekt von Traubentrester auf Leistungsparameter
scheint speziestbergreifend zu sein. So wurde in einer Untersuchung mit Broilern die

Futterverwertung durch den Zusatz von Traubentrester zum Futter der Tiere ebenfalls
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verbessert (Viveros et al. 2011; Chamorro et al. 2013). Im Gegensatz zu den
genannten Studien konnte in der vorliegenden Arbeit ein verminderter Futteraufwand
durch den Zusatz von 1 % Traubentrester im Futter der Jungeber statistisch nicht
abgesichert werden. Auch auf die Schlachtparameter hatte der Einsatz von
Traubentrester in der vorliegenden Arbeit keinen Einfluss. Grund daflrr kann das Alter
der Versuchstiere sein. Bei Gessner et al. (2013) und Fiesel et al. (2014) wurden
Ferkel betrachtet. In der vorliegenden Arbeit wurden Eber ab 50 kg betrachtet. Der
Effekt scheint bei jungen Tieren starker auszufallen, da sich beispielsweise die
Enzymausstattung im Darm zwischen Ferkeln und &lteren Tieren unterscheidet.

Die tagliche Lebendmassezunahme war im Vergleich zu allen Gruppen in der Gruppe,
die 1 % Hopfenextrakt zugesetzt bekam, am héchsten. Untersuchungen der eigenen
Arbeitsgruppe (Fiesel et al. 2014) zeigen zudem, dass der Zusatz von 1 %
Hopfenextrakt zum Futter von Ferkeln den Futteraufwand signifikant verbessern kann.
In der vorliegenden Arbeit konnte zwar kein signifikanter Unterschied im Futteraufwand
zwischen der Kontrollgruppe und der Gruppe, die Hopfenextrakt zugesetzt bekam,
erreicht werden, dennoch kann die erhéhte durchschnittliche, tagliche
Lebendmassezunahme als positiv fir die Mast betrachtet werden. Nach aktuellem
Kenntnisstand existieren in der Literatur keine weiteren Studien zum Einfluss eines

Hopfenextraktes auf die Leistungsdaten von Tieren.

Der Einsatz von griinem Tee scheint fir die Praxis nicht geeignet zu sein. Eber, die
einen Zusatz von 1 % griinem Tee erhielten, zeigten im Vergleich der Gruppen Uber
den gesamten Mastzeitraum eine schlechtere tagliche Lebendmassezunahme und ein
vermindertes Endgewicht. Verantwortlich dafur war die schlechte Akzeptanz des
Futters, was in einem erhdhten Futteraufwand resultierte, der wirtschaftlich betrachtet
einen Nachteil fir die Ebermast darstellt. Griner Tee enthélt viele Bitterstoffe, die die
schlechte Akzeptanz des Futters erklaren kénnten. Auch die Schlachtparameter
wurden durch den Einsatz von grinem Tee tendenziell verschlechtert. Zwar
unterschieden sich diese nicht signifikant zur Kontrollgruppe, jedoch zeigten sich
zwischen den Behandlungsgruppen signifikante Unterschiede. So erreichten die Eber,
die grinen Tee erhielten im Vergleich zu den Ebern, die Traubentrester oder Hopfen
zugesetzt bekamen, ein signifikant niedrigeres End- und Schlachtgewicht. Auch das
Fleisch- und Speckmaf war in der Gruppe, in der griner Tee zugesetzt wurde im
Vergleich zu den anderen Behandlungsgruppen signifikant vermindert. Nach aktuellem
Kenntnisstand existieren nur wenige Studien tber den Einfluss von griinem Tee auf die

Leistungsdaten von Tieren. Wahrend in einer Untersuchung von Augustin et al. (2008)
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kein Einfluss von griinem Tee auf die Leistungsdaten von Ferkeln festgestellt werden
konnte, zeigte sich in der vorliegenden Arbeit deutlich, dass ein Zusatz von 1 %
grinem Tee das Fressverhalten der Schweine negativ beeinflusst. Der Unterschied
kann im bitteren Geschmack von griinem Tee begriindet liegen. Die eingesetzte Dosis
war in der vorliegenden Arbeit hdher als bei Augustin et al. (2008).

6.1.2 Einfluss von polyphenolhaltigen Pflanzenextrakten auf den
Nrf2-Signalweg in der Leber

Polyphenole kénnen den Nrf2-Signalweg in der Leber aktivieren (Chen et al. 2000;
Shen et al. 2005; Soyalan et al. 2011; Han et al. 2012). Durch MAPKs oder PI3K wird
Nrf2 entweder direkt oder Cysteinreste von Keap1 phosphoryliert, so dass Nrf2 aus der
Bindung mit Keap1 freigesetzt wird und in den Nukleus translozieren kann (Yu et al.
2000; Wakabayashi et al. 2004; Tkachev et al. 2011). Im Nukleus bindet Nrf2 an eine
ARE-Sequenz im Promotorbereich von Zielgenen und aktiviert so deren Transkription
(Tkachev et al. 2011). In der Literatur existieren viele molekulare Untersuchungen mit
isolierten Polyphenolen in der Zellkultur oder bei Nagern. Studien Uber natlrlich
vorkommende polyphenolreiche Futtermittel und dem Nrf2-Signalweg bei Nutztieren
sind selten. In der vorliegenden Arbeit wurden keine isolierten Polyphenole, sondern
Pflanzenextrakte aus Traubentrester, Hopfen und griinem Tee verwendet. Um zu
Uberprifen, ob ein Zusatz von Traubentrester, Hopfenextrakt oder grinem Tee zum
Futter der Eber die Nrf2-abhangige Genexpression in der Leber beeinflusst, wurde die
relative mMRNA-Konzentration verschiedener Nrf2-Zielgene mittels quantitativer realtime
PCR (qPCR), sowie die Nrf2-Bindungsaktivitdt untersucht. Den Zusammenhang
zwischen einer potentiellen Nrf2-Aktivierung und dem Androstenon- und
Skatolmetabolismus bildete die Analyse von Nrf2-Zielgenen, die in den Abbau von
Androstenon  und  Skatol involviert sind, mittels gPCR, sowie die
Proteinexpressionanalyse und die Aktivitditsmessung von ausgewahlten Enzymen des
Androstenon- und Skatolmetabolismus.

Mit den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit konnte durch den Zusatz der
polyphenolhaltigen Pflanzenextrakte zum Futter ein Anstieg der Expression von Nrf2-
abhangigen Zielgenen in der Leber der Eber festgestellt werden. Als Nrf2-Zielgene
wurden die Glutathionperoxidase (GPX1), die Superoxiddismutase (SOD), die
Hamoxygenase (HO-1), die Thioredoxinreduktase (TXNR1), die antioxidativ wirksam
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sind, sowie die Glutathion-S-Transferase (GST), die mikrosomale Gilutathion-S-
Transferase (MGST1), die NADPH-Dehydrogenase (NQO1) und das Peroxiredoxin
(PRDX®6), die zytoprotektiv und in den Phase Il-Metabolismus involviert sind,
ausgewahlt. Es zeigte sich im Vergleich der Behandlungsgruppen deutlich, dass der
Zusatz von griinem Tee den starksten Effekt auf die relative mRNA-Konzentration von
allen untersuchten Nrf2-Zielgenen hatte. Die erh6hte Expression der hier untersuchten
Gene deutet auf einen Schutz vor inflammatorischen Sch&den hin. Reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) sind proinflammatorisch wirksam und produzieren vor allem
oxidativen Stress. Sie werden Uber die oben beschriebenen antioxidativ wirksamen
Gene neutralisiert und vermindert (Kim et al. 2010). Die zugesetzten
polyphenolhaltigen Pflanzenextrakte konnten demnach durch die gesteigerte
Transkription von antioxidativ wirksamen Genen proinflammatorische Zustédnde im Tier
vorbeugen. Besonders wirksam scheint ein Zusatz von grinem Tee zu sein, da in

dieser Gruppe die starksten Effekte beobachtet werden konnten.

Uber eine Aktivierung von Zielgenen kann in der Regel indirekt auf eine
Aktivitatssteigerung des Transkriptionsfaktors selbst geschlossen werden. Zur
Uberpriifung wurde in der vorliegenden Arbeit ein elektrophoretischer Mobilitats Shift
Assay (EMSA) durchgefihrt, mittels dem eine Nrf2/ARE-Bindungsreaktion
nachgewiesen werden kann. Es handelt sich dabei um eine semiquantitative Analyse,
d.h. mit dieser Methode kann nachgewiesen werden, ob eine Nrf2/ARE-Bindung
stattgefunden  hat.  Quantitative = Unterschiede  zwischen den einzelnen
Behandlungsgruppen sind dabei nur subjektiv festzustellen. In der vorliegenden Arbeit
wurde bereits in der Kontrollgruppe eine Nrf2/ARE-Bindung nachgewiesen. Nrf2 ist ein
wichtiger Transkriptionsfaktor, der durch viele Reize aktiviert werden kann (Tkachev et
al. 2011). Dies kann erklaren, warum bereits in der Kontrollgruppe eine Nrf2/ARE-
Bindung nachgewiesen wurde. Nichtsdestotrotz Iasst auch der EMSA durch die
starkere Signalintensitat der Bande in der Gruppe, die einen Extrakt aus griinem Tee
erhielten, im Vergleich zu den anderen Gruppen vermuten, dass der Zusatz von
grinem Tee zum Futter der Jungeber die starkste Aktivierung von Nrf2 in der Leber
hervorgerufen hat. Daher kann angenommen werden, dass alle untersuchten Gene in
der Leber durch die polyphenolhaltigen Pflanzenextrakte Uber eine Nrf2-Aktivierung
hochreguliert wurden, da alle Zielgene in der Gruppe, die eine Zulage von grinem Tee
erhielten, ebenfalls am starksten beeinflusst wurden.

