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Einleitung und Fragestellung 1

1 EINLEITUNG UND FRAGESTELLUNG

Gerade beim Schwein sind Muskelprobleme aus tierdrztlicher und tierzichterischer
Sicht nicht unbekannt. Die ziichterische Bearbeitung des Muskelansatzes ist neben der
Verbesserung der Fruchtbarkeit seit Beginn der modernen Schweinezucht en
zentrales Anliegen, denn schliefdlich ist die Skelettmuskulatur eben nichts anderes as
das Lebensmittel “Fleisch”, fiir dessen Nutzung in der menschlichen Erndhrung die
Domestikation des Schweins einst erfolgte.

Das Auftreten der Erkrankung bzw. Entwicklungsstérung CMH (Grétscherferkel), die
sich an bestimmten Muskelgruppen manifestiert, wird seit langem beschrieben und
untersucht. Trotzdem besteht noch immer Unklarheit Uber die genauen
Pathogenitdtsmechanismen und die Details der Ausprdgung biochemischer
Abweichungen gegentiber gesunden Tieren.

Einen mdglichen Ansatz, ein wichtiges Werkzeug zur Klarung der Atiologie der CMH
stellt die Molekularbiologie dar, die sich mit der Lokalisation solcher Defekte im
Genom befaldt. Davon unberihrt bleibt trotzdem die hier eingesetzte klassische
Betrachtung der Auswirkungen einer Storung im physiologisch-biochemischen
Bereich innerhalb der Korperzelle, in situ. Es sind zwel sich ergdnzende, und nicht
etwa sich ausschlief3ende Verfahren der modernen Naturwi ssenschaft.

In vielen physiologischen Details ist das Schwein dem Menschen vergleichbar, von
dem zahlreiche Defekte des mitochondrialen Stoffwechsels bekannt sind, die den
Carnitinhaushalt und die Fettsaurenverwertung im Gesamtorganismus oder in der
Muskulatur betreffen. Zur Fruherkennung sowie zur Verlaufskontrolle der Therapie
solcher Myopathien wéare es hilfreich auf ein Gewebe zuriickgreifen zu kdnnen,
welches leicht und ohne Schaden flr den Patienten auch mehrfach zu entnehmen ist.
Am lebenden Tier ebenso wie am Menschen muss die Muskelbiopsie in der Regel
unter Narkose vorgenommen werden und liefert nur wenig Material. Blut ist dagegen
vom ersten Lebenstag an zuganglich und fur wiederholte Messungen geeignet. Blut
selbst wiederum ist heterogen. Die Zellfraktionen darin haben teilweise einen eigenen
Gewebecharakter und unterliegen damit nicht den gleichen Schwankungen wie das
Blutplasma, die durch dessen Charakter als Transportmedium und “Umschlagplatz”
fur Stoffwechsel produkte bedingt sind. Das Schwein ist im Gbrigen fur physiologische

Untersuchungen eine gut geeignete Tierart, da es eine schnelle Generationenfolge bel
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schnellem Heranwachsen sowie ene Vielzahl von Nachkommen bzw.
Wurfgeschwistern aufweist, und aufgrund seiner Grof3e ausreichend Probenmaterial

liefern kann.

Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, einen Einblick in die
Leistungsfahigkeit des mitochondrialen Energiestoffwechsels des Hausschweins in
einem Teilbereich des Fettsaurenstoffwechsels zu nehmen.

Dazu wurde eine Bestimmung des Carnitingehalts in der Skelettmuskulatur, den
Lymphozyten und im Plasma, eine Bestimmung des AT P-Bildungsver mégens von
Lymphozyten und Muskelmitochondrien, und eine Bestimmung der enzymatischen
Aktivitdt der Carnitinpalmitoyltransferase in  Muskelmitochondrien in
verschiedenen Lebensaltersstufen vorgenommen. Aul3erdem wurden innerhalb einer
Gruppe von Saugferkeln gesunde Tiere mit Ferkeln, die unter Congenitaler

Myofibrilléarer Hypoplasie (CMH) leiden, verglichen.

Die Kernfragen lauten:

e Sind adtersabhdngige Verdnderungen der untersuchten Parameter beim
heranwachsenden Schwein festzustellen? Bestehen Rassenunterschiede zwischen
den sogenannten Hochleistungsrassen Piétrain und Deutsche Landrasse?

* Spiegeln sich in Blutzellen (Lymphozyten) die Verhdlitnisse in der Muskelzelle
wider?

e Lassen sich be den von CMH betroffenen Ferkeln Verdnderungen in der
Muskulatur in Bezug auf den Carnitinstoffwechsel und die oxidative
Phosphorylierung feststellen? Treten in den Carnitingehalten im Plasma und den
Lymphozyten gegentiber gesunden Ferkeln Abweichungen auf?

* Konnte zur Diagnosestellung eine Blutprobe die Muskel biopsie ersetzen?

Untersuchungen Uber die Verdnderungen des Carnitinstoffwechsels im
Zusammenhang mit dem Alter beschréanken sich haufig schwerpunktmaidig auf einen
Zeitpunkt rund um die Geburt und die ersten Lebenstage, oder ziehen erwachsene
Individuen fr die Erstellung von Normwerten beziiglich der jeweiligen Tierart heran.

Absicht der vorliegenden Arbeit ist es, die Waelterentwicklung der genannten
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Teilaspekte des Energiestoffwechsels an jungen, heranwachsenden Schweinen zu

verfolgen und in Beziehung zu den Verhatnissen am adulten Tier zu setzen.
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2 LITERATURUBERSICHT
2.1 Carnitin

211 Geschichte

1905: Erstmalige Entdeckung des Carnitins im Fleischextrakt
(GULEWITSCH und KRIMBERG)

1927: Beschreibung der chemischen Struktur
(TOMITA und SENDJU)

1948: Bezeichnung as “Vitamin Bt”, essentieller Wachstumsfaktor fur die Larve des
Mehlkafers (FRAENKEL et al.)

1955: Die Aufklarung der Funktion des Carnitinsystems beginnt
(FRIEDMANN und FRAENKEL; FRITZ)

1973: Erste Beschreibung eines genetisch bedingten Carnitinmangels beim Menschen
(ENGEL und ANGELINI)

FRITZ (1955) erkannte als erster, dass Carnitin die Oxydation von freien Fettsduren in
der Leber beschleunigt. Zur gleichen Zeit zeigten FRIEDMANN und FRAENKEL
(1955), dass Carnitin mit Carboxylsduren, deren Kettenldngen von C, (Acetat) bis Cy,
(Erucasaure) reichen koénnen, acyliert wird. Carnitin dient as Transportmolekdl for
freie Fettsuren (FFS), die als aktivierte CoA-Ester die innere Mitochondrienmembran
nicht passieren konnen. Diese Reaktion ist reversibel, denn die freile Energie der
Esterbindung an Coenzym A ist der Esterbindung der Fettsduren an Carnitin

gleichwertig:

Acyl-CoA + L-Carnitin <> Acylcarnitin + CoA-SH

Obwohl an den von Carnitin gebundenen Fettsduren keine chemischen Veranderungen
ablaufen, und es sich damit im Grunde genommen um nichts anderes als eine
selektive Transportfunktion handelt, nimmt das Carnitin zusammen mit dem
dazugehdrigem System von Bindungen koppelnden und l6senden Enzymen Einfluss
auf entscheidende Stoffwechselwege der Zelle. Dies erfolgt in solchem Mal3e, dass bel

mangelnder endogener Verfligbarkeit des Carnitins, z.B. durch mitochondriale
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Defekte, Erkrankungen auftreten, die zum Tode fuhren konnen (PONGRATZ et d.,
1979; REGITZ et d., 1982).

212 Eigenschaften des Molekils und seine Strukturformel

Die chemische Bezeichnung fur Carnitin lautet 3-Hydroxy-4-trimethylaminobutyrat.

(CH3)>~N"-CH,~CHOH-CH,-COO~

Das Molekulargewicht betrégt 161,2. Carnitin ist sehr gut wasserldslich, bedingt
durch die Polaritét der dissoziierbaren Carboxyl- und der quaternéren Aminogruppe.
Die Veresterung der Carboxylgruppe der Fettsduren erfolgt mit der Hydroxylgruppe
des Carnitins am Cs;. Es kommen D- und L-Carnitin als Stereoisomere vor. Das L-
Carnitin ist fur den Organismus physiologisch verwertbar und von aul3erst geringer
Toxizitét, das D-Carnitin dagegen kann vom Korper nicht verstoffwechselt werden,
hemmt die Aufnahme des L-Carnitins und ist membranschadigend. In Hinblick darauf
besteht auch bei Gabe von D/L- Racematen die Gefahr von Zellschédigungen, diese
durfen daher nicht zur Therapie von Carnitinmangel erscheinungen eingesetzt werden
(BAZZATO et d., 1981; NEGRAO et a., 1987). Sofern nicht anderes angegeben
wird, ist im folgenden mit der einfachen Bezeichnung “Carnitin” stets das L-Carnitin

gemeint.
213 Biosynthese

Carnitin und seine Vorstufen lassen sich in alen tierischen Zellen nachweisen,
kommen in geringeren Mengen aber auch bei Pflanzen, Pilzen und Bakterien vor
(FRAENKEL, 1953).

Die Biosynthese des Endprodukts L-Carnitin aus der Vorstufe Deoxycarnitin erfolgt
bei alen Tieren in der Leber, und zusétzlich mit tierartspezifischen Unterschieden in
nur wenigen anderen Koérpergeweben. Belm Menschen verfligen auch Nieren, Gehirn
und Epidydimis Uber die Syntheseféhigkeit, konnen aber nur den Eigenbedarf des
jeweiligen Organs decken (REBOUCHE und ENGEL, 1980). Das Deoxycarnitin,
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auch as y-Butyrobetain bezeichnet, kann von alen Korpergeweben eigenstandig
synthetisiert werden, wobei die Muskulatur die Hauptmenge erzeugt. Es ist Uber das
Blut ein stdndiger Austausch zwischen der Leber as Ort der enzymatischen
Abschlussreaktion der Synthesekette und den Geweben anderer Organe nétig, wobel
an der Zellmembran Deoxycarnitin gegen Carnitin eingewechselt wird. Der grofite
Teill des Carnitinpools des Koérpers, namlich 95-98 %, befindet sich in der
Skelettmuskulatur (SILIPRANDI et a., 1989). Bei einem 70 kg schweren
erwachsenen Menschen betrdgt die Gesamtmenge des im Korper vorhandenen
Carnitins 100-125 mmol, bzw. 16-20 g (SCHEK, 1994). Die Konzentration in
Skelettmuskel und Herz liegt um ein vielfaches (bis zu 100-fach!) hoher als die
Plasmakonzentration. Dieser Gradient wird durch einen aktiven, selektiven Transport
aufrecht erhalten.

Ausgangsstoffe der Synthese sind Aminosauren, und zwar protein- oder
peptidgebundenes Lysin als Grundgertst des Molekils, sowie Methionin as
Methylgruppendonator (BREMER, 1961). e-N-Trimethyllysin wird aus der
Peptidbindung abgespalten und hydroxyliert, durch eine Aldolase wird Glycin
abgespalten, das Aldehyd wird durch eine Dehydrogenase zu y- Butyrobetain, und
letzteres durch eine Hydroxylase zu Carnitin umgewandelt. Als essentielle Cofaktoren
sind Vitamin C, Eisen, Vitamin Bg und Niacin beteiligt. Die Carnitinsynthese ist also
mit den Abbauvorgadngen des Proteinstoffwechsels eng verbunden und fuhrt die
genannten Aminosauren sozusagen einem biochemischen Recycling zu. Daher ist es
verstandlich, dass es schwerlich zu einem Substratmangel in der Biosynthese kommen
kann. Stoffwechsellagen, die durch erhdhten Proteinumsatz gekennzeichnet sind,
weisen auch erhdhte Carnitinsyntheseraten auf. Studien an Ratten zeigten, dass
weniger ads 1 % des Lysins im Korper dafir benétigt wird, und dass ein Fehlen von
Lysin in der Nahrung zwar die Symptome des manifesten Lysindefizits, aber nicht die
des Carnitinmangels erkennen lé&sst. Die Hydroxylierung von Butyrobetain ist
ebenfalls nicht limitierend. Bei Zufuhr grof3er Mengen an Butyrobetain steigert sich
die endogene Carnitinsyntheserate bis um das 30-fache beim Menschen, bzw. um das
100-fache bei der Ratte (REBOUCHE, 1992).

Die Biosyntheserate wird beim Erwachsenen auf 1,2 pmol/kg Koérpergewicht und
Tag geschétzt. Dies wurde von LOMBARD et al. (1989) indirekt durch die Messung

der Carnitinausscheidung mit dem Urin bel sich rein vegetarisch erndhrenden
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Menschen ermittelt: Die durchschnittliche Gemischtkost des Menschen der westlichen
Hemisphére versorgt ihn taglich mit schétzungsweise 2 bis 12 pmol Carnitin pro kg
Korpergewicht. Bel strikten Vegetariern betrégt die Aufnahme dagegen weniger als
0,1 pmol pro kg Korpergewicht, was auf die sehr geringen Carnitingehalte
pflanzlicher Nahrungsmittel zurtickzufihren ist. Erfolgt nur eine derart geringe Zufuhr
mit der Nahrung, so kann man schlussfolgern, dass das im Urin ausgeschiedene
“verbrauchte” Carnitin in etwa der Eigensynthese entspricht.

Die Aktivitdt der y-Butyrobetainhydroxylase in der menschlichen Leber steigt
wahrend der ersten Lebengjahre nur langsam. Sie betragt bei vier Wochen alten
Sauglingen erst 12 % der Aktivitdt bei Erwachsenen, und erst im funfzehnten
Lebengahr ist die volle HOhe der Synthesekapazitét erreicht (REBOUCHE und
ENGEL, 1980).

214 Die Enzyme des Carnitinsystems

Zu den mitochondrialen Enzymen des Carnitinsystems gehéren:

a) die Coenzym A-Synthetasen, die der Aktivierung der FFS an der Aul3enseite
der mitochondrialen AufRenmembran (MOM) dienen

b) die Carnitinpalmitoyltransferase CPT | (EC 2.3.1.21) mit dem katalytischem
Zentrum an der Aul3enseite der MOM

C) die Carnitinpalmitoyltransferase CPT 11 (EC 2.3.1.21) an der Innenseite der
mitochondrialen Innenmembran (MIM)

d) die Carnitinoctanoyltransferase COT (EC 2.3.1.-) in der MOM

€) die Carnitinacetyltransferase CAT (EC 2.3.1.7.) in der MOM

f) die Carnitin/Acylcarnitin-Translokase CACT in der MIM

Von manchen Autoren wird aul¥rdem das Vorhandensein  ener
Carnitinisovaleryltransferase CIVT angenommen (KERNER et a., 1984). Lang- und
mittelkettige Fettsduren, bzw. ihre CoA-Ester, konnen die MIM ohne Vermittlung des

Carnitinsystems nicht passieren.
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Die per oxysomalen Enzyme des Carnitinsystems:

Die Peroxysomen, z.T. auch die Mikrosomen, verfligen ebenfalls Uber die Fahigkeit
zur [3Oxydation (BIEBER et a., 1981; SCHULZ, 1991). In ihnen werden sehr
langkettige Fettsduren VLCF (Cy,-C,4) verkirzt und von Acyltransferasen auf Carnitin
Ubertragen. Die weitere Oxidation der Fettséurenreste erfolgt dann in den
Mitochondrien. Es existieren eine peroxysomale Carnitin/Acylcarnitin-Translokase
CACT (FRASER und ZAMMIT, 1999), eine CAT und eine COT, die sich
immunol ogisch von denen der Mitochondrien unterscheiden (FARREL et al.,1984).

215 Struktur und Funktion: Die Topologie der Enzymsysteme

Es reicht nicht aus, nur alein Substrate und Produkte einer enzymatisch katalysierten
Reaktion zu kennen. Erst die aufeinander abgestimmte Anordnung der Enzyme und
Reaktionskomplexe, sowie die Lenkung der Intermedidrprodukte Uber
Membranbarrieren in die verschiedenen Kompartimente der Zelle, ermdglicht die
bedarfsgerechte Umsetzung der Substrate des Zellstoffwechsels und die Koordination
der teilweise gegensdtzlichen, oft reversiblen und von einer Vielzahl von Faktoren
beeinflussbaren Reaktionswege.

Ein Grofdteil des Energiebedarfs der Zelle, besonders in Herz- und Skelettmuskel, aber
auch in der Leber, wird durch die Verstoffwechselung von freien Fettsauren (FFS)
gedeckt. Diese werden durch Lipolyse aus Nahrungsfetten oder Speicherfetten
freigesetzt, und im Blut an Albumin gebunden transportiert. Die Aufnahme erfolgt
Uber Transportproteine in der Zellmembran. Im Zytosol werden sie an das
fettsdurenbindende Protein (FABP) gebunden, denn frele Fettsduren wirken
membranschadigend. Die Fettsduren dienen der Energiegewinnung in der
mitochondrialen [3-Oxidation, aber auch dem Aufbau von Triglyceriden als
Energiereserve im Fettgewebe, und dem Aufbau von Membranlipiden as
Strukturbausteine der Zelle. AuRerdem sind sie an der Ketonkdrpersynthese in der
Leber beteiligt (LOFFLER et al., 1985).

Fur den Transport der Fettsduren zwischen Zytosol und mitochondrialer Matrix bilden
Kontaktstellen von &uf¥erer und innerer Mitochondrienmembran und die darin
integrierten Enzyme und Rezeptoren die raumliche Voraussetzung fur die gerichtete
enzymatische Reaktion (HOPPEL et al., 1998). CPT | und Il finden sich besonders
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reichhaltig an diesen Kontaktstellen, wahrend die CACT in der MIM weitraumiger
verteilt ist (FRASER UND ZAMMIT, 1999). Dies kann daher riihren, dass die CACT
nicht nur der Zuftihrung von Fettsduren zur [3-Oxydation, sondern auch der Regulation
des Verhaltnisses von Acetyl-CoA/CoA-SH in der Matrix und des Transports von den
in den Peroxisomen geklrzten Fettsduren dient.

Fur die Verstoffwechselung missen die Fettsauren durch Veresterung mit Coenzym A
und der damit verbundenen energiereichen Bindung aktiviert werden. Dies wird durch
die Long-chain Acyl-CoA Synthetase (LCAS) an der dem Zytosol zugewandten Seite
der mitochondrialen Aufl®enmembran (MOM) katalysiert. Nahm man friher an, dass
das aktive Zentrum zur Substratbindung an der CPT | dem intermembrandren Spalt
zugewandt sei (MURPHY und PANDE, 1987), so gibt es heute Uberlegungen, dass
sowohl diese Bindungsstelle als auch der Rezeptor fur den Modulator Malonyl-CoA
dem Zytosol zugewandt sein konnten (FRASER et a., 1997).

Lost man die CPT | aus dem Membranverbund der MOM, so reagiert das Enzym nicht
mehr auf das Vorhandensein von Malonyl-CoA. Eine direkte Bindung an das aktive
Zentrum des Enzyms findet nicht statt. Stattdessen bindet Malonyl-CoA an anderer
Stelle  der mitochondrialen Membran und bewirkt von dort aus die
Konformationsénderung des Enzyms, welche die Affinitdt zu seinen Substraten
verringert (SAGGERSON und CARPENTER, 1981). ZAMMIT (1986) beschreibt die
Maoglichkeit zweier allosterischer Bindungsstellen in der Mitochondrienmembran von
Rattenhepatocyten, eine hochaffine Bindungsstelle fir Malonyl-CoA, deren Affinitét
zur kompetitiven Bindung von langkettigem Acyl-CoA gering ist, und eine von
niedriger Affinitédt zu Maonyl-CoA und hoher Affinitdt zu langkettigem Acyl-CoA,
die beide eine unterschiedliche Bindungskinetik aufweisen. Einfluss nehmen die
Reaktionstemperatur, der pH-Wert, sowie der grundlegende physiologische Status des
Versuchstiers bzw. die Simulation desselben in vitro.

Die CPT | existiert in zwel 1soformen, dem Lebertyp L-CPT | und dem Muskeltyp M-
CPT I, die eine unterschiedliche Enzymkinetik und Regulation aufweisen (YU et al.,
1998). Die L-CPT | besitzt im Verhdtnis zur M-CPT | eine hohere Affinitét
gegenuiber Carnitin und eine geringere Affinitét zum Inhibitor Maonyl-CoA. Die L-
CPT 1 ist vorherrschend und wird auch in Niere, Lunge, Milz, Dinndarm, Pankresas,
Ovar und den Fibroblasten exprimiert. Die M-CPT | findet sich neben der Muskulatur

in braunem und weil3em Fettgewebe, sowie den Hoden. Im Herzmuskel kommen
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sowohl L- als auch M-CPT | vor. Die Isoformen werden von Genen codiert, die auf
zwei verschiedenen Chromosomen liegen. In der Primérstruktur zeigt sich ein hoher
Grad an Homologie, und es wird angenommen, dass die Membrantopologie beider
Isoformen mit zwe transmembrandren Domanen und den dem Zytoplasma
zugewendeten N- und C- Termini gleichartig sei (McGARRY und BROWN, 1997).
Im Gegensatz zu friheren Annahmen ist die MOM nicht frei permeabel. Einen
Zugang zum intermembrandren Spalt stellen die Voltage-dependend anion selective
channel (VDAC) dar, die auch als mitochondriale Porin bezeichnet werden (BENZ,
1994). Die langkettigen Acylcarnitine (LCAC) werden im Austausch gegen freies
Carnitin durch die mitochondriale Innenmembran (MIM) transportiert. Die Carnitin-
Acylcarnitin-Translokase (CACT), ein integrales Protein der MIM, katalysiert diesen
Prozess. In der mitochondrialen Matrix werden die Carnitinester mittels der CPT I
erneut in ihre CoA-Ester tUberfuhrt. Die CPT 1l ist das Produkt eines einzigen Gens
und in alen Geweben des Korpers identisch. Das Enzym ist als ein peripheres
Membranprotein an der Matrixseite der MIM verankert. Es hat keine regulative
Funktion und reagiert nicht auf Malonyl-CoA (KERNER und HOPPEL, 2000).

2.1.6 Die biologischen Funktionen des Carnitins

Carnitin erfillt folgende Funktionen im Zellstoffwechsel :

e Transport aktivierter freler Fettsduren aus dem Cytosol in die
Mitochondrienmatrix ~ zur  Energiegewinnung durch die [3-Oxidation
(“Carnitinshuttle®)

» Acetylspeicher, Regulierung des Acyl-CoA/CoA Konzentrationsverhaltnisses

* Ausscheidung von Acylgruppen und Abbau verzwel gtkettiger Aminosauren

» Bereitstellung von Acetylresten zur Ketonkdrperbildung in der Leber und zur
Acetylcholinsynthese im Nervensystem

* Transport gekirzter FFS von den Peroxisomen zu den Mitochondrien

* Aufbau des Lungensurfactant (Dipal mitoylphosphatidylcholin)

Ein gesicherter Einfluss bestent ferner auf die...
* Verbesserung der Milch- und Reproduktionsleistung bel der Sau (KLUGE, 2004;
RAMANAU et a., 2004; MUSSER et d., 1999; EDER et d., 2001)
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* Verbesserung der Stickstoffbilanz und damit erhdhter Ansatz von Magerfleisch
(OWEN et d., 1997; RAMANAU et a., 2004)

Uneinheitlichkeit der Ergebnisse besteht in Bezug auf die...

* Verbesserung der ménnlichen Fruchtbarkeit durch eine positive Beeinflussung der
Spermienreifung im Nebenhoden (KOZINK et a., 2004)

*  Wirkung as Leistungsforderer bel sportlichen Aktivitdten von Mensch und Tier
(SCHEK, 1994)

Die Energiegewinnung durch die 3-Oxidation freier Fettsduren:

Carnitin fordert die Fettverbrennung quas katalytisch durch die Einschleusung von
Fettséuren in die Mitochondrienmatrix, wo durch Abbau der Fettsduren zu Acetyl-
CoA-Einheiten in der 3-Oxidation und der sich anschlieffenden Verwertung des
Acetyl-CoA im Citratzyklus die energetische Nutzung erfol gt.

Die Lipolyserate im Fettgewebe und damit der Gehalt an frelen Fettsduren im Blut
beeinflusst die Aufnahme und Verstoffwechselungsrate in den die Fettsduren
oxidierenden Geweben. Bel Nahrungskarenz, Hyperthyroidismus oder Diabetes
steigt die Menge an langkettigem Acylcarnitin, die Aktivitét der CPT | ist erhéht. Ihre
Sensihilitdt gegentber der Hemmung durch Malonyl, dem Startmolekil der
Fettséurensynthese, ist in der Leber herabgesetzt, in Skelettmuskel und Herz dagegen
nicht beeinflusst (BREMER, 1981).

An die Fettséurentbertragung auf das Coenzym A in der mitochondrialen Matrix

schlief3t sich die 3-Oxidation an.

Die Summenformel dieses Abbauschrittes lautet:
CH3—(CHy),—CO-S-CoA + FAD + H,0O + NAD+ + CoA-SH —»
CH3—(CH3)n.1-—CO-S-CoA + CH3~CO-S-CoA + FADH, + NADH + H*

ATP-Gewinn beal Bildung von Acetylcarnitin aus Palmitinsdure:
Palmitat + 7 O, + 8 Carnitin + 35 ADP + 35 P, — 8 Acetylcarnitin + 43 H,O + 35
ATP
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Das Acetyl-CoA kann nun im Citratzyklus zu CO, und H-O oxydiert werden:
Acetyl-CoA + 12 P, + 12 ADP+2 0, » 2 CO, + 12 ATP + 14 H,0 + CoA-SH

ATP-Gewinn bei vollstandiger Substratoxidation von Palmitinsaure:
Pamitat + 23 0, + 129 ADP + 129 P, > 16 CO, + 145 H,O + 129 ATP

Die 3-Oxydation im Skelettmuskel:

Verglichen mit anderen Organen enthalten Herz und Skelettmuskel besonders hohe
Konzentrationen von Acetyl-CoA. Die Acetylcarnitinkonzentration erhéht sich
wahrend intensiver kurzzeitiger Muskelarbeit (FOSTER und HARRIS, 1987). Reicht
im arbeitenden Muskel die durch oxidative Prozesse bereitgestellte Energie fur die
vom Muskel zu erbringende Leistung nicht aus, wird der fehlende Teil des ATP-
Bedarfs aus der Glykolyse bereitgestellt. Pyruvat wird, um eine Endprodukthemmung
der Glykolyse zu vermeiden, zu Laktat oder Acetyl-CoA umgesetzt. Fehlt Sauerstoff,
so kann keine weitere Verstoffwechselung im Citratzyklus erfolgen, statt dessen wird
der Acetylrest auf Carnitin Ubertragen und als Acetylcarnitin ausgeschleust.

Carnitin reguliert wie ein Puffersystem den Pool an Acetyl-CoA (WATMOUGH et
al., 1988). Das Acetyl-CoA/CoA-SH Verhdltnis betrdgt nach HARMEYER und
SCHLUMBORN (1997) im nicht beanspruchten Skelettmuskel beim Menschen etwa
1:4 (20:80 umol/kg Frischmasse). Freies CoA-SH wird im Citratzyklus bendtigt, wo
es fiir die Bildung von Succinyl-CoA aus a-Ketoglutarat benétigt wird (LOFFLER et
al., 1985). Im ruhenden Muskel von Schwein, Pferd und Hund liegen 98 % des
Carnitins as freiles Carnitin vor (HARMEYER, 1998). Durch Muskelarbeit erhoht
sich der Gehalt an Gesamtcarnitin im Plasma, bedingt durch den Anstieg an aus den
Muskel zellen ausgeschleusten Acylcarnitinen.

Durch Gabe von Acetylcarnitin an erschopfte Mitochondrien, die weder reines Acetat
noch endogene Fettsduren verwerten konnten, wird die Bildung einer Startmenge an
ATP emdglicht, die das Anlaufen weiterer Substratoxydation ermaoglicht
(SILIPRANDI, 1965). Die Gabe von Propionylcarnitin hat deshalb anaplerotische
Wirkung auf Herzmuskelzellen, die durch eine Ischamie geschédigt wurden.
Acetylcarnitin stellt auch die haufigste Form eines Carnitinesters im Plasma dar. Das
Plasmacarnitin steht stets im Zusammenhang mit dem Pool an Acetyl-CoA. Die

Bildung von 3-Hydroxybutyrat ist die Folge eines gestorten Acetyl-CoA-Umsatzes,
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der Anstieg der Ketonkdrper im Plasma erfolgt gleichsinnig mit dem Anstieg an
Acylcarnitin durch gesteigerte Lipolyse im Hungerzustand (KOLB, 1981).

Eine gesteigerte Fettsdurenoxidation hat eine Stimulation der Glukoneosynthese und
ein Nachlassen der Glykolyse zur Folge. Inhibitoren des Fettsaurestoffwechsels
kénnen daher Uber eine Reduktion der Glukoneogenese und Aktivierung der
Glykolyse zu einer Hypoglykémie und zu einem Rlckgang der Ketogenese fuhren
(HAECKEL et a., 1990). Solche Substanzen konnten as potentielle orale
Antidiabetika von therapeutischem Wert sein. Zur Untersuchung dieser Hypothese

wurden als Versuchsgewebe Lymphozyten und Thrombozyten herangezogen.

Ausscheidung bestimmter Acylgruppen:

Ein Anstieg der Carnitinester in den Geweben und im Blut kann eine hohere Rate an
Fettsdurenoxidation (mehr Fettverbrennung, aktiver Muskelstoffwechsel) oder die
Notwendigkeit der erhthten Ausscheidung unerwiinschter Acylreste bedeuten, bzw.
gibt RickschlUsse auf eine verminderte Nutzungs- oder Eliminationsfahigkeit.

Eine Anhdufung von Acylestern blockiert Enzyme und Carrierproteine. Langkettiges
Acylcarnitin inhibiert den Adenin-Nukleotid-Carrier. Acetylreste, die vom Carnitin
aus den Mitochondrien herausgeschleust werden, fallen meistens dann als Uberschuss
an, wenn der Citratzyklus abgeséttigt ist. Die Menge des Acetylaustritts ist abhangig
von der zur Verfigung stehenden Menge an freiem Carnitin in den Mitochondrien.
Eine Erh6hung des CoA-SH/Acyl-CoA Quotienten in der Mitochondrienmatrix fahrt
zu einer Aktivierung der Oxidation verzweigkettiger Aminosauren und des Pyruvats
(SCHOLTE und DURAN, 1990).

Aus dem Abbau ver zweigtkettiger Aminosauren (Leucin, Isoleucin, Valin) und von
Methionin in der Mitochondrienmatrix werden Propionylcarnitin, verzweigtkettiges
Acylcarnitin und Methylthiopropionylcarnitin gebildet und ins Zytosol exportiert, um
die Regeneration des intramitochondrialen CoenzymA-Pools zu ermoglichen. lhre
Akkumulation fuhrt zu einer Produkthemmung der CAT (BIEBER, 1988).

Im Cytosol sind Leucin- und Isovaerylcarnitin Modulatoren des Proteinumsatzes
durch Hemmung der Proteolyse (SILIPRANDI et al., 1989) bei einem Mangel an
Aminosauren (MORTIMORE und POSO, 1987). Eine Ansammlung von diesen CoA-
Estern in den Mitochondrien fuhrt zu Stoffwechselstérungen (SCHOLTE, 1988). Die

Aktivierung von Calpain in den neutrophilen Granulozyten durch Isovalerylcarnitin
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(PONTREMOLI et d., 1987) scheint ein Anstol3 fir den Umbau cytosolischer
Proteine und steht damit im Gegensatz zu oben genannter Funktion. Isovalerylcarnitin
wird in grofReren Mengen dem Ferkel mit der Sauenmilch zugefuhrt (KERNER und
BIEBER, 1983).

Bereitstellung von Acetylresten zur Ketonkorperbildung in der Leber und zur
Acetylcholinsynthese im Nervensystem:

Sinkt der intrazellulére Carnitinspiegel, kommt der Acylgruppenexport aus der
Mitochondrienmatrix ins Cytosol zum Erliegen. Unter dem sich aufbauendem

Acetylmangel leidet die Acetylcholinsynthese im Nervengewebe.

Transport gekirzter FFS von den Peroxisomen zu den Mitochondrien:

Die 3-Oxidation langkettiger Fettsuren in Peroxysomen unterscheidet sich von der in
der Mitochondrienmatrix. Die [3-Oxydation der Peroxysomen ist nicht, bzw. nur
indirekt, mit der Atmungskette gekoppelt. Acyl-CoA wird nicht komplett in Acetyl-
CoA-Einheiten zerlegt, stattdessen werden gekirzte Acyl-Ketten (bis 8 C-Atome) zur
weiteren Oxydation zu den Mitochondrien transportiert (SPRECHER et al., 1995).
Fur den Transport der aktivierten Fettsduren durch die Membran der Peroxysomen
wird kein Carnitin ben¢tigt. Die peroxysomale [[(-Oxydation macht beim
Neugeborenen in der Leber etwa 10 bis 15 % der gesamten Oxidation der Fettsduren
aus (WANDERS et d., 1987).

Aufbau des L ungensurfactant (Dipalmitoylphosphatidylcholin):

LOHNINGER et a. (1990) untersuchten bel Ratten den Carnitinspiegel in fetaler
Lunge und Leber. Vom 17. Tag an erhohte sich der fetale Carnitingehalt, an den
Tagen 19 und 20 der Tragezeit kam es zu einem starken Anstieg von
Dipamitoylphosphatidylcholin, einem Hauptbestandteil des Surfactant. Eine
Behandlung der Mutterratte mit Carnitin  fihrte zu erhéhten Werten an
Phosphatidylcholin in den Feten. Das Syntheseprodukt Dipal mitoylphosphatdylcholin
DPPC ist der wichtigste Bestandtell des Surfactant. Das Neonatal Respiratory
Distress Syndrom RDS, das aus einem pulmonalen Surfactantmangel resultiert, ist
die haufigste Todesursache von Friihgeburten beim Menschen. Als besonders glinstig

zur prénatalen Stimulierung der Lungenreife erwies sich eine Kombination von
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Glucocorticoiden (z.B. Betamethason) mit Carnitin (SALZER et a., 1983).

2.1.7 Zufuhr und Bedarf

Kolostrum und Milch sind die Carnitinquellen des Sauglings (BENAMOU, 1995 und
MUSSER et a., 1999). REBOUCHE und ENGEL (1980) untersuchten die
Biosynthesekapazitét verschiedener Gewebe des Menschen. Obwohl Sauglinge eine
geringere Deoxycarnitinhydroxylaseaktivitdt in der Leber zeigen als Erwachsene, ist
ihre Kapazitét zur Carnitinsynthese gleichwertig (1,4 pmol/kg und Tag). Allerdings
liegt ihr Carnitinbedarf deutlich hoher (13,3 pmol/kg und Tag) und muss daher
zusétzlich Uber die Nahrung gedeckt werden.

Die Bioverflgbarkeit des mit der Nahrung aufgenommenen Carnitins liegt zwischen
54 bis 87 % (REBOUCHE und CHENARD, 1991). Die Aufnahme des Carnitins aus
dem Chymus erfolgt hauptsachlich durch aktiven Transport im gesamten Bereich des
Dunndarms (GROSS und HENDERSON, 1984 und GUDJONSSON et al., 1985), bei
einer hohen Konzentration im Nahrungsbrei wird zusétzlich eine gewisse Menge
passiv durch Diffusion resorbiert (BREMER, 1983). Carnitin aus dem Lumen des
Dunndarms wird hauptséachlich Gber die Portalvene resorbiert. Die Resorptionsrate
liegt bel 485 nmol/min und 30 cm Jejunum (BUK et al., 1992). Weniger als 1 % des
absorbierten Carnitins erscheint innerhalb von zwel Stunden in der Lymphe. Bel
Ratten befinden sich schon eine Stunde nach der Nahrungsaufnahme etwa 90 % des
absorbierten Carnitins in der Darmschleimhaut, von wo sie langsam ins Blut
abgegeben werden (BUK et al., 1992). Bereits in der intestinalen Mucosa werden 50
% des Carnitins verestert, hauptséchlich zu Acetylcarnitin. Der Gehalt an CAT ist dort
sehr hoch (GUDJONSSON et al., 1985). Das Blut der Portalvene passiert die Leber.
Dort wird bereits einiges an Carnitin von den Hepatozyten aufgenommen, ein Teil
davon durchlduft den enterohepathischen Kreidauf und wird mit der Gale
sezerniert. Es kann bei gestorter Absorption (Carriermangel bzw. -blockade) auf
diesem Weg auch Carnitin dem Korper verloren gehen. In der Gallenfliissigkeit
Uberwiegen die langkettigen Acylcarnitinester.

Viele tierische Produkte, vor alem Muskelfleisch, enthalten reichlich Carnitin,
pflanzliche Lebens- bzw. Futtermittel enthalten dagegen nur sehr geringe Mengen
(SCHEK, 1994; GUSTAVSEN, 2000; KLUGE, 2004). Einige Beispiele dazu zeigt
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Tabelle 1. Die Konzentration von Carnitin im Blutplasma ist durch die
Futterung/Erndhrung beeinflussbar, Anstiege von tber 100 % sind moglich (FOSTER
et a., 1989). Vom Menschen ist bekannt, dass Vegetarier und Veganer weit geringere

Plasmacarnitinkonzentrationen aufweisen as Gemischtkostler, ohne dadurch

Mangel erscheinungen zu zeigen.

Tab. 1. Gehalte an Gesamtcarnitin in Futterkomponenten (KLUGE, 2004)

Futtermittel [mg/kd] Futtermittel [mg/kd]

pflanzlichen tierischen

Ursprungs Ursprungs

Mais 5 Tiermehl 150

Gerste 10 Fleischmehl 60 - 120

Weizen 5 Federmehl 10

Weizenkleie 5-15 Molkepulver 300 - 500

Hafer 5-10 Fleischknochen- 50 - 80
mehl

Soja 15-20 Blutplasma 15

Extraktionsschrot

Raps- 5-10 Blutmehl 5-10

Extraktionsschrot

Sonnenblume 10 Magermilchpulver | 100 - 300

Baumwollsaat 5

L einsaat 10- 15

LENNON et 4.