Eine Nrf2-Aktivierung wird in der Literatur gréBtenteils als glnstig angesehen. Durch
eine Aktivierung durch oxidativen Stress, Xenobiotika oder Polyphenole werden
antioxidative Enzyme und Enzyme des Fremdstoffmetabolismus aktiviert, die die
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zytoprotektive Kapazitat der Zelle steigern (ltoh et al. 1999). Dies stellt flr den
Organismus einen gesundheitlichen Vorteil dar. In der Literatur wird beschrieben, dass
eine Nrf2-Aktivierung oft mit einer Inhibierung des Transkriptionsfaktors NF-kB
einhergeht, der einen Hauptregulator in der proinflammatorischen Genexpression
darstellt (Baeuerle und Henkel 1994; Nair et al. 2008; Kim et al. 2010). Eine
Aktivitdtsverminderung von NF-kB wird in vielen Fallen als glnstig angesehen, da
dadurch Entziindungsreaktionen verringert werden. Somit kdnnten durch den Zusatz
von polyphenolhaltigen Pflanzenextrakten in der Schweinemast Entziindungsprozesse
im Tier vermindert werden. Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe deuten darauf
hin, dass der Zusatz eines Traubenextraktes im Futter von Ferkeln inflammatorische
Zustande im Darm der Tiere verbessern kann (Gessner et al. 2013; Fiesel et al. 2014).
In den Studien wurde eine signifikante Verminderung der relativen mRNA-
Konzentration von NF-kB-Zielgenen durch den Zusatz von 1 % Traubentrester im
Futter von Ferkeln in der Darmmucosa nachgewiesen. Eine vorherige Zellkulturstudie
zeigte zudem, dass der Zusatz von Traubentrester zum Medium von Caco2-Zellen,
eine durch TNFo-induzierte NF-kB-Transaktivierung signifikant vermindern kann
(Gessner et al. 2012).

Flr die erhdhte Expression von antioxidativ wirksamen und zytoprotektiven Genen
Uber den Nrf2-Signalweg sind in der vorliegenden Arbeit héchstwahrscheinlich die
Polyphenole der zugesetzten Pflanzenextrakie verantwortlich. Trauben enthalten
Proanthocyanidine, Catechine und Gallensduren (Auger et al. 2004).
Proanthocyanidine aus Trauben kénnen die Expression von Nrf2-abhangigen Genen
aktivieren (Bak et al. 2012), was die erhdhte Expression von NQO1 und TXNRT1 in der
vorliegenden Arbeit durch die Zulage von Traubentrester erklaren kann.
Traubenextrakten wird zudem eine antioxidative Aktivitdt durch das Abfangen von
freien Radikalen und der Inhibierung der Lipidoxidation zugeschrieben (Xia et al. 2010).
Xanthohumol ist eines der bedeutsamsten Flavonoide im Hopfen. Uber eine Nrf2-
Aktivierung wird die Transkription von Enzymen des Fremdstoffmetabolismus durch
Xanthohumol induziert (Krajka-Kuzniak et al. 2013). Hopfen enthalt neben
Xanthohumol Proanthocyanidine und weitere Flavonoide (Wang et al. 2014). Dietz et
al. (2013) konnten aufzeigen, dass eine durch Xanthohumol ausgeléste, erhéhte
NQO1-Aktivitat in der Leber bei Ratten, durch die Gabe eines Hopfenextraktes noch
starker ausfiel als die alleinige Gabe von Xanthohumol. Die Aktivitdt der GST in der
Leber wurde in der genannten Studie nur durch einen Hopfenextrakt und nicht durch
Xanthohumol alleine induziert. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass die
zytoprotektiven Effekte nicht nur durch Xanthohumol alleine hervorgerufen werden
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(Dietz et al. 2013). Es ist sehr wahrscheinlich, dass im Rahmen der vorliegenden Arbeit
die erhohte relative mRNA-Konzentration von SOD, NQO1, PRDX6 und TXNR1 durch
den Zusatz des Hopfenextraktes unter anderem durch Xanthohumol hervorgerufen
wurde.

In der Literatur wird beschrieben, dass die positiven Eigenschaften von grinem Tee
gréBtenteils auf den hohen Gehalt an Epigallocatechin-3-gallat (EGCGQG)
zurtickzuftihren sind (Shen et al. 2005; Jiang et al. 2012; Newsome et al. 2014). EGCG
ist ein Flavonoid, das zur Gruppe der Catechine gehért. Wie in Kapitel 2.2.3 bereits
beschrieben, wurde durch verschiedene Studien gezeigt, dass EGCG durch die
Aktivierung von MAPKs die Translokation von Nrf2 in den Zellkern induziert, wodurch
die Expression von Nrf2-abh&ngigen Genen stimuliert wird (Chen et al. 2000;
Newsome et al. 2014). Laut Herstellerangaben liegt im verwendeten Produkt der
vorliegenden Arbeit ein EGCG Gehalt von mindestens 40 % vor (Tab. 4.2). Deswegen
kann vermutet werden, dass der Effekt des Zusatzes von griinem Tee in der
vorliegenden Arbeit gréBtenteils durch EGCG Uber den Nrf2-Signalweg hervorgerufen
wurde. Da der Effekt von grinem Tee auf die relative mRNA-Konzentration im
Vergleich zu den anderen Gruppen wesentlich starker ausfiel, ist zum Einen denkbar,
dass EGCG eine starkere Aktivierung hervorruft als die Polyphenole der anderen
zugesetzten Pflanzenextrakte und zum Anderen weitere Transkriptionsfaktoren
aktiviert werden, die in den hepatischen Fremdstoffmetabolismus involviert sind. Neben
Nrf2, spielen Transkriptionsfaktoren wie der Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor (AhR), CAR
(constitutive androstane receptor), PXR (pregnane X receptor) und FXR (farneosid X
receptor) eine wichtige Rolle im Fremdstoffmetabolismus (Xu et al. 2005). Shen et al.
(2005) konnten mittels einer Microarry Analyse zeigen, dass neben der Regulierung
von Nrf2-abhangigen Genen durch EGCG auch Nrf2-unabhangige Gene reguliert
werden, wodurch diese Annahme bekréaftigt wird.

6.1.3 Einfluss von polyphenolhaltigen Pflanzenextrakten auf den
Androstenon- und Skatolmetabolismus in der Leber

Der Hauptaspekt der vorliegenden Arbeit lag im Zusammenhang zwischen dem
Einfluss der polyphenolhaltigen Pflanzenextrakte, dem Nrf2-Signalweg und der
Reduzierung des Ebergeruchs. Um diesen Zusammenhang herzustellen, wurde neben
der Genexpression von ausgewdahlten Nrf2-Zielgenen, die Proteinexpression von
CYP2E1 und SULT2A1, die Aktivitdt von CYP2E1, SULT1A1 und SULT2A1 in der
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Leber sowie der Androstenon-, Indol- und Skatolgehalt im Fettgewebe der Eber
gemessen. Die oben genannten Enzyme wurden ausgewahlt, weil CYP2E1 und
SULT1A1 die wichtigsten Enzyme im Metabolismus von Skatol und SULT2A1 im
Androstenonmetabolismus darstellen (Babol et al. 1998a; Lin et al. 2004; Sinclair et al.
2005; Sinclair et al. 2006; Matal et al. 2009; Wiercinska et al. 2012). In einer Phase |
Reaktion wird Skatol durch CYP2E1 zu verschiedenen Metaboliten abgebaut, die
anschlieBend in einer Phase Il Reaktion durch SULT1A1 konjugiert werden. Analog
zum Skatolmetabolismus, werden die durch eine Phase | Reaktion entstandenen
Metabolite aus Androstenon in einer Phase Il Reaktion durch SULT2A1 konjugiert.
Durch diese Reaktionen steigt ihre Wasserldslichkeit, so dass die Metabolite Uber die
Niere ausgeschieden werden kénnen (Babol et al. 1998b). In der vorliegenden Arbeit
wurden fir die Analyse der Genexpression mittels gPCR Gene fir die Cytochrom P450
Enzyme 1A1, 1A2, 2A19 und 2E1, sowie fur die UDP-Glucuronosyltransferase 1A1
(UGT1A1) ausgewahlt. Neben der Entgiftung von Xenobiotika ist die Cytochrom P450
Familie fir viele weitere Mechanismen verantwortlich. So wird der
Arachidonsauremetabolismus, die Eicosanoidsynthese, die Cholesterol-, Sterol- und
Gallensauresynthese, die Steroidsynthese und der -Katabolismus sowie die Synthese
und der Metabolismus von Vitamin D3 Uber CYP450 Enzyme reguliert (Nebert und
Russell 2002). Alle CYP450 Enzyme wurden durch grinen Tee signifikant
hochreguliert. CYP2A19 stellt neben CYP2E1 eines der wichtigsten Enzyme im Phase
| Metabolismus von Skatol dar (Babol et al. 1998a; Matal et al. 2009; Wiercinska et al.
2012). Bei beiden Enzymen wurde die relative mRNA-Konzentration im Vergleich zur
Kontrollgruppe durch den Zusatz von grinem Tee signifikant erhéht. Fir die
Sulfotransferasen wurden die Nrf2-Zielgene SULT1B1, SULT1A1 und SULT2A1
untersucht. Auch hier erhéhte der Zusatz der polyphenolhaltigen Pflanzenextrakte im
Vergleich zur Kontrollgruppe die relative mRNA-Konzentration. Durch die Zulage von
griinem Tee war die Steigerung bei allen drei Genen signifikant.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung zeigen zusammenfassend, dass durch einen
Zusatz von grinem Tee zum Futter von Jungebern Phase | und Phase Il Enzyme in
der Leber auf mRNA-Ebene hochreguliert werden kdnnen. Im Vergleich mit den
Ergebnissen der qPCR-Analyse der zuvor beschriebenen Nrf2-Zielgene ist deutlich
erkennbar, dass bei den CYP450- und UGT-Genen eine wesentlich starkere Induktion
durch grinen Tee stattgefunden hat. Grund dafir kdnnte die Induktion weiterer
Transkriptionsfaktoren sein. Viele nukledre Transkriptionsfaktoren spielen eine wichtige
Rolle im hepatischen Fremdstoffmetabolismus (Xu et al. 2005).

Zwar konnte eine signifikante Erhdéhung der relativen mRNA-Konzentration von
relevanten Nrf2-Zielgenen in der Leber nachgewiesen werden, der Effekt auf die
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Proteinkonzentration der untersuchten Enzyme war jedoch wesentlich geringer
ausgepragt als auf Ebene der Transkription. Wahrend auf mRNA Ebene eine 5-80-
fache Erhéhung der relativen mRNA-Konzentration der Nrf2-Zielgene durch die
polyphenolhaltigen Pflanzenexirakte beobachtet wurde, wurde die relative
Proteinkonzentration der untersuchten Enzyme nur auf das 1,5-2-fache der
Kontrollgruppe erhdht. Zur Validierung der Ergebnisse wurde die Enzymaktivitat von
CYP2E1, SULT1A1 und SULT2A1 gemessen. Bei diesen Analysen konnte keine
Veranderung in der Enzymaktivitdt durch die verschiedenen Zusatze beobachtet
werden. Das vermehrt exprimierte Transkript wurde demnach nicht in ein aktives
Enzym umgesetzt. Die in der qPCR gemessene mRNA-Konzentration muss das
tatsachlich synthetisierte Protein nicht direkt widerspiegeln, da posttranskriptionale
Modifizierungen wie mRNA-Stabilisierung und posttranslationale Modifizierungen wie
Methylierung, Phosphorylierung und Ubiqutinierung das Protein beeinflussen kénnen
(Tsai und O'Malley 1994; Day und Tuite 1998). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
deuten darauf hin, dass die Polyphenole der zugesetzten Pflanzenextrakte zwar die
Gen- und zum Teil die Proteinexpression der Enzyme beeinflussen, diese jedoch durch
posttranskriptionale und posttranslationale Modifizierungen so verandert werden, dass
die vermehrt exprimierte mMRNA nicht in ein aktives Enzym umgesetzt wird. Dies kénnte
erklaren, warum keine Aktivitdtsveranderung zwischen den Behandlungsgruppen
nachgewiesen werden konnte und die Erhéhung der relativen Proteinkonzentration
durch die polyphenolhaltigen Pflanzenextrakte im Vergleich zur relativen mRNA-
Konzentration wesentlich geringer ausfiel. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
decken sich mit Studien von Rasmussen et al. (2011) und Brunius et al. (2012), in
denen eine erhdhte CYP2E1 mRNA-Expression in der Leber von Schweinen nicht mit
einer erhdhten Aktivitat des Enzyms einherging. Fir CYP2E1 wird vermutet, dass die
mRNA posttranskriptional modifiziert wird (Kocarek et al. 2000). Es wurde
nachgewiesen, dass die CYP2E1 mRNA eine oder mehrere Merkmale enthélt, die eine
effiziente Translation verhindern. Diese sekundaren Strukturen befinden sich in der 5°
untranslatierten Region (UTR). Eine Deletion der terminalen Region der 5’'UTR flhrt zu
einer erhdhten CYP2E1 Proteinsynthese, was darauf hindeutet, dass Strukturen in
dieser Region die effiziente Ubersetzung der mRNA verhindern (Kocarek et al. 2000).
Das Ergebnis der vorliegenden Arbeit lasst diese Annahme ebenfalls vermuten. Die
erhdhte relative mRNA-Konzentration von CYP2E1 durch die polyphenolhaltigen
Pflanzenextrakte spiegelte sich nicht in einer gleichermaBen erhdhten relativen
Proteinkonzentration wider. Zudem konnten Tambyrajah et al. (2004) nachweisen,
dass Androstenon in der Lage, ist die CYP2E1 Promotoraktivitdt zu vermindern,
wodurch die gebildete mRNA dementsprechend nicht effektiv translatiert wird. Tiere mit
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einem hohen Androstenongehalt im Fettgewebe haben vermutlich deswegen eine
niedrige CYP2E1-Expression. Der Androstenongehalt der Eber in der vorliegenden
Arbeit lag in allen Gruppen noch tber dem Grenzwert von 0,5-1 ug/g Fettgewebe und
unterschied sich auch nicht signifikant zwischen den Gruppen. Es kann vermutet
werden, dass auch die CYP2E1-Hemmung durch Androstenon dazu beigetragen hat,
dass die vermehrt gebildete mRNA nicht in aktives Protein umgesetzt wurde. Zwar
wurde die relative Proteinkonzentration von CYP2E1 durch den Zusatz des
Hopfenextraktes noch signifikant auf das 1,8-fache gesteigert, doch unterschied sich
die CYP2E1-Aktivitdt in dieser Gruppe zur Kontrolle nicht mehr signifikant. Von
Zamaratskaia et al. (2007) wurde nachgewiesen, dass Androstenon die CYP2E1-
Aktivitat durch Bindung an die gleiche Substratbindungsstelle hemmen kann. Auch dies
kann dazu beigetragen haben, dass keine Steigerung der Aktivitat trotz erhéhter mRNA
im Rahmen der vorliegenden Arbeit beobachtet werden konnte.

Die Aktivitat der SULT1A1 kann durch schwarzen, griinen und Oolong Tee gehemmt
werden (Nishimuta et al. 2007). Es wird vermutet, dass Catechine fiir diese Hemmung
verantwortlich sind (Nishimuta et al. 2007). In der vorliegenden Arbeit wurde durch den
Zusatz der polyphenolhaltigen Pflanzenextrakte im Vergleich zur Kontrollgruppe eine
signifikant erhdhte relative mRNA-Konzentration von SULT1A1 durch grinen Tee
nachgewiesen, nicht aber eine Aktivitdtssteigerung. Die Aktivitdt von SULT1A1
unterschied sich zwischen den Gruppen nicht signifikant. Eine Hemmung konnte im
Rahmen dieser Arbeit also nicht nachgewiesen werden. Demzufolge sind auch fir
SULT1A1 posttranskriptionale und posttranslationale Modifizierungen wahrscheinlich,
die dazu gefiihrt haben, dass die vermehrt gebildete mRNA nicht in ein aktives Protein
umgesetzt wurde.

Auch far SULT2A1 wird vermutet, dass die Produktion auf transkriptioneller Ebene
reguliert wird. Sinclair et al. (2006) konnten in einer Untersuchung zeigen, dass die
SULT2A1 mRNA-Konzentration bei Schweinen um das 2,8-fache hdéher war als die
Proteinkonzentration. Auch dieses Ergebnis deckt sich mit dem der vorliegenden
Arbeit, da die durch den Zusatz von grinem Tee erhéhte SULT2A1 mRNA-
Konzentration mittels Western Blot nicht bestatigt werden konnte.