(1986) untersuchten ebenfals den Zusammenhang von

Carnitinaufnahme mit der Nahrung, und dem Carnitingehalt von Blut und
Skelettmuskulatur (im M. vastus lat.). Zwischen der Aufnahmemenge und der

Konzentration im Plasma fand sich eine signifikante positive Korrelation, auf die

Muskel carnitinkonzentration traf dies jedoch nicht zu.
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2.1.8 Abbau und Exkretion

BROOKS und McINTOSH (1974) stellten fest, dass radioaktiv markiertes Carnitin in
den Geweben nicht zu anderen Verbindungen umgesetzt wird. Ein Abbau erfolgt nur
geringgradig durch Mikroorganismen im Darm (REBOUCHE und CHENARD,
1991), ansonsten werden freies Carnitin oder Acylcarnitin im Ultrafiltrat der Nieren
ausgeschieden, wobel zum groféten Tell eine Rickresorption im proximalen Tubulus
erfolgt, zu einem geringen Teil aber auch die aktive Sekretion von Sdureresten als
Acylcarnitin moglich ist. Die pro Tag im Urin durchschnittlich ausgeschiedene Menge
betragt beim Menschen ca. 100 - 300 umol bzw. 16 - 48 mg (BREMER, 1983). Die
stark variierenden Mengen an mit dem Urin ausgeschiedenem Carnitin werden durch
verschiedene Faktoren wie z.B. korperliche Arbeit, Nahrungskarenz, Ubergewicht und
sogar durch den Menstruationszyklus beeinflusst (SOUSA et d., 1989). Bel normaer
Stoffwechsellage werden Uber 95 % des Carnitins im Glomerulusfiltrat resorbiert.
Acylcarnitin wird in geringerem Mal3e reabsorbiert als freiles Carnitin, wobel mit
steigender Kettenlange die Ausscheidungsrate zunimmt (BREMER, 1983).

Die Funktion der Niere im Carnitinumsatz (GUDER und WAGNER, 1990) betrifft
folgende Bereiche:

1. Biosynthese (tierartspezifisch verschieden)

2. Ruckgewinnung von Carnitin durch Reabsorbtion aus dem Ultrafiltrat

3. Ausscheidung

4. Acylierung und Deacylierung

Beim Menschen ist die Niere neben der Leber der Hauptsyntheseort fur Carnitin. Die
Enzymaktivitdt ist in der Niere tellweise sogar hoher as in der Leber. Das
Trimethyllysin kann nicht aus dem Ultrafiltrat resorbiert werden, sondern wird
peritubul & aus dem Blut aufgenommen. Bel Niereninsuffizienz ist ein Carnitinmangel
aufgrund der dann ausfalenden Syntheseleistung nicht zwingend die Folge, solange
die Leber kompensationsfahig ist. Bei der Exkretion von Carnitin und Carnitinestern
ist die Nierenfunktion dagegen nicht zu ersetzen.

Das Carnitin im Ultrafiltrat, welches laut DEUFEL (1990) beim Menschen eine

durchschnittliche Konzentration an freiem Carnitin von 60 pmol/l aufweist, wird
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mittels eines Na'-abhangigen Transportsystems im proximalen Tubulus resorbiert. Ein
genetischer Defekt dieses Carriers fuhrt zum systemischen Carnitinmangel (TREEM
et al., 1988 und SCHOLTE et al., 1990). Die Sekretion von Carnitin in das tubuldre
Lumen scheint durch einen besonderen Transportvorgang maéglich zu sein, da die
ubliche Konzentration von Carnitin im Blut Uberschritten werden kann. Besonders
Acylcarnitine kénnen dabel selektiv ausgeschieden werden (BREMER, 1983). Das
Verhdltnis von Acylcarnitin zu frelem Carnitin im Urin Ubersteigt den im Plasma
gemessenen Quotienten. Bel  sekunddrem  Carnitinmangel, bel dem die
Funktionsstérung im proximalen Tubulus lokalisiert ist (z.B. beim Fanconisyndrom),
sinkt der Gehalt an acyliertem Carnitin im Urin, wahrend die Ausscheidung des
unveresterten Carnitins ansteigt. Bei organischer Acidurie dagegen beobachtet man
eine Ausscheidung der Saurelast als Acylcarnitin (DURAN et a., 1990). Diese
Funktion, die auch Therapeutika wie z.B. Vaproinsdure betrifft, kann als
M echanismus der Deintoxikation interpretiert werden.

Mit steigendem Plasmacarnitinspiegel steigt auch die renade Ausscheidung.
Vegetarier, die geringere Mengen an Carnitin mit der Nahrung aufnehmen, scheiden
im Urin weniger Carnitin aus as Gemischtkostler (REBOUCHE et a., 1993).
Daneben sind weitere Faktoren von Einfluss. das Geschlecht (MAEBASHI et al,
1976), das Alter (MAEBASHI et al., 1982) und die korperliche Aktivitat (SUZUKI et
al., 1976).

219 Verteilung des Carnitinsin den Korperkompartimenten

REBOUCHE und ENGEL (1983a) verfolgten die Vertellung von radioaktiv
markiertem Carnitin nach einmaliger intravendser Injektion 28 Tage lang. Als
Kompartiment A wurden Blutplasma und extrazellulére FlUssigkeit, als Kompartiment
B die Muskulatur und als Kompartiment C die Ubrigen Gewebe angesehen. Der
K érpergesamtpool betrug beim Hund (H) 1,4 und beim Menschen (M) 1,1 mmol/kg
Korpergewicht. Im Kompartiment A befanden sich 0,3 % (H) und 0,9 % (M), im
Kompartiment B 97,8 % (H) und 95,5 % (M) und im Kompartiment C 1,9 % (H) bzw.
3,5 % (M). Die Turnover-Rate im Kompartiment A betrégt fir den Hund 26 Minuten,
fUr den Menschen 66 Minuten. Davon gelangen ca. 59,9 % in die Muskulatur, 34,5 %
in die anderen Gewebe und 5,5 % werden ausgeschieden. SCHEK (1994) nennt fir
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die Skdettmuskulatur des Menschen eine Turnover-Rate von 105 Stunden, wérend

die Turnover-Rate in der Leber nur 1 Stunde betragt.

2.1.10 Hormonelle Einfllisse

Abhangigkeit vom Reproduktionszyklus:

Von Frauen ist bekannt, dass deren Carnitinspiegel im Blut wahrend einer
Schwangerschaft deutlich absinkt (CEDERBLAD et a., 1986). Auch SCHMIDT-
SOMMERFELD (1985) beschrieb das Absinken des Plasmacarnitingehalts wahrend
der Schwangerschaft, wobei die Werte um den Geburtszeitpunkt am niedrigsten sind.
Beim Frauen bewirken die Anstrengungen des Gebdrens eine erhdhte
Fettséurenoxydation und in Folge einen Anstieg an R-OH-Butyrat. Solange dabei der
Blutkreislauf des Fetus mit dem der Mutter Uber die Nabelschnur in Verbindung steht,
findet sich zwischen beiden eine positive Korrelation der Carnitin- und
Ketonkorpergehalte, die demnach plazentagangig sind. In der Amnionflissigkeit ist
der Carnitingehat wahrend der frihen Schwangerschaft hoher als in der zweiten
Halfte (SCHMIDT-SOMMERFELD, 1981).

Der Gesamtcarnitinspiegel im Plasma schwangerer Frauen war acht Wochen nach der
Konzeption von 39 + 6,3 umol/l auf durchschnittlich 32,8 + 4,6 umol/I gefallen. Nach
36 Wochen Schwangerschaft betrug er nur noch 17,3 pmol/l. Die reale Clearance lag
bei schwangeren Frauen ab der 28. Schwangerschaftswoche fur Acylcarnitin viermal
hoher als bei nicht-schwangeren, wéhrend die Clearance fur freies Carnitin gleich
blieb. SCHODERBECK et a. (1995) kamen zu dhnlichen Ergebnissen: Bereits in der
12. Schwangerschaftswoche wurde im Plasma eine signifikante Verringerung auf 21
pmol/l Gesamtcarnitin im Vergleich zu Werten einer Kontrollgruppe von 40 pmol/|
festgestellt. Im weiteren Verlauf der Schwangerschaft bis zur Geburt sank der Wert
auf 15 pmol/l Die Abnahme des Gesamtcarnitins beruht vor alem auf einer Abnahme
des freien Carnitins, wahrend die Plasmakonzentrationen an Acylcarnitin steigen.
AulBerdem wurde festgestellt, dass bei Schwangeren der Carnitingehalt der
Erythrozyten ebenfalls verringert war (von 164 + 68 umol/g Hb auf 96 + 33 pumol/g
Hb). Eine erneute Zunahme auf den Ausgangswert fand jedoch bereits wahrend der
Schwangerschaft statt. In den Erythrozyten befinden sich bei nicht-schwangeren

Frauen ca. 39 % des gesamten Carnitins des Blutes. Dieser Antell steigt wahrend der
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Schwangerschaft auf 45 % in der 12. Woche bis auf 61 % zum Zeitpunkt der Geburt.
Im Nabelschnurblut war zur Geburt in den Erythrozyten die Konzentration an
Gesamtcarnitin hoher als im mtterlichen Blut (199 + 89 vs. 155 + 93 umol/g Hb).
Fetales vendses Plasma enthdlt signifikant mehr Acylcarnitin als das maternale Blut
(NOVAK et a., 1981). Die Permeabilitét der Plazenta ist speziesabhangig (HAHN et
al., 1980). Beim Menschen wird genug Carnitin Uber die Plazenta dem Fetus
zugefuhrt, um eine Biosynthese Uberfllissig zu machen. Acetylcarnitin wird langsamer
aufgenommen als freies Carnitin, ein Transport von Palmitoylcarnitin wurde nicht
nachgewiesen. Die Aufnahme des Carnitins erfolgt stereospezifisch in der L-Form.
Auch die Plazenta selbst kann freles Carnitin verestern bzw. Acylcarnitin
hydrolysieren. CEDERBLAD et a. (1986) fanden eine signifikant erhdhte renae
Ausscheidung von Carnitinestern bei Schwangeren, und zwar trotz niedriger
Plasmaspiegel. Die Ausscheidungsrate fur freies Carnitin entsprach der der
Kontrollgruppe. Auch LOHNINGER (1996) beschrieb bei schwangeren Frauen eine
erh6hte Ausscheidung von Acylcarnitin mit dem Urin.

WITTEK et al. (1999) ermittelten bel Sauen eine Veranderung der Carnitingehalte im
Blut wéhrend verschiedener Zyklusstadien. Auch hier ist der Plasmaspiegel wahrend
der Trachtigkeit erniedrigt und steigt erst peripartal wieder an.

Geschlechtsunter schiede:

Beim Menschen liegt die Plasmakonzentration des Mannes an freiem Carnitin und an
Gesamtcarnitin bis zum 45. Lebengahr hoher als bei der Frau, danach gleichen sich
die Werte wieder an (BOULAT et a., 1993; BORUM, 1987). Die Menge an
Acylcarnitin ist dagegen zu keinem Zeitpunkt durch das Geschlecht beeinflusst. In der
Muskulatur ist beim Menschen der geschlechtsbedingte Konzentrationsunterschied an
Carnitin geringer ads im Plaama (REBOUCHE und PAULSON, 1986). Ein
Geschlechtsunterschied wurde auch bei Tieren, unter anderem auch bel Schweinen
(WITTEK et al., 1999) beobachtet. BORUM (1978) konnte vor dem Absetzen keine
Unterschiede zwischen mannlichen und weiblichen Ratten feststellen. Spéter, vom 22.
bis zum 85. Lebenstag haben die Mannchen doppelt so hohe
Plasmacarnitinkonzentrationen wie die Weibchen. In der Leber dagegen haben die
Weibchen etwas hohere Gehate. Ab dem 50. Tag haben die Ménnchen hdhere
Gehdlte in Herz und Skelettmuskel. Zu dieser Zeit sind auch die Gehalte im



Literaturiibersicht 21

Epididymis stark gestiegen. Im Urin scheiden die Weibchen trotz niedrigerer Gehalte
in den Geweben mehr Carnitin aus. Ein Einfluss des Geschlechts auf die
Ausscheidung von Carnitin im Urin war beim Menschen dagegen nicht zu beobachten
(DEUFEL, 1982).

Neben dem Ostrogen haben ferner Insulin, Glucagon, die Glucocortikoide, die
Schilddrisenhormone T3 und T4, Vasopressin und die Catecholamine enen
hormonellen Einfluss auf den Carnitinhaushalt. WANG et a. (1999) zeigten, dass
beim neugeborenen Ferkel Somatotropin den Stoffwechsel des Fettgewebes reguliert.
Es hemmt die endogene Lipidsynthese und den Fettansatz aus exogenen Lipidguellen
Uber eine Verminderung der Aktivitat der Lipoproteinlipase um bis zu 50 %. Die
Mobilisation der Fettreserven wird begunstigt, die Wirkung von Insulin antagonisiert.
Die Adipozyten von Lauferschweinen besitzen eine grolere Fahigkeit zur

Lipidsynthese a's die von Neonaten.

2111 Sonstige Einflisse auf den Carnitinhaushalt

Weitere Veranderungen der Carnitinfraktionen im Plasma unter verschiedenen
Bedingungen wurden von DEUFEL (1982) beobachtet:

Im circadianen Verlauf wurden beim Menschen nur geringe Schwankungen im
Gehalt an freilem Carnitin gesehen, etwas mehr bel den kurzkettigen Acylcarnitinen.
Wurden die Probanden Uber einen Zeitraum von mehreren Monaten untersucht, so
ergaben sich nur sehr geringe Abweichungen der Werte voneinander. Bel einem
Belastungstest mit definierter Muskelarbeit zeigte das freie Carnitin keine
Schwankungen, aber der Anteil an Acylcarnitin und damit auch das Gesamtcarnitin
nahmen zu. Nach Ende der Belastung stellten sich die urspriinglichen Werte rasch
wieder ein. Auch bel Fettsiichtigen war der Gehalt an Acylcarnitin erhoht, aber
gleichzeitig auch das frele und das gesamte Carnitin. Beim Fasten fiel der Anteil an
freiem Carnitin ab, wéhrend der Gehalt an Acylcarnitin stark anstieg.

Die Werte fur Gesamtcarnitin und freies Carnitin steigen mit zunehmendem Alter an,
wahrend dies fur das Acylcarnitin nicht festgestellt werden konnte . In der Gruppe der
Frauen konnte ein Einfluss von Gewicht und Koérpergréf3e Gber den Bodymaliindex

beobachtet werden. Frauen mit einem BMI > 28 hatten mehr GC und FC im Plasma.
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Bel Mannern hatte der BMI keinen Bezug zum Carnitingehalt.

2112 Die Carnitingehalte verschiedener Organe, Gewebe und Korper-

flissigkeiten bei verschiedenen Tierarten

Carnitingehalte beim Schwein:

Der Korper eines 100 kg schweren Schweines enthdlt ca. 24 g Carnitin (Abb. 1;
HARMEYER, 1998). Davon befinden sich 80 % in der Muskulatur und 5-10 % im
Magen-Darmtrakt (FLORES et a., 1996). Die Leber enthdlt 3 %, das Blut als Vollblut
nur 0,25 % der Gesamtmenge. Besonders hohe Carnitingehalte weisen Spermien auf
(40-100 pumol/g FS), das Seminalplasma (2000-6000 pmol/l) und die Milch (100-500
pmol/l).

Abb. 1: Carnitinbestand und Carnitinflux zwischen Blut und Geweben
(schematisch). Die angegebenen Mengen beziehen sich auf ein Schwein
von 100 kg Gewicht mit einem Carnitinbestand im Korper von ca. 24 g
(HARMEYER, 1998).

Von KERNER et a. (1984) wurden der Gehalt an Carnitin und Acylcarnitin von
Kolostrum, Milch und Serum von Sauen und Serum, Leber, Herz und Muskel von
neugeborenen und zwei Tage alten Ferkeln gemessen (Tab. 2). Als Methode diente
der radioenzymatische Test nach CEDERBLAD und LINDSTEDT (1972) mit dem
Isotop **C fiir die Bestimmung des freien und gesamten Carnitins. Das Vorhandensein

einer grofen Menge an Isovaerylcarnitin wurde durch den Einsatz von HPLC
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bestdtigt (KERNER und BIEBER, 1983). Tab. 3 zeigt die quantitative Verteillung

unterschiedlicher Acylcarnitinester im Serum von Sauen und Ferkeln sowie der

Sauenmilch und des Kol ostrums.

Tab. 2: Carnitin in Kolostrum und Milch laktierender Sauen, im Serum von
gusten und laktierenden Sauen, und im Serum von neugeborenen und zwel
Tage aten Ferkeln (KERNER et a, 1984)
Carnitin ~ [nmol/ml]

Saurel 6sliches Freies Saureldsliches | Langkettiges

Gesamtcarnitin | Carnitin Acylcarnitin Acylcarnitin
Guste Sau, 37,9+33 29,2+ 2,6 8,7+35 35+0,42
Serum
Laktierende 76,6 + 11,9 635+ 11,5 13,7+4,7 52+1,0
Sau, Serum
Neugeborenes | 10,4+ 1,3 6,3+1,0 4,1+ 0,49 0,84+0,1
Ferkel, Serum
2d dtes 232+20 16,0+ 1,8 7,2+ 0,83 2,76 = 0,26
Ferkel,
Orbitalvene
2d dtes 20,8+ 2,0 124+35 7,8+ 0,94 568+ 1,2
Ferkdl,
Portalvene
Kolostrum, 1. | 368,9 + 35,6 126+2,6 356,3 + 35,6 73,6+ 129
Tag nach dem
Gebéren
Milch, 24-48 269,5+ 28,9 28,1+ 6,7 2415+ 29,4 39,6 + 6,7
h nach dem

Gebéaren
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Tab. 3: Acylcarnitingehalte im Serum von gusten und laktierenden Sauen, von
neugeborenen und zwel Tage aten Ferkeln, sowie in Sauenmilch und
Kolostrum (KERNER und BIEBER, 1983)
Acylcarnitin-
fraktion [nmol/m]

Acetyl- Propionyl- | Isobutyryl- Butyryl- Isovaleryl-

carnitin | carnitin carnitin carnitin carnitin
Guste Sau 7,6 0,7 0,2 0,2 ND
Serum
Laktierende 11,7 1,3 0,3 0,07 04
Sau Serum
Neugeborenes | 3,1 0,5 0,3 0,1 ND
Ferkel
Ferkel 2.LT 54 0,85 0,24 0,3 0,08
Orbitalvene
Ferkel 2. LT 52 1,0 0,56 0,76 0,3
Portalvene
Kolostrum 1703+ | 180+20 | 76+0,8 52+05 168,1 +
1. Tag p.p. 29,4 27,7
Milch 1222+ | 180+15 | 7,6+0,65 58+ 1129+
1+2. Tagp.p. | 11,8 0,65 31,8

ND = non detectable
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Tab. 4: Carnitingehalte in Skelettmuskel, Herz und Leber von neugeborenen und
zwei Tage dten Ferkeln (KERNER et a., 1984)
Carnitin- Alter Saure- Freies Saure- Lang-
gehalte |6sliches Carnitin |6sliches kettiges
[nmol/g Gesamt- Acyl- Acyl-
FS carnitin carnitin carnitin
Skel ett- 0Tage 310,7 + 238,2 + 725+84 12,2+ 3,0
muskel 31,8 27,2
2 Tage 359,8 + 2804 + 79,3+ 6,9 32,8+ 4,6
25,0 194
Herz 0 Tage 267,0 + 224,8 + 42,2+ 4,6 21,9+ 3,0
13,3 111
2 Tage 3319+ 2789 + 530+51 551+6,1
28,9 25,5
Leber 0 Tage 949+ 738 84,4+75 105+13 109+15
2 Tage 295,6 + 266,0 + 30,2+4,9 38,3+4,2
234 20,4
Tab. 5: Gehalte an Acylcarnitinen in Skelettmuskulatur, Herz und Leber von
neugeborenen und zwei Tage alten Ferkeln (KERNER et al., 1984)
Acetyl- Propionyl- | Isobutyryl- | Butyryl- [ Iso- Acyl-
carnitin | carnitin carnitin carnitin valeryl- carnitin
Alter [nmol/g | [nmol/g [nmol/g [nmol/g carnitin gesamt
FS] FS FS] FS] [nmol/g [nmol/
Gewebe FS] g F9
Skelett- OTage | 58,9+ 1,5+ 0,6 0,9+0,6 25+18 | ND 64,4 +
muskel 2,9 34
2Tage | 80,1+ 28+043 | 1,4+£03 20+£03 | ND 87,1+
4,2 58
Herz OTage | 375+ 1,7+0,08 | ND 09+ ND 40,7 +
1,3 0,14 1,4
2Tage | 48,8+ 2,4+ 037 0,5+0,13 14+ 01+ 545+
6,8 0,27 0,08 6,8
Leber OTage | 10,9+ 1,0+025 | 05+0,18 | 05+01 | ND 13,1+
11 0,6
2Tage | 27,6+ 28+035 | 1,3+£025 | 06+ 1,4+ 34,8+
1,3 0,13 0,18 0,85
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Bel gusten, aber auch bel |aktierenden Sauen stellt das freie Carnitin den Hauptantell
des Gesamtcarnitins. An Acylcarnitinen dominiert das Acetylcarnitin. Acetylcarnitin
dient dem Anstof3 der Oxidationsfahigkeit durch Bereitstellung von ATP aus der
Ubertragung des Acetylrestes auf Oxalacetat im Citratzyklus.

Das Ferkel kommt mit geringen Carnitingehalten im Plasma zur Welt (BIEBER et al.,
1973). Beim Neugeborenen sind die Acylcarnitingehalte sehr gering bzw. nicht
messbar und steigen erst durch die Kolostrumgabe an. In der Portalvene, die aus dem
Dunndarm Carnitin resorbiert, liegen die Werte der Acylester etwas hoher asim Blut
der Orbitalvene. KERNER et al. (1984) untersuchten des weiteren Skelettmuskulatur,
Herz und Leber von neugeborenen Ferkeln (Tab. 4). Muskulatur und Herz enthalten
bereits zum Zeitpunkt der Geburt grofiere Mengen an freiem und verestertem Carnitin
(77 % bzw. 83 % FC). In der Leber liegen die Werte zuerst niedriger, aber ebenfalls
deutlich hoher alsim Blut, und auch hier macht das freie Carnitin die Hauptmenge aus
(90 %). Nach zweitdgiger Saugezeit erhdhen sich die Gewebespiegel weiter, der
Gehalt an freiem Carnitin und Acylcarnitin der Leber verdreifacht sich sogar. Der
vorherrschende Acylester ist auch hierbel das Acetylcarnitin, Isovalerylcarnitin konnte
trotz der reichlichen Zufuhr mit der Sauenmilch nicht oder nur zu minimalen Anteilen
nachgewiesen werden (Tab. 5).

Die Enzymaktivitaten von CAT, COT und CPT waren schon am Tag der Geburt
messbar und erhdhten sich noch bis zum zweiten Lebenstag. Es wurde eine
Carnitinisovaleryltransferase bestimmt, deren Aktivitdt der der COT &hnlich ist.
Kolostrum und Milch unterscheiden sich hauptséchlich im Gehalt an Acetylcarnitin
und Isovalerylcarnitin, die im Kolostrum in hoherer Konzentration vorliegen. Das AC
und GC im Serum laktierender Sauen ist knapp doppelt so hoch wie bel glsten Sauen,
aber immer noch sehr viel niedriger als die Gehalte in Milch und Kolostrum. Die
Milchdrise verfiigt also Uber die Fahigkeit, die Carnitinfraktionen stark anzureichern.
Im Kolostrum sind 95 % des Gesamtcarnitins acyliert. Bei anderen Tierarten, Kihen,
Ziegen und Schafen Uberwiegt das freile Carnitin, Isovalerylcarnitin ist dort nur in
Spuren nachweisbar.

Es wird davon ausgegangen, dass die Muttermilch die Hauptquelle des Carnitins des
neugeborenen Ferkels ist, wahrend die Biosynthese eine geringere Rolle spielt. Daraus
schlussfolgern KERNER und BIEBER (1983), dass die Acylester hydrolysiert werden,
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bevor sie in die Blutzirkulation aufgenommen werden. Es wird vermutet, dass fir den

Mechanismus der Anreicherung und Sekretion von Carnitin die Milchdrise das

Isovalerylcarnitin bendtigt.

Bereits 1983 beschéftigten sich KERNER und BIEBER mit einer Verbesserung des

Verfahrens zur sicheren quantitativen Bestimmung der einzelnen Acylcarnitine. Die

wurden den Resultaten des
HPLC

Ergebnisse der Gaschromatographie | sotopen-

Austauschverfahrens (reverse-phase und

gegenubergestellt. Mittels der HPLC

TL-Chromatographie)
konnte allerdings Isovaeryl- nicht von
Vaerylcarnitin, und Isobutyryl- nicht von Butyrylcarnitin getrennt werden. Im
Rahmen dieser Untersuchungen ergab sich fir das Sauenkolostrum folgende
Zusammensetzung (Tab. 6):

Tab. 6: Nachweis und Vergleich von Acylcarnitinkonzentrationen in Sauen und

Schafkolostrum unter  Verwendung verschiedener Messmethoden
(KERNER und BIEBER, 1983)
Carnitinfraktion Messmethode
Tierart Sau/Schaf Gas- HPLC [nmol/ml] Dunnschicht-
chromatographie chromatographie
[nmol/mi] TLC [nmol/ml]
Freies Carnitin 21,2/423,4 20,8/432,1
Acetylcarnitin 82,7/214,6 69,5/209,0 71,1/192,3
Propionylcarnitin 6,8/54,5 5,4/56,4 4,1/43,7
Isobutyrylcarnitin 6,0/13,0 > 9,5/43,3 > 5,8/43,2
Butyrylcarnitin 4,4/30,1
Isovalerylcarnitin 262,2/4,5 ¥ 287,9/5,2 > 318,0/7,5
Vaerylcarnitin nicht bestimmt
> Acylcarnitin 362,1/316,7 372,3/3139 399,0/286,7

WITTEK et al. (1999) untersuchten den Gehalt an Carnitin und anderen chemischen
Verbindungen des Fettstoffwechsels (Cholesterol, Triglyceride, FFS, Phospholipide)
im Serum von Sauen wahrend des Ostrus, verschiedener Stadien der Trachtigkeit,
peripartal und 14 Tage post partum. Untersucht wurden acht Jungsauen der
Rassekreuzung DLxDE ab dem Alter von 230 Tagen. Gefittert wurde ein
Sauenaleinfutter mit einem Gehalt von 12,2 MJ ME/kg, welches 7,4 mg, bzw. 45,9
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pmol Gesamtcarnitin pro kg enthielt (keine Aussage Uber die Anpassung der
Futtermenge im Verlauf der Graviditédt). Ein direkter Zusammenhang zwischen dem
Carnitinblutspiegel und den Gehadten an Cholesterol, Triglyceriden, FFS, und
Phospholipiden im Blut konnte nicht nachgewiesen werden. Deren Werte waren im
Ostrus signifikant erhoht. Zeitpunkte der Blutentnahme waren Ostrus, Friihgraviditat
zwischen dem 30. - 40. Tag, die spdte Graviditdt zwischen 70. - 90. Tag, peripartal
(erster Tag post partum) und in der Laktation 14 Tage post partum (Tab. 7).

Tab. 7: Gehalte an Gesamtcarnitin als Mittelwerte X mit der Standardabweichung
SD im Serum von Sauen zu verschiedenen Zeitpunkten des
Reproduktionszyklus (WITTEK et a., 1999)

Probe- peripartal 14 d. p.p. Ostrus 30-40d. 70-90 d.

zeitpunkt gravid gravid
X+SD X+SD X +£SD X £SD X +£SD

Gesamt- 15,6 + 0,7 15,0+ 0,7 13,7+2,1 94+1,2 105+1,2

Carnitin

[umol/I]

Tab. 8: Gehalte an Gesamtcarnitin als Mittelwerte X mit der Standardabwei chung
SD im Serum von Ebern (WITTEK et a., 1999)

Eber Eber mit Eber mit Hermaphrodi-
(geschlechts- Azoospermie, | einseitiger tismus
gesund), n=1 Hodenaplasie, | biglandularis,
n=4 n=1 n=1
X +SD

Gesamt- 18,4+ 1,0 16,0 17,3 49,4

Carnitin

[umol/I]

Die Eber wiesen hohere Carnitinkonzentrationen als die Sauen auf, deren Werte
peripartal und 14 Tage post partum am hochsten waren (Tab. 8). Wéhrend der
Graviditdt war die Carnitinkonzentration signifikant erniedrigt und stieg erst zum
Ende der Tragezeit wieder an. WITTEK et a. (1999) schlussfolgern, dass das
Absinken des Carnitinplasmaspiegels durch eine verstérkte reale Clearance in Form

von Acylestern und den Bedarf der Feten verursacht wird.
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MUSSER et al. (1999) untersuchten an 307 PIC/C15-Sauen und ihren Ferkeln den
Effekt einer Carnitinzulage im Sauenfutter von 100 mg téglich bis zum 112. Tag
der Trachtigkeit und 50 ppm téglich wahrend der Laktation (Tab. 9).

Tab. 9: Gehalte an freiem und gesamtem Carnitin im Plasma bei Sauen mit und
ohne Zulage von Carnitin im Futter (MUSSER et al., 1999)

Zeitpunkt der Freies Carnitin Gesamtes Carnitin
Blutentnahme (umol/I) (umol/I)

Kontrollgruppe ohne
Carnitinerganzung

10. d der Graviditét 23,70 27,60
60. d der Graviditat 15,30 20,02
90. d der Graviditét 22,74 26,63
110. d der Graviditét 29,29 33,72
V ersuchsgruppe mit 100

mg Carnitin/d (n = 14)

10. d der Graviditét 23,12 26,32
60. d der Graviditét 19,16 22,54
90. d der Graviditat 27,12 31,29
110. d der Graviditét 30,79 36,84

GUSTAVSEN (2000) bestimmte die Carnitingehalte in Lebensmittelproben von
Haus- und Wildschweinen (Tab. 10):

Im Fleisch von ca. sechs Monate alten Schlachtschweinen lag der Gehat an
Gesamtcarnitin bel 144 - 274 mg/kg FS und der Gehalt an freiem Carnitin bel
durchschnittlich 88 mg/kg FS . Im Filet (M. psoas) wurden an freiem Carnitin 182
mg/kg FS; an gesamtem Carnitin 193 mg/kg FS; in der Trockensubstanz FC 667
mg/kg und GC 708 mg/kg gemessen. Der Anteil des AC machte davon 6 % aus. Die
Trockenmasse des Skelettmuskel s betrug 25 - 36 %.

Im Fleisch von funf bis zehn Wochen alten Spanferkeln mit einem Lebendgewicht

von etwa 20 kg lag der Gehalt an Gesamtcarnitin zwischen 135 und 210 mg/kg FS
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(gemessen in Proben von M. iliopsoas, M. glutaeus medius und Zwerchfellpfeiler).
Davon waren durchschnittlich 80 mg/kg FS freies Carnitin (86,4 bis 207 mg/kg). Vom
Gesamtcarnitin waren 613 - 1000 mg/kg in der TS, und an freiem Carnitin 419 - 935
mg/kg TS enthalten. Der Gehalt an AC lag zwischen 1 - 43 %.

Es wurde kein signifikanter Unterschied im Carnitingehalt zwischen den roten und
weil3en Faseranteilen des M. glutaeus festgestellt. Die Trockensubstanz betrug 21-
26 %.

Im Herzmuskel war der Gehat an Gesamtcarnitin um 22 % niedriger als im
Skelettmuskel (20% TS, 6 - 40 % AC; freies Carnitin: 71,2 - 100 mg/kg FS und 353 -
498 mg/kg TS; gesamtes Carnitin: 138 - 107 mg/kg FS und 532 - 692 mg/kg TS).

Carnitingehalte im Fleisch von Wildschweinen (Sus scrofa):

Der Gehalt an Gesamtcarnitin lag mit durchschnittlich 1481 mg/kg TS und 180 - 460
mg/kg FS signifikant héher als beim Hausschwein. Gemessen wurde im M. iliopsoas
und im Zwerchfellspfeiler. Auch beim Wildschwein war der Gehalt im Herzmuskel
um 23 % niedriger als in der Muskulatur. Der Anteil an freiem Carnitin betrug
zwischen 82 und 91 % des Gesamtcarnitins und bewegt sich damit in der gleichen
Grolenordnung wie beim Hausschwein. Die Trockensubstanz entsprach beim

Wildschwein mit 24 - 28 % etwa der des Hausschweins.
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Tab. 10: Gehdte an freiem Carnitin, Gesamtcarnitin und Acylcarnitin im
Muskelfleisch (FS und TS) von Schlachtschweinen, Spanferkeln und
Wildschweinen (GUSTAV SEN, 2000)

Merkmal
Freies Freies Gesamtes Gesamtes | Acylcarnitin
Carnitin Carnitin Carnitin Carnitin und TS

Tiergruppe | FS TS FS TS

Schlacht- 182 mg/kg | 667 mg/kg | 144 bis 708 AC 6%

schwein, 6 | bzw. 1,13 | bzw. 4,14 | 274 mg/lkg | mg/kg TS 25 bis 36

Monateat | upmol/g pumol/g bzw.0,893- | bzw. %

1,700 4,392
pmol/g pmol/g

Spanferkel | 86,4 bis 419 bis 135 bis 613 bis AC 1bis43

5his 10 207 mglkg | 935mg/kg | 210 mg/kg | 1000 %

Wochen bzw. bzw. bzw. mg/kg TS 21 bis26

alt 0,535- 2,599- 0,837- bzw. %

1,284 5,800 1,302 3,802-
pmol/g pumol/g pumol/g 6,203
pumol/g

Wild- 180 bis 1481 TS 24 bis 28

schwein 460 mg/kg | mg/kg %

bzw. bzw.
1,116- 9,187
2,853 pmol/g
pumol/g

Carnitingehaltein Blutzellen:

Mononukleare Zellen und Granulozyten haben laut DEUFEL (1982) Gehalte in der
GroRenordnung von 100 - 200 umol Carnitin/10™ Zellen, wobei der Gehalt an FC,
GC und saurel6slichen AC in den mononukledren Zellen um etwa das doppelte hoher
liegt as der Gehalt in den Granulozyten. Die Gehalte der Lymphozyten liegen um das
vierzig- bis achtzigfache tber dem der Erythrozyten. Das Verhdtnis von FC und AC
am GC der mononukleéren Zellen betrégt:

1. FC645% AC355%

2. FC681%,AC31,9%

In Thrombozyten war kein Carnitin nachzuweisen (< 1 nmol/10° Pidttchen). In den
Erythrozyten betrégt das Verhdltnis von FC zu AC fast 1:1, der Anteil an AC ist
gegenuiber anderen Geweben erhoht (Tab. 11).
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Tab. 11: Die Vertellung von Carnitin in den Blutbestandteilen (DEUFEL, 1990),
die Werte stammen aus zwel unabhangig voneinander durchgefihrten
Fraktionierungen

Freies Carnitin Gesamtcarnitin Kurzkettiges
Acylcarnitin

Vollblut (umol/l) -; 36,3 -; 53,5 - 17,2
Plasma (umol/Il) 38,9; 42,8 54,3; 53,6 15,4; 10,8
Granulozyten 113; 116 136; 171 22; 55
(umol/10™ Zellen)
Mononukleére 218; 175 338; 257 120; 82
Zellen (umol/10™2
Zé€llen)
Erythrozyten - 2,9 - 51 - 23
(umol/10™ Zellen)
2.2 Die Carnitinpalmitoyltransferase CPT

Die Schaltstelle der Regulation des Fettsaurenstoffwechsels befindet sich an der CPT
I. Die Regulation der CPT I-Aktivitdt erfolgt zum einen auf dem Niveau der
Transskription, zum anderen durch die Konzentration an Malonyl-CoA, Uber

hormonelle Einfllisse, sowie Uber weitere, erst kiirzlich beschriebene M echanismen:

221 Die Regulation der CPT I-Aktivitat durch Genexpression

Unmittelbar nach der Geburt steigt aufgrund der Umstellung des Neugeborenen auf
das fettreiche und kohlenhydratarme Nahrungsmittel Milch die Konzentration an CPT
[-mRNA in der Leber. Die erhdhte Aktivitét bleibt erhalten, sofern auch nach dem
Absetzen fetthaltige Nahrungsmittel aufgenommen werden, wahrend bel Umstellung
auf eine von Kohlenhydraten dominierte Erndhrung die Enzymaktivitét der CPT |
sinkt (THUMELIN et al., 1994). Gesteigerte mRNA-Konzentrationen und hohe

Enzymaktivitdten sind auch in Leberzellen von hungernden oder diabetischen Ratten
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zu finden (PARK et al., 1995). Erhohte Konzentrationen von nicht veresterten
Fettséuren und eine herabgesetzte Verfligbarkeit von Glukose kennzeichnen diese
Stoffwechselzusténde, einhergehend mit einer Verdnderung des Glukagon:insulin
Verhaltnisses.

Dibutyryl-cAMP (Bt,-cAMP) und langkettige FS (LCFA) initiieren dosisabhéngig
den postnatalen Anstieg der CPT I-mRNA. Dieser Effekt wird durch Insulin
unterbunden. Bt,-cAMP und LCFA stimulieren die Genexpression auf verschiedene
Weise um das zwei- bzw. vieffache, das Bt,-cAMP erhoht aufferdem die
Halbwertszeit der CPT I-mRNA um 50 Prozent. Die Wirkungen von Bt,-cAMP und
den LCFA sind additiv, eine Hemmung der intracelluléaren Lipolyse hat keinen
Einfluss auf die Wirkung des Bt,-cAMP. Die durch LCFA verursachte Steigerung der
Transkription bendtigt anscheinend nicht die Oxidation, sondern die Veresterung der
LCFA mit CoenzymA. In den 3-Zellen des Pankreas induzieren die physiologischen
Konzentrationen an Fettsduren die schnelle CPT [-Genexpression. Das perinatae
Absinken des Insulinspiegels ist der Ausloser fur die Aktivierung der CPT 1, sowohl
durch das Ansteigen der LCFA-Konzentration im Plasma, als auch tber die Zunahme
der cAMP-Konzentration in der Leber (CHATELAIN et al., 1996).