Die Beobachtung, dass die fir den Androstenon- und Skatolmetabolismus relevanten
Enzyme in ihrer Aktivitat nicht beeinflusst wurden, deckt sich mit den Ergebnissen der
Androstenon- und Skatolmessung im Ruckenspeck der Eber. Es wurde keine
Verminderung durch den Zusatz der polyphenolhaltigen Pflanzenextrakte erreicht,
obwohl alle bedeutsamen Gene in ihrer mRNA-Expression hochreguliert wurden.
Daraus kann abgeleitet werden, dass der Abbau von Androstenon und Skatol
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offensichtlich durch einen Zusatz von polyphenolhaltigen Pflanzenextrakten nicht
beeinflusst werden kann. Die Hypothese, dass die polyphenolhaltigen Pflanzenextrakte
Uber den Nrf2-Signalweg den Androstenon- und Skatolgehalt im Fettgewebe
vermindern, konnte somit im Rahmen dieser Experimente nicht verifiziert werden.
Allerdings konnte von Rasmussen et al. (2012b) erstmals nachgewiesen werden, dass
durch den Zusatz von 10 % getrockneten Zichorienwurzeln zum Futter von Ebern zwei
Wochen vor der Schlachtung die Androstenonkonzentration im Fettgewebe vermindert
werden konnte. Die Autoren vermuten, dass diese Reduktion durch eine Induzierung
der 3B-HSD hervorgerufen wurde, da in der Leber eine erhéhte mRNA- und
Proteinexpression der durch den Zusatz der Zichorienwurzeln beobachtet werden
konnte. Die 3B-HSD reduziert Androstenon in einer Phase | Reaktion zu 3-Androstenol
(Doran et al. 2004, Kim et al. 2013). In vitro konnte nachgewiesen werden, dass das
Sesquiterpenlacton Lactucin aus Zichorienwurzeln die 3B-HSD- und die SULT2A1
mRNA hochreguliert (Rasmussen und Ekstrand 2014). Es wird jedoch nicht
ausgeschlossen, dass weitere sekundéare Pflanzeninhaltsstoffe fir die Hochregulation
verantwortlich sind. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass die Genexpression
von Enzymen, die wichtig fir den Androstenonmetabolismus sind, durch sekundére
Pflanzeninhaltsstoffe sehr komplex reguliert werden (Rasmussen und Ekstrand 2014).
Es ist bekannt, dass neben Nrf2 weitere Transkriptionsfaktoren in den Androstenon-
und Skatolmetabolismus involviert sind (Gray und Squires 2013). Fir die
Transkriptionsfaktoren CAR, PXR und FXR wurde die Aktivierung von Phase | und
Phase Il Enzymen in primdren Schweinehepatozyten nachgewiesen, die die
Androstenon- und Skatolkonzentration beeinflussen kénnen (Sinclair et al. 2006; Gray
und Squires 2013). PXR scheint bei Schweinen ein bedeutender Rezeptor im
hepatischen Fremdstoffstoffwechsel zu sein. Es wurde nachgewiesen, dass PXR die
CYP2A19-Expression hochreguliert. AuBerdem wurde die Androstenonkonzentration
durch eine Transaktivierung von PXR signifikant reduziert. Eine Transaktivierung von
FXR, der eigentlich hauptséchlich fir die Gallensduresynthese und dem
Gallensauremetabolismus verantwortlich ist, flhrte zu einer erhéhten CYP2E1-
Expression, die in einer erhéhten Produktion von 6-Hydroxyskatol resultierte. Eine
gesteigerte 6-Hydroxyskatolproduktion deutet auf einen verbesserten Skatolabbau hin,
da 6-Hydroxyskatol ein Hauptabbaustoff im Skatolmetabolismus darstellt (Gray und
Squires 2013). Sinclair et al. (2006) konnten zeigen, dass CAR, PXR und FXR eine
Rolle in der SULT2A1 Regulation spielen. Diese Beobachtungen zeigen, dass eine
Behandlung, die zu einer Transaktivierung von CAR, PXR und FXR flhrt, in
Hepatozyten den Abbau von Skatol und Androstenon erhdhen kénnen (Gray und
Squires 2013).
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Es muss kritisch angemerkt werden, dass die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit,
besonders die der gqPCR-Analyse und der Androstenon-, Indol- und Skatolmessung
von einer sehr hohen Streuung begleitet wurden. Urs&chlich dafir kann die
versuchsbedingt geringe Tieranzahl pro Gruppe gewesen sein. Ebergeruch stellt ein
sehr individuelles Merkmal dar, auf das viele Faktoren einen Einfluss haben. Das
Merkmal Ebergeruch kann zwischen verschiedenen Rassen und auch innerhalb einer
Rasse stark variieren (Aldal et al. 2005). Starke Streuungen der Androstenon-, Indol-
und Skatolkonzentrationen stellen deshalb keine Seltenheit dar. Weiterflhrende
Untersuchungen sollten aus diesem Grund mit einer deutlich héheren Tieranzahl pro
Behandlungsgruppe durchgefihrt werden.

Entgegen der aufgestellten Hypothese wurde in der vorliegenden Arbeit die
Skatolkonzentration im Ruickenspeck trotz unveranderter Enzymaktivitdt durch den
Zusatz der polyphenolhaltigen Pflanzenextrakte Uberraschenderweise stark erhdéht. Der
Skatol- und Indolgehalt im Fettgewebe von Ebern kann auf vielen Stufen beeinflusst
werden. Neben dem Alter und dem Geschlecht, kébnnen die Haltung und die Fitterung
einen groBen Einfluss auf die Bildung und den Abbau von Skatol und Indol ausiiben
(Wesoly und Weiler 2012). Es st nachgewiesen, dass hygienische
Haltungsbedingungen zu einer verminderten Einlagerung von Skatol im Fettgewebe
der Tiere fihren (Andersson et al. 1997). Es wird vermutet, dass Eber, die in
unsauberen Verhaltnissen gehalten werden, Skatol, das sich im ausgeschiedenen Kot
befindet, passiv Gber die Atemwege aufnehmen und deswegen vermehrt Skatol im
Fettgewebe einlagern (Lindermayer 2010). Aus diesem Grund ist bei der Ebermast
besonders wichtig auf eine angemessene Stallhygiene zu achten. Dieser Sachverhalt
scheint in der vorliegenden Arbeit nicht zu der erhdhten Skatolkonzentration im
Fettgewebe beigetragen zu haben, da alle Gruppen gleich gehalten wurden und auf
eine angemessene Stallhygiene geachtet wurde. Neben den Haltungsbedingungen
spielt die Fltterung im Bezug auf den Skatolgehalt im Fettgewebe der Eber eine gro3e
Rolle. Der Einsatz von prébiotisch wirksamen Pflanzenbestandteilen kann den
Skatolgehalt merklich vermindern (Claus et al. 1994; Claus et al. 2003; Zamaratskaia
et al. 2006; Hansen et al. 2006; Chen et al. 2007; Hansen et al. 2008; Vhile et al. 2012;
Zammerini et al. 2012). Wie bereits erlautert, entsteht Skatol im Colon durch den
bakteriellen Abbau von Tryptophan (Jensen et al. 1995). Quellen fir Tryptophan im
Dickdarm kénnen abgestoBene Darmzellen oder schlecht verdauliche Proteine sein.
Wenn genigend fermentierbare Kohlenhydrate im Dickdarm vorhanden sind, werden
diese von den Mikroorganismen bevorzugt als Energiequelle genutzt. Solange diese
verflgbar sind, wird die Proteolyse durch Bakterien reduziert und die Skatolproduktion
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dementsprechend gesenkt. Sind die Kohlenhydrate allerdings leicht fermentierbar und
dadurch schnell aufgebraucht, wechselt der saccharolytische zum proteolytischen
Stoffwechsel und die Skatolsynthese steigt wieder an, da die Bakterien Tryptophan nun
zur Energiegewinnung heranziehen und nicht in Bakterienprotein einbauen (Li et al.
2009). Deswegen kann angenommen werden, dass durch eine Verdnderung der
Tryptophanverfiigbarkeit die Skatolbildung im Dickdarm beeinflusst werden kann
(Claus et al. 1994). Ein GroBteil der Polyphenole wird im Dinndarm nicht absorbiert
und gelangt in den Dickdarm. Im Dickdarm werden Polyphenole von den
Mikroorganismen als Energiequelle genutzt (Hervert-Hernandez et al. 2009). Skatol
wird im Darm hauptsachlich durch Clostridien oder Lactobacillen synthetisiert
(Yokoyama et al. 1977; Jensen et al. 1995). Denkbar ist, dass durch den Zusatz der
polyphenolhaltigen Pflanzenextrakte mehr unverdauliches Protein in den Darm gelangt
ist, was zu einem erhdhten Tryptophangehalt im Dickdarm gefuhrt hat, wodurch die
Skatolsynthese durch die Bakterien gesteigert wurde. Ein weiterer Erklarungsansatz
ist, dass durch die unvollstdndige Absorption der Polyphenole der zugesetzten
Pflanzenextrakte die Mikroflora der Eber im Colon derart beeinflusst wurde, dass
hauptsachlich Bakterien stimuliert wurden, die fir die Skatolsynthese verantwortlich
sind. In einer Studie, in der Schweine vierzehn Tage lang ein Futter erhielten, dem
0,2 % Polyphenole aus Tee zugesetzt wurden, stieg der Gehalt an Lactobacillen im
Faeces der Tiere signifikant an, wahrend Bacteroidacaen vermindert wurden (Hara et
al. 1995). Ebenso wurde in einem Zellversuch beobachtet, dass der Zusatz von
Traubentrester das Wachstum des Lactobacillus acidophilus stimuliert (Hervert-
Hernandez et al. 2009). In einer Untersuchung an Menschen, die zehn Tage lang
taglich grinen Tee zu sich nahmen, wurde ebenfalls die Zusammensetzung der
fakalen Mikrobiota zugunsten von probiotischen Bakterien verandert (Jin et al. 2012).
Nach Jin et al. (2012) bestehen zwei Méglichkeiten, wie griiner Tee die Mikroflora im
Darm beeinflusst. Zum einen ist méglich, dass griner Tee als Prabiotikum wirkt und die
entsprechenden probiotischen Bakterien selektivim Wachstum stimuliert, zum Anderen
kénnen Inhaltsstoffe aus grinem Tee antibakterielle Eigenschaften aufweisen und so
indirekt als Prabiotika wirken, indem pathogene Bakterien im Darm vermindert werden.
Von Lee et al. (2006) konnte nachgewiesen werden, dass durch Tee-Polyphenole
pathogene Bakterien im humanen Darm gehemmt werden, wahrend probiotische
Bakterien relativ unbeeinflusst auf die Behandlung reagieren. Aufgrund der Inhibierung
der unglnstigen Bakterien, kbnnen die probiotischen Bakterien starker wachsen. Durch
Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe (Fiesel et al. 2014) wurde gezeigt, dass
Pflanzenextrakte mikrobizid wirken kénnen. Sowohl durch den Zusatz von 1 %
Traubentrester als auch durch den Zusatz von 1 % Hopfenextrakt zum Futter von
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Ferkeln wurde die Anzahl an Mikroorganismen im Kot vermindert. Eine Reduzierung
von Mikroorganismen im Darm resultiert in einer verminderten Fermentation, wodurch
die Bildung von flichtigen Fettsauren reduziert wird. Dadurch steigt die Apoptoserate
im Darm, durch die mehr Tryptophan in den Darm gelangt. Die Konsequenz daraus ist
ein Anstieg der Skatolproduktion im Darm, welches sich im Fettgewebe ablagert.

Diese Modoglichkeiten kdnnen den durch die polyphenolhaltigen Pflanzenextrakte
hervorgerufenen erhdhten Skatolgehalt im Rickenspeck der Eber im Rahmen der
vorliegenden Arbeit erklaren.

6.2 Bedeutung von Prabiotika flir die Jungebermast im Bezug
auf Ebergeruch

In der Literatur wird beschrieben, dass durch den Einsatz von prabiotisch wirksamen
Pflanzenbestandteilen der Skatolgehalt im Fettgewebe von Ebern deutlich vermindert
werden kann (Claus et al. 1994; Claus et al. 2003; Hansen et al. 2006; Zamaratskaia et
al. 2006; Chen et al. 2007; Byrne et al. 2008; Hansen et al. 2008; Vhile et al. 2012;
Zammerini et al. 2012). Ein Prabiotikum ist ein unverdaulicher Nahrungsbestandteil,
der die Darmflora positiv beeinflussen kann, in dem er das Wachstum oder die Aktivitat
von gesundheitsférderlichen Bakterien im Dickdarm stimuliert (Gibson und Roberfroid
1995). Mit dem zweiten Ebermastexperiment der vorliegenden Arbeit sollte das Ziel
verfolgt werden, mit dem Einsatz von kommerziell erhaltlichen prabiotischen
Zusatzstoffen, Uber die Beeinflussung der Darmflora, den Skatolgehalt im Speck der
Tiere zu reduzieren. Fir diesen Versuch wurden Praparate mit prabiotisch wirksamen

Fructooligosacchariden (FOS) und Gluconsaure eingesetzt.

6.2.1 Einfluss von Prabiotika auf die Mastleistung

Prabiotika koénnen U(Uber die Beeinflussung der intestinalen Mikroflora die
Leistungsdaten von Tieren verbessern. Ein Zusatz von 10 % Reisflocken erhéhte die
Konzentration an Bifidobakterien im Darm von Ferkeln und verbesserte die
Futterverwertung aquivalent zu konventionellen Diaten, die mit leistungsférderlichen

Antibiotika supplementiert wurden (Herfel et al. 2013). Auch bei Broilern kann durch
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den Zusatz von Prabiotika die intestinale Mikroflora so beeinflusst werden, dass sich
die Leistung der Broiler verbessert (Mookiah et al. 2014). In der vorliegenden Arbeit
konnte im Vergleich zur Kontrollgruppe keine Veradnderungen in den
Leistungsparametern der Eber durch den Zusatz von 0,5 % FOS und 1 % Gluconsaure
zum Futter beobachtet werden. In einem Versuch mit Ferkeln wurde eine verbesserte
Wachstumsleistung durch die Zugabe von Gluconsdaure zum Futter nach dem
Absetzen der Ferkel beobachtet (Biagi et al. 2006). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
konnte durch den Einsatz von 1 % Gluconsdure zum Futter der Jungeber eine
verbesserte Wachstumsleistung statistisch nicht abgesichert werden. Auffallend war,
dass die Lebendmassezunahme durch die kombinierte Zugabe von FOS und
Gluconsaure im Vergleich zur alleinigen Zugabe von Gluconsaure signifikant
vermindert wurde. Auch der Futteraufwand verschlechterte sich im Vergleich zur
Gluconsauregruppe durch die kombinierte Gabe von FOS und Gluconsaure. Die
Ergebnisse deuten darauf hin, dass die kombinierte Gabe der prabiotischen Stoffe eher
unglnstig ist, da FOS die positiven Effekte auf die Lebendmassezunahme und den
Futteraufwand von Gluconsdure scheinbar unterdricken. Im Vergleich mit der
aktuellen Literatur konnte festgestellt werden, dass auch der Einsatz von anderen
prabiotisch wirksamen Inhaltsstoffen, wie Inulin zu keiner Uberzeugenden
Verbesserung der Mastleistung bei Schweinen fuhrt (Lindermayer et al. 2012). Die
Autoren schlussfolgern, dass sich der Mehrkostenaufwand im Bezug auf die
Mastleitung nicht lohnt. Auch Vhile et al. (2012) konnten keinen Einfluss einer
Fltterung einer Didt mit dem Zusatz von Topinambur, einer Wurzelknolle, die reichlich
Inulin enthalt, auf die Wachstumsleistung und die Schlachtkérperqualitat nachweisen.

Im Vergleich zur Kontrollgruppe konnte das Fleischmal3, das die Dicke der
Muskelmasse angibt, durch den Zusatz der FOS signifikant verbessert werden. Der
Zusatz von Gluconséure und die kombinierten Gabe fuhrte zu einem gleichen Niveau
wie bei der Kontrollgruppe. Auch dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass eine
kombinierte Gabe der beiden Prabiotika im Bezug auf die Mastleistung eher ungunstig
ist. Die erfolgversprechendsten Ergebnisse scheinen durch den Einsatz von
Gluconsaure erzielt werden zu kdnnen. Allerdings sollte die optimale Dosierung noch
getestet werden, da mit 1 % Gluconsaure im Futter der Tiere eine Verbesserung der
Lebendmassezunahme und des Futteraufwands statistisch nicht abgesichert werden
konnte.
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6.2.2 Einfluss von Prabiotika auf die Darmflora und die
Skatolproduktion