Ein Mediator der Wirkung langkettiger Fettsduren auf die mRNA- Konzentration ist
der peroxisomale proliferatoraktivierte Rezeptor PPAR (LATRUFFE und
VAMECQ, 1997). Clofibrat z.B., ein Peroxysomenproliferator, steigert den mRNA-
Spiegel von CPT | und I1, wobei Insulin keinen Einfluss hat.
Peroxisomen-Proliferator-Response-Elemente PPRE wurden in der Regulatorregion
zahlreicher Gene, die Enzyme des Lipidstoffwechsels codieren, identifiziert. Auch fur
das Gen der M-CPT | des Menschen wurde eine solche Region bestimmt
(MASCARO et a., 1998), ebenso fur die M-CPT | im Herzmuskel neugeborener
Ratten (YU et d., 1998). Oleat induziert dort einen 4,5-fachen Anstieg der M-CPT |-
MRNA, ebenso wie fur andere Gene der 3-Oxidation, z.B. den very-long-chain- und
medium-chain-Acyl-CoA Dehydrogenasen. Auch in Skelettmuskeln und Herz von
Ratten nach Nahrungskarenz steigerte sich die mRNA-Konzentration durch Mediation
des PPARG..

Eine gesteigerte Expression der L-CPT | mRNA wurde fur die Herzmuskel zellen der
unter priméren Carnitinmangel leidenden JVS-Maus beschrieben (UENAKA et al.,

1996). Ursache ist vermutlich nicht der Carnitinmangel an sich, sondern die
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Anhadufung des langkettigen Acyl-CoA, welches ohne das Carnitin nicht abgebaut
werden kann. Dieser Zustand normalisiert sich nach ausreichender Versorgung mit
exogenem Carnitin.

In den Lebern von hyperthyroiden, euthyroiden und hypothyroiden Ratten verhielten
sich mRNA-Spiegel und Enzymaktivitdten gleichgerichtet: erhdht bel hyperthyroiden,
erniedrigt bei hypothyroiden Tieren (MYNATT et a., 1994).

222 Die Regulation der CPT I- Aktivitat durch Malonyl-CoA

Die Regulation der CPT | kann des weiteren durch Maonyl-CoA erfolgen
(McGARRY et d., 1977, ZAMMIT et al., 1984), wobel sich eine sehr kurzzeitige,
akute Reaktion auf die in der Zelle vorliegende Konzentration von Maonyl-CoA von
der langerfristigen, aber nicht in allen Geweben vorkommenden Modulation der
Sensibilitat gegentiber dem Inhibitor unterscheiden lasst.

Damit nicht der Fettsdureabbau in der Mitochondrienmatrix parallel zur Biosynthese
im Cytosol ablauft, wird die Reaktionsrichtung durch das Vorhandensein von
Maonyl-CoA, dem ersten Reaktionsprodukt der Fettsdurensynthese, bestimmt. Die
Hemmung erfolgt erstaunlicherweise auch in Geweben, die selbst nicht lipogenetisch
sind, wie z.B. die Muskulatur. KERNER und HOPPEL (2000) vermuten, dass
Malonyl-CoA die CPT | an einer eigenen Bindungsstelle in der Membran inhibiert.
Die Bildung von Maonyl-CoA wird durch die Acetyl-CoA Carboxylase (ACC)
katalysiert, welche in zwei Isoformen existiert, ACC-a. und ACC-$, die von zwei auf
verschiedenen Chromosomen liegenden Genen codiert werden. Das ACC-o. dominiert
in den lipogenen Geweben, ACC-3 kommt in Herz und Skelettmuskulatur vor
(BROWNSEY et d., 1997). Die Enzymaktivitét wird bel beiden Isoformen zum einen
durch Phosphorylierung und Dephosphorylierung gesteuert, zum anderen durch eine
feed-forward Aktivierung mittels Citrat oder eine feed-back Hemmung mittels
langkettigem Acyl-CoA. Die Phosphorylierung wird durch eine AMP-aktivierte
Kinase (AMPK) vorgenommen, die selbst Teil einer Enzymkaskade ist. Im nicht
aktiven Skelettmuskel ist bel niedrigem AMP/ATP-Verhditnis die AMPK inaktiv
(dephosphoryliert), ACC dagegen aktiv, die Malonyl-CoA-Konzentration hoch. Bel
Beanspruchung der Skelettmuskulatur steigt durch den Energieverbrauch der
kontraktilen Elemente der Muskelfasern das ADP/ATP- und das AMP/ATP-
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Verhdtnis an. Die AMPK wird aktiviert, ACC durch Phosphorylierung inaktiviert, die
Malonyl-CoA-Konzentration nimmt ab. Durch die Malonyl-CoA Decarboxylase wird
vermutlich der bereits vorhandene Maonyl-CoA-Spiegel weiter abgebaut (DY CK et
al., 1998).

Unter den Bedingungen einer verstarkten Fettsdurenoxydation, z.B. bei
Nahrungsmangel oder Diabetes, verliert die CPT | der Leberzellen an Empfindlichkeit
gegentiber der inhibitorischen Wirkung des Maonyl-CoA, sie wird desensibilisiert.
Dies ist wichtig fur die Ketonkorperbildung der Leberzellen. In Skelett- oder
Herzmuskel mitochondrien kommt eine solche Veranderung der Sensibilitét nicht vor
(MYNATT et a., 1992). Der Mechanismus, der diesen Vorgangen zugrunde liegt, ist
noch unklar, aber Untersuchungen deuten darauf hin, dass Verdnderungen der Lipide
(vor dlem Cardiolipin  und Phosphatidylglycerol) in der  &aul3eren
Mitochondrienmembran dabei eine Rolle spielen. Cardiolipin findet sich vorwiegend
an den Kontaktstellen von innerer und &uRerer Mitochondrienmembran, im

Mikroenvironment der CPT I.

2.2.3 Die Regulation der CPT I-Aktivitat durch Malonyl-CoA-unabhéngige

Regulationsmechanismen

Die von HARANO et a. (1985) sowie von GUZMAN und GEELEN (1992)
vorgeschlagene Regulation durch direkte Phosphorylierung der CPT | bestétigte
sich in weiteren Untersuchungen nicht (GUZMAN et al., 1994).

Untersuchungen an Herzmuskelzellen neugeborener Ratten, die sowohl L- als auch
M-CPT | enthalten, zeigten, dass Hypoxie die L-CPT [-Aktivitét signifikant steigerte
(WANG et a.,1998). Vermutet wird eine posttranslationale M odifikation des Enzyms.
Ein weiterer von Maonyl-CoA unabhangiger Mechanismus wurde von VELASKO et
al. (1998) beschrieben. Hierbel reagieren bei in vitro permeabilisierten Leberzellen
bestimmte Elemente des Zytoskeletts (Cytokeratine) nach Phosphorylierung durch
Proteinkinasen mit der CPT |. Befinden sich die Cytokeratine im dephosphorylierten,
polymerisierten Zustand, dann befindet sich die CPT | in einer weniger aktiven Form.
Angenommen wird, dass nach der Depolymerisation durch Phosphorylierung der
extramitochondrialen Filamente durch eine Ca?*/Calmodulin abhéngige Proteinkinase

I und/oder die AMPK nicht nur die CPT I-Aktivierung erfolgt, sondern dass nach
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Phosphorylierung und damit I naktivierung der ACC en Sinken des Maonyl-CoA-
Spiegels die Wirkung verstarkt (VELASKO et al., 1998).

SLEBODA et a. (1999) beobachteten, dass Hepatozyten, in Zellkultur gehalten,
durch ein Absinken der CPT I-Aktivitdt schnell ihre Fahigkeit zur [3-Oxydation
verlieren. 3-thia Fettsduren, wie z.B. Dodecylthioacetic acid (DTA) oder
Tetradecylthioacetic acid (TTA), konnen die CPT | in solchen Kulturen erneut
aktivieren. Die starke Stimulation ist nur bel geringen Konzentrationen an Palmitat
sichtbar, und wird auRerdem vom Erndhrungsstatus des Versuchstiers mitbestimmt.
Die Oxydation von Laurat und Oktanoat ist im Gegensatz zum Palmitat nicht von
einem Ruckgang bei kultivierten Hepatozyten betroffen. Bel isolierten Mitochondrien
tritt die Stimulation nicht zutage, der Effekt beruht wahrscheinlich auf
extramitochondrialen Komponenten.

GUZMAN und GEELEN (1988) beobachteten hormonelle Einfllsse auf die CPT |
an isolierten, mit Digitonin permeabilisierten Hepatozyten. Der Epidermal Growth
Faktor (EGF) induziert dhnlich wie Insulin einen kurzfristigen Riickgang der CPT I-
Aktivitédt sowie der Fettsdurenoxydation. Beide, EGF und Insulin, stimulieren
kurzfristig die Fettsdurensynthese der Leber durch Erhohung der Acetyl-CoA-
Carboxylase-Aktivitét. Einen biologischen Sinn hat dies, um fir einen wachsenden
Organismus ausreichend Fettsduren zur  Phospholipidsynthese, d.h. zum
Biomembranaufbau, zur Verfigung zu haten. Vasopressin hemmt die CPT 1, die
Ketonkorperproduktion aus exogenen Fettsduren ist verringert, wahrend die CO,-
Produktion aus der Oxydation dieser Fettsduren ansteigt. Vasopressin ist dadurch ein
Stimulator der hepatischen mitochondrialen Atmung. Es verhindert den Eintritt der
Fettsduren in die Mitochondrien und lenkt mitochondriales Acyl-CoA in den

Zitronensaurezyklus.
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224 Physiologische und pathologische Einfliisse auf die Aktivitat der CPT

Nach Aufnahme von Kohlenhydraten wird Insulin freigesetzt, das Verhaltnis von
Glucagon zu Insulin verringert sich, und die Lipogenese im Lebergewebe steigt.
Dadurch erhoht sich auch die Konzentration von Malonyl-CoA, dies supprimiert die
CPT |, und langkettige Fettsduren werden nicht oxidiert, sondern dienen der
Triacylglyceridsynthese. Diese verlassen die Leber als very-low-density Lipoproteine
(VLDL), die von den Adipozyten des Fettgewebes aufgenommen und gespeichert
werden (LOFFLER et al., 1985).

In ketotischen Stoffwechselzustanden, wie z.B. Hunger, Diabetes und
Hyperthyreoidismus, steigt der Glukagongehalt, wahrend die Fettsduregenese und
damit der Gehalt an Malonyl-CoA zuriick gehen und die Aktivitéat der CPT | zunimmt.
Die verfugbaren Fettsduren werden in der 3-Oxidation und der Ketonkorpersynthese
zur Energiegewinnung verwendet. Uberraschenderweise unterliegen auch nicht-
lipogenetische Gewebe wie Herz und Skelettmuskel einer sehr empfindlichen
Regulation durch Maonyl-CoA. Beide Gewebe enthalten ein Isoenzym der Acetyl-
CoA-Carboxylase (ACC), verschieden von den Isoenzymen in Leber und Fettgewebe.
Auch fur die 3-Z€ellen des Pankreas ist die Regulation der CPT | von Bedeutung. Die
langkettigen Acyl-CoA stimulieren vermutlich die Exocytose der Insulingranula
(McGARRY und BROWN, 1997). Molekularbiologische Untersuchungen ergaben,
dass in der Leber die CPT | ein einziger Polypeptidstrang ist, der die Hemmstoff-
bindenden und katalytischen Domanen tragt. CPT | und Il sind zwel verschiedene
Enzyme, die sich in der Lange ihres Transscripts unterscheiden. Durch die Zuordnung
der Genloci auf den Chromosomen ist bewiesen, dass CPT | und Il durch
verschiedene Gene codiert werden und damit zwel verschiedene Enzyme sind, die sich
in der Lange ihres Transscripts unterscheiden, dass CPT 1l in alen Geweben das
Produkt eines einzigen Gens ist, und dass die CPT | in mindestens zwei Isoformen
existiert (BRITTON et al., 1995).

In der Leber von Rattenfeten sind die mRNA und die CPT I-Aktivitét zum Ende der
Gestation noch niedrig, um dann am ersten Tag nach der Geburt stark anzusteigen und
fur die Saugezeit auf dem hohen Niveau zu bleiben. Der Fettgehalt der Di& nach dem
Absetzen hat Auswirkungen auf die weitere Aktivitat, die bei Adaptation auf
fettreiche Nahrung auf hohem Niveau verbleibt. Die CPT |l dagegen zeigt bereits vor
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der Geburt, wahrend der Saugezeit und nach dem Absetzen gleichbleibend hohe
MRNA- und Aktivitétsspiegel, unabhangig von der verabreichten fett- oder
kohlenhydratreichen Di&t (ASINS et a., 1995).

Nahrungskarenz fordert die CPT | Aktivitét in der Leber (BREMER, 1981), ebenso
wie Diabetes (HARANO et a., 1972) und Hyperthyreoidismus (STAKKESTAD
und BREMER, 1983). Eine Abnahme der CPT | Aktivitét in Hepatozyten beobachtet
man beim Hypothyreoidismus (SAGGERSON et al., 1982). Verbunden sind solche
Aktivitdtsénderungen im Leberparenchym mit Verdnderungen der Malonyl-CoA
Sensihilitdt. Dies wurde fur andere Gewebe nicht nachgewiesen; weder bel
Kélteadaptation der Mitochondrien des braunen Fettgewebes (SAGGERSON und
CARPENTER, 1982), noch bel Hypothyreose in Herz, Skelettmuskel, braunem
Fettgewebe oder Nierenrinde (SAGGERSON und CARPENTER, 1986).

Eine reversible Phosphorylierung zur Aktivierung der Acetyl-CoA-Decarboxylase
durch das Hormon Glucagon wirkt sich Uber den Maonyl-CoA Gehalt auf die CPT |
Aktivitdt aus (HOLLAND et al., 1985). BREMER (1981) untersuchte die Aktivitét
der CPT | in den Lebermitochondrien von Ratten. Diese verdoppelte sich nach 24 -
sttindigem Fasten, wahrend die Aktivitat von CPT | und Il zusammengenommen nur
um 25 % anstieg. Nach der Aktivierung durch die Hungerperiode war die Sensibilitét
der CPT | gegentiber Malonyl-CoA herabgesetzt.

MYNATT et a. (1992) fanden in Mitochondrien des Herzmuskels keine Verénderung
der CPT |I-Aktivitéd und ihrer Empfindlichkeit gegentber Maonyl-CoA bel
Nahrungskarenz. Die CPT | des Herzmuskels ist bereits extrem sensibel gegentiber
Malonyl-CoA, der Hungerzustand hat darauf keinen Einfluss. Auch erscheint die
Acyl-CoA-Substratspezifitat eine andere alsin der Leber.

MYNATT et a. (1992) ermittelten spezifische Aktivitéten der CPT | aus isolierten
MOM von Herzmuskelzellen von 24 + 3 nmol/min und mg Protein bel gefitterten,
und 20 + 3 nmol/min und mg Protein von hungernden Ratten.

Untersucht wurde ebenfalls der Einfluss der Acyl-CoA-Kettenlénge des Substrats
(Octanoyl-CoA Cg, Dekanoyl-CoA Ci, Lauroyl-CoA Cip, Myristoyl-CoA Cig,
Palmitoyl-CoA Ci, Stearoyl-CoA Cig) auf die CPT I-Aktivitét von Herz- und
Lebermitochondrien. Decanoyl-CoA erwies sich as das bevorzugte Substrat der
Herzmuskel mitochondrien, gefolgt in absteigender Reihenfolge von Cyg, Ci4, Ci2, Cig

und Cg. Die Lebermitochondrien zeigten ebenfalls mit Decanoyl CoA die hdchste
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Aktivitét, gefolgt von Myristoyl-CoA, Pamitoyl-CoA und Steatoryl-CoA, Lauroyl-
CoA, sowie Octanoyl-CoA.

Laut SAGGERSON und CARPENTER (1982) kann die CPT | in lipogenetischen
Geweben wie der Leber, dem weil3en Fettgewebe, der laktierenden Milchdriise, aber
auch in Herz und Skelettmuskeln durch Malonyl-CoA gehemmt werden. Die
Empfindlichkeit des Muskelgewebes ist sogar hoher als die der Hepatozyten. Die
Thermogenese des braunen Fettgewebes beruht auf der starken Fettsdurenoxydation.
Auch hier zeigt sich eine starke Empfindlichkeit gegentiber dem Inhibitor.

SCHMIDT und HERPIN (1998) untersuchten die Aktivitét der CPT | und ihre
Regulation, sowie die Kélteadaptation von Muskelmitochondrien bei neugeborenen
und funf Tage aten Ferkeln. Sie verglichen die subsarkolemmalen Mitochondrien
(SM) mit den intermyofibrillar (IM) gelegenen (Tab. 12).

Tab. 12: CPT I-Aktivitdt in Muskelmitochondrien von Ferkeln in thermoneutral er
Umgebung oder nach Kdteexposition (SCHMIDT und HERPIN, 1998)

CPT |-Aktivitat [nmol/min und mg
mitochondriales
Protein]
Alter 1. Lebenstag 5. Lebenstag 30°C 5. Lebenstag 20°C
M. long. dorsi 1,51+ 0,15 1,61+ 0,11 1,40+ 0,11
(IM)
M. rhomboideus 1,67+ 0,14 1,64+0,12 1,49 + 0,09
(IM)
Leber 1,72 + 0,08

Die Sensibilitét der Leber-CPT | gegentiber der Hemmung durch Malonyl-CoA ist 10-
30 mal hoher a's bel anderen Tierarten, sowohl bei ntichternen Ferkeln als auch nach
Nahrungsaufnahme. Im Gegensatz dazu ist die Malonyl-CoA-Sensibilitdt der Muskel-
CPT | gering, was auf die unterschiedlichen Isoformen zurtickgeftihrt wird. Malonyl-
CoA wird bereits im Skelettmuskel des Neugeborenen synthetisiert, die
Hemmwirkung auf auf die CPT | in IM-Mitochondrien nimmt wéhrend der ersten
L ebenstage ab.
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225 Die CPT-Aktivitat be verschiedenen Tierarten und in verschiedenen
L ebensaltern

Beim Schwein:
BIEBER et a. (1973) untersuchten die Aktivitdt der CPT | in den Lebermitochondrien

von Ferkeln der Rasse Y orkshirexHampshire unmittelbar nach der Geburt, 24 Stunden
p.p., und am 24. Lebenstag (Tab. 13). Sie stellten fest, dass die Aktivitdt zur Geburt
halb so hoch wie die Aktivitét bei 24 Stunden alten Ferkeln ist, sich also innerhalb des
ersten Lebenstages verdoppelt, ungeachtet dessen, ob die Ferkel Milch erhielten oder
nuchtern blieben. Zuerst steigt die Aktivitdt bei gesdugten Ferkeln schneller als bei
gentichterten Tieren, aber schon nach 24 Stunden haben sich diese Werte angeglichen.
Der 24-Stunden-Wert ist bereits ebenso hoch wie der Wert am 24. Lebenstag.

Die Bestimmung erfolgte im Forward Exchange Assay photometrisch mit und ohne
Zusatz von Triton-X zur Er6ffnung des Mitochondrieninnenraums. Ohne Verwendung
des Detergens Triton-X ist davon auszugehen, dass nur die Aktivitét der CPT |
gemessen wurde, und die CPT Il bei der Messung keine Rolle spielte. Die Ergebnisse

zeigen, dass beide Enzyme jeweils ca. 50 % der Gesamtaktivitéat ausmachen.

Tab. 13: Die Veranderung der CPT-Aktivitdt in Schweinelebermitochondrien von
Ferkeln zum Zeitpunkt der Geburt bis zu 24 Stunden danach (BIEBER et
al., 1973)

Austausch

[nmol gebildetes
Palmitoylcarnitin/mg
Alter (h) Protein und min]

gesaugt

nlchtern

0,659 + 0,038

0,659 + 0,038

12

1,360 + 0,123

0,720 £ 0,051

24

1,399 £ 0,156

1,148+ 0,121

Die CPT-Aktivitéat stellt keinen limitierenden Faktor fur die Fettsdurenoxidation des
neugeborenen Ferkels dar. Herz, Nieren und Skelettmuskel enthalten bereits am Tag
der Geburt Carnitin (0,2 - 0,5 mM), und auch dieser Gehalt verdoppelt sich innerhab

von 24 Stunden (Tab. 14). Die weitere exogene Zufuhr an Carnitin Gbernimmt die
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Sauenmilch, deren Gehalt mit 131 + 29 nmol/ml (ab zweiter Laktationswoche)
angegeben wird.

Tab. 14:  Carnitinspiegel in der Leberfrischsubstanz von Ferkeln verschiedener
Altersstufen (BIEBER et a., 1973)

Alter Oh 12h 24 h 24 h 24d
nuchtern gesaugt gesaugt nichtern gesaugt

Carnitin 141/182 194+ 32 331+ 67 151/197 304 + 42

[nmol/g

FS] in der

Leber

KERNER et al. (1984) geben fir die Aktivitét der CPT im Skelettmuskel von Ferkeln
am Tag der Geburt einen Wert von 0,02 + 0,01 U/g FS bzw. 0,3 + 0,1 U/mg Protein x
10, und am zweiten Lebenstag einen Wert von 0,07 + 0,01 U/g FS bzw. 0,42 + 0,03
U/mg Protein x 10an (Tab. 15).

Tab. 15: CPT | Aktivitét in Skelettmuskel, Herz und Leber neugeborener und zwel
Tage ater Ferkel (KERNER et al., 1984)

Gewebe Alter Aktivitéat CPT |
U/g FS U/mg Protein x 107

Skelettmuskel Tag 0 0,02+ 0,01 0,3+0,1

Tag 2 0,07+ 0,01 0,42+ 0,03
Herz Tag 0 0,05+ 0,01 0,32+ 0,03

Tag 2 0,12+ 0,02 0,32 £ 0,058
L eber Tag0 0,17 + 0,014 0,5+ 0,03

Tag 2 0,44 £ 0,016 0,71+0,011

Ein Unit (U) = 1umol umgesetztes Substrat/min. bei 25 °C.

Vergleicht man die Enzymaktivitdéten von CAT, CIVT, COT und CPT, so ist die
Aktivitét der CAT in alen drei Geweben (Leber, Herz, Skelettmuskel) deutlich am
hochsten, wobei vom Tag der Geburt bis zum zweiten Lebenstag ein weiterer Anstieg
zu verzeichnen ist. CIVT und COT zeigen adhnliche Aktivitédt bezogen auf die
Frischsubstanz, dort ist ebenfalls ein Anstieg wéhrend der ersten beiden Lebenstagen
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zu verzeichnen (KERNER et a., 1984). Bezogen auf den Proteingehalt bleibt die
Enzymaktivitdt der CIVT wahrend der ersten Lebenstage fast unverdndert. Die CPT
weist die geringsten gemessenen Aktivitéten in alen drei Geweben auf, hierbel ist in
der Leber bezogen auf den Proteingehalt kein Anstieg bis zum zweiten Lebenstag zu
sehen. Die Rangierungen zwischen den Organen falen je nach Bezugsgrofie

unterschiedlich aus:

CPT-Aktivitét in der FS: Leber > Herz > Muskel
CPT-Aktivitét pro mg Protein: Leber > Muskel >Herz
CAT-AKktivitét in der FS: Leber > Herz > Muskel
CAT-AKktivitét pro mg Protein: Muskel > Herz > Leber
COT-AKktivitét in der FS: Leber > Herz > Muskel
COT-Aktivitét pro mg Protein: Leber > Herz > Muskel
CIVT-Aktivitét in der FS: Herz > Leber > Muskel
CIVT-AKktivitét pro mg Protein: Herz > Muskel > Leber

( zitiert nach KERNER et al., 1984)

Beim Menschen:

Laut Untersuchungen von DEUFEL (1981) betrug die mittlere CPT-Aktivitét im
Skelettmuskel bei zehn gesunden Erwachsenen (4 m/6 w) im Alter von 29 - 64 Jahren
5,5 + 2,8 mU/mg Protein. Nach RUMPF et al. (1983) betragen die Normwerte fir die

Aktivitdt der CPT in Skelettmuskelbiopsien aus dem M. quadriceps bei gesunden

Erwachsenen 66,7 + 15,5 nmol/min und g FS.

Bel Ratten und Kaninchen:

Die Aktivitat der CPT | von Lebermitochondrien des Kaninchens erhoht sich in den
ersten 24 Stunden nach der Geburt um das doppelte (HERBIN et a., 1987). In dieser
Zeit erhoht sich die Oxidation langkettiger Fettsauren um das achtfache, was auf ein
Absinken der Sensibilitét der CPT | gegeniber Maonyl-CoA zurickzufihren ist
(Tab.16).
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Tab. 16: CPT I-Aktivité in Lebermitochondrien neugeborener Kaninchen und
adulter Ratten (HERBIN et al., 1987)

Tierart CPT | (Lebermitochondrien)
[nmol/min und mg Protein]

Kaninchen, neugeboren 0,89+ 0,13

Kaninchen, 24 h alt 1,93+ 0,13

Ratte, postprandia 1,72+0,12

Ratte, 24 h nichtern 1,72+ 0,12

SPURWAY et al. (1994) untersuchten die Aktivitdt der CPT in isolierten Hepatozyten
von Ratten. Sie betrug 0,95 + 0,19 nmol/min pro mg Protein. In Gegenwart des
Hemmstoffes der CPT |, Maonyl-CoA in einer Konzentration von 100 uM, sank die
Aktivitdt auf 0,20 + 0,03 nmol/min pro g Protein. Damit betrug der Grad der
Hemmung 78 %, ein Hinwels darauf, dass die gemessene Aktivitdt zum
Uberwiegendem Teil der CPT | entstammt. Fir verschiedene Gewebe geben
SAGGERSON und CARPENTER (1981) bei der Ratte folgende CPT | Aktivitéten
an: Herz, Skelettmuskel und braunes Fettgewebe haben V .« Aktivitdten im Bereich
von 10 bis 20 nmol/min und mg mitochondrialem Protein. Leber und Nierenrinde
liegen bei 4 bis 6 nmol/min und mg mitochondrialem Protein, und Mitochondrien aus
Gehirn, weil3em Fettgewebe und der laktierenden Milchdrise weisen mit 0,5 bis 1
nmol/min und mg mitochondrialem Protein die niedrigste Aktivitdt auf. Alle diese
Gewebe reagieren sensibel auf Malonyl-CoA, und zwar in Herz, Skelettmuskel und
braunem Fettgewebe sogar 50- bis 100- fach empfindlicher als in den anderen

Organen.

2.3 M angeler scheinungen, bedurftige Gruppen, Therapie

Die Skelettmuskulatur ist besonders empfindlich gegentber Stérungen des
Carnitinhaushaltes, und ein Mangel manifestiert sich dort unweigerlich. Die
Energiegewinnung des Muskels erfolgt vorrangig durch die Fettsdurenoxydation,
wobei die Eigensynthese des dazu bendtigten Carnitins nur bis zur Stufe des

Deoxycarnitins moglich ist. Das Muskelgewebe hat quantitativ den héchsten Bedarf
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des Korpers, Herzmuskel und Leber zeigen ebenfalls einen hohen Bedarf an Carnitin.

231 Carnitinmangel

Carnitinmangelerscheinungen werden seit 1973 bel Menschen (ENGEL und
ANGELINI, 1973) und Tieren (z.B. beim Hund: KEENE et a., 1991; beim Schaf:
SNOSWELL, 1989; bei Katzen: JACOBS et a., 1990) diagnostiziert und an
Tiermodellen und Gewebekulturen untersucht.

Als Carnitinmangel ist das Absinken des intrazelluldren Spiegels an freiem Carnitin
unter die Bedarfsgrenze des Organismus fir einen uneingeschrankten Transport von
Acylgruppen Uber die ansonsten fir diese impermeablen intra- und extrazelluléren
Membranstrukturen zu bezeichnen. Ein Mangel konnte generell auf einer Stérung der
Carnitinbiosynthese, einer erhdhten renalen Ausscheidung, ungeniigender Zufuhr mit
der Nahrung, gestorter interstinale Resorption, einem Defekt der Carrier in den
Geweben oder einem hoherer Bedarf in bestimmten Stoffwechsel situationen beruhen.
Im Rahmen der Einteilung mitochondrialer Myopathien klassifizierten SENGERS
et a. (1989) den Carnitinmangel als “Storung im Transport von Substraten durch das
Membransystem der Mitochondrien®.

Es war lange Zeit eine Frage, ob die dem priméren, dem endogenen Carnitinmangel
zugrundeliegenden Defekte in der Carnitinbiosynthese oder an den Carnitincarriern zu

suchen sind.

Primarer Carnitinmangd:

Der primére Carnitinmangel ist ein genetischer Defekt auf der Stufe des Carnitin-
Transportproteins, welches dem Gewebeimport des Carnitins an der Zellmembran
dient (SCHOLTE et al., 1990).

Man unterscheidet:

* Die myopathische Form, von der vor alem die Skelettmuskulatur und das Herz
betroffen sind, die Blutplasmakonzentration dagegen in der Regel normal oder nur
leicht erniedrigt ist, wahrend sich eine progressive M uskel schwache entwickelt.
Histologisch ist eine Steatosis in Typ | Fasern festzustellen (PONGRATZ et dl.,
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1979). Es liegt ein Defekt des Carnitincarriers im Sarkolemm vor. Eine
therapeutische Zufuhr von exogenem Carnitin kann bei manchen Patienten das
klinische Bild verbessern.

Die systemische Form, bel der der Carnitingehalt aller Gewebe herabgesetzt ist. In
Leber, Herz und Muskelfasern findet sich eine erhdhte Anzahl an Mitochondrien,
die auch morphologisch veréndert sind (REGITZ et al., 1982). Die Anhaufung von
Acylestern in der Mitochondrienmatrix blockiert viele Enzyme und
Carrierproteine.  Langkettiges Acyl-CoA ist Inhibitor der 3-Phospho-
glyceratdehydrogenase und des Adenin-Nukleotid-Carriers, sowie anderer Enzyme
wie Glutamatdehydrogenase und Carnitinacetyltransferase. Daraus folgt eine
Hemmung der ATP-Synthese. Es kommt zu ernsthaften, lebensgefahrlichen
Stoffwechselentgleisungen, die sich as progressve Muskelschwache,
Kardiomyopathie, Hepatopathie, Encephalopathie, Hyperammonéamie,
Hypoglykdmie und Hypoketondmie darstellen (SCHOLTE et al., 1990). Wenn
die mitochondriale B-Oxidation gestort ist, sinkt die Menge an Acetyl-CoA und
die Stimulation der Pyruvatcarboxylase unterbleibt. Die Gluconeosynthese nimmt
ab, es entwickelt sich die Hypoglykdmie. Auch die Ketogenese der Leber kommt
zum Erliegen. Anstatt Fettsduren missen die beschrankten Vorréte an Glycogen
und Glucose zur Energiegewinnung verstoffwechselt werden, was vor alem bei
Nahrungskarenz als ein akuter Energiemangel an stoffwechselaktiven Geweben
wie Muskulatur und Herz zutage tritt. In der Mitochondrienmatrix kann die
aktivierte Acylgruppe des Acetyl-CoA nicht auf Carnitin Ubertragen und
ausgeschleust, der Pool an freiem CoOA nicht regeneriert werden. Im
Nervengewebe kann keine Acetylcholinsynthese mehr erfolgen. Peroxysomen
bendtigen zur [3-Oxidation von - Fettsduren hohere CoA-SH Spiegel as
Mitochondrien (WANDERS et a., 1987). Patienten mit Zellweger-Syndrom,
einem Peroxysomenmangel, scheiden sehr langkettige Fettséduren im Urin aus.
Steht als Fettsdurenakzeptor Glycerol-3-Phosphat zur Verflgung, werden
langkettige Acylreste als Triacylglyceride gespeichert (Steatosis). Gewebe mit
hohem Neutralfettgehalt zeigen eine gesteigerte Stressempfindlichkeit
(HULSMANN, 1978). Die Hyperammonamie ist Folge einer sinkenden
Genexpression fur die Enzyme des Harnstoffzyklus (HORIUCHI et al., 1992).
Eine Encephal opathie resultiert aus Herzversagen und Hepatopathie.
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* In einer milderen Form (asymptomatischer Carnitinmangel) kompensiert der
Organismus zunéchst den latenten Mangel. Die intrazelluldre Konzentration an
langkettigen Acyl-CoenzymA-Estern wird anderweitig durch Enzyme herabgesetzt
oder auf Fettsduren-bindendes Protein bzw. bestimmte Doméanen der Membranen
Ubertragen. Fastenperioden, Infektionen, korperliche Anstrengung oder
Unterkiihlung konnen akute, evtl. auch lebensbedrohliche Krisen auslésen
(SCHOLTE und DURAN, 1990).

WABER et d. (1982) entdeckten an Kindern einen Defekt an einem renalen Carnitin-
Transportprotein im Birstensaum des proximalen Tubulus, welches der Reabsorption
aus dem Priméarharn dient. Die Patienten beiderlei Geschlechts erkrankten erstmalig
im Alter von 2 Monaten bis vier Jahren. Auch die intestindle Aufnahme des
therapeutisch zugefuihrten Carnitins war gestort. Fetttropfchen sammelten sich in
Muskel und Leberzellen, und der Gehalt an Mitochondrien war erhht, wobei ein Teil
morphologisch verandert war. Der Carnitingehalt der Muskeln lag bei unter 290
nmol/g Frischsubstanz. An einem Teil der Patienten konnte der Transportdefekt
ebenfalls an Fibroblastenkulturen aus der Haut der Erkrankten nachgewiesen werden
(BORUM, 1986).

HASHIMOTO et a. (1998) verwendeten fur ihre Untersuchungen embryonae
Fibroblasten eines bestimmten Mausestammes:

Als Tiermodell fur den systemischen Carnitinmangel dient die JVS-Maus (JVS =
juvenile viscerale Steatose), ein Mausestamm, der durch Mutation einen Defekt des
Na'-abhangigen und stereospezifischen high-affinity Carnitincotransporters OCTN 2
aufweist, der von HORIUCHI et a. (1994) und TAMAI et a. (1998) an den
Zellmembranen von Nieren-, Muskel-, Herz- und Plazentagewebe nachgewiesen
wurde . Dieser Defekt wird autosomal rezessiv vererbt. Die Méause zeigen eine starke
Fettansammlung in der Leber, Fettinfiltration der Eingeweide, Hypoglykamie,
Hyperammonadmie und eine Cardiomegalie. Ein Fehlen des Carnitins hat mangelnde
Nutzung, und damit hohere Gehalte an Triglyceriden, Phospholipiden, Cardiolipin u.a
zur Folge (KUWAJIMA et a., 1991). Die Zufuhr von exogenem Carnitin verbessert
den Gesundheitsstatus der Tiere deutlich, auch die Expression der Enzyme des
Harnstoffzyklus normalisiert sich (HORIUCHI et al.,1992). Ohne fortwahrende

Carnitinsubstitution sterben die Tiere vor dem Erreichen der Geschlechtsreife.
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Werden die Tiere lange genug am Leben gehalten um geschlechtsreif zu werden, zeigt
sich bei ihnen ene Infertilitdt der Mannchen, bedingt durch eine Obstruktion des
Epididymis und Azoospermie (TOSHIMORI et a., 1999). Spermatozoen und die
Epithelzellen des Epididymis nehmen aktiv Carnitin auf, welches als Acetylcarnitin
im distalen Epididymis gespeichert wird. Ein Carnitinmangel fiihrt zum Absterben der
heranreifenden Spermatozoen, evtl. unter Beteiligung umliegender Zellstrukturen wie
Fibroblasten und glatter Muskelzellen. Auch die Cardiomegalie spricht auf eine
fortlaufende exogene Zufuhr von L-Carnitin an, wobei nicht das freie Carnitin,
sondern die Fraktion der kurzkettigen Acylcarnitine zunimmt. Das Acetylcarnitin ist
ebenso wie das Propionylcarnitin  ein hervorragendes Substrat fur die
Verstoffwechselung im Citratzyklus, dient der Energiebereitstellung fur “erschopfte”
Mitochondrien und damit der Erholung des Herzens, besonders nach Ischamie
(KUWAIJIMA et d. 1999). UENAKA et a. (1996) geben as Ursache der
Cardiomegalie eine Hypertrophie der Myozyten durch starke Vermehrung des nicht-
collagenen zytosolischen und mitochondrialen Proteins an. Vor alem die
Genexpression der CPT 1 ist deutlich erhoht.

Der OCTN 2-Carnitintransport kann durch D-Carnitin, Acetylcarnitin und v-
Butyrobetain gehemmt werden. Die Auspragung des Defekts ist abhdngig von der
Genexpression und damit direkt von der Zahl der synthetisierten Transportmolekiile.
Heterozygote JVS-Mausestamme unterscheiden sich hierin von homozygoten
(HASHIMOTO et d., 1998).

Beilm Menschen wurde der OCTN 1 - Rezeptor als Transporteur organischer Kationen
in der menschlichen Niere durch Klonen der cDNA dargestellt. OCNT 1 und 2
unterscheiden sich hinsichtlich der Gewebsverteilung und der Transportsubstrate
(TAMAI et al., 1998).

Sekundérer Carnitinmangel:

Die Definition von DURAN (1989) lautet: “Ein sekundérer Carnitinmangel ist jeder
Carnitinmangel, der nicht direkt auf dem genetischen Defekt eines Transportproteins
beruht.”

Als Ursachen eines sekundaren Carnitinmangels wurden beschrieben:

1) organische Acidurie

2) Nierenerkrankungen mit Schadigung der Nierentubuli
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3) Substratmangel oder Enzymdefekte in der Carnitinbiosynthese

Ein solcher Mangel wird auch als “Carnitininsuffizienz” bezeichnet und tritt z.B. bei
organischer Acidurie als Folge von Uberlastung des Carnitinsystems auf (DURAN et
al., 1990). Diese Erkrankung beruht auf einer angeborenen Stérung mitochondrialer
Enzyme, die Funktionen im Bereich des Abbaus verzweigkettiger Aminosauren und
des Fettsaurenabbaus, der Atmungskette und des Acyl-CoA-
Dehydrogenisierungssystems ausiiben. Ein Mangel an Acyl-CoA-Dehydrogenasen
fur die Oxidation von Acylgruppen mittlerer Kettenlange, wie z.B. Octanoyl-CoA,
kann das Bild eines systemischen Carnitinmangels hervorrufen (ZIERS, 1990).
Akkumulieren unerwinschte Acylreste in der Mitochondrienmatrix, werden sie an
Carnitin gebunden ausgeschleust und mit dem Urin ausgeschieden. Auf diese Art und
Weise geht laufend eine nicht unerhebliche Menge Carnitin dem Korper verloren. Ist
der Pool an freiem Carnitin erschopft, sammelt sich Acetyl-CoA in der
Mitochondrienmatrix an und inhibiert den Pyruvatdehydrogenasekomplex. Aul3erdem
ist die Funktion der Peroxisomen behindert, die einen hohen Bedarf an CoA-SH
haben, um sehr langkettige Fettsauren (VLCF) zu verstoffwechseln.

Auch der Morbus Duchenne, eine Muskeldystrophie, hat sekundéaren Carnitinmangel
und eine Cardiomyopathie zur Folge (SCHOLTE et al.,1989), ebenso das Fanconi-
Syndrom, eine Nierenerkrankung, bei der die Reabsorption von freilem und
verestertem Carnitin gestort ist.

Bel Morbus Duchenne beobachteten SCHOLTE et a. (1989), dass der Gehalt an
Gesamtcarnitin in der Skelettmuskulatur erniedrigt war. Die mitochondriale Aktivitét
war verringert, die Kopplung von Atmungskette und Phosphorylierung gestort. Eine
Anhdufung von LCAC hemmt den Adenin-Nukleotid-Carrier Bel  der
polarographischen Messung der Atmungsaktivitat der Muskelmitochondrien, die mit
dem Substrat Palmitoylcarnitin die Funktionsfahigkeit von 3-Oxidation, Krebszyklus
und Atmungskette mit einschliefdt, war ebenso wie mit anderen Substraten die
Stimulierung durch ADP im Status drei (Respiratory Control Index, RCI)
herabgesetzt. Ursachlich fir Morbus Duchenne ist das Fehlen eines Proteins, welches
fur die Kaziumhomoostase in der Muskelfaser benttigt wird. Trotzdem wirkt sich
dieser Defekt gleichzeitig auch auf die Funktionsfahigkeit der Mitochondrien aus und

l&sst sich therapeutisch durch Carnitingaben beeinflussen.
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Besonders bedirftig an Carnitin und anféllig fir einen sekundéaren Carnitinmangel,

sind folgende Gruppen:

* Frihgeborene, untergewichtige Sauglinge und Sduglinge, die mit Sojamilch as
Muttermilchersatz erndhrt werden missen (SCHMIDT-SOMMERFELD,1979;
1982; 1983)

* Menschen, dielangere Zeit parenteral ernahrt werden (PENN, 1980)

* Menschen, die wegen chronischem Nierenversagen Hamodialyse bendtigen
(KHOSS et ., 1989; SNOSWELL et al., 1988; SCHREIBER, 2006)

* Menschen nach Ischéamie des Herzmuskels (KUWAJMA et a., 1999)

* Epileptiker, die mit Valproinsdure behandelt werden (SCHOLTE et al., 1989)

* Menschen, die mit Antibiotika behandelt werden, welche zur besseren intestinalen
Absorption mit Pivalat verestert sind. Eine hohe Ausscheidungsrate von
Pivaloylcarnitin im Urin bedingt den Carnitinverlust (NAKAJIMA et a., 1996;
GOHLER, 2002)

Von einer erhdhten Carnitinzufuhr kénnten eventuell profitieren:

» Schwangere (LOHNINGER et a., 1996)

* Leistungssportler (KARLIC und LOHNINGER, 2004; SCHEK, 1994)

* Morbus Alzheimer-Patienten, Diabetiker, Alkoholiker, Drogenabhangige und
AIDS-Patienten (REBOUCHE, 1992; COELHO et d., 2005)

Eine Supplementierung des Patienten mit Carnitin bewirkt bel Erkrankungen
verschiedener Genese am Herzmuskel eine Verbesserung des Gesundheitszustands
(COELHO et a., 2005). Eine Kontrolle des Plasmaspiegels an Carnitin scheint stets
ratsam, eine orale Therapie mit 50 bis 100 mg/kg Koérpergewicht und Tag wird
empfohlen (DURAN et a., 1990).

Beim Meerschweinchen l&sst sich ein Carnitinmangel durch einen Mangel an Vitamin
C erzeugen, da Ascorbinsdure ein essentielles Coenzym zweier Enzyme der
Carnitinbiosynthese darstellt, und Meerschweinchen Vitamin C nicht selbst
synthetisieren konnen (ALKANYI et a., 1990). Dies ist die bisher einzige bekannte
Form des Carnitinmangels, die ihren Ursprung in der Biosynthese hat. Genetisch
bedingte Enzymdefekte in der Synthesekette sind nicht beschrieben.
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2.3.2 CPT-Mange

Auch der CPT-Mangel ist eine genetisch bedingte mitochondriale Myopathie
(SENGERS et al., 1990).

Hauptsymptom dieses Enzymmangels ist eine paroxysmale Myoglobinurie, die bei
korperlicher Anstrengung, bei Nahrungskarenz, nach Infektionen, bel Unterkiihlung
und bei fettreicher Diét auftreten kann. Es akkumulieren langkettige Fettsuren, ohne
dass eine Triacylglycerid-Steatose entsteht (SILIPRANDI, 1990). Diese Fettsauren
fuhren durch Schédigung der Zellmembran zur Myoglobinurie.

Eine Reihe von rezessiv vererbten Defekten der CPT | und Il wurden beim Menschen
beschrieben. Eine Schadigung der CPT | ist haufig todlich, tritt aber anscheinend nur
selten auf, bzw. wird wegen des schnellen letalen Verlaufs unter Umstéanden nicht as
solche diagnostiziert. Betroffen war in den untersuchten Féllen stets das L-Isomer
(Lebertyp). Daher ist es moglich, zur Diagnose die Fibroblasten des Patienten
stellvertretend fur andere Gewebe heranzuziehen. Die klinischen Symptome treten
bereits im frihen Kindesalter auf, und werden durch Perioden der Nahrungskarenz
manifest, wenn zur Erhaltung der Euglykdmie die Glukoneosynthese der Leber
gefordert ist, die in engem Zusammenhang mit der Fettsdurenoxidation steht. Auch
die Ketonkorpersynthese kommt zum Erliegen (BOUGNIERES et a., 1981). Eine
Therapie besteht in der |ebenslénglichen Diét des Patienten mit kohlenhydratreichen
und fettarmen Lebensmitteln, bzw. eines Ersatzes der LCFA durch MCFA, die die
CPT I nicht benétigen.

Ein Defekt des M-Isomers (Muskeltyp) wurde bisher nicht beschrieben. Die
Wahrscheinlichkeit liegt nahe, dass ein solcher Defekt unbedingt tédlich sein muss, da
unweigerlich die Funktion des Herzmuskels betroffen wéare. Bel den von RUMPF et
al. (1983) zusammengetragenen 27 Fallen eines CPT I-Mangels im Zeitraum von
1973 bis 1983 waren mannliche Patienten in der Mehrzahl (22 m, 4w). Das Alter der
Erstmanifestation lag zwischen dem 2. bis 51. Lebengahr, Myoglobinurie war in 23
Féllen vorhanden. Bei 11 Pdtienten entwickelte sich aulerdem eine
Niereninsuffizienz.

Ofter finden sich Befunde eines CPT II-Mangels, erstmalig beschrieben von
DIMAURO und DiMAURO (1973). Die angeborene Storung ist die haufigste Ursache
eines gestorten Lipidmetabolismus in der Skelettmuskulatur. Auffalig werden in der
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Regel junge Erwachsene, die Uber Episoden von Muskelschmerzen und
Myoglobinurie klagen, die meistens durch besondere korperliche Anstrengungen,
Fastenperioden oder Belastungen des Korpers durch Infektionen ausgel6st werden.
Die Symptomatologie der Muskelschadigung herrscht in den Fallschilderungen im
allgemeinen vor, obwohl die CPT Il im Korper ubiquitér vorhanden ist. Inzwischen
gibt es aber auch Berichte Uber das Auftreten bel Kleinkindern, welches durch
gravierende klinische Symptome wie hypoketotische Hypoglykamie, Leberschaden
und Herzversagen gekennzeichnet ist (NORTH et al., 1995). Die Mutationen der CPT
[I' kbnnen an verschiedenen Abschnitten der codierenden DNA auftreten. Wie es
dadurch zu den unterschiedlichen Krankheitsbildern kommt, ist unklar (McGARRY
und BROWN, 1997). SCHOLTE et a. (1979) beschreiben den Fall eines Patienten,
bei dem ein CPT Il-Defekt in den Skelettmuskelfasern ebenfalls in den Leukozyten
nachgewiesen werden konnte. Ein CPT |I-Defekt scheint an den Leukozyten keine
offensichtlichen Funktionsstorungen hervorzurufen, dies liegt vielleicht an der

stetigen Versorgung mit der Blutglukose, die energetischen Ersatz |eistet.

24. Die Beziehung des Carnitinstoffwechsels zu Wachstum und

Entwicklung

24.1 Die Veranderung der Kor pergewebe

Ferkel, Laufer und Mastschweine, aber auch Jungsauen und -eber befinden sich in der
Phase des Gewebeansatzes. Es wird zunéachst vorwiegend Muskulatur aufgebaut, die
viel Carnitin benétigt. Gleichzeitig nimmt langsam das Depotfettgewebe zu, in dem
Lipogenese und Lipolyse je nach Bedarf und Reaktionslage des Organismus erfolgen.
In der Endmast ist das junge Schwein bel einer ad libitum Futterung bereits anfallig
fir unerwinschten Fettansatz. Das Fettgewebe macht beim sechs Monate altem
Schlachtschwein ca. 28% seines Korpergewichts aus, wobel dies sehr stark
rasseabhangig ist (KIRCHGESSNER, 1985). Junge Zuchtsauen dagegen bendtigen
neben der Energie fur ihren Grundbedarf und ihr Wachstum noch gentigend Reserven
fur die heranwachsenden Feten. Altere Sauen miissen die Verluste an Korperfett und
Protein, die sich aus der vorhergehenden Laktation ergaben, wieder ausgleichen
(CLOSE et d., 1985). Die Fruchtbarkeit der Sau ist auch von ihrer Korperkondition
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abhangig, denn der erste Oestrus setzt gewichtsgebunden ein. Die Synthese der
Geschlechtshormone benétigt ein gewisses Quantum an Fettgewebe. Eine Verfettung
der Sauen hat unter Umstanden die sogenannte Maststerilitét zur Folge. Ein zu starker
Gewichtsverlust wahrend der Laktation fihrt wiederum zum “Dunne-Sauen-
Syndrom”, der Zuchtsauenkachexie, die mit ener Anoestrie verbunden ist
(BOLLWAHN, 1983).

Die Versorgung der Feten wird durch die Placenta reguliert. Triacylglyceride konnen
diese nicht passieren (KNOPP et al., 1986), aber freie Fettsduren konnen
aufgenommen werden (CAMPBELL et a., 1995). Wenn dadurch die 3-Oxydation
ansteigt, erhoht sich die Gluconeogeneserate und verbessert die energetische Situation
der Feten und damit das Uberleben (NISHIDA et a., 1989). Der Korperfettgehalt
des neugeborenen Ferkels betragt nur ein bis zwei Prozent seines Kdrpergewichts, es
ist damit eines der am fettérmsten zur Welt gebrachten Saugetiere. Der Fettgehalt von
Schweinefeten liegt wahrend des 30. bis 112. Trachtigkeitstags unter dem
Stickstoffgehalt. Erst in den letzten 15 Tagen des fetalen Lebens ist ein Anstieg des
Fettgehalts zu verzeichnen. Er betrégt am 30. Gestationstag 05 % des
Korpergewichts, am 90. Gestationstag 0,8 % und steigt bis zur Geburt auf 1,2 bis 1,4
% an, wobel das Geburtsgewicht, das bel Ferkeln stark schwanken kann, unerheblich
ist (BECKER, 1976). MANNERS und McCREA (1963) geben einen Korperfettgehalt
von 18,3 % fur 28 Tage alte Ferkel der Rasse Large White x Sussex an. Der Fettgehalt
des Neugeborenen verdoppelt sich bis zum zweiten Lebenstag und betrégt nach einer
Woche das Achtfache. Die Ruickenspeckdicke in Hohe der Schulter betragt
unmittelbar nach der Geburt 3,3 mm, am zweiten Tag 4,9 und am siebten Tag 8,0 mm,
in der Lendenregion 1,7 (0. Tag), 2,0 (2. Tag), 6,0 (7. Tag) mm. Der Wasser gehalt
der Ferkel zum Zeitpunkt der Geburt variiert zwischen 750 bis 850 g/kg
Frischsubstanz, ebenfalls unabhangig vom Geburtsgewicht (BECKER, 1976). Der
Rohproteingehalt, der beim neugeborenen Ferkel noch Uber dem Fettgehalt liegt,
wird von diesem nach dem Erreichen eines Korpergewichts von 7 bis 9 kg Uberholt,
ausreichende  Nahrstoffversorgung  vorausgesetzt. Ein  Proteinansatz  ohne
gleichzeitigen Fettansatz ist nicht mdglich. Ist der Proteingehalt in der Ration sehr
hoch, werden Aminosauren desaminiert und as Grundgerist zur Lipogenese
verwendet. Die Sauenmilch ist sehr fett (6,8 bis 9 %) und relativ arm an Laktose
(PERRIN, 1955; RERAT und DUEE, 1975). Mit der ersten Aufnahme von Kolostrum
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schaltet der Stoffwechsel vom vorher dominierenden fetalen Kohlenhydratumsatz auf
die Ausnutzung der energiereichen Fettsduren um. Die Milch ist die erste
Carnitinquelle des Sauglings bis zum Einsetzen einer effektiven Biosynthese. Bel
nicht-tragenden, ausgewachsenen Sauen muss nur der Grundbedarf gedeckt werden.
Tréchtige Tiere Ubertragen Carnitin Uber die Plazenta (NOVAK et al., 1981), die
Stoffwechsellage ist anabol. Laktierende Sauen muissen bei hoher Milchleistung
Korperreserven mobilisieren und Depotfett abbauen, es wird viel Carnitin mit der

Milch ausgeschieden.

24.2 Die Zusammensetzung von Sauenmilch und Kolostrum

Das Sauenkolostrum enthélt 7,2 % Fett, 18 % Protein und nur 2,4 % Laktose. Der
Energiegehalt betrégt 5,14 MJkg (PERRIN, 1955).

Die Sauenmilch enthalt 6,8-9,0 % Fett, 5,0-7,0 % Protein, 2,8-3,6 % Kasein, 1,6-2,0
% Molkeprotein und 5,0-8,0 % Laktose. Die Trockensubstanz betragt 18-25 %, der
Energiegehalt ebenfalls 5,1 MJkg (IBEN, 1995).

FLORES et a. (1996) untersuchten an jungen Ratten, inwieweit der Carnitingehalt der
Milch die Carnitinkonzentration in den Geweben beeinflusst. Bei einem Vergleich der
Carnitingehalte von Herz, Muskel und Leber bel vier Tagen alten Rattenjungen, die
eine Dig mit und ohne Carnitinzusatz erhielten, wurden nach Carnitinaufnahme
erhdhte Gewebsspiegel gemessen. DAVIS (1989) gibt an, dass 45 bis 59 % des
Carnitins in den Organen junger Ratten aus exogenen Ressourcen, der Muttermilch,
stammen. FLORES et al.(1996) vermuten, dass der Dunndarm als Speicherorgan fur
Carnitin fungiert und Organdefizite ausgleichen hilft. COFFEY et a. (1993) fanden
bei Untersuchungen an neugeborenen Ferkeln, dass eine verringerte Carnitinaufnahme

die Carnitinkonzentration in der Leber, nicht aber in Herz oder Muskel gewebe senkt.

24.3 Die peripartale Umstellung des Stoffwechsels des neugeborenen
Ferkels

Die Geburt ist ein einschneidendes Ereignis. Bis dahin lebt der Fetus, von einem
Flissigkeitsmantel geschiitzt, in einer thermoneutralen Umwelt. Die Nahrstoffzufuhr

erfolgt kontinuierlich aus dem Blut der Mutter, wobel die Kohlenhydrate die
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Hauptenergiequelle stellen. Im letzten Drittel der Trachtigkeit erlebt der Fetus einen
dramatischen Wachstumsschub. Vorbereitend auf die Bedingungen des selbstandigen
Lebens in der AuRenwelt missen vor allem Herz und Kreislaufsystem umgebildet
werden. Die Lunge bendtigt zu ihrer Entfaltung das Surfactant, zu dessen Synthese
Carnitin benétigt wird. Die Muskulatur wird intrauterin noch nicht beansprucht. Der
Geburtszeitpunkt wird schliefdlich von den Feten hormonell induziert (PLONAIT und
BICKHARDT, 1988).

Wahrend der Geburt erleiden die Ferkel vielfach eine temporéare Hypoxie, die mit
einem Anstieg des Laktatspiegels einhergeht. Unmittelbar nach der Geburt sehen sich
die Ferkel einem Kaéltestress ausgesetzt. Da sie nicht Uber braunes Fettgewebe
verfugen, muss die Muskulatur durch das Kéaltezittern Warme produzieren. Sehr junge
Ferkel sind noch nicht in der Lage auf Kélte zu reagieren. Die Menge an weil3em
Fettgewebe betrégt beim neugeborenem Ferkel nur ein bis zwe Prozent der
Korpermasse, dafir verflgt es Uber grélere Speicher fur Glycogen in Leber und
Muskulatur (BECKER, 1976; WOLFE, 1977). Zwischen der Korpermasse und dem
Glykogengehalt der Leber besteht eine positive Korrelation. Das Leberglykogen dient
dem gesamtem Korper, das Muskelglykogen wird in situ verbraucht. Allerdings sind
die Glykogenreserven bereits nach zwdlf Stunden zu 50 % verbraucht. Falt nach der
Geburt der Glukosegehalt im Blut ab, verspiren die Tiere das erste Mal Hunger und
den Drang zur Nahrungsaufnahme. Die Notwendigkeit der diskontinuierlichen
Nahrungsaufnahme beginnt. Die Energiequelle des Saugferkels ist das Kolostrum
bzw. die Sauenmilch. Hierbel erfolgt jetzt die Umschaltung in den Fettstoffwechsel,
was zum Teil auch eine Aktivierung anderer Enzymsysteme und einen Wechsel von
Enzymisoformen zur Folge hat. Beim Schwein findet keine catecholaminbedingte
Lipolyse wahrend der Geburt statt, wie es bei anderen Tierarten der Fall ist (WOLFE,
1977; UMBACH, 1983), die Blutwerte fur freie Fettsduren sind entsprechend gering
(EGELLI, 1998). Trotzdem sind auch sehr junge Ferkel bereits in der Lage, Fettsduren
zu oxidieren. Die Aktivitéat der CPT | ist im Muskel bei den intermyofibrilléren
Mitochondrien von Geburt an hoch, in den subsarcolemmalen Mitochondrien steigt
sie wahrend der ersten Lebenstage an. Die Sensibilitdt der CPT | gegentiber der
hemmenden Wirkung von Maonyl-CoA lasst mit zunehmendem Alter nach.
(SCHMIDT und HERPIN, 1998). Auch im Herzmuskel ist die Fahigkeit zur R3-
Oxidation bereits kurz nach der Geburt vorhanden (ASCUITTO, 1989).
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Neugeborene Ferkel missen innerhalb kurzer Zeit in der Lage sein zu stehen und zu
laufen. Daflr ist eine Mindestfunktionsfahigkeit der Skelettmuskulatur for die
Lokomotion, und eine Mindestfunktionsféhigkeit des ZNS in Bezug auf Orientierung
und Koordination notwendig. An beiden Systemen findet noch nach der Geburt eine
Nachreifung statt.

Einen wichtigen Zusammenhang zwischen dem Carnitinstoffwechsel und der
Muskeldifferenzierung entdeckten MUSSER et al. (1999), als sie den Effekt einer
Carnitinergénzung im Futter tragender Sauen untersuchten. Sie beobachteten in der
Versuchsgruppe einen Anstieg der maternalen Insulin- und 1GF-I-Konzentration
wahrend der Tréchtigkeitsphase zum Zeitpunkt der fetaen
Muskelfaserdifferenzierung. IGF-1 ist bekannt als Stimulator der Myogenese (MAGRI
etal., 1991).

24.4 Der Fettsaurenstoffwechsel neugeborener Ferkel

Die Konzentration von freien Fettsduren im Blut des Neugeborenen steigt bel einer
Reihe von Tierarten, z.B. bei Menschen, Schafen und Ratten, unmittelbar nach der
Geburt (BENGTSSON et al., 1968). Menschliche Sauglinge zeigen einen Anstieg des
Glycerals, von Ketonkérpern und Triglyceriden als Anzeichen flr eine energetische
Nutzung von Lipiden. Bei Ferkeln der Schwedischen Landrasse, die von der Sau
gesdugt wurden, lagen die Werte fur die FFS im Plasma (aus der Nabelvene) zum
Zeitpunkt der Geburt sehr niedrig, stiegen aber wahrend der fol genden zwolf Stunden.
Nach leichten Schwankungen erhthten sich die Werte langsam fortlaufend bis zur
vierten Lebenswoche. Ein @nlicher Verlauf fand sich fir das Glycerol. Der Gehalt an
Glukose im Blut stieg nach der Geburt kontinuierlich. Eine Verbindung des
Glukosespiegels zum Gehalt des Plasmas an FFS existierte nicht. Der Gehalt an 3-
Hydroxybutyrat war zum Zeitpunkt der Geburt ebenfalls sehr gering.

Blieben die Ferkel nach der Geburt 16 oder 24 Stunden nlchtern, erhdhte sich der
Gehalt an FFS in den folgenden Stunden ebenfalls leicht, dies aber nur geringfigig
verglichen mit Beobachtungen an anderen Spezies. Die Fettreserven des Ferkels sind
nicht grof3 genug, um langere Nahrungskarenz auszugleichen, die Tiere verhungern

daher schon nach kurzer Zeit. Werden die Ferkel gesdugt, bauen sie langsam ein
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Fettdepot auf. Die Umstellung von der Sauenmilch als einziger Nahrungsquelle auf
die Beigabe von Préstartern und die Umstellung auf das Absetzerfutter mit vier bis
funf Wochen fiuhrten bel den Versuchstieren je nach Fettgehalt des angebotenen
Futters zu einem Abfall der FFS im Plasma, wahrend der Blutglucosespiegel gleich
blieb.

Die bel zahlreichen Tierarten beobachtete Lipolyse wahrend der Geburt ist Folge
einer Catecholaminsekretion, die den Gehat des Plasmas an freien Fettsduren
ansteigen lasst. Wenn der Gehalt an Glucose im Blut hoch ist, wird Insulin
ausgeschiittet, welches einen antilipolytischen Effekt austibt. Mit steigender
Korpermasse nimmt die Fettbildung aus Glucose bei den Feten zu, das Fettdepot
vergrofert sich. Die langkettigen Fettsduren im Plasma der Ferkel stammen teils aus
der Plazenta und teils aus den Adipozyten. Ferkel besitzen nicht nur sehr geringe
Fettdepots, auch die Glycogenvorréate in der Leber sind begrenzt. Dies bedingt
innerhalb  kurzer Zeit eine lebensbedrohliche Hypoglycdmie. Das in der
Skelettmuskulatur  gespeicherte  Glykogen kann nur in  der  Muskulatur
verstoffwechselt werden, da das zum Freisetzen der Glucose nétige Enzym Glucose-
6-phosphatase  fehlt. Der durchschnittliche Glucosegehalt des Blutplasmas
neugeborener Ferkel vor Kolostrumaufnahme unterliegt starken Schwankungen, eine
Vielzahl von Ferkeln wird bereits mit einer Hypoglycamie geboren. Es besteht keine
Beziehung zwischen der Blutglukose der Ferkel und ihrer Miitter. Der Gehalt an
frelen Fettsduren im Sauenblut zu Geburtsbeginn liegt bei 294 + 136 umol/l und bei
neugeborenen Ferkel vor Milchaufnahme bei 283 + 95 pmol/l. Der Gehalt an Glukose
lag bei den Sauen bei 4,94 + 1,38 und bei den Ferkeln bel 3,28 + 1,33 mmol/l, wobel
wurfwei se Schwankungen zwischen 1,72 + 1,02 und 4,9 + 1,41 mmol/l auftraten.

Die Blutglukosekonzentration steigt beim neugeborenen Ferkel in den ersten
Lebensstunden durch Mobilisierung der Glykogenreserven der Leber und die
Aufnahme der Sauenmilch. Bei den meisten Saugetieren ist die Milchnahrung des
Neugeborenen fettreich, aber arm an Kohlenhydraten. L aktose, ein Disaccharid aus
Glukose und Galaktose, ist das einzige Kohlenhydrat der Milch. Durch die in der
Milch enthaltene Laktose erhtht sich innerhalb der ersten zwolf Stunden der Gehalt
der Brenztraubensaure im Blut. Im Dunndarm wird Laktose durch Laktase

hydrolysiert Der Darm wird von Laktobazillen besiedelt und das von diesen gebildete
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Laktat wird nach Resorption ebenfalls zu Brenztraubenséure verstoffwechselt.

Die Fahigkeit aus Laktat, Pyruvat oder Aminosduren Glukose zu synthetisieren
(Glukoneosynthese) ist beim Fetus sehr gering und entwickelt sich erst postnatal. Die
Leber nimmt unmittelbar postnatal noch keine Glucose auf, diese wird stattdessen
unmittelbar an die peripheren Gewebe weitergeleitet. Die Aufnahme der Glukose aus
der taglichen Milchmenge, die der Saugling zu sich nimmt, deckt nur 20 bis 50 % des
taglichen Bedarfs (GIRARD et al., 1992). Die Galaktose dagegen wird von der Leber
aus dem Portablut aufgenommen und entweder zu Glukose umgeformt und
verstoffwechselt, oder in wesentlich geringfiigigen Mengen als Glykogen gespeichert.
Bel Schweinen und Hunden ist die mit der Milch aufgenommene Laktosemenge
ausreichend, um den Glukosebedarf zu decken, sofern die gesamte Menge in Glukose
umgewandelt wird.

Eine Ketonkérperbildung ist Zeichen eines absoluten oder relativen
Hungerzustands. Aus dem Angebot an frelen Fettsduren kann die Leber vieler
Tierarten bereits wahrend der ersten 24 Stunden postnatal Ketonkorper zur
Energiegewinnung synthetisieren. Beim Schwein dagegen ist wie bei Schaf und Hund
der Blutspiegel an Ketonkorpern sehr gering und spielt energetisch keine Rolle
(BENGTSSON et al., 1969). Im Widerspruch dazu stehen Versuche von DUDZUS
und UECKER (1975) zum Kohlenhydratstoffwechsel neugeborener Ferkel, wobei
sich héhere Ketonkdrperwerte bel untergewichtigen sowie auch bel den schwereren
Ferkeln fanden, die im Verhdltnis zu ihrer Korpermasse nicht genug Milch
aufnahmen. DUEE et a (1994) und GIRARD et a. (1992) belegen inzwischen die
fehlende Ketonkorperbildung bei Ferkeln. Der hauptséchliche Reaktionsweg fur die
Bildung von Acetoacetat fuhrt Uber die HM G-CoA-Synthase. Hydroxymethylglutaryl
wird durch eine Lyase in Acetoacetat und AcetylCoA gespalten. Diese Reaktionen
sind auch extramitochondrial im Zytosol méglich. Die HMG-CoA-Synthase ist in der
Leber von Ferkeln nicht vorhanden, was die Unfahigkeit zur Ketonkor persynthese
wahrend der Saugezeit bel dieser Spezies bedingt.

WOLFE et a. (1978) stellten fest, dass die Fettsduren im Fettgewebe neugeborener
Ferkel nicht alein aus der Nahrung, sondern auch aus der kdrpereigenen Biosynthese
stammen. Die Konzentration an freien Fettsduren im Blut ist niedrig, ene
Kélteexposition oder Nahrungskarenz fuhren nicht wie bei anderen Tierarten zur

Freisetzung der Fettsduren aus dem Fettgewebe. Eine Catecholamin-induzierte
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Lipolyse setzt erst am zweiten Lebenstag ein.

Kurz nach der Geburt erhoht sich beim Ferkel, wie bel vielen anderen Tierarten aul3er
beim Hund, die Kapazitdé des Herzmuskels und der Skelettmuskulatur zur
Fettséurenverbrennung. Dies ist nicht direkt von der Zufuhr der Fettsduren abhéngig,
denn auch bel ener kunstlichen, fettarmen Aufzucht entwickeln sich die
entsprechenden Enzyme zur Fettséurenoxidation in Herz und Skelettmuskel (WOLFE
et a., 1978). Die Rate an Fettsdurenoxydation ist fir Octanoat, Octanoyl carnitin und
Palmitoylcarnitin im Herzmuskel von fetalen, neugeborenen und adulten Schweinen
gleich hoch. Die Steigerung der Fettsdurenoxidation scheint mit dem Schritt der
Acylcarnitinbildung zusammenzuhangen. Der postnatale Anstieg der CPT | in Herz
und Skelettmuskel bleibt wahrend der Sdugephase bestehen, und wird begleitet von
einer Zunahme der Carnitinkonzentration (BIEBER et a., 1973).

Unmittelbar nach der Geburt treten an den Mitochondrien morphometrische
Veranderungen auf. Die Anzahl an Mitochondrien in den Hepatozyten steigt, und
das mitochondrialen Kompartiment vergrof3ert sich im Verhdtnis zum Zellvolumen.
Darauf beruht eine gleichzeitige Erhthung des mitochondrialen Proteins bis zum
einundzwanzigstem Lebenstag (MERSMANN et a. 1972). Dies steht im
Zusammenhang mit der gesteigerten Oxydationsrate. An Schweinel ebermitochondrien
lassen sich wahrend der ersten zwei Tage post partum Veranderungen der
Atmungsaktivitdt beobachten, die hauptséchlich quantitativ zu sein scheinen, da sich
RCR und ADP/O-Quotient nicht verandern. Die Synthese der Mitochondrien fallt in
die sehr kurze Zeitspanne von ca. sechs bis zw6lf Stunden p.p. Wahrend der Saugezeit
setzt sich die Proliferation der Mitochondrien fort, wobel ihre Anzahl zunimmt, das
Gesamtvolumen aber konstant bleibt. SCHMIDT und HERPIN (1998) ermittelten
beim Ferkel eine Zunahme des mitochondrialen Proteins im M. long. dorsi um 49 %
und im M. rhomboideus um 93 %. Dies scheint im Zusammenhang mit dem
postnatalen Anstieg des Lipidstoffwechsels zu stehen (NOBLET und Le DIVIDICH,
1981)
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245 Die Umstellung der Nahrungsaufnahme des heranwachsenden

Jungtiers mit dem Absetzen von der Muttermilch

Der Ubergang von der reinen Milchaufnahme auf die Nahrung des erwachsenen Tiers
erfordert eine erneute Umstellung des Stoffwechsels. Immer noch befindet sich das
junge Tier in einer Phase des Wachstum, d.h. des anabolen Stoffansatzes.

Der Gastrointestinaltrakt ist bis zur Geburt steril. Postnatal wird die spezifische
gastrointestinale Flora meist vom Multtertier ibernommen. Die Besiedlung des Darms,
vor allem des Colons, mit anaeroben Bakterien versorgt das Tier mit kurzkettigen
Fettsduren aus der Fermentation nicht-absorbierter Kohlenhydrate, die so zur
Energiegewinnung mitherangezogen werden. Die Zusammensetzung der Nahrung
nach dem Absetzen ist der entscheidende Aktivator. Die Regulation erfolgt
hauptséchlich auf dem Niveau der Transskription, also Uber die vermehrte oder
verminderte Bildung von mRNA. Dem Insulin kommt dabei eine Schitisselrolle zu.
Die Expression der Fettsduresynthase sowie der Acetyl-CoA-Carboxylase ist mit der
Insulinkonzentration im Plasma korreliert, die wiederum auf die Aufnahme von
Kohlenhydraten mit der Nahrung reagiert. Als Antagonist verhélt sich das Glucagon.
Nach dem Absetzen der Jungtiere erwirbt die Leber die Fahigkeit auf die periodischen
Belange von Energiespeicherung (Glykogen- und Lipidsynthese) oder
Energiefreisetzung (Glycogenolysis und Fettsdureoxydation) adagquat zu reagieren.
Die Hormone des Pankreas, aber auch die Nahrungsbestandteile selbst sind Tell dieser
Regulation.

2.4.6 Die postnatalen Veranderungen des Blutbilds

Beim Ferkel liegt am ersten Lebenstag eine Leukozytose vor, die durch eine
Ausschwemmung von Granulozyten (mit Linksverschiebung) hervorgerufen wird.
Etwa 70 % der Leukozyten des neugeborenen Ferkels sind Granulozyten. Dieser
Anteil nimmt in den ersten zwei Lebenswochen stark ab, bleibt bis zum 20. Lebenstag
niedrig und steigt danach langsam wieder an. Andersist es bel den Lymphozyten: 1hr
Anteil ist bel den Neugeborenen niedrig und nimmt wéahrend der ersten Lebenstage
rasch zu, um in der zweiten Lebenswoche das Maximum zu erreichen. Nach dem 20.

Lebenstag, parallel zur Involution des Thymus, setzt langsam wieder ein Riickgang
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ein. Das Uberschneiden der sich verringernden Granulozytenmenge und der
ansteigenden  Lymphozytenzahl in den ersten Lebenstagen wird as
“L eukozytenkreuzung” bezeichnet. Auch von Fohlen und menschlichen Sauglingen
sind diese Veranderungen des Blutbildes bekannt. WALSER und BOSTEDT (1990)
interpretieren sie als Adaptationsvorgange, die im Zusammenhang mit dem Stress der

Geburt stehen und nicht auf dem Vorliegen eines infektidsen Prozesses beruhen.

2.5 Futtermittelergdnzung durch Car nitinzulagen

Es gibt kaum eine Nutztierspezies, bei der nicht in den letzten Jahren die mégliche
Verbesserung von Leistungsparametern durch orale Supplementierung mit L-Carnitin
untersucht wurde:

e Zulagen von Carnitin in Futtermitteln verursachten im Sauenfutter eine
signifikant hohere Milchmenge, einhergehend mit erhéhtem Gehalt an Milchfett,
Milcheiwell3 und Milchzucker, und daraus resultierend hoherem Energiegehalt.
Aullerdem wurden hohere Geburtsgewichte und eine bessere Entwicklung der
Ferkel beobachtet, es wurde eine geringere Anzahl von lebensschwachen Ferkeln
geboren (RAMANAU et a., 2005; KLUGE, 2004; EDER et a., 2001 und 2003).
Die Anzahl der Ferkel pro Wurf war gegentiber der Kontrollgruppe erhéht, und
trotz absolut hoherer Milchmenge war darin die Konzentration des
Gesamtcarnitins gestiegen (RAMANAU et d. 2004). Eine bessere
Korperkondition der tragenden Muttersau, ebenfalls ein htheres Geburtsgewicht
und hoheres Absetzgewicht der Ferkel und eine wahrend der Tréchtigkeit erhohte
maternale IGF-I Konzentration beschrieben MUSSER et a. (1999). Der Insulin-
like-Growth Faktor IGF-I beeinflusst die Differenzierung und Proliferation der
fetalen Muskelfasern (MAGRI et a, 1991). Bei einer Gabe von téglich 50 ppm L-
Carnitin wahrend der Tragezeit hatten die Sauen nach dem Absetzen der Ferkel
ein hoheres Korpergewicht und eine stérkere Rippenfettdicke als die
Kontrollgruppe. Der Plasmaspiegel an freiem Carnitin war gestiegen, die
Konzentration an Gesamtcarnitin aber nicht signifikant erhoht. Wird Carnitin der
Sau erst wahrend der Laktation verabreicht, sind die positiven Effekte geringfligig.
Allerdings erhdht sich nach Carnitinfitterung der Sau wahrend Trachtigkeit
und/oder Laktation im auf die Behandlung folgenden Wurf die Anzahl der lebend
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geborenen Ferkel. Dies konnte mit einem Anstieg der Insulinkonzentration nach
Zulagen an Carnitin zusammenhangen. Das Insulin erhoht die Ovulationsrate
Uber einen Anstieg des luteinisierenden Hormons (MUSSER et al., 1999). EDER
et al. (2004) konnten zwar nach Carnitingaben eine erhthte Futteraufnahme der
Sauen feststellen, es wurde aber kein Effekt auf das Korpergewicht und die
Rickenspeckdicke erzielt. Ebenso unterblieb ein Anstieg des Energiegehalts der
Milch. Auch hier profitierten die Ferkel, was die Entwicklung in der Saugezeit
anging. Die Erhéhung der Wurfgrofie hatte zuweilen einen negativen Einfluss auf
das individuelle Geburtsgewicht, dies wurde aber durch schnelle Zunahmen bis
zum Absetzen wettgemacht (RAMANAU et a., 2004).

Carnitinzulagen im Futter flhrten beim Mastschwein zu einem hdheren
Magerfleischanteil und geringerer Rickenspeckdicke (OWEN et a., 1997,
RAMANAU et al., 2004). Eine zehntégige Zufutterung von 500 mg L-Carnitin/kg
Korpergewicht bewirkte eine um 34 % verbesserte durchschnittliche
Tageszunahme und eine verstarkte N-Retention bel geringerem Fettansatz.
Carnitin verursachte bei einer taglichen Gabe von 120 mg pro kg Futter bei
tragenden und sédugenden Sauen ab dem 85. Trachtigkeitstag bis zum Absetzen der
Ferkel zu einer Erhéhung des Gesamtcarnitingehalts im Plasma, im Kolostrum
und in der Milch (KAISER, 1997). Daraus resultierte eine signifikant hdhere
Konzentration an freiem Carnitin im Blut der Saugferkel ab dem ersten
Lebenstag, die noch am 21. Lebenstag zu finden war (Tab. 17). Auf die

Aufzuchtleistung hatten die Carnitinzulagen keinen Einfluss.

Tab. 17: Gesamtcarnitin in Plasma, Kolostrum und Milch bel Sauen und Ferkeln.

Vergleich zwischen Versuchstieren nach Verfltterung von 120 mg
Carnitin/kg Futter und unbehandelten Kontrollen (KAISER, 1997)

Gesamtcarnitin [umol/I] Kontrolle Versuchsgruppe Carnitin
Sauenplasma ante partum 16,1+55 199+9,7

Sauenplasma post partum 120+55 20,7+55

Kolostrum 273 436

Milch 170 236

Plasma Saugferkel 1. LT 18,2 30,7

Plasma Saugferkel 21. LT | 18,2 40,4
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Carnitin fuhrte bel einer taglichen Supplementierung wahrend Tréachtigkeit und
Laktation bel Sauen zu signifikant htheren Absetzgewichten der Ferkel am 21.
Lebenstag, zu erhdhten HDL-Cholesterolwerten im Plasma der Sauen, zu einer
signifikanten Verringerung der Ferkelverluste und zu erniedrigten
Triglyceridgehalten im Blut (GRELA et al., 2005).