Durch den Zusatz von 0,5 % FOS, 1 % Gluconsaure oder der Kombination der beiden
Prabiotika zum Futter wurde in der vorliegenden Arbeit die Skatolkonzentration im
Fettgewebe der Eber im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht signifikant beeinflusst.
Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu vielen Untersuchungen, in denen der
Skatolgehalt im Speck von Schweinen durch den Zusatz von Prébiotika gesenkt
werden konnte. So zeigten Lindermayer et al. (2012), dass die Anreicherung der Diat
von Ebern mit 3 % sowie 10 % Inulin sechs Wochen vor der Schlachtung die
Skatolkonzentration unter 50 ng/g Fett senkte. Vor allem durch die Zugabe von 10 %
Inulin wies kein Eber mehr einen Skatolgehalt Gber 50 ng/g Fett auf, wobei einige Tiere
sogar das Kastratenniveau von unter 30 ng/g Fett erreichten (Lindermayer et al. 2012).
Auch der Zusatz von resistenter Kartoffelstarke kann die Skatolkonzentration im
Fettgewebe von Ebern deutlich senken (Claus et al. 2003). Resistente Starke kann aus
physikalischen Grinden im Dinndarm nicht abgebaut werden, so dass sie im
Dickdarm den Bakterien als Energiequelle zur Verflgung steht. So nutzen die
Bakterien weniger Tryptophan, das von abgeschilferten Darmepithelzellen stammt zur
Energiegewinnung und bilden dadurch weniger Skatol. Nach einer Fitterung mit 578 g
rohe Kartoffelstarke/kg Trockenmasse des Futters fir 19 Tage wurde ein Skatolgehalt
von unter 0,8 ng/g Fett erreicht (Claus et al. 2003). Hansen et al. (2006) konnten
mittels eines Futterungsversuches zeigen, dass der Zusatz von 25 % unverarbeiteten
oder getrockneten Zichorienwurzeln zum Futter von Ebern den Skatolgehalt im
Fettgewebe deutlich senken kann. Bereits eine Woche nach dem Zusatz der
Zichorienwurzeln wurde eine reduzierte Skatolkonzentration im Plasma und
Fettgewebe nachgewiesen. Der Effekt blieb bis zu 9 Wochen bestehen. Die
Reduzierung der Skatolkonzentration durch Zichorienwurzeln ist unabhangig von
Geschlecht und Fltterungsdauer (Byrne et al. 2008). Zichorienwurzeln sind besonders
reich an Inulin, weswegen die Skatolreduktion hauptsachlich auf Inulin zurlickgefthrt
wird (Hansen et al. 2006). Diese Beobachtung konnte von Aluwé et al. (2013) bestéatigt
werden. Eber erhielten 10 Tage vor der Schlachtung einen Zusatz von 5 %
getrocknetem Zichorienbrei und 5 % getrockneten Zichorienwurzeln. Der Skatolgehalt
im Fettgewebe wurde in dieser Untersuchung ebenfalls signifikant vermindert. Auch ein
Zusatz von Topinambur zum Futter kann die Skatolkonzentration in Faeces und
Fettgewebe von Ebern deutlich senken (Vhile et al. 2012). Schon eine Woche nach
dem Zusatz von 4-12 % Topinambur beobachteten die Forscher eine dosisabhangige
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Senkung der Skatolkonzentration im Fettgewebe der Eber. All diese aufgefihrten
Studien lassen vermuten, dass der Einsatz von chemischen Verbindungen, die wie
Inulin prabiotisch wirksam sind und in geringeren Dosierungen eingesetzt werden
kénnen, ebenfalls zu einer Reduzierung des Skatolgehalts im Fettgewebe von Ebern
fihrt. In der vorliegenden Arbeit wurden fir diesen Zweck Fructooligosaccharide und
Gluconsaure eingesetzt. FOS sind Mehrfachzucker, die in den oberen
Darmabschnitten nicht verdaut werden und den Bakterien so im Dickdarm als
Energiequelle zur Verfiigung stehen. Gluconsdure ist ein Oxidationsprodukt von
Glucose und wird nur zu einem geringen Anteil absorbiert (Deppenmeier et al. 2002).
Wie FOS, stellt Gluconséaure eine Energiequelle fiir Bakterien im Dickdarm dar.
Howard et al. (1995) wiesen nach, dass der Zusatz von 3 g FOS/Tag bei Ferkeln die
mikrobielle Fermentation stimuliert. /n vitro konnte bereits gezeigt werden, dass der
Einsatz von FOS den Tryptophanabbau vermindert und dadurch zu einer reduzierten
Skatolbildung durch Bakterien fihrt (Xu et al. 2002). Skatol wird zum groBen Teil durch
Clostridien produziert. Nach Vhile et al. (2012) flhrt der Zusatz von Prébiotika
vermutlich zu einem verminderten Wachstum von Clostridien und damit zur reduzierten
Skatolproduktion im Darm. Zudem stimulieren Prabiotika das Wachstum von
Bifidobakterien und Lactobacillen (Hansen et al. 2006). In der vorliegenden Arbeit
fihrte der Zusatz von FOS oder Gluconsaure jedoch zu keiner Verminderung der
Skatolkonzentration im Fettgewebe. Deutlich ist, dass in den aufgefihrten Studien
wesentlich gréBere Mengen an Prabiotika eingesetzt wurden. Daher ist sehr
wahrscheinlich, dass der Einsatz von 0,5 % FOS und 1 % Gluconsdure zum Futter der
Jungeber nicht ausreichend war, um den Skatolgehalt im Fettgewebe zu beeinflussen.

Um zu Uberprifen ob eine veranderte bakterielle Fermentation im Darm der Eber durch
die Zulage der Prabiotika hervorgerufen wurde, wurde die Konzentration der SCFA im
Kot bestimmt. Durch den Zusatz von Prabiotika im Futter wird im Normalfall die
Produktion von SCFA im Darm der Tiere stimuliert und der pH-Wert gesenkt (Claus et
al. 2003, Vhile et al. 2012, Mookiah et al. 2014). In der vorliegenden Arbeit wurde kein
Anstieg der Gesamt-SCFA-Konzentration im Kot festgestellt. Wenn die Konzentration
an SCFA nicht ansteigt, wird die Apoptoserate der Darmepithelzellen nicht gesenkt.
Die Menge an Tryptophan, das durch abgestoBene Darmepithelzellen in den Dickdarm
gelangt, kann dadurch nicht reduziert werden, so dass die Bakterien es weiterhin zur
Energiegewinnung heranziehen und dabei Skatol produzieren. Dies kdnnte fiir den
unveranderten Skatolgehalt im Fettgewebe der Eber verantwortlich sein. Allerdings
wurden in vielen Studien die SCFA nicht im Kot, sondern im Darminhalt von Caecum
oder Colon bestimmt (Campos et al. 2012; Mookiah et al. 2014). Die Konzentration der
SCFA steigt im Caecum und im proximalen Colon an, wahrend die Konzentration im
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Rektum wieder abnimmt. SCFA im Kot spiegeln den Gehalt im Darm nicht genau
wieder (Vhile et al. 2012). Organische Sauren werden im Darm (ber die Darmwand
absorbiert. Erst wenn die intestinale Absorptionskapazitat gesattigt ist, akkumulieren
SCFA im Chymus (Biagi et al. 2006). Zudem sind SCFA, sobald sie mit Sauerstoff in
Berlihrung kommen, sehr leicht fllichtig, weswegen die Bestimmung im Kot ungenau
sein kénnte.

Interessanterweise wurde die Indolkonzentration im Rickenspeck durch den Zusatz
der prabiotischen Stoffe erhéht. Da Indol eine Vorstufe flr Skatol darstellt, kann es
ebenso zum Auftreten von Ebergeruch beitragen. In der vorliegenden Arbeit steigerte
die Zugabe von 1 % Gluconsaure sowie die kombinierte Zugabe von 0,5 % FOS und 1
% Gluconsaure die Indolkonzentration im Fettgewebe signifikant im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Der Einfluss von FOS und Gluconsaure auf die Indolkonzentration im
Rackenspeck der Eber scheint sich zu addieren. Das Ergebnis der vorliegenden Arbeit
deckt sich zum Teil mit einer in vitro Untersuchung von Xu et al. (2002), in der 0,5-
1,5% FOS zu einem Medium einer Bakterienpopulation, wie sie im Darm von
Schweinen vorkommt, zugesetzt wurde. Der Zusatz der FOS fiihrte dabei zu einem
signifikant erniedrigten Tryptophanabbau, wodurch eine signifikante Verminderung der
Skatolkonzentration im Medium beobachtet werden konnte. Die Indolkonzentration
wurde durch den Zusatz der FOS signifikant erhéht, wahrend der pH-Wert signifikant
erniedrigt wurde (Xu et al. 2002). Wie zuvor bereits erwahnt, kann Tryptophan durch
viele verschiedene Bakterien zu Indol oder Indolessigsédure abgebaut werden, wahrend
die weitere Umwandlung zu Skatol hauptsachlich durch Clostridien und Lactobacillen
hervorgerufen wird. Xu et al. (2002) schlussfolgern, dass die Inhibierung der
Skatolproduktion durch ein verdndertes Bakterienmilleu hervorgerufen wurde. Ein
signifikanter Anstieg von Bifidobakterien wurde von einer signifikanten Hemmung von
E.coli und Clostridien durch den Zusatz der FOS begleitet (Xu et al. 2002). In einer
neueren Untersuchung konnten Rasmussen et al. (2012) in einem in vivo Versuch
nachweisen, dass die Zugabe von 10 % Zichorienwurzeln zum Futter von Schweinen
zu einer signifikanten Erh6hung der Indolkonzentration im Fettgewebe flhrte, wahrend
der Skatolgehalt unverandert blieb. Dieses Ergebnis deckt sich mit den Ergebnissen
der vorliegenden Arbeit. Auch in einer Untersuchung von Aluwé et al. (2013) wurde
eine signifikant erhdhte Indolkonzentration durch den Zusatz von 5 % getrocknetem
Zichorienbrei und 5 % getrockneten Zichorienwurzeln festgestellt. Dass sich die
Bakterienflora durch den Einsatz von Prabiotika im Darm verandert, ist in zahlreichen
Publikationen zu finden. So zeigten Jensen et al. (2013), dass durch den Zusatz von
25 % Lupinen zum Futter von Schweinen eine Woche vor der Schlachtung der Gehalt
an Campylobacter spp. Bakterien im Caecum merklich reduziert werden konnte,
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wahrend Bifidobakterien im Wachstum und ihrer Aktivitat gesteigert wurden. Lupine
sind reich an Oligosacchariden und aus diesem Grund prabiotisch wirksam. Durch
diese aufgeflihrten Studien wird deutlich, dass das Bakterienmilleu im Darm durch eine
gezielte Fltterung mit Prabiotika positiv beeinflusst werden kann. Xu et al. (2002)
gehen davon aus, dass durch den Zusatz von FOS mehr Indolbildner im Darm
stimuliert werden. Diese Theorie koénnte fir das Ergebnis des zweiten
Ebermastversuches der vorliegenden Arbeit ebenfalls zutreffen. Es ist mdglich, dass
die erhdhte Indolkonzentration durch die kombinierte Zugabe von FOS und
Gluconsaure in der vorliegenden Arbeit trotz eines unveranderten pH-Wertes und einer
unveranderten bakteriellen Fermentation durch eine veréanderte Bakterienpopulation im
Darm der Tiere hervorgerufen wurde. Eine Studie von Herfel et al. (2013) bestarkt die
Annahme. In dieser Studie wurden Bifidobakterien im Darm durch den Zusatz von
prabiotisch wirksamen Reisflocken zum Futter von Ferkeln signifikant erhéht, wéhrend
keine gesteigerte bakterielle Fermentation im Darm nachgewiesen werden konnte. Die
eingesetzte Dosis in der vorliegenden Arbeit scheint zu gering gewesen zu sein, um
einen starkeren Effekt und dadurch eine veradnderte bakterielle Fermentation

hervorzurufen.