Carnitin konnte bei Ebern bei einer téglichen Verfitterung von 500 mg/Tier Uber
16 Wochen lang keine positiven Effekte auf  Spermavolumen,
Soermakonzentration, Gesamtspermienzahl und Spermienmotilitdt erzielen
(KOZINK et a., 2004). Die Carnitinkonzentration im Nebenhoden ist naturgemal3
sehr hoch. Die Spermatozoen, die dort ihre Motilitét entwickeln, absorbieren
Carnitin in einem aktiven Prozess und speichern Acetylcarnitin als Energiequelle
(TOSHIMORI et al., 1999).

Carnitinzulagen verursachten beim M astgefltigel eine Erhdhung der Koér permasse
(IBEN et al., 1997) . Den Versuchsgruppen wurden im Futter 0,02 % L-Carnitin
oder 0,2 % DL-Carnitin verabreicht. Durch die Zulage von L-Carnitin kann die
Mastleistung beim Hahnchen tendenziell verbessert werden, durch DL-Carnitin
ergibt sich eine Verschlechterung. Die Bauchfettbildung steht in Abhangigkeit von
der Aminosdurenversorgung. Die Carnitingehalte der Gewebe wurden sowohl
durch L- a's auch durch DL-Carnitin erhoht.

Beim Sportpferd im Training (IBEN et a., 1999) wurde durch eine mehrwochige
taglichen  Carnitinzulage von 5 Gramm keine Verbesserung der
Leistungsparameter erzielt.

Nach téglicher order Gabe von 10 bis 60 g bei Vollblutpferden kam es im
Plasma zu einer Erhéhung des freien Carnitins von 21,2 auf 36,5 pumol/I und des
Acetylcarnitins von 1,0 auf 5,5 pmol/l (FOSTER et al., 1988). Die Gehalte in der
Muskulatur veranderten sich nicht.

Fur die menschliche Erndhrung wird Carnitin als Sportlernahrungsergénzung zur
Verbesserung des Muskelaufbaus und zur Anregung der Fettverbrennung
angeboten. Aul3erdem sind Préparate auf dem Markt, fur die die Hersteller eine
fragwurdige, wissenschaftlich nicht abgesicherte Wirkung als Schlankheitsmittel,
Antiatheriosklerosemittel, Herzstarkungsmittel, Potenzsteigerungsmittel, und
Mittel zur Verbesserung des Immunsystems versprechen (SCHEK, 1994). Das L-

Carnitin ist sowohl as Pharmazeutikum, as auch als Nahrungserganzungsmittel
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im Handel. Die Unterscheidung erfolgt alein Uber die Hohe der Dosis: Bel einer
arztlich verordneten taglichen Aufnahme von mehr als zwei Gramm bel einem
erwachsenen Menschen gilt Carnitin als Medikament (MEISTERERNST und
SCHNEIDER, 2004).

2.6 Congenitale Myofibrillare Hypoplasie (CMH)

26.1 Klinische Symptome, Einfluss von Rasse und Geschlecht

Der Begriff “CMH” bezeichnet eine Storung, die angeboren, d.h. intrauterin durch
Vererbung (SCHWARZ et al., 2001; VOGT et a. 1984) oder durch eine auf die Sau
einwirkende Noxe (BOLCSKEI et a., 1996; VANYI et a., 1994; IRMANOVA und
LOJDA, 1984) erworben wird, und einen bisher nur klinisch und histopathologisch in
der Skelettmuskulatur darstellbaren Befund beschreibt. In der Umgangssprache
werden erkrankte Ferkel als “Grétscher” oder “Spreizer” bezeichnet, im englischen
Sprachraum spricht man von der Erkrankung als “Splayleg”.

Das klinische Bild ist pathognomonisch. Die Stérung ist bei der Geburt bereits
vorhanden und wird in den ersten Lebensstunden deutlich erkennbar. Es sind nicht
ale Ferkel des Wurfs betroffen, die Anzahl der betroffenen Tiere ist variabel. Stets
sind beide Hintergliedmalien, seltener gleichzeitig auch die Vordergliedmalien
betroffen, wodurch eine schwere Storung der Fortbewegung resultiert. An den
HintergliedmalRen ist die Gruppe der Adduktoren (M. adduktor, M. gracilis, M.
sartorius und M. pectineus ) funktionsuntlichtig, und die charakteristische
Korperhaltung dieser Ferkel ist das Sitzen auf der Beckensymphyse, wobei die
Hinterbeine gespreizt ausgratschend (abduziert) nach kranial weisen. Die Reflexe sind
erhalten, Flexion und Extension sind mdglich, aber die Tiere sind nicht in der Lage zu
stehen. Das Sensorium ist ungetrubt, die Vitalitdt der der gesunder Ferkel zunéchst
vergleichbar. Die Grétscherferkel sind bemht, sich mit den Vorderbeinen im Sitzen
vorwarts zu ziehen, um an das Gesauge zu gelangen, wobei sie Gefahr laufen von der
Sau erdriickt oder von den gesunden Wurfgeschwistern verdrangt zu werden. Haufig
sterben diese Tiere durch Verhungern oder an Unterkihlung. Ferkel, bei denen alle
vier Gliedmal3en betroffen sind, unterkiihlen oder verhungern ohne Hilfe

unweigerlich. Die hohe Letalitét ist aber bedingt durch die Umstdnde, denn die
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Insuffizienz der Muskulatur ist an sich nicht tédlich. Auch ohne Therapie “heilt” die
CMH innerhalb der ersten Lebenswoche vollstandig aus, und die heranwachsenden
Tiere scheinen - auch in der histologischen Untersuchung der Muskulatur- vallig
gesund und sind von ihren Geschwistern nicht zu unterscheiden (WARD, 1978). Nach
VOGT et a. (1984) und SCHNAPPERELLE und KOCH (1980) sind Grétscher eher
Ferkel mit unterdurchschnittlichem Geburtsgewicht. Es erkranken beide Geschlechter,
jedoch deutlich mehr ménnliche Tiere, wobei die Wrfe sogenannter Leistungsrassen
(vor alem DL) haufiger betroffen sind (VOGT et al., 1984).

Die Auftretenshaufigkeit innerhalb einer Herde ist wechselhaft, mit einer Morbiditat
von 2 - 68 % und einer umweltbedingten Mortalitdt von ca. 50 % (WARD, 1978),
sofern die betroffenen Ferkel nicht haltungstechnisch unterstitzt werden
(Zusammenbinden der Hinterbeine Uber dem Sprunggelenk, Ansetzen ans Gesauge
oder Verabreichung von Ferkelmilch, Zugang zu einer Warmequelle).

Die friheste Beschreibung dieser Erkrankung stammt von 1930 (MOHR), eine erste
genaue Untersuchung erfolgte 1967 in England (THURLEY et a.), esfolgten Berichte
aus Austradien (DOBSON, 1968), Nordamerika (CUNHA, 1968), Rumanien
(BUGEAC und PAUNESCU, 1969), Deutschland (BOLLWAHN und PFEIFFER,
1969; erste Beschreibung in der DDR von MELHORN et al., 1970), Tschechien
(LAX, 1971), Skandinavien (BERGSTROM, 1972), Bulgarien (GEROQV et d., 1973),
Niederlande (SMIDT, 1973), und Ungarn (BERTHA, 1975).

In England wurden 1978 60.000 Ferkel mit CMH gezahlt, das waren 0,4 % der
gesamten Ferkelpopulation des Jahres (WARD, 1978). Laut STIGLER et al. (1991)
sind bis zu 0,7 % der neugeborenen Ferkel betroffen. SHOBHAMANI und RAVI
(2002) berichten Uber die sehr geringe Inzidenz des Grétschens (0,04 % bei einer
allgemeinen Anomalieninzidenz von 1,37 %) gegeniber anderen Anomalien wie
Atresia ani oder Palatoschisis wahrend einer 25-jahrigen Beobachtungsdauer einer
indischen Zuchtsauenherde der Rassen Large White Yorkshire, Desi und ihren
Kreuzungen. Es wird dabel die Vermutung geduRert, dass eine hohe
Aflatoxinbelastung des Futters zu bestimmten Zeiten Einfluss auf den Anstieg von

Anomalienvorkommnissen hat.
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2.6.2 Pathologische und histologische Befunde

Es finden sich keinerlel makroskopisch auffallende L&sionen an Muskulatur und ZNS.
In histologischen Schnitten der Adduktorenmuskulatur sieht man in den Muskelfasern
einen Mangel an Myofibrillen. Dadurch ist der extramyofibrill&re Raum (EMS)
deutlich vergréfert und mit Glykogen, Ribosomen, Mitochondrien und
Sarkoplasmatischem Retikulum, spéter auch mit Lipidtropfchen gefillt. Es gibt keine
Degenerationserscheinungen und keine Anzeichen von Entziindungsprozessen.
Anscheinend besteht ein Mangel an kontraktilen Elementen, und die Muskelfaser
macht den Eindruck von Unreife (DUCATELLE et a, 1986; BUCEK et a., 1982;
BRADLEY et d., 1980; WARD und BRADLEY, 1980; LUKAS et al., 1982). Den
Versuch einer quantitativen Messung des Schweregrads der Hypoplasie machten
CURVERS et a. (1989), indem sie morphometrische Untersuchungen an
Muskelquerschnitten durchfiihrten, bei denen der Anteil der Fasern mit erhohtem
EMS gemessen wurde. Leider ist die myofibrillére Hypoplasie alein noch kein
Befund, mit dem eine Aussage Uber die Ausprégung der Erkrankung moglich wére.
Auch vollig gesunde Ferkel welsen in den ersten Lebenstagen hypoplastische
Muskelbereiche auf, denn die vollstandige Ausreifung der Muskelfasern erfolgt auch
physiol ogischerweise noch wéahrend der friihen postnatalen Phase. Zum Zeitpunkt der
Geburt finden sich z.T. noch primére fetale Muskelfasern mit zentral gelegenen
Nuklel.

Neben dem Muskelgewebe wurde auch das Nervengewebe und die neuromuskuldre
Verbindung als Lokalisation eines Defekts vermutet und untersucht. Es liegen nur
wenige Informationen Uber die biochemischen Verhdtnisse in den erkrankten
Muskelgruppen vor. Der Vergleich der Masse des Grofhirns, Kleinhirns und des
Rickenmarks, ergab keine Abweichungen gegeniber unauffalligen Ferkeln
(HILLERT et a., 1987). Im Rickenmark und in verschiedenen Muskeln war der
Caciumgehalt hoher as normal, zum Teil lag in den Muskeln auch ein erhohter
Natriumgehalt vor (KOLB, 2002). Dies sind Indizien einer physiologischen Unreife,
da die Konzentrationen an diesen lonen mit zunehmender Muskeldifferenzierung
abnehmen, wenn sich durch die Erhéhung des Proteinantells der Antell des
sarkoplasmatischen Retikulums verringert (DICKERSON und WIDDOWSON, 1960).

Bei Ferkeln aus Wdurfen, in denen Grétscher auftreten, findet man ene
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Ausreifungshemmung im Dinndarm, die bewirkt, dass Makromolekile aus dem
Kolostrum die Darmschranke langer passieren koénnen, als dies bei unbetroffenen
Wirfen der Fall ist (SYENDSEN et a., 1990).

Pranatale M uskelentwicklung

Die Muskelfaserbildung ist vor der Geburt abgeschlossen (SWATLAND und
CASSENS, 1973), untergewichtige Ferkel haben nicht nur weniger Muskelmasse,
sondern auch eine geringere Anzahl von Muskelfasern, was sich begrenzend auf
spateres Wachstum auswirkt. WIGMORE and STICKLAND (1983) untersuchten das
pranatale Muskelwachstum beim Schwein, und verglichen grof3e und kleine
Wurfgeschwister miteinander: Es wurden die Gehalte an DNA und RNA im Musculus
semitendinosus bestimmt, die Muskelfasern im Querschnitt gezéhlt und der
Proteingehalt gemessen. Die Gehalte an DNA, RNA und Protein stiegen wahrend der
Tréchtigkeit in den Feten, wobei die Konzentrationen mehr vom Alter als vom
Gewicht abhingen. Die DNA-Konzentration nimmt bis zum 100. Trachtigkeitstag zu.
Dies ist die Phase der Muskelfaserhyperplasie. Danach nimmt der DNA-Gehalt ab, die
Hypertrophie der Fasern beginnt. Die bis zum 55. Tréchtigkeitstag als erstes
gebildeten Primérfasern dienen der weiteren Anheftung der Myoblasten, welche zu
sekundadren Muskelfasern verschmelzen. Diese zeigen bis zum 100. Tag einen relativ
konstanten Durchmesser. Kleine Tiere haben kleinere sekundére Fasern, die dichter
gepackt sind. Die Aufteilung des Muskelproteins in fibrillére und sarcoplasmatische
Komponenten dient dazu, Uber ihr Verhdltnis zueinander den nutritiven Status des
heranwachsenden Tieres zu bestimmen. Feten untererndhrter Mutter weisen mehr
sarcoplasmatische als fibrillare Proteine auf. Es konnte aber innerhalb eines Wurfes
kein Unterschied zwischen kleinen und grof3en Wurfgeschwistern ermittelt werden.
Um den Geburtszeitraum herum steigt das Verhdtnis von Proteingehalt zur DNA-
Konzentration bel grofien und kleinen Foeten gleichermal3en und setzt sich noch
postnatal fort. Ein niedrigerer DNS-Gehalt kleinerer Ferkel deuten auf eine niedrige
Z€llteilung, also einen Mangel an Myoblasten hin. Die Bildung von Proteinen fir den
myofibrillaren Aufbau in den ersten Tagen nach der Geburt unterliegt dem Einfluss
von Insulin und dem IGF 1, die nétigen “Baustoffe” liefern Kolostrum und Milch.

KAMAN (1995) stellte fest, dass bei Wildschweinferkeln (Sus scrofa) sowie bei
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Ferkeln sogenannter “primitiver”, durch Zuchtwahl wenig beeinflusster Rassen
(Vietnamesisches Hangebauchschwein), aber auch bel den Rassen Duroc, Duroc-
Hybriden und Kreuzungen von German Large White x Landrasse und Prestice x
Landrasse die Skelettmuskulatur zur Zeit der Geburt nach histochemischen Kriterien
bereits ausgereift ist. Czech Large White und Belgische Landrasse waren nur
geringflgig schlechter in der Ausdifferenzierung der Myofibrillen. Sehr stark von der
myofibrillaren Hypoplasie betroffen waren Slovak Large White, Latvian Large White,

German Large White, Czech Large White und reine Landrasse.

Die Oberschenkelmuskulatur gesunder Ferkel besitzt unmittelbar nach der Geburt
einen Gesamtproteingehalt von 7-10 %, der innerhalb von drei Wochen auf 15-17 %
steigt (DICKERSON und WIDDOWSON, 1960). KOLB et al. (1981) stellten bei
Vergleichen der Muskelproteine zwischen Gréatschern und Nicht-Gréatschern mit

gleichem Korpergewicht keine Unterschiede fest.

2.6.3 Vermutete Ursachen fur das Auftreten von CMH, Erblichkeit

Es wurden zahlreiche Versuche unternommen, das Krankheitsbild zu reproduzieren,
um RuckschlUsse auf mogliche Ursachen treffen zu konnen.

* Analyse der Aktivitat der Acetylcholinesterase:  Acetylcholin st
Neurotransmitter an der motorischen Endplatte. Bei Grédtschern mit einer
Korpermasse von unter enem Kilogramm ist die Aktivitdt der
Acetylcholinesterase im Grofzhirn und lumbalem Rickenmark hoher als von
gesunden Ferkeln mit gleichem Gewicht. Bel Gratschern mit mehr als einem Kilo
Geburtsgewicht ist die Acetylcholinesteraseaktivitdt im Hirnstamm hoher als bei
den Vergleichstieren (LE HONG et a., 1990). Die Autoren schlief3en daraus auf
eine Stérung im neuromuskuldren System, die auf einer verminderten
Verweildauer von Acetylcholin an der motorischen Endplatte und an bestimmten
Synapsen im Rickenmark, Hirnstamm, Kleinhirn und Grof3hirn beruht.

* Futterungseinflisse: Fusarientoxine und Zearalenon mit Ostrogenartiger
Aktivitdt (VANYI et a., 1994), oder Mangel an Cholin (CUNHA, 1972) im
Sauenfutter gehen mit der vermehrten Geburt von Grétschern einher. Der

Cholingehalt im Blutplasma liegt bei Grétschern eine Stunde nach der Geburt
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niedriger as bei gesunden Ferkeln, und gleicht sich erst im Verlauf von drel
Wochen an (TUCEK et al. 1985). IBEN (1989) verglich Energie-, Nahr stoff-,
Mineralstoff-, Vitamin- und Spurenelementver sorgung der tragenden Sauen
und den Einsatz verschiedener Futtermittel in Hinblick auf die Inzidenz von
CMH in den Betrieben. Hierbei war kein signifikanter Einfluss nachzuweisen,
hochstens eine Begunstigung des Auftretens von CMH bei marginaer
Versorgung der Sauen mit Vitaminen des B-Komplex.

* Glucocorticoidbehandlung der Sau oder “Dauerstress” wahrend der
Trachtigkeit. Dazu wurden von JRMANOVA und LOJDA (1985) und
DUCATELLE et a. (1986) tragenden Sauen Uber die gesamte Tragezeit hinweg
taglich Dexamethason verabreicht. Damit wurden fast 90 % der geborenen Ferkel
zu Grétschern, das Korpergewicht zur Geburt war verringert und das
Muskelwachstum retardiert, wobei die Muskelfasern enen verringerten
Durchmesser aufwiesen.

e Partusinduktion mit Prostaglandin-Derivaten (BOLCSKEI et a., 1996;
SELLIER et al., 1999). Eine Geburtseinleitung mit Pg F2a vor dem 113. Tag der

Tréchtigkeit kann ein vermehrtes Auftreten von Gratschern zur Folge haben.

Uneinigkeit besteht Uber die Erblichkeit. Man vermutet eine multifaktorielle
Atiologie, basierend auf einer genetischen Komponente und umweltbedingten
Auddsern. Die Vererbung erfolgt wahrscheinlich  polygen, mit enem
Heritabilitatskoeffizienten (h?) von 0,47 in Halbgeschwisteranalyse (SELLIER und
OLLIVER, 1982).

Gehauftes Vorkommen der CMH wird von TOMKO (1993) und VOGT et a. (1984)
bei der Deutschen Landrasse festgestellt, wobel auch Kreuzungen zwischen DL und
Duroc betroffen waren. Beim Vergleich zwischen Piétrain und Large White sind
Ferkel der Rasse Piétrain haufiger betroffen (SELLIER et al., 1999). IBEN (1989)
stellte beim Vergleich von Deutscher Landrasse und diversen Kreuzungstieren keine
Rassedisposition fest. Eine Auswertung der Daten der Besamungsstation Aschebergin
Nordrhein-Westfahlen durch FREITAG und KLEIN (2003) zeigte, dass insgesamt 2,9
% der Ferkel und 20,2 % der Wiirfe durch das VVorkommen von Anomalien auffielen.
Fast die Héfte der Defekte (49 %) betraf dabei die Spreizbeinigkeit. Die

Erbfehlerquote ist rassenabhangig, es wurden auffallend viele Grétscher bei
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Nachkommen von Piétrainebern festgestellt (53,3 % aller betrachteten Anomalien),
gegenuber nur 37,7 % bel DL- und 42,4 % bei DE-Abkémmlingen.

CMH ist negativ korreliert mit der Korperlange, der Fleischqualitat, der
Wachstumsrate und der Anzahl |ebend geborener Ferkel pro Wurf (JORGENSEN und
VESTERGAARD, 1990). Sowohl diese Autoren, as auch STIGLER et al. (1992)
beobachteten, dass Wirfe, in denen Grétscher auftraten, in der Regel ein Ferkel mehr
aufwiesen als die Kontrollwiirfe. HORUGEL und LORENZ (1979) stellten fest, dass
Grétscherferkel im Durchschnitt ein um 0,2 kg leichteres Geburtsgewicht hatten.
VOGT et a. (1984) bestédtigen den genetischen Einfluss der Elterntiere und stellen bei
mannlichen Ferkel eine 1,7-fache Haufigkeit gegentiber weiblichen Tieren fest. Von
anderen Autoren konnte dies nicht bestétigt werden (LAX, 1971, IBEN, 1989). In 77
% der betroffenen Wirfe fand TOMKO (1993) zwel oder mehr Grétscherferkel in
einem Wurf.

Die Genossenschaft fur die Forderung der Schweinehaltung e. G. fuhrt eine
Erbfehlererfassung flr Besamungseber der Mastrassen in Nordrhein-Westfahlen
durch. Auf der Besamungsstation Ascheberg werden pro Testeber 50 Wirfe betrachtet
und jede der ausgewdhlten Anomalien in Hinblick auf die Hohe des zu erwartenden
wirtschaftlichen  Schadens  durch  einen  Multiplikationsfaktor ~ gewichtet
(HOTTELMANN und BOGE, 1985). Zum Beispiel wird die bel mannlichen Tieren
immer tddliche Atresia ani mit 10 Punkten pro betroffenem Ferkel zehnmal hoher
geahndet als die eher transiente Spreizbeinigkeit mit einem Punkt pro Ferkel. Die
Indexpunkte errechnen sich aus der Addition von 100 und den entsprechenden
Strafpunkten. Die Obergrenze, die ein Eber nicht tUberschreiten darf, liegt bel 130
Punkten. In Bayern wird auRerdem die Anzahl der gepruften Wirfe des Ebers mit in
die Schétzung miteinbezogen. Der genetische Einfluss wird bel Grétschern auf nur 10
bis 20 % geschédtzt und die Ursache eher Umwelteinfllissen zugeschrieben. Das
Auftreten dieser Anomalie wird daher relativ milde betrachtet und weniger geahndet
als andere Erbfehler. Dies geschieht auch deshalb, weil die Zuchttiere ansonsten gute
Leistungen zeigen und es kaum einen Zuchteber gabe, der nicht im Genotyp enen
oder mehrere Faktoren fur die Vererbung der haufigsten Anomalien mitbréachte, von
der gleichfals notigen Selektion der Zuchtsauen einma  abgesehen
(Besamungskatalog Ascheberg; Top Genetik 10/2000; STIGLER et al., 1992). In den

Anomalienerfassungen mancher Stationen und Zuchtungszentralen, z.B. bei der
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Deutschen Hybridschwein GmbH (BHZP), findet die CMH von vornherein keine
Beachtung (SAMUELS, 1993).

Molekularbiologisch gibt es Ansédtze der Kartierung eines “Spreizergens” in der Rasse
DL aus Gewebeproben von Grétschern und ihren Muttersauen, sowie aus Ebersperma.
Auch hier bestdtigte sich eine Disposition fir das mannliche Geschlecht. Man
vermutet, dass mehrere Genorte fur den Phéanotyp “Grétscher” verantwortlich sind
(SCHWARZ et a, 2001). Die ldentifizierung aktiver, exprimierter Gene zum
Zeitpunkt der Geburt kdnnte Aufschlufd Gber die Ursache der CMH geben. Expressed
sequence tags (ESTs) wurden von MAAK et a. (2001) zur ldentifizierung von
Candidatengenen isoliert. Verwendet wurden Proben aus dem M. biceps femoris von
Ferkeln der Deutschen Landrasse. Es wurden Unterschiede in den ESTs gesunder und
von CMH betroffener Ferkel festgestellt. Besondere Aufmerksamkeit wurde dem
porcinen CDKN3 (cyclin-dependent kinase inhibitor 3)-Gen zuteil, welches fur die
Z€llteilung eine Rolle spielt, eindeutige Ergebnisse tUber die Betelligung dieses Gens
am Geschehen wurden bisher aber nicht prasentiert. Weder Genpolymorphismen noch
eine Uberexpression dieses Gens konnten dem Auftreten des Grétschens zugeordnet
werden (MAAK et al., 2003). Des weiteren wurden von MAAK et a. (2005)
Expressionsdifferenzen zwischen Gesunden und Spreizerferkeln bel verschiedenen
Myosin Heavy Chain-lsoformen analysiert. Die Expression korrespondiert zwar mit
dem Schweregrad der pathologischen ultrastrukturellen Befunde, dies wird aber as

Ausdruck eines bereits einsetzenden Heilprozesses gewertet.
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3 MATERIAL UND METHODEN
3.1 M aterial
311 Geréate

Wasserbad: Thermomix 1441, Braun/GFL 1083

* Glas-Teflon-Homogenisator (Potter): Jauke und Kunkel K.G.

» Tischzentrifugen: Hereus Christ Labofuge A und Hettich Universal 2 S
* Kuhlzentrifuge: Superspeed RC2-B, Sorvall

» Ultraschallspitze: Branson Sonic Power Co., Sonifier J-17A

» Ultraschallbad: Sonorex RK 82, Baudelin

* Photometer: UV 160 A, Shimadzu und Photometer 1101JU, Eppendorf
* Hussigkeitszintillationszéhler: TRI-CARB 2700TR, Packard

* Gefriertrocknungsanlage: WKF

* Anaysenwaage: Sartorius

312 Chemikalien und Enzyme

Eine Zusammenfassung aler in den Versuchen eingesetzten Chemikalien und Enzyme gibt
Tab. 18.
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Tab. 18:  Auflistung der in den Versuchen verwendeten Chemikalien und deren
Bezugsquellen
chem. Abklrzung, | chem. Bezeichnung Bezugsquelle M olekulargewicht
Kurzbezei chnung, (MG),
Handelsname Konzentration,
Enzymeinheit (U)
[H]-Acetyl-CoA (®H)-Acetyl-Coenzym A Amersham 1,85 MBq; 50 uCi
Acetyl-CoA S-Acetyl-Coenzym A, Amersham 127,4A MG
Lithiumsalz
ADP Adenosin-5-diphosphat Roche 471,2 MG
ATP Adenosin-5-triphosphat Sigma 507,2 MG
BSA Bovines  Serumalbumin | Merck
Fraktion V
BSA, fettfrel Bovines  Serumabumin | Sigma
(essentially fatty acid free)
Butanol r-Butanol Sigma
CsH4KNaOgxH,O | K'Na'-Tatrat Merck 282,23 MG
L-Carnitin 3-Hydroxy-4- Sigma 197,7 MG
trimethylaminobutyrat-
HCl
L-[®*H]-Carnitin L-[methyl-*H]-3-Hydroxy- | Amersham 9,25 MBq,
4-trimethylaminobutyrat- 250 uCi, 204 MG,
HCI 83 Ci = Immol
CAT Carnitinacetyltransferase Roche 80 U/mg
aus Taubenbrustmuskel
CuS0O, Kupfer-11-Sulfat- Roth 249,68 MG
Pentahydrat
Dextran Dextransul phate- Amersham 500.000 MG
Sodiumsalt
Dowex 1X8 Anionenaustauscher Roth 200-400 mesn
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DPP P'P>-Di (adenosin-5") | Sigma 938,4 MG
pentaphosphate-
pentasodiumsalt
DTT 1,4-Dithio-L-threitol Sigma 1534,3 MG
EDTA Etylendiamintetraacetat- Gerbu 372,34 MG
Disodiumsalt
EGTA 1,1-bis (2-aminoethyl) Gerbu 380,35 MG
ethylenglykoltetraacetat
Ficoll Ficoll-Pague plus™ Amersham
GAPDH Glycerinadehyd-3- Roche 10 mg/ml
phosphat-Dehydrogenase
Glycerinadehyd-3- Roche 537,6 MG
phosphat
HCI Hydrochloric acid, fuming | Merck 37 % extrapure
HCIO, Perchlorsaure Merck 60 %
HEPES N-(2-Hydroxyethyl)- Gerbu 238,31 MG
pi perazine-2-ethansulfonic
acid
KCl Kaiumchlorid Serva 746 MG
KCN Kaliumzyanid Riedel-De 65,12 MG
Haen AG
KH-PO, Kaliumdihydrogen- Merck 136,09 MG
phosphat
K.HPO, Dikaliumhydrogen- Merck 174,18 MG
phosphat
KOH Kaliumhydroxyd- Roth 56,11 MG
Plétzchen
D-Mannitol Sigma 182,17 MG
MgClIx6H,0 Magnesiumchlorid Sigma 203,13 MG
MgSO4x7H,0 Magnesiumsulfat Merck 246,48 MG
NaCl Natriumchlorid Merck 52,44 MG
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Na,COs3 Natriumcarbonat Merck 105,99 MG
NAD* Nikotinamid- Roche 709,4 MG
adenindinukleotid
NaHPO, Dinatrium- Merck 141,96 MG
hydrogenphosphat
NEM N-Ethylmaleimid Merck 125,13 MG
NH,SO, Ammoniumsulfat Gerbu 132,14 MG
Palmitoylcarnitin Sigma 436,1 MG
Palmitoyl-CoA Sigma 10059 MG
Phenolreagenz Folin-Ciocalteu- Merck
Phenolreagenz
Phosphoglycerat- 3-Phosphoglycetic- Sigma 10000 U
kinase Phosphokinase
Rotiszint eco™ Szintillator-Cocktail ~ fir [ Roth
lipophile Proben
Saccharose Merck 342,3MG
Succinat Sigma 270,1 MG
Tridthanolamin- Boehringer 185,7 MG
HCI Mannheim
TRIS-HCI Tris(hydroxymethyl)- Merck 157,6 MG
aminomethan-HCl
Trypanblau Flucka 960,82 MG
Unisafe | ™ Szintillator-Cocktail ~ fur | Zinssler
hydrophile Proben
3.13 Untersuchte Tiere

Die Untersuchungen wurden an Sauen, Ferkeln, Laufern und Mastschweinen der Lehr- und
Forschungsstation “Oberer Hardthof” der Justus-Liebig-Universitét Giessen durchgefihrt.

Zur Verfigung standen die Rassen Deutsche Landrasse (DL), Deutsches Edelschwein (DE),

Piétrain (Pi), Duroc (Du), sowie deren Kreuzungen. Ferkelerzeugung und Mast erfolgen im

geschlossenen System mit tberwiegend kiinstlicher Besamung.
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Die Sauen mit ihren Ferkeln wurden in den herkdmmlichen Abferkelbuchten teils auf
Stroheinstreu, teils einstreulos gehalten. Die Umstallung der tragenden Sauen von der
Gruppenhaltung auf Stroh in das Abferkelabteil erfolgte zehn Tage vor dem erwarteten
Geburtstermin. Die Sauen wurden vorher routinemadig mit lvermectin gegen Réude
behandelt und entwurmt, zwei Wochen nach dem Abferkeln wurden sie gegen porcine
Parvovirose und Rotlauf geimpft. Die Saugezeit bis zum Absetzen der Ferkel betrug jeweils
ca. 28 Tage.

Die Lauferschweine wurden wurfweise in einstreulosen, teilbefestigten Fatdecks
untergebracht, die Mastschweine wurden ebenfalls wurfweise auf Spaltenbdden gehalten.

Die Sauen wurden zweiphasig (niedertragend, hochtragend) mit Rationen aus
betriebseigenem Getreide und Ergénzungsfuttermitteln versorgt, die Ferkel erhielten neben
der Muttermilch einen kommerziellen Préstarter. Laufer und Mastschweine (Vormast,
Endmast) erhielten ebenfalls ene Ration aus Dbetriebseigenem  Getreide,
Sojaextraktionsschrot und eine Minerastofffuttergénzung. Die Futtermittel fur L&aufer,

Mastschweine und Sauen waren rein pflanzlichen Ursprungs.

Aufbau der Versuchsgruppe “Alter sverlauf”:

Es wurden zehn Gruppen mit jewells vier Tieren gebildet, bestehend aus jeweils zwel
klinisch gesunden weiblichen Ferkeln (Wurfgeschwistern) der Rassen Deutsche Landrasse
und Piétrain. Von insgesamt 40 Probanden kamen 39 Tiere zur Auswertung. In einer der
Tiergruppen musste ein verstorbenes weibliches Tier durch ein mannliches Wurfgeschwister
ersetzt werden.

In Alter von ca. 70 Lebenstagen und ca. 165 Lebenstagen wurden von diesen Schweinen
Blutproben genommen. Zwischen dem 168. bis 187. Lebenstag erfolgte die Schlachtung bei
einem Lebendgewicht von 70,4 bis 107,9 kg, und es wurde am Schlachtkérper eine

M uskel probe entnommen.

Aufbau der Versuchsgruppe “Congenitale Myofibrillare Hypoplase (CMH)”:

Die klinische Diagnose “CMH” erfolgte in Anlehnung an die von SCHNAPPERELLE und
KOCH (1980) vorgeschlagenen diagnostischen Kriterien (Schweregrad Il bis IV) anhand
folgender Symptome:
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Das Auftreten der Bewegungsstorung war sofort nach der Geburt sichtbar, aber auch

nach 24 Stunden immer noch vorhanden.

Es waren stets die Hintergliedmal3en, in einem Fal zusdzlich auch die
Vordergliedmalien betroffen.

Die Ferkel zeigten das charakteristische Ausgréatschen, bei dem die Beine craniolateral

abduziert werden und die Tiere eine sitzende Stellung einnehmen. Um an das Gesauge

der Sau zu gelangen, miissen sie sich mit den V orderbeinen vorwarts ziehen.

Das Sensorium der Tiere war ungetrubt.

Es gab keine Hinweise auf infektidse Erkrankungen oder Traumata.

Die betroffenen Ferkel wurden vor Versuchsbeginn mindestens einmal an das Gesduge
angel egt.

Die Auswahl der Wiurfe erfolgte nach dem zufélligen Auftreten von neugeborenen Ferkeln
mit CMH im Versuchszeitraum von Juni 2003 bis Juni 2004. Die Muttersauen waren nicht
hormonell behandelt worden, die Geburten erfolgten spontan zwischen dem 114. und 116.
Tréchtigkeitstag und wurden nicht durch Prostaglandine eingeleitet. Ebenso unterblieb
wahrend der Tréchtigkeit jede Behandlung der Sauen mit Cortikoiden.

Es wurden insgesamt sechs Gruppen mit jeweils drei Tieren gebildet, von denen eins der
Ferkel das klinische Bild der CMH zeigte (“Grétscher”), ein weiteres war ein klinisch
gesund erscheinendes Vollgeschwister des Gréatschers (“Geschwister), und das dritte Ferkel
wurde aus einem moglichst gleichaltrigen, von CMH unbetroffenen Wurf, ausgewéhlt
(“Kontrolle). Es wurden mannliche und welbliche Tiere untersucht und keine
Einschrankungen beziiglich der Rasse bzw. Rassekreuzungen* vorgenommen. Diese Ferkel
wurden innerhalb der ersten zehn Lebenstage getdtet und Blut- sowie Muskelproben

entnommen.

* Ferkelrassen: DL, DE, Pi, DLx(DuxDE), Pix(DLxDuxDE); dazugehdrige Miitter: DL, DE,
Pi, DuxDE, DLx(DuxDE), dazugehérige Véter: DL, DE, Pi.

Innerhalb beider Versuchsgruppen “Altersverlauf” und “CMH” stammten 2 Saugferkel und
21 Mastschweine aus Anpaarungen mit DL-Ebern, 6 Saugferkel aus Anpaarungen mit DE-
Ebern und 10 Saugferkel und 18 Mastschweine aus Anpaarungen mit Pi-Ebern. Bei der

statistischen Untersuchung des Einflusses der Vaterrasse wurden DL- und DE-Anpaarungen
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als sogenannte Mutterlinie zusammengefasst, die Vaterlinie wurde durch die Rasse Piétrain

reprasentiert.

Folgende Unter suchungen wurden durchgefihrt:

1. Die Bestimmung von freiem Carnitin, Gesamtcarnitin und Acylcarnitin in der
Muskulatur von Ferkeln und Mastschweinen, sowie in Plasma und Lymphozyten von
Ferkeln, Laufern, Mastschweinen und Muttersauen.

2. Die Bestimmung des ATP-Bildungsvermdgens von Muskelmitochondrien und
Lymphozyten mit den Substraten Succinat und Palmitoylcarnitin.

3. Die Bestimmung der Enzymaktivitdt der Carnitinpalmitoyltransferase | (CPT 1) in

M uskel mitochondrien von Ferkeln und M astschwei nen.

Von den Muttersauen aler beprobten Schweine wurde wahrend der Laktation bzw. in der
Gustzeit (zweite Laktationswoche bis zur Neubelegung ca. vier bis funf Wochen nach dem
néchsten Abferkeln fur die Tiere der Gruppe “Altersverlauf, bzw. innerhalb von 12 bis 69
Tagen nach der Abferkelung fur die Gruppe “CMH®) eine Blutprobe gezogen.

Die Wurfgeschwister der Probanden wurden zur Mast aufgestallt und deren Futterverbrauch,
Gewichtszunahme und Ausschlachtungsdaten dokumentiert.

Einen schematischen Uberblick tiber die Beprobung der verschiedenen Altersstufen gibt die
Tab. 19.
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Tab.

19:  Schematischer Uberblick tiber Altersklasse, Probenzeitpunkt und Probenart
innerhalb der Versuchsgruppen
Merkma im | Alterskategorie Probenzeitpunkt Probenart
Test
Carnitin Ferkel als 1.-10. Lebenstag Blutprobe und
ATP-Synthese | “Gréatscher” Muskel probe
CPT-Aktivitét ”Geschwister”
“Kontrolle”
Carnitin Laufer ca. 70. Lebenstag Blutprobe
ATP-Synthese | Mastschwein ca 165. Lebenstag Blutprobe
Muttersau Laktation/Gustzeit Blutprobe
CPT-Aktivitét Schlachtschwein ca. 180. Lebenstag Muskel probe

Eine Ubersicht Uber Alter, Gewicht und Anzahl der untersuchten Tiere, sowie deren

Verteillung in den Merkmalen Vaterrasse und Geschlecht gibt Tab. 20.
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Tab.20: Anzahl (n) der untersuchten Schweine in den einzelnen Tierkategorien,
Mittelwerte und Standardabweichungen in den Merkmalen Alter und Gewicht,
sowie die Anzahl der Tiere in Bezug auf ihre Geschlechtss und
V aterrassenzugehorigkeit

Merkmal
Tierkategorie n Alter [Tage] Gewicht Geschlecht | Vaterrasse
[ka] [m/w] [Mutterl./Vaterl.]

Ferkel 18 | 3,67+2,28 1,67 + 0,40 12/6 8/10

(gesamt)

Grétscher 317+1,94 1,45+ 0,30 5/1 2/4

Geschwister 317+1,94 1,75+ 0,43 2/4 2/4

Kontrolle 4,67+ 2,88 1,80 + 0,43 5/1 4/2

Laufer 39 | 67,72+6,92 2365+7,16 | 1/38 19/20

Mastschweine | 39 | 176,59+5,21 | 90,71+9,87 | 1/38 19/20

Sauen 26 | 892,85+ 249,24 + 0/26 16/10

333,12 29,16

3.2 Methoden

321 Blutprobenentnanme und -bear beitung

3211 Blutentnahme

In der Gruppe “Altersverlauf”:

Es wurden pro Tier 225 ml Vollblut (aufgenommen in 9 ml-Monovetten der Firma Sarstedt)

durch Punktion der Vena cava cranialis gewonnen. Als Gerinnungshemmer diente

K'EDTA.

Laufer:

Die Blutentnahme erfolgte morgens nach Sedation der Tiere mit Azaperon

(Stref3nil™) in der Dosierung von 2-5 mg/kg Kdrpergewicht.
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Mastschweine und Mutter sauen:
Die Blutentnahme erfolgte morgens; die Tiere wurden unsediert mit Hilfe einer

Oberkieferschlinge fixiert.

In der Gruppe “CMH”:
Ferkel:
Die Ferkel wurden morgens direkt von der Muttersau genommen und in Ketamin-
Narkose (Ursotamin™) in einer Dosierung von 50 mg/kg Koérpergewicht durch
Er6ffnung der grof3en Blutgefélie des Halses entblutet. Es konnten so ca. 45 - 80 ml

K'EDTA-BIlut pro Tier gewonnen werden.

3212 Plasmagewinnung

9 ml EDTA-BIlut wurden bei 500 g zehn Minuten lang zentrifugiert, und das Plasma bis zur

Carnitinmessung bei -80 °C aufbewahrt.

3.2.13 L ymphozytenisolierung

Nach der Blutentnahme wurde innerhalb einer Stunde mit der Lymphozytenisolierung
begonnen. Die Praparation erfolgte groftenteils bei Raumtemperatur. Zuerst wurden die
Proben mit Dextran durchmischt und fur 30 min in ein 37 °C warmes Wasserbad verbracht.
Diese Malinahmen férdern die schnelle Sedimentierung der Erythrozyten, wahrend die
Leukozyten im Dextranplasma verbleiben. Nach dem Absinken der roten Blutkorperchen
wurde das Dextranplasma mit einer Pasteurpipette abgenommen und auf Ficoll Paque Plus™
geschichtet. Ficoll ist ein neutrales, hochverzweigtes hydrophiles Polymer der Saccharose,
und wurde spezi€ell fur die Lymphozytenisolierung entwickelt. Nach einer zwanzigminutigen
Zentrifugation bel 240 g finden sich Lymphozyten, Monozyten und Thrombozyten durch
ihre geringere Dichte als Schicht zwischen Ficoll und Plasmaphase und kénnen mit einer
Pasteurpipette abgenommen werden. Der Plasmallberstand ist danach leukozytenfrei. Die
Granulozyten sowie die noch verbliebenen Erythrozyten sedimentieren wahrend der
Zentrifugation vollstandig. Die Reinheit der Lymphozytenfraktion konnte im Vorversuch
durch die mikroskopische Betrachtung einer Anférbung des Ausstrichs nach MAY-
GRUNWALD tiberpriift werden.
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Um die Thrombozyten zu entfernen, schlossen sich ein  Waschschritt  mit
phosphatgepufferter Salzlosung (Phosphate Buffered Saline, PBS) und eine weltere
Zentrifugation bei 500 g an. Das Lymphozytenpellet wurde dann im Isolationsmedium |
(Isomed 1) resuspendiert, die Ausbeute aller Monovetten vereinigt, nach einer weiteren
Zentrifugation bei 500 g das Pellet in einem Glas-Teflon-Homogenisator nach Potter-
Elvehjem homogenisiert und mit Isomed | auf 6 ml aufgefillt. Danach wurde die

Lymphozytensuspension auf Eis gekihlt.

Chemikalien, Puffer und L6sungen

= Phosphat-gepufferte Kochsal zlung (PBS),
in Aqua bidest 16sen und auf pH 7,4 eindellen:

NaCl 152 mM
KCl 2,7 mM
NapHPO, 10,14 mM
KH2PO, 1,76 mM

= Isolationsmedium (Isomed I) nach CARPENTIERI und SORDAHL (1980),
in Aqua bidest |6sen und auf pH 7,2 einstellen:

Saccharose 0,25 M

TRIS-HCI 5mM

EGTA 5mM

BSA 0,5%, am Versuchstag frisch einwiegen

= Ficoll Pague Plus™:
enthalt in 100 ml 5,7 g Ficoll 400 und 9,0 g Na'-Diatrizoat plus Ca2"-EDTA.

= Dextran5 %

in PBS |6sen und auf pH 7 - 7.4 einstellen
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3214 Vitalitatsfarbung und Zellzahlbestimmung

Trypanblau férbt als Chromophore mit negativer Ladung Zellen mit beschadigter
Zellmembran, wahrend intakte Zellen den Farbstoff nicht annehmen. Die Zellsuspension
sollte dabei moglichst wenig Blutserum enthalten, da Trypanblau eine hohere Affinitét
gegenuiber Serumproteinen aufweist al's gegeniber zelluldren Proteinen.

Die Zdlzahlbestimmung erfolgte durch Auszéhlen der Lymphozyten in einer THOMA-
Zahlkammer. Die Anzahl der angefarbten, d.h. durch die Praparation geschéadigten
Lymphozyten, betrug maximal zwischen 1-5 %.

Chemikalien, Puffer und L6sungen

= Die Trypanblau-Losung 0,4 % (w/v) enthélt 0,4 g Trypanblau auf 100 ml 0,9 % NaCl-

Losung.

Probenansatz zur Zellzéhlung:

0,5 ml Trypanblau 0,4 %
0,49 ml NaCl 0,9 %
0,01 ml Zellsuspension
Verdinnung 1:100
Farbezeit 5-10 min.

322 Muskelprobenentnahme und -bear beitung

3.221 Probenentnahme

. in der Gruppe “Altersverlauf” wurden 20 bis 30 min. nach der Schlachtung der
Versuchstiere ca. 100 g Gewebe aus dem Musculus adduktor (M. add.) entnommen,
sofort in eiskaltes Isolationsmedium Il (Isomed 1) verbracht und auf Eis gekuhit

transportiert

. in der Gruppe “CMH” wurde bei den getoteten und ausgebluteten Ferkeln die
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Adduktorenmuskulatur herausprapariert und in Isomed Il auf Eis gekihlt transportiert

3.2.2.2 Mitochondrienisolierung

Die Mitochondrienisolierung aus den Muskelproben erfolgte nach der modifizierten
Methode von MERSMANN et a. (1972).

Alle Arbeitsschritte erfolgten bei 3-4 °C im Kuhlraum bzw. auf Eis gekuhlt. Das
Muskelgewebe wurde von sichtbarem Fett und Bindegewebe befreit. Pro Versuchstier
wurden ca. 20 g in einer Moulinette zerkleinert, davon zweimal 5 g abgewogen und im
Becherglas mit etwas Isomed 1l mit Hilfe einer Schere noch feiner zerkleinert. Im Fleischbrel
wurden dann mit einem Potter-Elvehjem-Glas-Teflon-Homogeni sator die
Zellkompartimente durch Scherkrafte aufgeschlossen und damit die Mitochondrien
freigesetzt. Diese wurden aus dem Homogenat mittels Differential zentrifugation gewonnen.
Die erste Zentrifugation erfolgte 10 Minuten lang bei 600 g. Das erste Sediment enthalt die
Zellkerne und andere schwere Zeltrimmer. Der erste Uberstand wurde dann bei 8000 g
wieder 10 Minuten lang zentrifugiert. Dieses Sediment enthét die Mitochondrien. Im
zweiten Uberstand befinden sich Lysosomen, Mikrosomen und Bestandteile des
Sarkoplasmatischen Retikulums.

Es war moglich, die Ausbeute zu erhohen, indem das nach der ersten Zentrifugation
erhaltene Pellet noch einmal gepottert, mit etwas Isomed Il aufgeschwemmt und erneut bel
600 g zentrifugiert wurde. Danach wurde die Praparation wie oben beschrieben fortgesetzt.
Die jeweils gewonnenen Mitochondrienpellets wurden in Isomed Il resuspendiert und

vereinigt.

Chemikalien, Puffer und L6sungen

= Isolationsmedium Il (Isomed 1) nach SCHMIDT und HERPIN (1998),
in Aqua bidest 16sen und auf pH 7,4 einstellen

Mannitol 220 mM
Saccharose 70 mM
HEPES 2mM

EDTA 0,1 mM



Material und Methoden 84

Der Zusatz von EDTA ist notwendig, um Mg*-lonen zu binden, die sonst u.a die
myofibrillare ATPase (ATP-Phosphohydrolase E.C. 3.6.1.3) aktivieren, ein Enzym, dal3 das
neu synthetisierte ATP bereits wahrend der Messung hydrolysieren konnte (WATMOUGH
et al., 1988).

3231 Proteingehalt der L ymphozytensuspension

Die Proteinbestimmung erfolgte nach der Methode von LOWRY et al. (1951).

Bel Zusatz von Phenol-Reagenz nach Folin/Ciocalteu zu eiweif3haltigen Ldsungen entsteht

ein tiefblauer Farbstoff. Die hohe Empfindlichkeit der Methode beruht darauf, dass zwel

Farbreaktionen gleichzeitig ablaufen:

1. Die Biuret-Reaktion der Peptidbindung mit Cu®* in alkalischer Lésung

2. Eine Reduktion von Phosphormolybdansaure und Phosphorwolframsdure durch die im
Protein enthaltenden aromatischen Aminosduren Tyrosin und Tryptophan. Diese
Reaktion ist empfindlicher als die Biuret-Reaktion.

Um die Lymphozyten aufzuschlief3en, wurde die Suspension zuerst 6x10 s lang unter

Zwischenkihlung in flussigem Stickstoff mit einer Ultraschallspitze beschallt, und danach

mit Isomed | im Verhdtnis 1:40 verdinnt. Die Extinktion wurde photometrisch bei 578 nm

(Hg-Lampe) bestimmt. Den genauen Pipettierplan fur die Proteinbestimmung zeigt Tabelle

21.

Tab. 21:  Pipettierplan fur die Proteinbestimmung nach LOWRY (1951)

Probenansatz Leerwert Standard Probe
Probe 0,2 ml
0,9 % NaCl 0,2ml

Standard BSA 0,5 % 0,2ml
Folin-Gebrauchsl 6sung 5ml 5ml 5ml
Durchmischen und 10 min stehen lassen

Phenol-Reagenz 0,5ml 0,5ml 0,5ml

30-60 min. spéater die Extinktion gegen Luft

bei 578 nm messen
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Das Isolationsmedium enthdlt Saccharose, deren Hydroxylgruppen sich ebenfalls in
gewissem Malle mit dem Biuret-Reagenz verbinden konnen, und so hohere
Proteinkonzentrationen in der Probe vortauschen. Der Sockelwert muss also stets bestimmt

und von den Messwerten der Proben abgezogen werden.

Die anschlieffende Berechnung des Proteingehalts erfolgt nach der Formel:

Crrobe = (EProbe/EStandard) X Cstandard

Die Angabe der Konzentration (C) erfolgt in [mg/ml]

Chemikalien, Puffer und Losungen

= Folin-Gebrauchs dsung:

Na,COs-L 6sung* 0,189 M 100 ml
CuSO, 0,04 M 1ml

K*-Na'-Tatrat 0,071 M 1ml

*20 g N&CO3in 0,1 M NaOH lésen

3232 Proteingehalt der Mitochondriensuspension

Die Bestimmung erfolgte ebenfalls mit der Methode nach LOWRY (1951), wie in Abschnitt

3.2.3.1 beschrieben. Die Verdinnung der Probe betrug 1:20, als Sockel diente das

I solationsmedium Isomed I1.



Material und Methoden 86

3.24 ATP-Messung

3241 Das ATP-Bildungsver mégen der Lymphozyten

Photometrischer Nachweis mit 3-Phosphoglycerat-Kinase

Die Bestimmung erfolgte mittels einer modifizierten Methode nach BUCHER (HOHORST
et a., 1959 und BERGMEYER et a., 1974):

Der ATP-Gehalt einer Losung kann nach Kopplung zweier enzymatischer Reaktionen

photometrisch bestimmt werden.

Glycerat-3-Phosphat + ATP « Glycerat-1,3-P, + ADP
Katalysierendes Enzym: Phosphoglyceratkinase (PGK), EC 2.7.2.3

Glycerat-1,3-P, + NADH + H"¢> Glycerinaldehyd-3-Phosphat + NAD™ + P;.
Katalysierendes Enzym: Glycerinal dehyd-3-phosphatdehydrogenase (GAPDH), EC 1.2.1.12

Als Messgrofde dient die NADH-Abnahme, gemessen an der Extinktionsénderung bei 334
nm. Dieser Umsatz von NADH+H" zu NAD" ist der urspriinglich in der Losung enthaltenen
ATP-Menge proportional.

Welitere Bestimmungsmadglichkeiten fur ATP:
Firefly-Luciferase-Assay

Bel der Reaktion des ATP mit der Luciferase werden Lichtemissionen freigesetzt, die der
Konzentration an ATP in der Lésung proportional sind. Gemessen werden die Lichtsignale
in einem Bioluminometer (STREHLER und ELROY, 1957; BERGMEYER et al., 1974).

Nachweis mit Hexokinase und Glukose-6-phosphat-Dehydrogenase

Indirekte photometrische Bestimmung tber die Bildung von NADPH durch eine Hexokinase
(EC 2.7.1.1), beschrieben in BERGMEYER et a. (1974).
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Folgende Berechnungen liegen der Bestimmung der ATP-Konzentration im Test zugrunde:

o AExV
exdxv
C = ATP-Konzentration in [pumol/ml]
AE = Extinktionsdnderung
\% = Testvolumen [ml]
v =  Probevolumen im Test [ml]
g = Extinktionskoeffizient [cm?pmol],
enapH = 6,11cmZumol bei A = 334 nm
d = Schichtdicke [cm]
oder
o AE xV « MW
exdxv
C = ATP-Konzentration in [pg/mi]
MW = Gewicht eines Mikromols [ug]
1.Versuchsabschnitt:

Aus frischem EDTA-Vollblut wurden die Lymphozyten isoliert wie in Kapitel 3.2.1.3
beschrieben, und sofort im Test eingesetzt. Aus der Lymphozytensuspension, deren
Z€llgehalt bzw. Proteingehalt bekannt waren, wurden pro Versuchsansatz 0,4ml entnommen,
diese zu 1,1 ml Inkubationsmedium | hinzugegeben, und dann im Schuttler-Wasserbad bei
30 °C fur 5 min. inkubiert.

Eine Isolierung der Mitochondrien aus den Lymphozyten war bel Bearbeitung einer grof3en
Menge Blutes (250 ml) technisch zwar mdglich, wurde aber wegen des sehr grofden
praparatorischen Aufwands unterlassen. Die Messungen wurden daher an der Zellsuspension

vorgenommen.
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Ansatz der nativen Probe:

1,10 ml Inkubationsmedium |
0,40 ml Lymphozytensuspension
5 min bei 30 °C inkubieren
Reaktion in flissigem Stickstoff abstoppen
Probe bei -80 °C aufbewahren

Ansatz mit dem Substrat Succinat (150 mM):

1,10 ml Inkubationsmedium |
0,40 ml Lymphozytensuspension
5 min. bei 30 °C inkubieren
plus 0,05 ml Succinat
5 min. bei 30 °C inkubieren
Reaktion in flissigem Stickstoff abstoppen
Probe bei -80 °C aufbewahren

Ansatz mit dem Substrat Palmitoylcarnitin (0,504 - 5,044 mM):

1,1 ml Inkubationsmedium |
0,4 ml Lymphozytensuspension
5 min. bei 30 °C inkubieren
plus Pamitoylcarnitin (0,025 - 0,2 umol/Probe)
5 min. bei 30 °C inkubieren
Reaktion in flissigem Stickstoff abstoppen
Probe bei -80 °C aufbewahren
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Ansatz mit dem Substrat Succinat (150 mM) und ADP (3,4 - 6,8 mM):

1,10 ml Inkubationsmedium |
0,40 ml Lymphozytensuspension
5 min. bei 30 °C inkubieren
plus 0,05 ml Succinat
5 min. bei 30 °C inkubieren
plus ADP (0,19 - 7,6 umol/Probe)
5 min. bei 30 °C inkubieren
Reaktion in flissigem Stickstoff abstoppen
Probe bei -80 °C aufbewahren

Ansatz mit dem Substrat Palmitoylcarnitin (0,504 - 5,044 mM) und ADP (3,4 - 6,8 mM):

1,1 ml Inkubationsmedium |
0,4 ml Lymphozytensuspension
5 min. bei 30 °C inkubieren
plus Pamitoylcarnitin (0,025 - 0,2 umol/Probe)
5 min. bei 30 °C inkubieren
plus ADP (0,19 - 7,6 umol/Probe)
5 min. bei 30 °C inkubieren
Reaktion in flissigem Stickstoff abstoppen
Probe bei -80 °C aufbewahren

Die eingesetzten Mengen an Pamitoylcarnitin und ADP wurden variiert, um die

bestmdgliche ATP-Ausbeute zu erreichen. Folgende Ansédtze kamen zur Auswertung:

1. Native Probe

2. Probe plus Substrat:
A) 1Succinat 7,5 umol
B) 1Palmitoylcarnitin 0,025 pmol
C) 8Palmitoylcarnitin 0,2 umol
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3. Probe plus Substrat Succinat und ADP:

D) Succinat 7,5 umol + 1ADP 0,19 pmol
E) Succinat 7,5 pumol + 2ADP 0,38 pmol
F) Succinat 7,5 umol + 4ADP 0,76 pmol
G) Succinat 7,5 pumol + 10ADP 1,90 pmol
H) Succinat 7,5 umol + 20ADP 3,80 pmol
I) Succinat 7,5 pumol + 30ADP 5,70 pmol
J) Succinat 7,5 umol + 40ADP 7,60 pmol

4.Probe plus Substrat Palmitoylcarnitin und ADP
K) Pamitoylcarnitin 0,025 pumol  + 1ADP 0,19 pmol
L) Palmitoylcarnitin 0,2 umol + 4ADP 0,76 pmol

Einem Tell der Proben wurde auferdem P1,P5-di(adenosin-S-)pentaphosphat, ein
Inhibitor der Adenylatkinase (EC 2.7.4.3), zetgleich zusammen mit dem ADP
hinzugegeben. Dies sollte verhindern, dass bereits gebildetes ATP noch wahrend der
Inkubation verstoffwechselt wird (FISCHER, 1985):

5. Probe plus Substrat Succinat, ADP und Diadenosinpentaphosphat (PP)
M) Succinat 7,5 umol + ADP 0,19 pmol + PP 0,05 nmol

2. Versuchsabschnitt:

Zur Aufbereitung fur die photometrische Messung wurden die Proben aufgetaut und zuerst
mit 2,5 ml 0,3 N Perchlorsaure entelweilt. Danach erfolgte eine Beschalung mit einer
Ultraschallspitze (60 Watt) von 6x10 s mit Zwischenkihlung der Proben in flissigem
Stickstoff. Das Prézipitat wurde bel 3000 g in der Sorvall-Klhlzentrifuge abzentrifugiert, der
Uberstand abpipettiert, und dessen pH-Wert mittels Zugabe von 0,5 N und 5 N KOH auf pH
6-7 eingestellt. Ausfallendes Perchlorat wurde durch Zentrifugation fir 5 min. bel 500 g
sedimentiert, der Uberstand zu gleichen Teilen auf zwei Reagenzréhrchen aufgeteilt und
lyophilisiert. Die Aufbewahrung des Lyophilisats bis zur endgultigen ATP-Messung erfolgte
wieder bei -80 °C.
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3. Versuchsabschnitt:

Zur photometrischen Messung wurde jeweils ein Reagenzrohrchen pro Probe ausgewahit
und das Lyophilisat in 180 ul TRA-Bidest-Gemisch (1:1) gelést. Die unléslichen
Bestandteile des Lyophilisats wurden abzentrifugiert. Ein Probevolumen von 30 pl des
Uberstandes wurde in einer Mikrokivette mit 500 pl ATP-Mix vermischt und die Reaktion
durch Enzymzugabe gestartet. Die Extinktionsanderung wurde notiert. An jedem
Versuchstag wurde ein ATP-Standard mitgefihrt. Von jeder Probe wurde eine Doppel probe
gemessen und der arithmetische Mittelwert bestimmt.

Chemikalien, Puffer und L6sungen

= |nkubationsmedium | nach CARPENTIERI und SORDAHL (1980),
in Aqua bidest 16sen und auf pH 7,2 einstellen

Saccharose 0,25M

TRIS-HCI 1 mM

KCI 75 mM

KoHPO, 2mM

MgCl, 5mM

BSA 0,5 %, am Versuchstag hinzufiigen

= Ausgangslésungen fir ATP-Mix (in Aqua bidest 16sen)

Tridthanolamin-HCI 1M

MgSO, x 7H,0 1M
EDTA-Na 100 mM
NADH 0,3mM

Glycerat-3-phosphat 6 mM

= Startreagenz
3-Phosphoglyceratkinase PGK (EC 2.7.2.3) mit 1520 U/mg

Eine Losung von 2,2 mg/ml Aqua bidest enthdt 3344 U/ml, davon wurden 13,3
U/Probe eingesetzt.



Material und Methoden 92

Glycerinal dehyd-3-phosphatdehydrogenase GAPDH (EC 1.2.1.12) mit 80 U/mg
Eine Lésung von 10 mg/ml Aqua bidest enthdlt 800 U/ml, davon wurden 4U/Probe
eingesetzt.

= ATP-Standard
Eswurde ein ATP-Standard von 0,25 — 2,0 mmol/l eingesetzt.

= Substrat Succinat
Succinat (MG 270,1) wurde in elner Ausgangsldsung mit der Konzentration von 150
mmol/l eingesetzt. 2,02 mg/50 pl entsprechen 7,5 pumol/50 pl.
Die Endkonzentration im Test betrug 4,545 mM (Testvolumen 1,65 ml) und 4,834
mM (Testvolumen 1,55 ml).

= Substrat Palmitoylcarnitin
Pamitoylcarnitin (MG 436,1) wurde in 30 °C warmem Aqua bidest gel6st, und
zwischen 11 pg und 88 pg (0,025 bis 0,2 umol) wurden pro Probenansatz
hinzugegeben. Eine gute Ausbeute an ATP wurde mit 0,2 umol Palmitoylcarnitin in
einem Volumen von 40 ul pro Probe erzielt. Die Ausgangslésung dafur war 5,04

mM, enthielt also 2,2 mg Palmitoylcarnitinin 1 ml Aqua bidest.

= ADP-Konzentration
Die ADP-Konzentration wurde so gewahlt, dass nach Vergleich mit der
Standardkurve die ATP-Mef3werte nach Mdglichkeit in den linearen Bereich von 0,5-

1,0 mmol/l fidlen.

ADP (MG 471,2)
8 mg/5 ml Aqua bidest 34 mM

= P1,P5-di (adenosin-S-) pentaphosphat
Es wurde eine Ausgangsl dsung mit einer Konzentration von 5 pmol/l verwendet (MG

938,4), davon wurden mit 10-30 pl Lésung 0,05-0,15 nmol pro Probe hinzugegeben.
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3.24.2 Das ATP-Bildungsvermégen der Muskelmitochondrien

Messprinzip und Berechnung entsprachen dem in Kapitel 3.2.4.1 angewandten Verfahren.

1.Versuchstag:
Aus einer frischem Muskelgewebsprobe wurden die Mitochondrien isoliert, wie in Kapitel

3.2.2.2 beschrieben, und sofort im Test eingesetzt. Aus der Mitochondriensuspension mit
einem Proteingehalt von 3,42 - 16,74 mg/ml wurden pro Versuchsansatiz 0,05 ml
entnommen, diese zu 1,1 ml Inkubationsmedium Il oder Il hinzugegeben und dann im
Schttler-Wasserbad bei 30 °C fir 5 min. inkubiert.

Ansatz der nativen Probe:
1,10 ml Inkubationsmedium I1 (111)

0,05 ml Mitochondriensuspension

5 min. bei 30 °C inkubieren
Reaktion in flissigem Stickstoff abstoppen
Probe bei -80 °C aufbewahren

Ansatz mit dem Substrat Succinat (150 mM):
1,10 ml Inkubationsmedium I1 (111)

0,05 ml Mitochondriensuspension
5 min. bei 30 °C inkubieren
plus 0,05 ml Succinat
5 min. bei 30 °C inkubieren
Reaktion in flissigem Stickstoff abstoppen
Probe bei -80 °C aufbewahren
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Ansatz mit dem Substrat Palmitoylcar nitin (0,504 - 5,044 mM):
1,10 ml Inkubationsmedium I1 (111)

0,05 ml Mitochondriensuspension
5 min. bei 30 °C inkubieren
plus Pamitoylcarnitin (0,025 - 0,2 pumol/Probe)
5 min. bei 30 °C inkubieren
Reaktion in flissigem Stickstoff abstoppen
Probe bei -80 °C aufbewahren

Ansatz mit dem Substrat Succinat (150 mM) und ADP (34 - 6,8 mM):
1,10 ml Inkubationsmedium I1 (111)

0,05 ml Mitochondriensuspension
5 min. bei 30 °C inkubieren
plus 0,05 ml Succinat
5 min. bei 30 °C inkubieren
plus ADP (0,19 - 1,9 umol/Probe)
5 min. bei 30 °C inkubieren
Reaktion in fllssigem Stickstoff abstoppen
Probe bei -80 °C aufbewahren

Ansatz mit dem Substrat Palmitoylcarnitin (0,504 - 5,044 mM) und ADP (3,4 - 6,8 mM):

1,10 ml Inkubationsmedium I1 (111)
0,05 ml Mitochondriensuspension
5 min. bei 30 °C inkubieren
plus Pamitoylcarnitin (0,025 - 0,2 umol/Probe)
5 min. bei 30 °C inkubieren
plus ADP (0,19 - 1,9 umol/Probe)
5 min. bei 30 °C inkubieren
Reaktion in flissigem Stickstoff abstoppen
Probe bei -80 °C aufbewahren
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Folgende V ersuchsansétze kamen zur Auswertung:

1. Native Probe

2. Probe plus Substrat:
a) Succinat 7,5 umol
b) Palmitoylcarnitin 0,025 umol
c) Palmitoylcarnitin 0,2 umol

3. Probe plus Substrat Succinat und ADP:
d) Succinat 7,5 pumol + ADP 0,19 umol
€) Succinat 7,5 umol + ADP 1,90 umol

4.Probe plus Substrat Palmitoylcarnitin und ADP
f) Palmitoylcarnitin - 0,025 pumol  + ADP 0,19 pmol
g) Pamitoylcarnitin 0,2 umol + ADP 1,90 umol

Einem Teil der Proben wurde aufRerdem, wie bereits unter 3.2.4.1 beschrieben, P1,P5-di
(adenosin-S-) pentaphosphat in drel verschiedenen Mengen zeitgleich mit dem ADP
hinzugegeben.

5. Probe plus Substrat Succinat, ADP und Diadenosi npentaphosphat (PP)
h) Succinat 7,5 umol + ADP 0,19 pmol + PP 0,05/0,10/0,15 nmol
i) Succinat 7,5 umol + ADP 0,76 pmol + PP 0,05/0,10/0,15 nmol
j) Succinat 7,5 umol + ADP 1,90 pmol + PP 0,05/0,10/0,15 nmol

Be enem Tel der Proben wurden in pardlelen Ansdtzen zwel verschiedene

Inkubationsmedien (11 oder I11) in Bezug auf die ATP-Ausbeute verglichen.

Der zweite und dritte Versuchstag wurden ebenfals wie unter 3.2.4.1 beschrieben
durchgefihrt.
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Chemikalien, Puffer und L6sungen

= Inkubationsmedium I, modifiziert nach SCHMIDT und HERPIN (1998),
in Aqua bidest 16sen und auf pH 7,4 einstellen

Saccharose 75mM
KCl 30 mM
KH,PO, 20 mM
EDTA 1mM
MgCl, 6 mM

Am Versuchstag 0,5 % BSA hinzufiigen

= Inkubationsmedium I11, nach DZAPO
in Aqua bidest |6sen und auf pH 7,4 einstellen

Saccharose 0,2 mM
KH,PO, 12 mM
MgCl, 5mM
NaCl 10 mM
EDTA 1mM
TrissHCI 5mM

Am Versuchstag 0,5 % BSA hinzufiigen

= Fir die Konzentrationen der wassrigen Losungen von ADP, Succinat, Palmitoylcarnitin
und Diadenosi npentaphosphat siehe Kapitel 3.2.4.1.
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3.25 Messung der Carnitingehalte

3.251 Methoden zur Carnitinbestimmung im Vergleich

Es gibt eine Reihe von Nachweismethoden, die sich in Hinblick auf Spezifitdt und

Empfindlichkeit stark unterscheiden.

Bioassay

Einer der frihesten Nachweise des Carnitins erfolgte durch Verfitterung an die Larve des
Mehlk&fers Tenebrio molitor, fur die Carnitin einen essentiellen Wachstumsfaktor darstellt
(“Vitamin B¢). Ohne das Carnitin versterben die Larven im Zustand hochgradiger
Verfettung (FRAENKEL et a., 1948). Diese Methode ist nur noch von historischer
Bedeutung.

Mikrobiol ogischer Assay

Die Wachstumsrate der carnitinabhéngigen Mutante der Hefe Torulopsis bovina gibt
Auskunft Uber den Carnitingehalt des Wachstumsmediums. Nach dem Inokulieren eines
Reagenzglaschens mit der Probe und Inkubation fir 48 Stunden bei 37°C kann durch
Vergleich mit einem Standard die Tribung im Photometer bei 540 nm gemessen werden.
Als Assay fur Carnitin und wasserl6sliche Acylcarnitine kdnnen Papierchromatographie und
Bioautographie kombiniert werden. Es kénnen noch geringe Mengen bis zu 10 ng
nachgewiesen werden. Die Acylester werden erst chromatographisch getrennt und das
Filterpapier auf den Bioautographie-Agar aufgelegt, so dass die Carnitinverbindungen in der
Agar diffundieren kénnen. Nach 24 Stunden Inkubation bel 37°C sieht man das Wachstum
der Hefe dort, wo die Carnitinbanden auf dem Papier lokalisiert waren (BIEBER und
LEVIN, 1981).

Photometrischer Nachweis

Mittels 5,5 -Dithiobis-2-nitrobenzoat (DTNB-Methode) nach MARQUIS und FRITZ (1964)
und PEARSON et al (1974).



Material und Methoden 98

1. Acetyl-CoA + L-Carnitin <> Acetyl-L-Carnitin + CoA-SH
2. CoA-SH + DTNB < CoA-S-thionitrobenzoat + Thionitrobenzoat

1. Diese Reaktion wird durch die Carnitinacetyltransferase (CAT) katalysiert.
2. Die Reaktion mit dem farbgebenden Thionitrobenzoat erfolgt nicht-enzymatisch.

Das freie Carnitin in der Probe reagiert mit Acetyl-CoA unter der Einwirkung des Enzyms
CAT zu Acetylcarnitin und freiem CoA-SH in stéchiometrischer Menge. Das CoA-SH wird
nicht-enzymatisch mit DTNB zu 5-Thio-2-nitrobenzoat, einem gelben Farbstoff, umgesetzt,
der im Spektralphotometer bei einer Wellenlénge von 412 nm gemessen werden kann. Die

Empfindlichkeit der Methode liegt bei 10 mol.

Nachteile der Methode:

DTNB inaktiviert nach einiger Zeit die CAT, ebenso wie verschiedene Salze und
Veranderungen im Salzgehalt. TRIS-Puffer darf nicht verwendet werden, da er selbst ein
Substrat fur die CAT darstellt (CHRISTIANSEN und BREMER, 1978). Als Alternative ist
HEPES geeignet. Um unspezifische Reaktionen mit anderen Thiolgruppen zu vermeiden,
sollten diese durch Zugabe von H,0, zuvor oxidiert werden (BERGMEY ER, 1974).

Vorteile gegentiber den radiochemischen Methoden:

Esist kein Umgang mit potentiell gefahrlichen radioaktiven Stoffen nétig. Am Photometer
lassen sich die Werte a's Extinktionsanderung direkt ablesen, ohne dass eine Kalibrierung
mit Standardlosungen erfolgen muss. Ein Vergleich von Serum und Heparinplasma
derselben Probe ergaben Ubereinstimmende Werte (DEUFEL, 1981).

Bel der Probenentnahme ist zu beachten, dass post mortem rasch Verdnderungen im
Acylierungsstatus auftreten. Die Gewebeproben sollten sofort gekihit und enteiweil3t
werden. Ein pH von 8,5 darf nicht Uberschritten werden, sonst werden Acylcarnitine
hydrolysiert und die CAT inaktiviert.

Einen weiteren spektrophotometrischen Ansatz  entwickelten SCHAFER  und
REICHMANN (1989). Das CoA-SH, dessen gebildete Menge proportional zu der des



Material und Methoden 99

vorhandenen Carnitins ist, wird nach Zugabe von 2-Oxoglutarat und NAD durch das Enzym
Oxoglutaratdehydrogenase (OGDH) zu Succinoyl-CoA und NADH + H*. Das reduzierte
NAD wird bel 340 nm gemessen. Auch hierbei wird das freile Carnitin bestimmt, das
gesamte Carntin dagegen wird erst nach Uberfilhrung in freies Carnitin durch alkalische
Hydrolyse erfasst.

Die Ergebnisse weichen nicht wesentlich von den in radiochemischen Verfahren ermittelten
Werten ab. Gegenilber dem Einsatz von DTNB hat die beschriebene Methode den Vorteil,
dass die OGDH nicht wie die CAT inaktiviert wird, und auch keine Nebenreaktionen mit
anderen SH-Gruppen auftreten.

1988 entwickelten MAEHARA et a. eine fluorometrische Methode zur Bestimmung von
frelem Carnitin im Serum. Dabel wird mittels des Enzyms Carnitinacetyltransferase und
Acetyl-CoA das Carnitin zu Acetylcarnitin verestert und frel werdendes CoA-SH mit dem
fluoreszierenden N-(p-(2-benzimidazolyl)-phenyl)-maleimid BIPM gekoppelt und die
Konzentration im Fluoreszenzspektrophotometer gemessen. Diese Methode bewies eine gute
Korrelation zu den colorimetrischen Verfahren. Die Nachweisgrenze liegt bei einer
Konzentration von ca. 10 pumol/I.

Weitere Nachweisverfahren, besonders zur Identifikation und Quantifizierung von
Acylcarnitinen, sind die Gaschromatographie und die High Performance Liquid
Chromatographie (HPLC).

Radioenzymatischer Test

Dieser Test erfolgt héufig unter Verwendung des Isotops **C nach der Methode von
CEDERBLAD und LINDSTEDT (1972), modifiziert nach McGARRY und FOSTER
(1976). In der von der CAT Kkatalysierten Reaktion Ubertragt [“*C]-AcetylCoA den

markierten Acetylrest auf das freie Carnitin.

Carnitin + [**C]-Acetyl-CoA « [**C]-Acetylcarnitin + CoA-SH

Das Uberschiissige [*C]-Acetyl-CoA wird durch einen Anionenaustauscher gebunden, den
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[**C]-Acetylcarnitin passieren kann. Dessen Gehat kann im Vergleich mit einem
Carnitinstandard mittels Flussigkeitszintillationszéhlung bestimmt werden. Da die Reaktion
zu Acetyl-CoA reversibel ist, ist es notig enen Weg zu finden, um das
Reaktionsgleichgewicht auf die rechte Seite zu verschieben. Dazu werden Stoffe verwendet,
die CoA-SH binden, wie z.B. Natriumtetrathionat oder N-Ethylmaleimid (NEM) (PARVIN
und PANDE, 1977). DTNB sollte wegen der hemmenden Einflisse auf die CAT nicht
verwendet werden, obwohl es ebenfalls CoA-SH bindet. Bereits in der Probe vorhandenes
Acetylcarnitin kann durch Austausch der Acetylgruppe mit markiertem [**C]-Acetyl-CoA
einen hoheren Gehalt an freiem Carnitin vortauschen. Ebenso stérend ist der Gehalt von
endogenem Acetyl-CoA (de SOUSA et a., 1990). FISHLOCK et al. (1984) wiesen auf die
Verfalschung von Carnitingehalten durch das bei der Deproteinisierung von Proben mittels
Perchlorsaure entstehende Prazipitat hin, in dem noch nennenswerte Mengen an Carnitin
eingeschlossen sein  konnen. Mehrmalige Waschschritte sollen diese aus dem

abzentrifugierten Pellet weitgehend 16sen.

Anstatt **C kann auch °H (Tritium)- markiertes Acetyl-CoA eingesetzt werden (KERNER
und BIEBER, 1983, MCGARRY und FOSTER, 1985; GUSTAV SEN, 2000), wie esin der
vorliegenden Arbeit geschehen ist:

[*H]-Acetyl-CoA + L-Carnitin <> L-[*H]-Acetylcarnitin + CoA-SH

Die Vortelle des Tritiums sind in der kirzeren Halbwertszeit und der besseren
Arbeitssicherheit zu sehen. Die Empfindlichkeit des radioenzymatischen Tests lasst bei

beiden Isotopen gleichermalen Messungen im Picomol bereich (109 zu.
3.25.2  Vorversuchezur Carnitinmessung
Problem: Einfluss von Enzymen im Gewebe

Carnitin-Acyltransferasen und andere Acyltransferasen im Gewebe konnen mit dem L-

Carnitin der Probe reagieren (“spezifische” Signale), und das Verhéltnis von Carnitinestern
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zum Gesamtcarnitin verandern, oder mit [3H]-Acetyl-CoA radioaktiv markierte Nicht-
Carnitin-Acylester bilden. Falls diese nicht vom Anionenaustauscher gebunden werden
koénnen, erhdhen sie die Zéhlrate as “unspezifische” Signale. Im Test sind unerwiinschte
“gpezifische” und “unspezifische” Signale nicht zu unterscheiden, ihre Bildung ist méglichst

Zu unterbinden.