6.3 Schlussfolgerungen und Ausblick

Die Vermeidung von Ebergeruch wird auch in Zukunft eine wichtige Rolle in der
Schweinemast spielen. Durch das Verbot der betdubungslosen Kastration besteht
weiterhin groBer Forschungsbedarf in Mdbglichkeiten zur Verminderung von
Ebergeruch. Die Fitterung von Jungebern stellt dabei einen wichtigen Ansatzpunkt
dar. Die positive Beeinflussung des Skatolgehaltes im Fettgewebe durch den Einsatz
von Prabiotika konnte in vielen Studien bewiesen werden. Eine zuverlassige
Fatterungsmethode zur Reduzierung der Androstenonkonzentration konnte dagegen
bisher nicht gefunden werden. Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit kann
geschlussfolgert werden, dass die Androstenon- und Skatolkonzentration im
Fettgewebe von Ebern Uber die Futterung von polyphenolhaltigen Pflanzenextrakten
nur schwer beeinflusst werden kann. Es wurde deutlich, dass der Zusatz von
polyphenolhaltigen Pflanzenextrakten zum Futter Nrf2-Zielgene auf mRNA-Ebene in
der Leber hoch regulieren kann. Die starksten Effekte wurden durch griinen Tee
hervorgerufen, der allerdings von den Ebern nicht gerne angenommen wurde, was in

verschlechterten Leistungs- und Schlachtdaten resultierte. Die dadurch verursachten

105



DISKUSSION

héheren Fltterungskosten wirden die Wirtschaftlichkeit der Ebermast verschlechtern.
Die starke Hochregulation der Nrf2-Zielgene auf Transkriptebene konnte sich zudem
auf Protein- und Aktivitidtsebene nicht widerspiegeln. Posttranskriptionale und
posttranslationale Modifizierungen sowie der CUber dem Grenzwert liegende
Androstenongehalt kdnnen daflir verantwortlich sein. Insgesamt deuten die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit zwar darauf hin, dass Uber eine spezifische Futterung mit
polyphenolhaltigen Pflanzenextrakten der Androstenon- und Skatolmetabolismus auf
Ebene der Transkription und zum Teil auf Ebene der Translation beeinflusst werden
kann, diese Beeinflussung jedoch keine Auswirkung auf die Aktivitat von relevanten
Enzymen im Androstenon- und Skatolmetabolismus und damit auf den Androstenon-
und Skatolgehalt im Fettgewebe hat. So konnte die Hypothese, dass die
polyphenolhaltigen Pflanzenextrakte Uber den Nrf2-Signalweg die Androstenon- und
Skatolkonzentration im Fettgewebe von Ebern reduzieren, im Rahmen der
durchgefiihrten Versuche nicht bestatigt werden. Auf diesem Gebiet besteht weiterhin
groBer Forschungsbedarf. Neuere Untersuchungen geben beispielsweise Hinweise
darauf, dass nicht nur der Skatolmetabolismus durch Androstenon, sondern auch der
Androstenonmetabolismus durch Skatol beeinflusst werden kann (Rasmussen und
Ekstrand 2014). Anhand der durchgefiihrten Untersuchungen der vorliegenden Arbeit
konnte nicht verifiziert werden, dass Nrf2 in die transkriptionelle Regulation von
Enzymen des Androstenon- und Skatolmetabolismus involviert ist, da bereits in der
Kontrollgruppe eine Nrf2-Aktivierung nachgewiesen wurde. Aus der Literatur ist
bekannt, dass Enzyme des Androstenon- und Skatolmetabolismus durch weitere
Kernrezeptoren reguliert werden, die ebenfalls durch Polyphenole aktiviert werden
kénnen. Um den genauen molekularen Mechanismus zu verstehen, missten neben
Nrf2 weitere Transkriptionsfaktoren betrachtet werden. Es muss beachtet werden, dass
im Rahmen der vorliegenden Arbeit durch den Zusatz von polyphenolhaltigen
Pflanzenextrakten die Skatolkonzentration im Fettgewebe der Eber signifikant erhéht
wurde, da entweder Skatolbildene Bakterien stimuliert wurden, oder die
Tryptophanverfigbarkeit im Dickdarm durch eine unvollstandige Absorption der
Polyphenole erhéht wurde. Ein erhdhter Skatolgehalt kdnnte wiederum den Abbau von
Androstenon hemmen (Rasmussen und Ekstrand 2014). Zusammenfassend lasst sich
aus den Ergebnissen des ersten Ebermastversuches schlussfolgern, dass Uber die
Fatterung von polyphenolhaltigen Pflanzenextrakten der Androstenon- und
Skatolmetabolismus tber den Nrf2-Signalweg nicht beeinflusst werden kann.

Trotz der gut begrindeten Hypothese einer Skatolreduktion durch préabiotisch
wirksame chemische Verbindungen, konnte dieses Ziel im Rahmen der vorliegenden
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Arbeit nicht erreicht werden. Durch den Zusatz von FOS und Gluconsaure konnte
keine verminderte Skatolkonzentration im Rickenspeck nachgewiesen werden. Auch
die Konzentration der SCFA und der pH-Wert blieben durch die Behandlung
unverandert. Im Vergleich mit der aktuellen Literatur deuten die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit darauf hin, dass natirlich vorkommende Prabiotika wie
Zichorienwurzeln, Topinambur oder resistente Starke, den isolierten, chemischen
Prabiotika in ihrer Wirksamkeit im Bezug auf Ebergeruch vorzuziehen sind. Es ist
zudem sehr wahrscheinlich, dass die eingesetzte Dosis mit 0,5 % FOS und 1 %
Gluconsaure zu niedrig gewahlt wurde. Die, durch den Zusatz der Prabiotika erhdhte
Indolkonzentration im Fettgewebe deutet darauf hin, dass das Bakterienmilleu im Darm
der Jungeber verandert wurde. Dies ist ein Hinweis darauf, dass FOS und Gluconséure
einen Einfluss auf die im Darm vorkommenden Bakterien hatten, der Effekt jedoch
nicht stark genug war, um die bakterielle Fermentation zu steigern und dadurch die
Skatolproduktion zu reduzieren. Deswegen sollten in weiterfiihrenden Untersuchungen
héhere Konzentrationen (lber 1 %) an FOS und Gluconsaure eingesetzt werden um
einen prabiotischen Effekt zu erzielen. Versuchsbedingt konnte im Rahmen der
vorliegenden Arbeit die Analyse der SCFA nur im Kot durchgeflihrt werden. Eine
Analyse der SCFA bietet sich eher im Colon an, da der Gehalt im Rektum abnimmt und
SCFAs sehr leicht flichtig sind. Auch eine Untersuchung auf molekularer Ebene
kénnte weitere wichtige Erkenntnisse im Metabolismus von Skatol erbringen. So
konnten Rasmussen et al. (2011) zeigen, dass Zichorienwurzeln den hepatischen
Skatolmetabolismus durch die Aktivierung von CYP450 Enzymen erhéhen kénnen.