Problem: Messbare Signale ohne Zusatz von CAT

Im Idealfall wirde ein Kontrollansatz ohne dieses Enzym in der Anzahl der dpm der des
Leerwerts entsprechen. Aber Acetyl-CoA ist eine ausgesprochen reaktive Substanz, die die
Acetylgruppe nicht nur auf das Carnitin, sondern auch auf verschiedene andere Stoffe
Ubertragen kann. Mit dem [3H]-Acetyl-CoA konnen so auch markierte Produkte entstehen,
die bel fehlender anionischer Ladung nicht an das Anionenaustauscherharz binden und

ebenfalls as unspezifische Signale die Zahlrate erhthen.

Um Verfdschungen der Messergebnisse zu vermeiden, wurden Muskel -, Lymphozyten-, und
Plasmaproben im Vorversuch

a) 15 min. im Wasserbad auf 98 °C erhitzt,

und

b) der Probenansatz mit und ohne Zusatz von CAT gemessen.
Auch die akalische Hydrolyse der Esterbindungen kann teilweise unspezifische Signale
beseitigen, und deshab konnte der Carnitingehalt bei Messung des Gesamtcarnitins
scheinbar niedriger sein as der Gehalt an freiem Carnitin.
Die Proben wurden geteilt und die Ergebnisse der Messungen mit und ohne Erhitzung und
mit und ohne Zusatz von CAT verglichen. Als noétig erwies sich die Erhitzung der

Lymphozytenproben.

Problem: Sehr langkettige Carnitinester

Ab einer Kohlenstoffkettenlange des Fettsurenrestes von C > 18 ist der Carnitinester nicht
mehr wasserléslich, kann also nicht im wassrigen Extrakt erscheinen. Langkettige
Carnitinester machen laut GOTZ (1989) in Lebensmittel proben einen Anteil von 2-7 % aus,
GUSTAVSEN (2000) gibt fur Muskelproben von Staltieren einen Gehalt an mittel- und
langkettigen Carnitinestern von 2-8 % an. Dieser Anteil wurde bel der vorliegenden

Untersuchung nicht gesondert erfasst, da sich im Vorversuch die Gehalte an Gesamtcarnitin
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im Muskel nicht wesentlich unterschieden, egal ob die in Wasser aufgeschwemmte
pulverisierte Trockensubstanz as Gesamtextrakt oder der abzentrifugierte wassrige

Uberstand der Hydrolyse unterzogen wurden.

3253 Hauptversuch zur Messung der Carnitingehalte der Lymphozyten und des

Plasmas

Fur die Bestimmung des Gesamtcarnitins mussten die Carnitinester zuerst einer alkalischen
Hydrolyse unterzogen werden, um sie in freies Carnitin zu Uberfuhren. Dazu wurden 500 pl
Lymphozytensuspension oder Plasma mit 1,0 ml einer 0,2 N Kaliumhydroxydldsung
versetzt und im Wasserbad bei 37 °C eine Stunde lang inkubiert. Anschlief3end wurden die

Proben mit 0,2 N Salzsaure neutralisiert.

Probevolumen und Verdinnung im Test:

Das Plasma wurde nicht beschallt. Fir die Messung des Gesamtcarnitins wurde das Plasma
nach der Hydrolyse noch einmal 1:3, fur die Messung des freien Carnitins 1:10 verdinnt, als
Probevolumen im Test wurden davon 200 pl eingesetzt.

Die Lymphozytensuspension wurde 20 min. lang im Ultraschallbad (360W) beschallt,
danach wurden die Proben 15 Minuten lang im Wasserbad auf 98 °C erhitzt, um
unspezifische Reaktionen zu verhindern. Zur Bestimmung des Gesamtcarnitins nach der
Hydrolyse und fir die Messung des freien Carnitins erfolgte keine weitere Verdinnung. Als
Probevolumen im Test wurden fir das freie Carnitin 200 pl, fur das Gesamtcarnitin 400 pl

eingesetzt.



Material und Methoden 103

Chemikalien, Puffer und L6sungen

= Ubersicht der zur Carnitinmessung bendtigten Chemikalien

Hydroxyethylpiperazinethylen | 1M
sulfonsaure

(HEPES) 0,1 M
Ethylendiamintetraacetat 12,5 mM
(EDTA)

Kaliumhydroxyd (KOH) 02M
Salzsaure (HCI) 1M
N-Ethylmaleimid (NEM) 10 mM
L-Carnitin S uM
S-Acetyl-CoA 0,5 mM
[*H]-Acetyl-CoA 50 pCi/200 pl
Carnitinacetyltransferase 80 U/mg
(CAT), EC.2.3.1.7.
Anionenaustauscherharz

Dowex®1x8, 400 mesh

Das Anionenaustauscherharz wurde folgendermalien zubereitet:

80 g Trockensubstanz wurde in 160 g 1 M HCL suspendiert, dann 15 min bel 3000 g
abzentrifugiert und mit Aqua bidest gewaschen bis ein pH von 6-7 erreicht war. Der
Uberstand wurde abgegossen, das Feuchtgewicht des Harzes festgestellt und 1:1 (w/w) mit
Aqua bidest aufgefullt.

= Ansatz [®H]-Acetyl-CoA/Acetyl-CoA:

1 pl [®H]-Acetyl-CoA + 21 pl Acetyl-CoA + 188 pl Aquabidest = 210 pl

Dieses Gemisch muss fur jeden Versuchstag frisch angesetzt werden, da das radioaktive
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Material einer raschen Alterung unterworfen ist. Als Volumen im Test wurden 50pl

verwendet.

Durchfihrung des radiochemischen Tests

Nach der beschriebenen Vorbehandlung wurden von Plasma und Lymphozytensuspension
jeweils 200 pl pro Probe eingesetzt und mit Aqua bidest auf 550 pl Probevolumen
aufgefiillt. Als Leerwert dienten 550 pl Aqua bidest. Fir die Erstellung der Standardkurve
wurden 10 - 400 pl der Carnitinlésung verwendet und ebenfalls auf je 550 ul aufgefillt. Es
wurden stets Doppelproben gemessen. Zu diesen Proben wurden 100 pl HEPES, 100 pl
EDTA, 200 pl NEM, 50 pl [®H]-Acetyl-CoA/Acetyl-CoA-Gemisch und 5 pl CAT
hinzugefigt und die Reaktionsldsung fur 30 min. bei Raumtemperatur stehen gelassen. Nach
Ablauf dieser Zeit wurden 0,6 ml Dowex“einpipettiert und die Proben furr 30 min ins Eisbad
gestellt. Wahrenddessen wurden die Proben ale zehn Minuten mit Hilfe eines
Vibrationsschiittlers grindlich durchmischt. Im Anschluss daran wurden die Proben 15
Minuten lang bei 3100 g zentrifugiert, aus dem Uberstand 375 pl entnommen, diese im
Szintillationsvial zu 3 ml  Szintillator  Unisafe®  hinzugegeben und im
Flissigkeitszintillationszahler die cpm (counts per minute, gezahlte Impulse), bzw. unter
Berlcksichtigung der Zéhlausbeute E = 41 % die dpm (disintegrations per minute,
tatséchliche Zerféalle) ermittelt. Von jeder Probe wurde der Leerwert des Versuchstages
abgezogen.

Berechnung der Carnitinkonzentration

Die Gehalte der Proben an freiem und gesamtem Carnitin konnten an einer Standardkurve
abgelesen werden, der zum Vergleich der gemessenen dpm im Assaygemisch verschiedene
Volumina einer Losung mit bekannten Konzentrationen an Carnitin zugrunde lagen. Eine
solche Eichkurve wurde an jedem Probentag neu erstellt. Sie erstreckte sich tber den
Bereich von 0,05 - 2,0 nmol L-Carnitin in einer Lésung von 5 pumol/l. Die eingesetzte
Probenmenge wurde so ausgewahlt, dass die Ergebnisse im Konzentrationsbereich des
linearen Abschnitts der Standardkurve lagen.

Damit war es moglich, eine Geradengleichung zu erstellen (y = ax + b), in der aus den

bekannten Werten des Standards und den in der Probe gemessenen dpm der Gehalt an
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Carnitin in der Probe ermittelt werden konnte.

3.254 Hauptver such zur M essung des Carnitingehalts im M uskelhomogenat

Das Muskelgewebe wurde wie unter 3.2.2.1 beschrieben enthommen und ein ca. 20 g
schweres Fleischstiick von sichtbarem Fett- und Bindegewebe befreit. Die Homogenisierung
erfolgte mittels rotierender Messer in einer Moulinette. Von diesem Fleischbrel wurden pro
Probe vier Gramm abgewogen und gefriergetrocknet. Das Lyophilisat (ca 1 g
Trockensubstanz) wurde gemdrsert, 100 mg wurden abgewogen und mit 5 ml Aqua bidest
versetzt. Um die Muskelfasern moglichst vollstandig aufzuschlief3en, wurden die Proben 20
min. im Ultraschallbad unter mehrmaligem Durchmischen beschallt.

Zur Bestimmung des freien Carnitins wurde der Muskelextrakt 1:10 mit Aqua bidest
verdinnt, davon wurden 200 ul im Test eingesetzt. Fur die Bestimmung des Gesamtcarnitins
wurde der Extrakt mit 10 ml 0,2 N KOH eine Stunde lang bei 37°C hydrolysiert, und danach
mit 0,2 N HCI neutralisiert. Im Anschluss erfolgte eine Zentrifugation fir 10 Minuten bel
3100 g, der Uberstand wurde abpipettiert und im Verhdtnis 1:3 verdinnt. Von dieser
Verdinnung wurden ebenfalls 200 ul im Test eingesetzt. Die Bestimmung von freiem und

gesamtem Carnitin erfolgte wie unter 3.2.5.3 beschrieben.

3.2.6 Die Aktivitat der Carnitinpalmitoyltransferase CPT | (EC 2.3.1.21)

Bestimmung der Enzymaktivitét in den Mitochondrien aus dem M. adduktor

Die Bestimmung erfolgte als sogenannter Isotopen-Exchange-Assay mittels einer Methode
nach NORUM (1964), modifiziert durch BREMER (1981) und SCHMIDT und HERPIN
(1998).

Die CPT | katalysiert die Reaktion:

L -[methyl-H]-Car nitin + Palmitoyl-CoA < [*H]-Palmitoyl-L-Carnitin + CoA-SH

Im Test wurden jeweils 100 pl Mitochondriensuspension im Verhdltnis 1:5 mit Isomed |l
verdinnt und davon 100 pl pro Probe eingesetzt. Lagen die Proteinwerte der Suspension

Uber 10 mg/ml, erfolgte eine Wiederholung mit einem Probevolumen von 50 pl.
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V ersuchsdurchfihrung
450 ul Reaktionsmedium wurden mit 100 bzw. 50 pl Probe 3 min lang im Wasserbad bei 30

°C erwdarmt. Danach wurden 50 pl  L-[methyl-H]-Carnitin/L-Carnitin-Gemisch
hinzugegeben. Nach 6 Minuten wurde die Reaktion durch Zugabe von je 1 ml Butanol und
geséttigtem Ammoniumsulfat abgestoppt. Das markierte Palmitoylcarnitin 16st sich in der
hydrophoben Butanolphase. Um dies zu bewirken, wurden die Proben im Wasserbad
belassen und eine Stunde lang alle zehn Minuten gevortext. Danach erfolgte eine
zehnmindtige Zentrifugation bei 2500 g.

0,8 ml der Butanolphase wurden auf 1 ml geséttigtes Ammoniumsulfat geschichtet und
erneut zentrifugiert. Danach wurden 0,32 ml der Butanolphase mit 4 ml des Szintillators
Rotiszint eco™ gemischt und die Anzahl der Zefdle pro Minute im

Fllssigkeitszintill ationszahler gezéhlt.

Berechnung der CPT-Aktivitét

Die Bestimmung einer Enzymaktivitét bedeutet die Messung der enzymkatalysierten
Substratumwandlung pro Zeiteinheit. Eine internationale Enzymeinheit (IE oder U) ist die
Enzymaktivitdt, welche wahrend einer Minute 1 pmol Substrat umsetzt. Unter
Substratsattigung wird die grél3tmogliche Reaktionsgeschwindigkeit V e erzielt.

Wird ein Substrat in radioaktiv markierter Form eingesetzt, so entsteht ein radioaktiv
markiertes Reaktionsprodukt. Nach einer definierten Zeit wird das markierte Produkt vom
markierten Substrat getrennt und die Ubertragene Radioaktivitdt gemessen. Bei Kenntnis der
spezifischen Aktivitdt des Isotops kann auf die umgesetzte Substratmenge geschlossen
werden. Der Verlauf der enzymatischen Umsetzung kann nicht direkt beobachtet werden, es
ist aber ratsam, ein kurzes Resktionsintervall zu wéahlen, um im Bereich der
Anfangsgeschwindigkeit zu messen.

Die Trennung von Substrat und Produkt muss vollstandig sein. Das hier angewandte
Trennverfahren beruht auf einer Losungsmittelextraktion, namlich dem Ubergang des
lipophilen [*H]-Palmitoyl-L-Carnitin in die Butanolphase, wahrend das hydrophile L-
[methyl-*H]-Carnitin in der wassrigen Phase verbleibt.

Zur Bestimmung von Enzymaktivitédten aus den im Fllssigkeitszintillator gemessenen
Zerfdlen dient folgende Berechnung (BERGMEYER, 1974):
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U - Rn
E /100 x 2,22 x1000000 x SAxt

U  =Enzymaktivitét

Ry = Nettozahlrate cpm des radioaktiven Produkts nach Abzug des Leerwerts
E = Za&hlausbeute in Prozent

SA = spezifische Radioaktivitét des Substrats in puCi/pmol

t = Reaktionszeit

2,22x10° = Umrechnungsfaktor von Zerféllen pro Minute (Bq) in pCi

_ cpm x100

dpm
P E

Die spezifische Aktivitdt des L-[methyl-*H]-Carnitin betrégt 83000 pCi/umol. Zu
berlicksichtigen ist aul3erdem der Anteill des nicht markierten Substrats, der in die
Berechnung mit eingehen muss. Die errechnete Enzymaktivitét wird schliefdlich auf den

Proteingehalt der Mitochondriensuspension bezogen (U/g Protein x min).

Chemikalien, Puffer und Lésungen

= CPT-Reaktionsmedium, in Aqua bidest |6sen und auf pH 7,3 einstellen

KCl 75mM
Mannitol 50 mM
HEPES 25mM
KCN 2mM

EGTA 0,2 mM
Dithiothreitol 1,0 mM
Palmitoyl CoA 80 uM

Palmitoyl CoA und 1 % fettfreies BSA erst am Versuchstag hinzufiigen
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*H-Ansatz fiir 40 Proben:
40 pl L-[methyl-*H]-Carnitin (37 kBg/pl) + 1960 pl L-Carnitin 1 mM

=  Ammoniumsulfat (NH,),SO, in geséttigter Losung
= Butanol
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3.3 Statistik

Fur die statistische Auswertung wurde das Programm , Statistical Package for Social
Science™ (SPSS) fir Windows Version 9.0 genutzt. Anhand dieser Software erfolgte die
Berechnung von Korrelationen nach Pearson, von linearen Regressionen und
Varianzanalysen. Hierzu wurden mehrere statistische Modelle zugrunde gelegt, um fixe

Effekte und Kovariablen im Hinblick auf die untersuchten Parameter zu schétzen.

Modelle fir die Carnitingehate (FC, GC, AC) im Muskelgewebe, im Plasma und in
Lymphozyten, fur die ATP-Produktion von Lymphozyten und Muskelmitochondrien, und
fur die CPT-Aktivitdt in Muskelmitochondrien

Modell 1:
Yij = W + Vaterrasss, + Geschlecht; + Alterskategorie, + ix

Modell 2:
Y = 1 + Vaterrassg, + Geschlecht; + Ferkelkategorie, + KOV (Alterijg) + €in

Modéell 3:
Yiu = W + Vaterasse + Geschlechty + Ferkelkategoriec + KOV(Alterjg) +
KOV (XC_Plasma) + i

Modéell 4:
Yij = 1 + Vaterrassg + Geschlecht; + Alters- oder Ferkelkategorie, + Medium; + g

Modéell 5:
Y = U + Vaterrassg + Geschlecht; + Alters- oder Ferkelkategorie, + Versuchstagi+ i
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Rassg

Geschlecht,

Alterskategorie,

Ferkelkategorie,

Gehalte in umol an freiem Carnitin, Gesamt- und Acylcarnitin
= pro g Muskelfrisch- oder -trockenmasse

= prol Plasma

= in Lymphozyten pro 10" Zellen oder pro g Protein
Gehalte in pmol an produziertem ATP

= pro mg Mitochondrienprotein

= in Lymphozyten pro 10'? Zellen oder pro g Protein
Aktivitét der CPT in Muskelmitochondrien in mU/g x min.

Mittelwert

fixer Einfluss der Vaterrassei (i = Mutterlinie: DL, DE; Vaterlinie:
Pi)

= auf den Carnitingehalt (FC, GC, AC) von Tier |

= auf die mitochondriale ATP-Produktion von Tier |

= auf die ATP-Produktion der Lymphozyten von Tier |

« auf die CPT-Aktivitéat der Muskel mitochondrien von Tier |
fixer Einfluss des Geschlechtes (j = mannlich, weiblich)

= auf den Carnitingehalt (FC, GC, AC) von Tier |
= auf die mitochondriale ATP-Produktion von Tier |
= auf die ATP-Produktion der Lymphozyten von Tier |

= auf die CPT-Aktivitét der Muskelmitochondrien von Tier |
fixer Einfluss der Alterskategorie k (k = Ferkel, Mastschwein)

= auf den Carnitingehalt (FC, GC, AC) von Tier |
= auf die mitochondriale ATP-Produktion von Tier |
= auf die ATP-Produktion der Lymphozyten von Tier |

= auf die CPT-Aktivitét der Muskelmitochondrien von Tier |
fixer Einfluss der Ferkelkategorie k (k = Gréatscher, Geschwister,

Kontrolle)

= auf den Carnitingehalt (FC, GC, AC) von Tier |

= auf die mitochondriale ATP-Produktion von Tier |

= auf die ATP-Produktion der Lymphozyten von Tier |

= auf die CPT-Aktivitét der Muskelmitochondrien von Tier |
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KOV(AIteri,-H)
KOV

(XC_P| asmajk|)
Medi um,

Versuchstag

Gik

linearer Einfluss des Altersvon Tier | auf den Carnitingehalt
linearer Einfluss des Gehaltes an Carnitin (FC,GC,AC) im Plasma
der Mutter von Tier | auf den Carnitingehalt von Tier |

fixer Einfluss des verwendeten Mediums | (Atmungsmedium I
oder 111) auf die mitochondriale ATP-Produktion von Tier |

fixer Einfluss des Versuchstags | auf die CPT-Aktivitét der

Muskelmitochondrien von Tier |

Zufdlige Restkomponente
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4 ERGEBNISSE

4.1 Darstellung der durchschnittlichen Carnitingehalte

Die Tabellen 22 und 23 geben einen Uberblick ber die arithmetischen Mittelwerte
und Standardabweichungen fir freies Carnitin, Gesamtcarnitin und Acylcarnitin in
Skelettmuskulatur, Lymphozyten und Blutplasma. Diese Darstellung soll den
unmittelbaren Vergleich mit den in der Literatur tblichen Angaben ermdglichen.
Bereits bel dieser Betrachtungsweise wird aufféllig, dass die Acylcarnitingehalte im
Skelettmuskel bel den Mastschweinen wesentlich hoher liegen als bei den Ferkeln,
wobei sich diese Unterschiede sowohl in der Frisch- as auch der Trockenmasse
auspragen. Fur das Gesamtcarnitin in der Trockenmasse sind keine Unterschiede
ersichtlich, in der Frischsubstanz zeigen die Mastschweine die hoheren Werte.
Unterschiede zwischen Frisch- und Trockensubstanz existieren auch fir das freie
Carnitin. Hierbei werden Unterschiede zwischen den beiden Altersgruppen in der
Muskelfrischmasse nicht ersichtlich, aufkonzentriert nach der Trocknung weisen die
Ferkel hohere Gehalte auf.

Auch fir das Carnitin in den Lymphozyten werden zwei Bezugsgrof3en verglichen, der
Proteingehalt und die Zellzahl, die sich gleichgerichtet zu verhalten scheinen. Im
Gesamtcarnitin und Acylcarnitin weisen Ferkel und Sauen mit Abstand die héchsten
Werte auf, beim freien Carnitin dagegen erfolgt anscheinend ein Anstieg mit
zunehmendem Lebensalter. In den Lymphozyten weisen die Ferkel einen besonders
hohen Anteil an Acylcarnitin auf.

Im Plasma besitzt die Ferkelgruppe wiederum den grofdten Anteil an alen drel
Carnitinfraktionen, gefolgt von der Gruppe der Muttersauen. Das Plasma der

Mastschweine enthalt durchweg die geringsten Mengen an Carnitin.
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Tab. 22:  Ubersicht tiber die durchschnittlichen Gehalte und Standardabweichungen
fur freles Carnitin (FC), Gesamtcarnitin (GC) und Acylcarnitin (AC) in
Muskelfrischsubstanz (FS), Muskeltrockensubstanz (TS), Lymphozyten
und Plasma in den Alterskategorien Ferkel, Laufer, Mastschweine und
Sauen unter Angabe der Anzahl (n)

Tierkategorie

Merkmal Ferkel Laufer Mastschweine | Sauen

FC Muskel 0,65+ 0,22 0,66 + 0,15

FS [umol/g] n=18 n=239

GC Muskel 0,80+ 0,28 0,98+ 0,24

FS [umol/g] n=18 n=40

AC Muskel. 0,15+0,18 0,33+ 0,28

FS [umol/g] n=18 n=239

FC Muske 3,15+0,84 2,71+ 0,49

TS [umol/g] n=18 n=239

GC Muske 39+1,13 41+1,12

TS [umol/g] n=18 n =40

AC Muskel 0,75+ 0,88 1,41+ 1,26

TS [umol/g] n=18 n=239

FC Lymph. 0,31+0,21 0,39+ 0,21 0,34+ 0,16 0,71+ 0,56

[1umol/g Protein] n==6 n=27 n=239 n=26

GC Lymph. 142+1,24 0,55+ 0,26 0,57+ 0,28 1,35+ 1,06

[umol/g Protein] n==6 n=27 n=239 n=26

AC Lymph. 1,11+1,18 0,16 + 0,11 0,23+ 0,16 0,64 + 0,55

[umol/g Protein] n==6 n=27 n=239 n=26

FC Lymph. 2,39+ 1,38 4,18+ 3,78 3,39+ 1,95 591+37

[Hmol/10% n=6 n=27 n=39 n=26

Zéellen|

GC Lymph. 10,10+ 3,31 587 +5,23 554 +291 10,53 £ 4,98

[Hmol/10% n=6 n=27 n=39 n=26

Zéellen|

AC Lymph. 7,71+ 3,76 1,69 + 1,68 2,14+ 1,45 4,62 + 2,22

[umol/10* n==6 n=27 n=39 n=26

Zellen]

FC Plasma 46,50+ 25,84 | 10,5+5,7 91+47 205+81

[umoal/l] n=13 n=39 n=140 n=26

GC Plasma 69,06+2829 | 145+7,8 11,0+5,7 25,7+ 104

[umol/l] n=12 n=39 n=40 n=26

AC Plasma 23,77+ 1526 | 3,95+ 247 1,88+ 1,75 52+331

[umoal/l] n=12 n=39 n=40 n=26
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In Tabelle 23 werden die Konzentrationen der verschiedenen Carnitinfraktionen von

Grétscherferkeln, ihren Wurfgeschwistern und den Kontrolltieren gegentibergestel|t.

Tab. 23:  Ubersicht tber die durchschnittlichen Gehalte und Standardabweichungen
fr freies Carnitin (FC), Gesamtcarnitin (GC) und Acylcarnitine (AC) in
Muskelfrischsubstanz (FS), Muskeltrockensubstanz (TS), Lymphozyten
und Plasmain den Ferkelkategorien Gratscher, Geschwister und Kontrolle
unter Angabe der Anzahl (n)

Ferkelkategorie

Merkmal Grétscher Geschwister Kontrolle

n==6 n==6 n==6

FC Muskel FS 0,59+ 0,26 0,61+0,21 0,77 £ 0,15

[Lmol/g]

GC Muskel FS 0,84+ 0,37 0,71+ 0,29 0,87+ 0,19

[Hmol/g]

AC Muskel FS 0,25+ 0,25 0,1+0,10 0,1+0,17

[Hmol/g]

FC Muskel TS 3,05+ 1,05 2,80+ 0,74 3,62 + 0,56

[Hmol/g]

GC Muskel TS 4,34+ 1,37 3,27+ 1,07 4,09+ 0,74

[Hmol/g]

AC Muskel TS 1,3+1,12 0,48+ 0,45 0,47 + 0,79

[Hmol/g]

FC Lymphozyten 0,22+0,2 0,34+ 0,28 0,36 + 0,28

[umol/g Protein]

GC Lymphozyten 2,28+ 2,19 0,88+ 0,28 1,11+0,7

[umol/g Protein]

AC Lymphozyten 2,06+2,0 0,53+ 0,01 0,75+ 0,42

[umol/g Protein]

FC Lymphozyten 1,23+ 0,37 3,57+ 1,68 2,37+ 1,06

[umol/10™Zellen]

GC Lymphozyten 12,52 + 5,07 10,19+ 1,08 7,6+1,98

[umol/10™Zellen]

AC Lymphozyten 11,28 + 4,69 6,62 + 2,76 5,24 + 0,92

[umol/10™Zellen]

FC Plasma[umol/l] | 38,55+ 22,84 47,85 + 28,89 49,45 + 33,84

GC Plasma[pmol/] | 53,99 + 31,88 73,60 + 39,45 79,580 + 54,86

AC Plasma[umol/l] | 15,44 + 10,06 25,75+ 11,82 30,13+ 21,48
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Aus den arithmetischen Mittelwerten der Carnitingehalte in der Skelettmuskulatur 1813t
sich ablesen, dass die Acylester in der Kategorie der Grétscher bel weitem
vorherrschen, wahrend Geschwister und Kontrollen sich nicht unterscheiden. Im
Gesamtcarnitin sind bei den Gréatschern die Unterschiede zur Gruppe der Kontrolltiere
nur in der Trockensubstanz ersichtlich, fur das freie Carnitin weisen die Kontrollen
stets die héchsten Gehalte auf. Die niedrigsten Werte fur freies und gesamtes Carnitin
zeigen die Wurfgeschwister der Gréatscher, wahrend sie sich im Acylcarnitingehalt
nicht von den Kontrollen unterscheiden.

In den Lymphozyten sind die Acylester bel adlen drei Ferkelkategorien mit hohem
Anteil am Gesamtcarnitin vertreten. Das freie Carnitin féllt bei den Grétschern mit
Abstand am niedrigsten aus. Fir das Gesamtcarnitin ergeben sich Unterschiede
zwischen Grétschern und Kontrollen, wobei die hohen Acylcarnitingehalte der
Gratscher zum Tragen kommen. Die Geschwister zeigen je nach Bezugssystem
Zellzahl oder Proteingehalt leichte Unterschiede in der Rangierung, die niedrigsten
Werte bei Betrachtung des Proteingehalts, hohere Gehalte als die Kontrollen bei
Bezug auf die Lymphozytenzahl. Im Plasma sind die Carnitingehalte der Gratscher
gegenuiber denen der anderen Ferkel deutlich erniedrigt, die Acylcarnitinmenge ist
nicht so auffallend hoch wie in Muskel und Lymphozyten. Die Kontrolltiere besitzen

in alen Fraktionen die hochsten Gehalte.

4.2 Carnitingehalteim Muskelgewebe

In Abbildung 2 sind mittels Box-and-Whisker-Plots die Mediane, Quartile, Ausrei3er
und Extremwerte fur die Carnitingehalte in der Muskelfrisch- und -trockenmasse fur
18 Ferkel und 39 Mastschweine dargestellt. Besonders auffallig ist hier die grofiere
Streuung der Werte in der Trockensubstanz in der Ferkel gruppe gegentiber der Gruppe

der Mastschweine.
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Abb.2:  Darstellung der Konzentrationen an freiem Carnitin, Gesamtcarnitin und
Acylcarnitin in Muskelfrisch- und -trockensubstanz von Ferkeln (n = 18)
und Mastschweinen (n = 39), wobel * die Lage der Extremwerte und o die
der Ausreil3er anzeigt

Der Gehalt an freiem Carnitin (bezogen auf die Trockensubstanz) beim Mastschwein
sowie der Gehalt an gesamtem Carnitin (bezogen auf die Frischmasse) beim Ferkel

wichen von e ner theoretischen Normalverteilung ab.

421 Beziehungen der Gehalte an frelem Carnitin, Gesamtcarnitin und
Acylcarnitin im Muskelgewebe zu Gewicht und Alter der Versuchstiere
innerhalb der Kategorien Saugferkel und Mastschweine

Zur Uberpriifung, welche variablen Faktoren einen bedeutenden Einfluss auf die
Carnitingehalte im Muskelgewebe haben konnten, wurden Alter und Gewicht der
Tiere in Bezug zu den Carnitingehalten gesetzt. Wie in Tabelle 24 zu sehen, konnten
bei Mastschweinen keine signifikanten Korrelationen zwischen den Gehalten an

frelem Carnitin, an Gesamtcarnitin und an Acylcarnitin in der Muskelfrisch- und
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Muskeltrockensubstanz und dem Alter bzw. dem Gewicht der Tiere festgestellt
werden. Zwischen dem Gewicht der Saugferkel und den Carnitingehalten im
Muskelgewebe fand sich ebenfalls kein Zusammenhang, jedoch konnten hier
signifikante Korrelationen zwischen dem Alter der Ferkel und den Gehalten an freiem
und gesamtem Carnitin in der Muskelfrisch- und Muskeltrockensubstanz berechnet

werden.

Tab. 24:  Signifikanzen der Korrelationen zwischen dem Alter oder dem Gewicht
der Ferkel (F) und Mastschweine (MS) und den Gehalten an freiem
Carnitin (FC), Gesamtcarnitin (GC) und Acylcarnitin (AC) in der
Muskelfrisch- (MF) und -trockensubstanz (MT)

Korrelation FC MF FCMT GCMF | GCMT AC MF ACMT
zwischen:

Alter F *x * *x * n.s. n.s.
Alter MS n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Gewicht F n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Gewicht MS | ns. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

**: P<0,01; *: P<0,05; n.s.=nicht signifikant

Mit zunehmendem Alter der Ferkel steigt der Gehalt an freiem und gesamtem Carnitin
im Muskelgewebe an. In Tabelle 25 sind die berechneten Regressionskoeffizienten
unter Annahme einer linearen Regression dargestellt. Wie bereits bel  den
Korrelationen bestehen lediglich signifikante positive Beziehungen zwischen den
Gehalten an freiem und gesamtem Carnitin in der Muskelfrisch- und -trockensubstanz
und dem Alter der Saugferkel.
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Tab. 25:  Regressionskoeffizienten zwischen dem Alter oder Gewicht der Ferkel (F)
und Mastschweine (MS) und den Gehalten an freiem Carnitin (FC),
Gesamtcarnitin (GC) und Acylcarnitin (AC) in der Muskelfrisch- (MF)
und -trockensubstanz (MT), Veranderung in [umol/g]
FC MF FCMT GC MF GCMT AC MF ACMT
Alter F 0,060 * 0,214 * 0,074 * 0,249 * 0,013 0,036
Alter MS -0,002 -0,003 -0,00735 | -0,028 -0,006 -0,027
n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Gewicht F -0,054 -0,348 -0,130 -0,717 -0,0757 -0,369
n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Gewicht -0,0005 0,00063 -0,00194 | -0,00223 [ -0,00024 | -0,00223
MS n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
*:P<0,05
4.2.2 Einflussfaktoren auf den Gehalt an freiem Carnitin, Gesamtcarnitin

und Acylcarnitin in der Muskelfrisch- und Muskeltrockensubstanz

Mittels Varianzanalyse wurde der Einfluss der fixen Faktoren Vaterrasse (Vaterlinie
Pi, Mutterlinie DL/DE), Geschlecht und Alterskategorie (Ferkel, Mastschwein) auf
den Gehalt des freien Carnitins, des gesamten Carnitins und des Acylcarnitins in der
Muskelfrisch- und Muskeltrockensubstanz berechnet. Das verwendete Modell konnte
7,4 % bis 10,9 % der Varianz fur die verschiedenen Carnitinfraktionen in der
Muskelfrischsubstanz, und 09 % bis 141 % der Vaianz in der
Muskeltrockensubstanz erklaren (Tab. 26).
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Tab. 26:

Mittlere Gehalte (1) an freiem Carnitin (FC), Gesamtcarnitin (GC) sowie
Acylcarnitin (AC) in der Muskelfrisch- (MF) und -trockensubstanz (MT),
unter Angabe der Anzahl der untersuchten Tiere (n), der
Signifikanzniveaus, der  Randmittelwerte der  berticksichtigten
Einflussfaktoren Vaterrasse, Geschlecht und Alterskategorie sowie des
Prozentsatzes der dadurch erklarten Varianz im Merkmal

Merkmal
FCMF | FCMT [ GCMF GCMT | ACMF | AC

Einflussfaktoren MT
n 57 57 57 57 57 57
M [umol/g] 0,631 2,868 0,876 3,985 0,247 1,128
Vaterrasse

Vater DL/IDE | 0,628 2,868 0,865 3,944 0,244 1,105

Vater Pi 0,634 2,868 0,886 4,025 0,251 1,151
Geschlecht *

Mannlich 0,553 2,659 0,824 3,938 0,271 1,285

Weiblich 0,709 3,078 0,928 4,031 0,223 0,972
Alterskategorie *x ° °

Ferkel 0,679 3,224 0,821 3,913 0,143 0,693

Mastschwein | 0,583 2,513 0,930 4,056 0,352 1,563
% erklarte Varianz 7,4 14,1 10,9 0,9 10,1 75

**:P<0,01;*:P<0,05 °:P<01

Im Durchschnitt wurden Konzentrationen von 2,868 pumol freiem Carnitin, 3,985
pmol 1,128
Muskeltrockensubstanz ~ festgestellt.

Gesamtcarnitin ~ und pmol  Acylcarnitin - pro  Gramm
Die Verhdtnisse der Carnitinfraktionen
zueinander verhielten sich gleichsinnig, wenn sie auf die Muskelfrischsubstanz
bezogen wurden. Unter den im statistischen Modell berticksichtigten Einflussfaktoren
konnte kein signifikanter Einfluss der Vaterrasse beobachtet werden, es konnten
jedoch tendenzielle bis signifikante Einflisse durch Geschlecht und Alterskategorie

festgestellt werden.

In Abb. 3 bis 5 sind die Randmitteleffekte der berlicksichtigten Einflussfaktoren auf

den Gehalt an frelem Carnitin, gesamtem Carnitin und Acylcarnitin in der
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Muskelfrischsubstanz grafisch dargestellt. Diese Grafiken zeigen gleichfalls die
geringen Unterschiede in den Carnitingehalten zwischen Versuchstieren, die von

Ebern unterschiedlicher Rasse abstammen.

0,14
pumol/g * O Rasse
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Abb.3:  Randmitteleffekte der fixen Einflussfaktoren auf den freien Carnitingehalt
in der Muskelfrischsubstanz bei Ferkeln und Mastschweinen
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Abb. 4: Randmitteleffekte der fixen Einflussfaktoren auf den gesamten
Carnitingehalt in  der Muskelfrischsubstanz bei Ferkeln und
Mastschweinen
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Abb.5:  Randmitteleffekte der fixen Einflussfaktoren auf den Acylcarnitingehalt in
der Muskelfrischsubstanz bei Ferkeln und Mastschweinen

Bel den welblichen Probanden konnten im Vergleich zu den méannlichen Tieren
hohere Gehalte an freilem Carnitin und sich daraus ergebende héhere Gehalte an
gesamtem Carnitin in der Muskelfrischsubstanz gemessen werden. Mannliche Ferkel
wiesen im Vergleich zu weiblichen hohere Acylcarnitingehadte in der
Muskelfrischsubstanz auf. Dieser Unterschied war jedoch absolut geringer as der
Unterschied im Gehalt an freilem Carnitin. Der Geschlechtseinfluss konnte fur den
Gehalt an freiem Carnitin in der Muskelfrischsubstanz statistisch abgesichert werden
(Abb. 3).

Saugferkel hatten im Vergleich zu Mastschweinen hohere Gehalte an freiem Carnitin
in der Muskelfrisch- und Muskeltrockensubstanz, wéhrend die Mastschweine hohere
Gehalte an gesamtem Carnitin (Abb. 4) und an Acylcarnitin (Abb. 5) im
M uskel gewebe aufwiesen. Diese Alterskategorieunterschiede waren fir den Gehalt an
frelem Carnitin in der Muskeltrockensubstanz signifikant und bewegten sich fur den
Gehalt des Acylcarnitins in Muskelfrisch- und Muskeltrockensubstanz an der

Signifikanzgrenze.
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4.2.3 Aufteilung der Carnitingehalteinnerhalb der Ferkelkategorie

In Abbildung 6 sind mittels Box-and-Whisker-Plots die Mediane, Quartile, Ausreil3er
und Extremwerte fir die Carnitingehalte in der Muskelfrischmasse und -trockenmasse
fur Gréatscher, Geschwister und Kontrolltiere dargestellt. Auch hier werden die
Unterschiede zwischen den Ferkelgruppen durch die Betrachtung der
Muskeltrockenmasse deutlicher. Innerhalb der Ferkelkategorie weisen die Grétscher in
der Trockensubstanz eine wesentlich hohere Streuung auf as die Kontrollferkel.
Besonders ausgepragt ist dies in der Fraktion des Acylcarnitins. Die Geschwister der

Grétscher dagegen weisen die niedrigsten Carnitingehalte im Muskel auf.

pmol/g
6_
o
*
4_
. '
° o M freies Carnitin/FS
* . .
+ é o = - - | H freies Carnitin/TS
= - EB - [ gesamtes Carnitin/FS
0 [0 gesamtes Carnitin/TS
[ Acylcarnitin/FS
* | [ Acylcarnitin/TS

Gréatscher Geschwister Kontrolle

Abb. 6: Darstellung der Konzentrationen an freiem Carnitin, Gesamtcarnitin und
Acylcarnitin in Muskelfrisch- und -trockensubstanz fur die Tierkategorie
Ferkel, aufgetellt in Grétscher, Geschwister und Kontrolltiere (Anzahl
jewells n = 6) mittels Box-and-Whisker-Plots (* = Extremwert, o =
Ausreil3er)
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Sowohl der Gehadt an freiem Carnitin in der Muskelfrisch- und -trockensubstanz der
Geschwistertiere als auch der Gehadt an Gesamtcarnitin der Grétscher in der

Muskelfrischmasse entsprachen nicht der theoretischen Normalverteilung.