Zusammengefasst konnte auch mit diesem Ebermastversuch die Hypothese, dass
durch die Ftterung von chemisch definierten Prabiotika die Skatolkonzentration im

Rlckenspeck von Ebern gesenkt werden kann, nicht verifiziert werden.
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7 Zusammenfassung

Das Hauptziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Hypothese, dass der
durch die beiden Leitkomponenten Androstenon und Skatol hervorgerufene
Ebergeruch in  unkastrierten, mannlichen Schweinen (ber verschiedene
Fltterungskonzepte vermindert werden kann. Androstenon ist ein Steroidhormon, das
neben Testosteron im Hoden gebildet wird und als Pheromon wirkt. Skatol dagegen
entsteht aus dem bakteriellen Abbau der Aminosaure Tryptophan im Darm der Eber.
Da beide Stoffe lipophile Eigenschaften aufweisen, kénnen sie im Fettgewebe der Eber
akkumulieren. Ebergeruch stellt ein zentrales Problem in der Ebermast dar, da viele
Verbraucher in Deutschland ebergeruchbelastetes Fleisch ablehnen. Da sich
Ebergeruch erst mit dem Einsetzen der Pubertat der Schweine entwickelt, wurde
dieses Problem durch die betdubungslose Kastration von Ferkeln bisher umgangen.
Ab dem 1. Januar 2019 wird die betdubungslose Kastration von Ferkeln verboten, so
dass nach mdoglichen Alternativen fir die Schweinefleischproduktion gesucht werden
muss. Androstenon und Skatol werden beide (Uber den hepatischen
Fremdstoffmetabolismus abgebaut. Aus Studien ist bekannt, dass der
Fremdstoffmetabolismus durch die Futterung beeinflusst werden kann. Die Enzyme
des Fremdstoffmetabolismus werden auf transkriptioneller Ebene Uber den
Transkriptionsfaktor nuclear factor erythroid-2-related factor 2 (Nrf2) reguliert. Vielfache
Studien konnten belegen, dass Nrf2 durch Polyphenole aktiviert werden kann. Der
Einsatz von polyphenolhaltigen Pflanzenextrakten in der Jungebermast und deren
Einfluss auf den Nrf2-Signalweg und den Androstenon- und Skatolmetabolismus wurde
bisher nicht untersucht. Deshalb sollte im ersten Teil der vorliegenden Arbeit die
Hypothese (berprift werden, dass der Zusatz von polyphenolhaltigen
Pflanzenextrakten zum Futter von Jungebern Nrf2 und seine Zielgene in der Leber
aktiviert und dadurch der Abbau von Androstenon und Skatol beschleunigt wird und die
Akkumulation der beiden Komponenten im Fettgewebe vermindert werden kann. Um
diese Hypothese zu Uberprifen wurden 48 Jungeber in vier Gruppen eingeteilt und
entweder mit einem bedarfsdeckenden Futter ohne Zulage oder mit einem Zusatz von
jeweils 1 % Traubentrester, Hopfenextrakt oder grinem Tee fir 53 Tage lang gefittert.
Mittels realtime PCR-Analyse wurde die relative mRNA-Konzentration der Nrf2-
Zielgene GPX1, GST, MGST1, SOD, HO-1, NQO1, PRDX6, TXNR1, CYP1A1,
CYP2A19, UGT1A1, CYP1A2, CYP2E1, SULT1B1, SULT1A1 und SULT2A1 in der
Leber bestimmt. Der Zusatz der polyphenolhaltigen Pflanzenextrakte flhrte zu einer
Hochregulation der relativen mRNA-Konzentration der Nrf2-Zielgene. Die starksten
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Effekte wurden durch griinen Tee hervorgerufen. Es konnte eine Nrf2-Aktivierung im
Leberkernextrakt nachgewiesen werden. Zur Validierung der Ergebnisse wurde die
relative  Proteinkonzentration von CYP2E1, das ein Hauptenzym im
Skatolmetabolismus darstellt und von SULT2A1, das ein Hauptenzym im
Androstenonmetabolismus darstellt, ermittelt. Die in der gPCR erhdhte relative mRNA-
Konzentration spiegelte sich nicht in einer gleichermaBen erhdhten relativen
Proteinkonzentration wider. Auf Proteinebene fielen die Effekte durch die
polyphenolhaltigen Pflanzenextrakte wesentlich geringer aus. Auf
Enzymaktivitdtsebene zeigten sich keine Unterschiede mehr zwischen den Gruppen.
Es wurde keine Androstenonverminderung im Fettgewebe durch den Zusatz der
polyphenolhaltigen Pflanzenextrakte erreicht. Uberraschenderweise wurde die
Skatolkonzentration im Fettgewebe durch den Zusatz der polyphenolhaltigen
Pflanzenextrakte sogar signifikant erh6ht. Die Untersuchungen zeigen also, dass durch
die Futterung von polyphenolhaltigen Pflanzenextrakten der Abbau von Androstenon
und Skatol nicht signifikant gesteigert werden kann.

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit sollte die Hypothese Uberpriift werden, dass
chemisch definierte Prabiotika, die in geringeren Dosierungen als natirliche Prébiotika
eingesetzt werden kénnen, lber eine gesteigerte bakterielle Fermentation im Darm die
Skatolbildung und damit die Einlagerung von Skatol im Fettgewebe vermindern
kénnen. Zur Untersuchung dieser Hypothese wurden 48 Eber in vier Gruppen eingeteilt
und entweder mit einem bedarfsdeckenden Futter ohne Zulage oder mit einem Zusatz
von 0,5 % kurzkettige Fructooligosaccharide (FOS), 1 % Gluconsaure oder einer
Kombination der beiden Prabiotika flir 32 Tage geflttert. Es konnte weder eine pH-
Wert Veranderung, noch eine Veranderung der Konzentration der fllichtigen Fettsauren
im Kot der Eber durch die Fitterung von FOS und Gluconséure nachgewiesen werden.
Der Skatolgehalt im Fettgewebe wurde durch den Zusatz der Prabiotika nicht gesenkt.
Offensichtlich waren die Konzentrationen der eingesetzten Prabiotika zu gering, um
einen Einfluss auf die Produktion von Skatol zu bewirken.

Zusammengefasst konnte mit dieser Arbeit die Hypothese, dass Ebergeruch Gber die
Fltterung mit polyphenolhaltigen Pflanzenextrakien oder mit chemisch definierten

Préabiotika vermindert werden kann, nicht verifiziert werden.
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8 Summary

The main objective of the present study was to determine whether boar taint of entire
male pigs can be decreased by using different feeding strategies. Boar taint is mainly
caused by the key components androstenone and skatole. Androstenone is a steroid
hormone, which is produced in testis in addition to testosterone and which acts as a
pheromone. Skatole, however, originates from the amino acid tryptophane by bacterial
degradation in the hindgut. Both components can accumulate in the fatty tissue of the
boar, as they show lipophilic characteristics. Boar taint is a pivotal problem in boar
fattening, because many consumers are confused by boar taint contaminated meat.
This problem has been avoided by castration of piglets without anesthesia so far, since
boar taint is only being developed with the onset of puberty of pigs. From January 1°
2019, the castration of piglets without anesthesia will be prohibited, so that it is
necessary to look for possible alternatives for pork production. Androstenone and
skatole both are being degraded via the hepatic metabolism of xenobiotic substances.
It is known from studies that the hepatic metabolism of xenobiotic substances can be
influenced by feeding. The enzymes of the metabolism of xenobiotic substances are
regulated at transcriptional level by the transcription factor nuclear factor erythroid 2-
related factor 2 (Nrf2). Numerous studies have shown that Nrf2 can be activated by
polyphenols. In the young boar fattening the use of plant extracts containing
polyphenols and the influence on the Nrf2 pathway and androstenone- and skatole
metabolism has not been investigated to date. Therefore the hypothesis in the first part
of this study should be reviewed that adding plant extracts containing polyphenols to
the diet of young boars leads to an activation of Nrf2 and its target genes in the liver.
The degradation of androstenone and skatole is thus accelerated and the accumulation
of androstenone and skatole in the fatty tissue is decreased. To verify this hypothesis
48 boars were splitted into four groups and were fed for 53 days either with nutritionally
adequate diets without supplement or with 1% grape seed and grape marc meal
extract, 1% spent hops or 1% green tea extract added to their food. By realtime PCR-
analysis the relative mRNA concentration of Nrf2 target genes GPX1, GST, MGST1,
SOD, HO-1, PRDX6, TXNR1, CYP1A1, CYP2A19, UGT1A1, CYP1A2, CYP2E1,
SULT1B1, SULT1A1 and SULT2A1 was measured in the liver. The addition of plant
extract containing polyphenols led to an upregulation of the relative mRNA
concentration. The strongest effects were caused by green tea. It could be shown that
Nrf2 activation took place in liver nuclear extract. To validate these findings the relative
protein concentration of CYP2E1 and SULT2A1, key enzyme of the skatole- and
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androstenone metabolism, was measured. The relative mRNA concentration was not
reflected in the relative protein concentration. The effects of the plant extracts
containing polyphenols were smaller at protein level. A difference in activity of the
studied enzymes between the groups could not be determined in the present paper. In
addition, a reduction of androstenone concentration was not achieved by adding plant
extracts containing polyphenols. The skatole level was surprisingly even significantly
increased by addition of the polyphenol-rich plant products in adipose tissue. So these
investigations show that feeding of polyphenol-rich plant products does not increase
the degradation of androstenone and skatole significantly.

The second part of this work should review whether selected chemical prebiotics,
which can be used in lower doses than natural prebiotics, can reduce the synthesis of
skatole and thereby decrease the accumulation of skatole in the adipose tissue via an
increased bacterial fermentation in the hindgut. To verify this hypothesis 48 boars were
splitted into four groups and were fed for 32 days either with a nutritionally adequate
diet without supplements or with 0,5% fructooligosacchrides (FOS), 1% gluconic acid
or a combination of both prebiotics added to their food. Neither the pH in feces nor the
concentration of volatile fatty acids in feces of boars were influenced by feeding with
supplements of FOS or gluconic acid. The skatole concentration in adipose tissue was
not reduced by addition of prebiotics. The concentrations of the used prebiotics were
obviously under dosed to influence the production of skatole.

In summary, the aim to reduce boar taint via feeding boars with supplements of plant
extracts containing polyphenols or with selected chemical prebiotics could not be
verified with the present study.
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