4.2.4 Einflussfaktoren auf den Gehalt an freiem Carnitin, Gesamtcar nitin
und Acylcarnitin in der Muskefrisch- und Muskeltrockensubstanz
von Saugferkeln mit CMH, ihren Geschwistern und Kontrolltieren

unbetroffener Wiirfe

Anhand der Varianzanalyse (Modell 2) konnten 49,3 % bis 60,4 % der Varianz in den
Gehalten des freien und des gesamten Carnitins in der Muskelfrisch- bzw.
Muskeltrockensubstanz von Saugferkeln erklart werden. Die Varianz im Gehalt des
Acylcarnitins im Muskel gewebe konnte dagegen mit dem verwendeten Modell nur zu
27,6 % bis 32,7 % erklart werden (Tab. 27). Das Geschlecht hatte einen signifikanten
Einfluss auf den Gehalt des freien Carnitins im Muskelgewebe. Die Unterschiede im
Gehalt des gesamten Carnitins, bezogen auf die Muskeltrockensubstanz, zwischen
Grétschern, ihren Geschwistern und Kontrolltieren bewegten sich an der
Signifikanzgrenze. Auch konnte ein signifikanter Einfluss des Alters der Ferkel auf
den Gehalt des gesamten Carnitins in Muskelfrisch- und -trockenmasse festgestellt
werden. Auf den Gehalt des freien Carnitins in der Muskelfrischmasse wurde ein
Alterseinfluss mit einer Signifikanz von unter 10 % berechnet.

Das Alter und der Gehalt an freiem Carnitin, gesamtem Carnitin und Acylcarnitin
hatten eine positive Beziehung zueinander. Je dlter das Saugferkel war, umso hoher

fielen die Carnitingehalte in der Muskelmasse aus.
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Tab. 27:

Mittlere Gehalte (1) an freiem Carnitin (FC), Gesamtcarnitin (GC) und

Acylcarnitin (AC) in der Muskelfrisch- (MF) und Muskeltrockensubstanz

(MT), unter Angabe der Anzahl

untersuchter Saugferkel (n), der

Signifikanzniveaus sowie der Randmittelwerte der bertcksichtigten
Einflussfaktoren Vaterrasse, Geschlecht
Regressionskoeffizienten der Kovariablen ,,Alter” sowie des Prozentsatzes
der dadurch erkléarten Varianz im Merkmal

und Ferkelkategorie, des

Merkmal
FC FC GC GC AC AC

Einflussfaktoren MF MT MF MT MF MT
n 18 18 18 18 18 18
M [umol/g] 0,696 3,309 0,853 4,089 0,157 0,780
fixe Effekte:
Vaterrasse

DL/DE 0,731 3,469 0,959 4,641 0,228 1,173

Pi 0,660 3,149 0,746 3,537 0,086 0,387
Geschlecht * °

mannlich 0,581 2,898 0,744 3,713 0,163 0,815

weiblich 0,810 3,720 0,962 4,465 0,152 0,745
Ferkelkategorie °

Grétscher 0,704 3,474 0,997 4,980 0,292 1,506

Geschwister | 0,608 2,813 0,760 3,535 0,152 0,722

Kontrolle 0,774 3,640 0,802 3,752 0,027 0,112
Kovariablen: ° * *
Alter 0,056 0,202 0,101 0,409 0,045 0,207
% erklarte Varianz 60,4 55,2 49,3 53,2 27,6 32,7

** P<0,01;*: P<0,05;°:P<0,1

In Abb. 7 bis 9 sind die Randmitteleffekte der berticksichtigten Einflussfaktoren auf

den Gehdt an freiem Carnitin,

Gesamtcarnitin  und Acylcarnitin
Muskelfrischsubstanz grafisch dargestellt.

in der

Bel ausschliefdlicher Betrachtung der Saugferkelgruppe hatte die Vaterrasse einen

tendenziellen Einfluss auf die verschiedenen Carnitingehalte im Muskelgewebe.

Hierbel konnten fir Nachkommen von DL- oder DE-Ebern sowohl fir den Gehalt an

freiem Carnitin als auch fir den Gehalt an gesamtem Carnitin und Acylcarnitin héhere
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durchschnittliche Werte im Vergleich mit den Gehalten von Nachkommen der Pi-Eber
beobachtet werden.

Der Geschlechtseinfluss auf den Acylcarnitingehalt im Muskel ist duf3erst gering,
wahrend in den Gehaten an freem und gesamtem Carnitin in der
Muskelfrischsubstanz deutliche Unterschiede zu sehen waren. Mannliche Probanden
hatten im Vergleich zu weiblichen Versuchstieren geringere Gehalte an freilem und
gesamtem Carnitin.

Saugferkel aus Wirfen ohne das CMH-Syndrom wiesen im Vergleich zu den
betroffenen Tieren und ihren Geschwistern hohere Gehalte an freiem Carnitin in der
Muskelfrischmasse auf. Noch deutlicher waren die sehr geringen Gehadte an
Acylcarnitin  im Muskelgewebe der Kontrolltiere im Vergleich zu den
Grétscherferkeln. Dieses Verhdltnis spiegelt sich in einem hdheren Gehalt an
gesamtem Carnitin im Muskelgewebe von Gratschern im Vergleich zu Geschwistern

und gesunden Kontrollen wider.
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Abb. 7: Randmitteleffekte der fixen Einflussfaktoren auf den freien Carnitingehalt
in der Muskelfrischsubstanz von Grétschern, Geschwistern und
Kontrolltieren
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Abb.8:  Randmitteleffekte der fixen Einflussfaktoren auf den gesamten
Carnitingehalt in der Muskelfrischsubstanz von Gréatschern, Geschwistern
und Kontrolltieren
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Abb.9:  Randmitteleffekte der fixen Einflussfaktoren auf den Acylcarnitingehalt in
der  Muskelfrischsubstanz von  Grétschern, Geschwistern  und
Kontrolltieren
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Mit dem Gedanken, dass der Gehat an Carnitin sich bei &lteren Tieren bel
gleichbleibenden Fitterungsbedingungen auf ein tierspezifisches, genetisch bedingtes
Niveau einstellt und bel Sauen nur noch geschlechtszyklusabhangige Veranderungen
aufweist, wurde zusétzlich im Modell 3 der variable Einfluss ,,Gehat an freiem
Carnitin im Plasma der Muttersau® beriicksichtigt (Tab. 28). Zwischen dem Gehalt an
freiem Carnitin in der Muskelfrischsubstanz der Ferkel und dem Gehalt im Plasma der
Muttersauen konnte eine signifikante mittelgradige Korrelation von r = 0,486 mit dem
Regressionskoeffizienten b = 0,01087 und dem Bestimmtheitsmald r2 = 23,7 %
gefunden werden, jedoch ergab sich dies nicht fur das Acylcarnitin und das gesamte
Carnitin im Muskel des Ferkelsim Bezug auf das Carnitin im Plasma der Sau.

Im Gegensatz zu der vorherigen Varianzanalyse (Tab. 27) verringerten sich bel
Berlicksichtigung einer weiteren Kovariablen (Gehalt an frelem Carnitin im Plasma
der Mutter) die mittleren Gehalte des freien Carnitins, wéhrend die Gehalte des
gesamten Carnitins und des Acylcarnitins in  der Muskelfrisch- und
Muskeltrockensubstanz anstiegen. Die erklarte Varianz fur die verschiedenen
Carnitingehalte im Muskelgewebe wurde um 0,1 % bis 13 % erhoht. Auch veranderte
sich tellweise die Gehaltrangierung zwischen den Geschlechtern, nicht aber bei den
Vaterrassen und den Ferkelkategorien. Der Gehalt des freien Carnitins im Plasma der
Muttersau hatte zum Gehalt des freien Carnitins im Muskelgewebe der Ferkel eine
positive Beziehung, und zu den Gehalten an Acylcarnitin und dem gesamten Carnitin
eine negative Beziehung. Der Einfluss des Gehaltes an freiem Carnitin im Plasma der

Muttersau konnte statistisch nicht abgesichert werden.
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Tab. 28:

Mittlere Gehalte (1) an freiem Carnitin (FC), Gesamtcarnitin (GC) und
Acylcarnitin (AC) in der Muskelfrisch- (MF) und Muskeltrockensubstanz
(MT), unter Angabe der Anzahl untersuchter Saugferkel (n), der
Signifikanzniveaus, der  Randmittelwerte  der  berticksichtigten
Einflussfaktoren Vaterrasse, Geschlecht und Ferkelkategorie, der
Regressionskoeffizienten der Kovariablen Alter und Gehalt des freien
Carnitins im Plasma der Muttersau sowie des Prozentsatzes der dadurch

erklarten Varianz im Merkmal

Merkmal
FC FC GC GC AC AC
Einflussfaktoren MF MT MF MT MF MT
n 18 18 18 18 18 18
M [umol/g] 0,670 3,202 0,858 4,128 0,188 0,926
fixe Effekte:
Vaterrasse
DL/DE 0,681 3,258 0,970 4,718 0,289 1,459
Pi 0,659 3,146 0,747 3,538 0,088 0,392
Geschlecht
mannlich 0,624 3,078 0,734 3,648 0,110 0,570
weiblich 0,716 3,326 0,982 4,607 0,267 1,281
Ferkelkategorie ° °
Grétscher 0,637 3,194 1,011 5,082 0,374 1,887
Geschwister 0,610 2,820 0,760 3,533 0,150 0,712
Kontrolle 0,763 3,591 0,804 3,769 0,041 0,178
Kovariablen:
Alter 0,047 0,167 0,103* 0,422* | 0,056° 0,255°
FCim Plasma 0,008 0,034 -0,002 -0,012 -0,009 -0,046
d. Mutter
% erklarte Varianz 66,3 62,7 49,4 53,7 40,6 45,4

**. P<0,01;*: P<0,05;°:P<0,1

Wird nicht nur das freile Carnitin, sondern auch der Gesamt- und Acylcarnitingehalt

im Plasma der Muttersau as Kovariable in das Modell miteinbezogen (Tab. 29), soist

keine nennenswerte Verdnderung zu beobachten. Fir das Acylcarnitin erhéht sich die

erklarte Varianz geringfuigig um 2,5 bzw. 4 %, der negative Einfluss der Kovariable

Acylcarnitin im Plasma der Muttersau auf den Acylcarnitingehalt

Muskeltrockensubstanz der Ferkel bewegt sich nun an der Signifikanzgrenze.

in der
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Tab. 29:

Mittlere Gehalte (1) an freiem Carnitin (FC), Gesamtcarnitin (GC) und
Acylcarnitin (AC) in der Muskelfrisch- (MF) und Muskeltrockensubstanz
(MT), unter Angabe der Anzahl untersuchter Saugferkel (n), der
Signifikanzniveaus, der  Randmittelwerte  der  berticksichtigten
Einflussfaktoren Vaterrasse, Geschlecht und Ferkelkategorie, der
Regressionskoeffizienten der Kovariablen Alter und Gehat des freien,
gesamten oder Acylcarnitins (XC) im Plasma der Muttersau, sowie des
Prozentsatzes der dadurch erklérten Varianz im Merkmal

Merkmal
FC FC GC GC AC AC

Einflussfaktoren MF MT MF MT MF MT
n 18 18 18 18 18 18
K [umol/g] 0,670 3,202 0,856 4,116 0,163 0,810
fixe Effekte:
Vaterrasse

DL/DE 0,681 3,258 0,966 4,694 0,239 1,228

Pi 0,659 3,146 0,747 3,538 0,087 0,392
Geschlecht

mannlich 0,624 3,078 0,738 3,668 0,152 0,763

weiblich 0,716 3,326 0,974 4,564 0,175 0,857
Ferkelkategorie °

Grétscher 0,637 3,194 1,004 5,042 0,281 1,452

Geschwister | 0,610 2,820 0,759 3,525 0,124 0,586

Kontrolle 0,763 3,591 0,805 3,780 0,084 0,393
Kovariablen:
Alter 0,047 0,167 0,102* 0,418* 0,0476 0,218
XCim Plasma 0,008 0,034 0,000 -0,008 -0,026 °-0,127
der Muttersau
% erkléarte Varianz 66,8 62,7 49,4 53,6 43,1 494

**:P<0,01;*:P<0,05 °:P<01
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4.3 Carnitingehalteim Blutplasma

In Abbildung 10 sind mittels Box-and-Whisker-Plots die Mediane, Quartile,
Ausreiler und Extremwerte fir die Carnitingehalte im Plasma fur Ferkel, Laufer,
Mastschweine und Sauen dargestellt. Die hochsten Werte fur alle drei
Carnitinfraktionen und die mit Abstand stérkste Streuung wurde fur die

Alterskategorie der Saugferkel beobachtet.

pmol/|
16

140—
120—

100—

80—

60— ™ o

40 —

20— ﬁ i; 1 ﬁé% ;é L. | M freies Canitin

[] Acylcarnitin

I I I I
Ferkel Laufer Mastschw. Sauen

Abb. 10: Darstellung der Gehate an freiem Carnitin, Gesamtcarnitin  sowie
Acylcarnitin im Blutplasma in den Alterskategorien Ferkel (n = 12),
Laufer (n = 29), Mastschweine (n = 40) und Sauen (n = 26), wobel * die
Lage der Extremwerte und o die der Ausreil3er anzeigt

Bel den Ferkeln entsprach der Gehalt an freiem und gesamtem Carnitin im Plasma,
bei den Sauen der Gehalt an freiem Carnitin im Plasma, nicht der theoretischen

Normalverteilung.

[] gesamtes Carnitin
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4.3.1 Korrelationen zwischen den Carnitingehalten innerhalb der

Altersgruppen Ferkel, Laufer, Mastschweine und Sauen

Innerhalb jeder Alterskategorie waren die Gehalte an freiem Carnitin, gesamtem
Carnitin und Acylcarnitin hoch- bis hdchstsignifikant miteinander korreliert (Tab. 30).
Hierbei waren die Korrelationskoeffizienten zwischen freiem und gesamten Carnitin

in alen Alterskategorien sehr hoch (r > 0,95).

Tab. 30: Korrelationen zwischen den Gehdten an freiem Carnitin  (FC),
Gesamtcarnitin  (GC) und Acylcarnitin  (AC) im Blutplasma von
Schweinen unterschiedlichen Alters unter Angabe der Anzahl untersuchter
Tiere (n) und der Signifikanzniveaus

Alterskategorie | n FC/AC FC/GC AC/IGC
Saugferkel 12 0,879*** 0,984* ** 0,950***
Laufer 39 0,766*** 0,979*** 0,882***
Mastschweine | 40 0,441*** 0,961*** 0,671***
Muttersauen 26 0,586* * 0,966* ** 0,775***

***:P<0,001,**: P<0,01

Weiterhin konnten hohere Korrel ationskoeffizienten zwischen den Gehalten an freiem
Carnitin, Gesamtcarnitin und Acylcarnitin im Plasma fir jlngere Schwene
(Saugferkel und Laufer) im Vergleich zu dlteren Schweinen (Mastschweinen und
Sauen) beobachtet werden. Fir die jungeren Tiere lagen die Korrelationskoeffizienten

im mittleren bis hohen Bereich mit r > 0,75.
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4.3.2 Zusammenhange zwischen den Carnitingehalten im Blutplasma in

Abhéangigkeit vom Alter (Altersverlauf)

Von 32 Tieren wurden sowohl zwischen dem 60. und 75. Lebenstag (Alterskategorie
Laufer), als auch zwischen dem 157. und 166. Lebenstag (Alterskategorie
Mastschwein) Blutproben gezogen. Hierbel waren die Gehalte an freiem Carnitin (r =
-0,286), Gesamtcarnitin (r = -0,275) und Acylcarnitin (r = -0,120) zwischen den
Tieren im Laufer- und im Mastschweinestadium negativ korreliert, wobel dies
statistisch nicht abgesichert werden konnte. Die in Tabelle 31 dargestellten linearen
Regressionskoeffizienten sind alle negativ, das Bestimmtheitsmal’ falt sehr niedrig

aus.

Tab.31: Lineare Regressionskoeffizienten (b) und das BestimmtheitsmaR (r?) fur
den Einfluss der Blutplasmagehalte an freiem Carnitin, Gesamtcarnitin
und Acylcarnitin von Laufern auf die Plasmagehalte der Mastschweine

Carnitinfraktion b r? [%]
freles Carnitin -0,214 8,2
gesamtes Carnitin -0,192 7,6
Acylcarnitin -0,104 1,4
4.3.3 Einflussfaktoren auf den Gehalt an freiem Carnitin, Gesamtcar nitin

und Acylcarnitin im Blutplasma

Mit dem angewandten Modell 1 konnte ein sehr hoher Prozentsatz der Varianz in den
Gehalten an freiem und gesamtem Carnitin sowie an Acylcarnitin im Blutplasma von
Schweinen erklart werden (Tab. 32). Hierbei hatte die véterliche Rasse keinen
Einfluss, wahrend Geschlecht und Alterskategorie die Gehalte hdchstsignifikant
beeinflussten. Weibliche Schweine hatten im Vergleich zu mannlichen Tieren in allen
drei Carnitinfraktionen hohere Gehalte im Blutplasma. Ferkel wiesen sowohl fir
freles als auch fur gesamtes Carnitin und Acylcarnitin die hochsten Gehalte im
Blutplasma auf, gefolgt von der Gruppe der Muttersauen. Fur Laufer und

Mastschwei ne konnten nur niedrige Gehalte gemessen werden.
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Tab. 32.  Mittlere Gehalte (1) an freilem Carnitin (FC), Gesamtcarnitin (GC) und
Acylcarnitin (AC) im Blutplasma (P), unter Angabe der Anzahl der
untersuchten Tiere (n), der Signifikanzniveaus und der Randmittelwerte

der bertcksichtigten Einflussfaktoren Vaterrasse, Geschlecht

Alterskategorie, und des Prozentsatzes der dadurch erklérten Varianz im

Merkmal
Merkmal
Einflussfaktoren FCP GCP ACP
n 118 117 117
M [umol/1] 27,236 38,602 11,36
Vaterrasse n.s. n.s. n.s.
Vater DL/IDE | 26,271 37,608 11,174
Vater Pi 28,200 39,595 11,546
Ge&hl&ht * %% * %% * %%
Mannlich 18,275 24,509 6,948
Weiblich 41,196 52,694 15,772
Alterskategorie *k *kk *x*
Ferkel 60,938 91,168 30,702
Laufer 13,225 18,662 5,247
Mastschwein 11,772 15,135 3,171
Sau 23,008 29,440 6,320
% erklarte Varianz 63,2 64,7 63,9

**%: P <0,001, n.s.= nicht signifikant

Die Gehalte an freiem und gesamtem Carnitin im Blutplasma von Laufern und
Mastschweinen unterschieden sich nicht signifikant. Hinsichtlich des Acylcarnitins
konnte lediglich zwischen den Gehalten im Blutplasma von Ferkeln zu denen der
restlichen Alterskategorien ein hochsignifikanter Unterschied festgestellt werden,
wahrend die Gehalte an Acylcarnitin im Plasma von Laufern sich statistisch nicht von

denen der Mastschweine und Sauen unterschieden (Abb. 11).
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Abb. 11: Randmitteleffekte der Alterskategorie (Ferkel, Laufer, Mastschwein, Sau)
auf den Gehalt an frelem Carnitin, Gesamtcarnitin und Acylcarnitin im
Blutplasma

4.3.4 Zusammenhange zwischen den Carnitingehalten im Blutplasma von
Ferkel und Muttersau

Bel 11 Saugferkeln konnte auch von der jewells dazugehdrigen Muttersau Blut
gewonnen werden. Die Blutprobenahme bei der Sau erfolgte zwischen 10 und 29
Tagen nach der Beprobung der Ferkel. Hierbel waren sowohl die Gehalte an freiem
Carnitin (r = 0,943), gesamtem Carnitin (r = 0,933), as auch an Acylcarnitin (r =
0,886) im Blutplasma von Ferkel und Muttersau hochstsignifikant miteinander hoch
korreliert. Unter Verwendung eines linearen Regressionsmodells konnten die in

Tabelle 33 angegebenen positiven Regressionskoeffizienten ermittelt werden.
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Tab. 33: Lineare Regressionskoeffizienten (b) und das BestimmtheitsmaR (r?) fur
den Einfluss der Blutplasmagehalte an freiem Carnitin, Gesamtcarnitin
und Acylcarnitin der Muttersau auf die der Saugferkel

Carnitinfraktion b r? [%]
freies Carnitin 2,425 88,8
Gesamtcarnitin 3,190 87,0
Acylcarnitin 6,686 78,4

Die Anpassung der empirischen Werte an die errechnete Gerade ist in Abbildung 12
dargestel|t.

Abb. 12: Streudiagramm mit der jeweiligen Regressionsgeraden fir die
Abhangigkeit der Gehdte an frelem Carnitin, Gesamtcarnitin und
Acylcarnitin im Blutplasma des Ferkels von den Carnitingehalten im
Plasma der Muttersau
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4.3.5 Einflussfaktoren auf den Gehalt an freiem Carnitin, Gesamtcarnitin

und Acylcarnitin im Plasma von Saugferkeln mit und ohne CMH

Da en enger Zusammenhang zwischen den Gehalten der verschiedenen
Carnitinfraktionen im Blutplasma von Ferkeln und Muttersauen festgestellt werden
konnte (Kapitel 4.3.4), wurde a's weiterer Einflussfaktor der jeweilige Carnitingehalt
XC im Plasma der Muttersau berticksichtigt. Die Varianzanalyse mit Modell 3 (Tab.
34) erbrachte eine noch stdrkere Aussage als die mit Modell 2, in dem diese
Kovariable nicht berticksichtigt wurde (Anhang Tab. Al). Es konnten 95,5 % bis 97,2
% der Varianz in den einzelnen Carnitinfraktionen erklért werden. Im Gegensatz zur
Betrachtung aller Altersgruppen konnte innerhalb der Kategorie der Saugferkel kein
statistisch abgesicherter Einfluss durch Vaterrasse, Geschlecht und Alter beobachtet
werden, dagegen hatte der Gehalt der jeweiligen Carnitinfraktion im Blutplasma der
Muttersau einen signifikanten bis hochsignifikanten positiv gerichteten Einfluss auf

den entsprechenden Gehalt der Carnitinfraktion im Plasma des Ferkels.
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Tab. 34:

Mittlere Gehalte (1) an freiem Carnitin (FC), Gesamtcarnitin (GC) und
Acylcarnitin (AC) im Blutplasma (P), unter Angabe der Anzahl der
untersuchten Tiere (n) und der Signifikanzniveaus, der Randmittelwerte
der berlcksichtigten fixen Einflussfaktoren Vaterrasse, Geschlecht,
Ferkelkategorie und der Regressionskoeffizienten der variablen
Einflussfaktoren Alter und Gehalt der entsprechenden Carnitinfraktion XC
(FC, GC, AC) im Plasma der Muttersau, sowie des Prozentsatzes der
dadurch erklarten Varianz im Merkmal

Merkmal

Einflussfaktoren FCP GCP ACP

n 11 11 11

M [umol/l] 44,117 65,656 22,232

fixe Effekte :

Vaterrasse n.s. n.s. n.s.
Vater DL/DE 43,178 61,444 19,036
Vater Pi 45,055 69,869 25,428

Geschlecht n.s. n.s. n.s.
Mannlich 53,254 79,114 23,026
Weiblich 31,979 52,119 21,438

Ferkelkategorie n.s. ° n.s.
Grétscher 34,027 47,939 17,083
Geschwister 47,895 74,275 27,788
Kontrolle 50,428 74,755 21,826

Kovariablen:

Alter 0,687 2,292 1,440

XC im Plasmader Mutter 2,983** 3,639* 6,266*

% erklarte Varianz 97,2 97,0 95,5

**: P<0,01; *: P<0,05; °: P<0,1; n.s.= nicht signifikant

Tiere, die der Ferkelkategorie ,,Gritscher angehorten, unterschieden sich in ihrem

niedrigen Gehalt an gesamtem Carnitin im Blutplasma von ihren Geschwistern und

den Kontrollen (P < 0,1). Geschwister und Kontrolltiere unterschieden sich in Bezug

auf die Gehate von freiem, gesamtem und Acylcarnitin im Blutplasma nicht

signifikant. Tendenziell wiesen Grétscher ebenfalls die geringsten Gehalte an freiem
Carnitin und Acylcarnitin auf (siehe auch Abb. 13).
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Abb. 13: Randmitteleffekte der Ferkelkategorie (Gratscher, Geschwister und
Kontrolltiere) auf den Gehalt an freiem Carnitin, Gesamtcarnitin und
Acylcarnitin im Blutplasma

4.4 Carnitingehaltein den Lymphozyten

44.1 Zdlzahl und Proteingehalt in der Lymphozytensuspension

Als BezugsgrofRen fur die Carnitingehalte in den Lymphozyten wurden die Zellzahl
und der Proteingehalt herangezogen.

Durchschnittlich konnten 890.000.000 + 477.932.745 Lymphozyten/ml und 7,2 + 3,57
mg Protein/ml in der Lymphozytensuspension quantifiziert werden. In Tab. 35 sind
die Zellzahlen und Proteingehalte der Lymphozytensuspension der verschiedenen
Alterskategorien dargestellt.
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Tab. 35. Mittelwerte und Standardabweichungen der Zellzahlen und Proteingehalte
in der Lymphozytensuspension (LS) in Bezug auf die Alterskategorien,
unter Angabe der Anzahl untersuchter Tiere (n)

Alterskategorie n 10° Zellen/ ml LS mg Protein/ml LS
Ferkel 15/12 360 + 2449 244+ 1,20
Laufer 38 1.200 + 569,5 8,29+ 4,15
Mastschweine 40 860 + 311,1 7,99 + 3,04
Sauen 26 770 + 286,4 6,6 + 2,03

Aus dem Blut der Laufer konnte die hochste Anzahl an Lymphozyten gewonnen
werden, am schlechtesten fiel die Ausbeute in der Kategorie der Saugferkel aus.

Weiterhin wurde der Zusammenhang zwischen Zellzahl und Proteingehalt gepruft.
Hierbel konnte bestétigt werden, dass hohere Zellzahlen anscheinend auch mit
hoheren Proteingehalten verbunden und die beiden Merkmae hdchstsignifikant
mittelgradig miteinander korreliert sind (r = 0,446 ***), jedoch erbrachte die lineare
Regressionsgerade mit b = 60 x 10° Zellen/mg nur ein Bestimmtheitsmal? von 19,9 %.
Da die beiden BezugsgrofRen unter Umstanden unterschiedlich ausfallen koénnten,
wurden im folgenden die Angaben sowohl auf den Proteingehalt as auch auf die

Zellzahl der Lymphozytenzell suspension bezogen.

4.4.2 Gehalte an freiem Carnitin, Gesamtcarnitin und Acylcarnitin in den

Lymphozyten

Unabhangig davon, ob der Carnitingehalt in den Lymphozyten auf deren Zellzahl oder
den Proteingehalt bezogen wurde, unterschieden sich die Gehalte zwischen den
verschiedenen Altersgruppen in gleicher Weise.

Wie in Abbildung 14 (a) und (b) zu erkennen, steigt der Gehalt an freilem Carnitin in

den Lymphozyten mit zunehmendem Alter an, wahrend der Gehalt an gesamtem
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Abb. 14: Darstellung der Gehalte an freiem Carnitin, Gesamtcarnitin  und
Acylcarnitin in den Lymphozyten, bezogen auf die Zellzahl (a) bzw. auf
den Proteingehalt (b), in den unterschiedlichen Alterskategorien (6 Ferkel,
38 Laufer, 39 Mastschweine, 26 Sauen) mittels Box-and-Whisker-Plots (o
= Ausreiler, * = Extremwert)
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Carnitin und an Acylcarnitin bel Saugferkeln am hochsten ist und bis zum
Lauferstadium absinkt, um anschlief3end bis zum Alter der ausgewachsenen Sau

wieder anzusteigen.

44.3 Einflussfaktoren auf den Carnitingehalt der L ymphozyten

Mittels Varianzanalyse (Modell 1) konnten 17,7 bis 46,6 % der Varianz in den
Gehalten der einzelnen Carnitinfraktionen in den Lymphozyten, bezogen auf die
Zéllzahl, erklart werden. Der véterliche Rasseeinfluss war beim Gehalt des freien
Carnitins signifikant und lag fUr das Gesamtcarnitin an der Signifikanzgrenze, wobel
Nachkommen von Piétrain-Ebern fur ale drei Carnitinfraktionen hohere Gehalte
aufwiesen al's Nachkommen von Ebern der Mutterlinien (DL/DE).

Auf den Gehadt des gesamten Carnitins konnte ein hochsignifikanter
Geschlechtseinfluss beobachtet werden. Tendenziell hatten weibliche Tiere ebenfalls
hohere Gehalte an frelem Carnitin und Acylcarnitin. Auf die Varianz aler dre
Carnitinfraktionen hatte die Alterskategorie einen hoch- bis hdchstsignifikanten
Einfluss. Die Muttersauen unterschieden sich in ihrem Gehalt an freiem Carnitin,
bezogen auf die Zellzahl der Lymphozytensuspension, hochsignifikant von den
Ferkeln, Laufern und Mastschweinen. Im Gehalt des gesamten Carnitins, bezogen auf
die Zellzahl der Lymphozytensuspension, unterschieden sich Sauen und Ferkel mit
hohen Gehalten von Laufern und Mastschweinen mit niedrigeren Gehalten. Es
konnten signifikante Unterschiede im Acylcarnitingehalt, bezogen auf die Zellzahl in
der Lymphozytensuspension, zwischen Saugferkeln, Muttersauen und sich im
Wachstum befindenden Schweinen (Laufern und Mastschweinen) beobachtet werden
(Tab. 36).
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Tab. 36: Mittlere Gehalte (1) an freilem Carnitin (FC), Gesamtcarnitin (GC) und
Acylcarnitin (AC) in 10" Lymphozytenzellen (LZ), unter Angabe der

Anzahl

untersuchter Tiere

(n),

der  Signifikanzniveaus, der

Randmittelwerte der berlcksichtigten Einflussfaktoren Vaterrasse,
Geschlecht und Alterskategorie, und des Prozentsatzes der dadurch

erklarten Varianz im Merkmal

Merkmal
Einflussfaktoren FCLZ GCLZ ACLZz
n 110 119 109
p [umol/10™ Zellen] 3,386 5,444 3,395
Vaterrasse * ° n.s.
Vater DL/DE 2,777 4,660 3,305
Vater Pi 3,995 6,228 3,484
Geschlecht n.s. *x n.s.
Mannlich 2,755 2,264 2,811
Weiblich 4,017 8,624 3,978
Alterskategorie *x *kk *x*
Ferkel 2,390 10,494 7,713
Laufer 3,007 1,560 0,415
Mastschwein 2,702 2,353 1,583
Sau 5,444 7,367 3,869
% erkléarte Varianz 17,7 26,8 46,6

**%: P<0,001; **: P<0,01; *: P<0,05; °: P<0,1; n.s. = nicht signifikant

Wurde der Carnitingehalt der Lymphozyten auf deren Proteingehalt bezogen (Anhang
Tab. A2), unterschieden sich dle Alterskategorien hoch- und hoéchstsignifikant

voneinander. Die Betrachtung der Einflussfaktoren auf den Carnitingehalt der

Lymphozyten in Bezug auf den Proteingehalt entsprach in alen Tendenzen der

Betrachtung des Einflusses in Bezug auf die Zellzahl, jedoch wurde mit dem

verwendeten Modell ein geringerer Anteil der Varianz erklart.
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444 Einflussfaktoren auf den Gehalt an freiem Carnitin, Gesamtcar nitin
und Acylcarnitin in den Lymphozyten von Saugferkeln mit und ohne
CMH

Mittels Varianzanayse konnte insbesondere fir den Gehalt an freiem Carnitin in den
Lymphozyten ein sehr hoher Anteil der Varianz erklart werden. Die Analysen (Modell
2) erbrachten weder unter Berticksichtigung der Zellzahlen (Anhang Tab. A3), noch
unter Berticksichtigung des Proteingehaltes (Tab. 37) eine statistische Absicherung
der Einflussfaktoren.

Tab. 37:  Mittlere Gehalte (1) an freiem Carnitin (FC), Gesamtcarnitin (GC), und
Acylcarnitin (AC) in Bezug auf den Proteingehalt der Lymphozyten (LP),
unter Angabe der Anzahl der untersuchten Tiere (n), der
Signifikanzniveaus, der Randmittelwerte der  berticksichtigten
Einflussfaktoren Vaterrasse, Geschlecht und Ferkelkategorie, und der
Regressionskoeffizienten der Kovariablen Alter sowie des Prozentsatzes
der dadurch erkléarten Varianz im Merkmal

Merkmal

Einflussfaktoren FCLP GCLP ACLP

n 6 6 6

M [umol/g Protein] 0,307 1,421 1,115

Vaterrasse n.s., a n.s. n.s., a
Vater DL/DE 0,023 2,071 2,049
Vater Pi 0,590 0,772 0,181

Geschlecht ns., a n.s., a ns., a
Mannlich 0,023 2,071 2,049
Weiblich 0,590 0,772 0,181

Ferkelkategorie n.s. n.s. n.s.
Grétscher 0,209 2,409 2,200
Geschwister 0,335 1,004 0,668
Kontrolle 0,376 0,852 0,476

Kovariable:

Alter -0,058 n.s. 0,763 n.s. 0,821 n.s.

% erkléarte Varianz 98,4 76,1 71,2

n.s. =nicht signifikant; °=P<0,1
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a = Geschlecht und Vaterrasse wurden auf Grund ihrer Linearitét hier nur as en
Einflussfaktor beriicksichtigt

Je nach Bezugsgrofie konnten verschiedenartige tendenzielle Unterschiede zwischen
den Geschlechtern und Vaterrassen beobachtet werden. Weibliche Ferkel zeigten,
bezogen auf das Protein, hthere Gehalte an freiem Carnitin, sowie niedrigere Gehalte
an Gesamtcarnitin und Acylcarnitin. Fir Gesamtcarnitin und Acylcarnitin wiesen die
DL/DE-Nachkommen tendenziell hthere Werte auf, beim freien Carnitin lagen die
Piétrain-Nachkommen hoéher. Bei Bezug auf die Zellzahl (Anhang Tab. A3) wiesen
dagegen Nachkommen von Piétrain-Ebern und weibliche Ferkel stets hthere Werte
auf. An Acylcarnitin in den Lymphozyten konnten unabhéngig von der Bezugsgrolle
Protein oder Zellzahl bel den Gratschern sehr hohe Gehalte gemessen werden, die

Uber die Gruppe der Geschwistertiere zu den Kontrolltieren hin absanken (Abb. 15).

1,51

O pmol Acylcarnitin/g

0 - Lymphozytenprotein
-0,51

s

Gratscher Geschwister Kontrolle

Abb. 15: Randmitteleffekte der Ferkelkategorie (Gratscher, Geschwister und
Kontrolltiere) auf den Acylcarnitingehalt in den Lymphozyten, bezogen
auf den Proteingehalt

445 Korrelationen der Carnitingehalte in Lymphozyten und Muskulatur

bel Ferkeln und M astschweinen

Bel Betrachtung des freien Carnitins ergab sich fir die Altersgruppe der Ferkel eine
statistisch abgesicherte hohe positive Korrelation (r = 0,852*) zwischen den Gehalten
in den Lymphozyten (Bezugsgrofie Protein) und in der Muskeltrockensubstanz. Auch

fur das Gesamtcarnitin war eine hochsignifikante positive Korrelation innerhalb der
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Ferkelgruppe nachweisbar (r = 0,716**). Im Bereich des Acylcarnitins existierte
lediglich eine geringe negativ gerichtete Beziehung (r = -0,369). Fur die Gruppe der
Mastschweine war innerhalb keiner Carnitinfraktion eine Korrelation zwischen den

Werten in den Lymphozyten und der Muskulatur ersichtlich.
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4.5

45.1

Das ATP-Bildungsver mdgen von Lymphozyten

Die Auswirkungen der Substrate Succinat und Palmitoylcarnitin

sowie ver schiedener Konzentrationen von ADP und

Diadenosinpentaphosphat auf die ATP- Synthese der L ymphozyten

In den Tabellen 38 bis 45 sind die ATP-Produktion in der endogenen Atmung der

nativen Probe, Einfllsse unterschiedlicher Substrate und Auswirkungen verschiedener

Konzentrationen von ADP und Diadenosinpentaphosphat auf die Hohe der ATP-

Synthese der isolierten Lymphozyten dargestelt.

Tab. 38: Mittelwerte und Standardabweichungen der produzierten ATP-Menge,
bezogen auf Zellzahl bzw. Proteingehalt der Lymphozytensuspension, in
Abhangigkeit von der konstanten Zugabe von Succinat (Succ.) und unter
Angabe der Anzahl untersuchter Tiere (n)

Probenansatz n pumol ATP/10°Zellen pmol ATP/mg Protein

nativ 111/112 | 0,133 + 0,092 0,016 + 0,014

+ Succ. (7,5 pmol) 111/112 | 0,141+ 0,118 0,018 + 0,019

Tab. 39: Mittelwerte und Standardabweichungen der produzierten ATP-Menge,
bezogen auf Zellzahl bzw. Proteingehalt der Lymphozytensuspension, in
Abhangigkeit von unterschiedlichen Mengen an ADP bel konstanter
Zugabe von 7,5 pmol Succinat, unter Angabe der Anzahl untersuchter
Tiere (n)

Probenansatz n umol ATP/10°Zellen pmol ATP/mg Protein

nativ 33 0,116 + 0,062 0,018 + 0,013

+ Succ. (7,5 pumol) 33 0,117 + 0,079 0,017 + 0,014

+ Succ. (7,5 pmol) 33 0,248 + 0,107 0,035 + 0,014

+ ADP (0,19 pmol)

+ Succ. (7,5 umol) 33 0,522 + 0,286 0,076 + 0,044

+ ADP (0,76 pmol)
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Tab. 40: Mittelwerte und Standardabweichungen der produzierten ATP-Menge,
bezogen auf Zellzahl bzw. Proteingehalt der Lymphozytensuspension, bei
unterschiedlichen Mengen an ADP und konstanter Zugabe von 7,5 pmol
Succinat, unter Angabe der Anzahl untersuchter Tiere (n)

Probenansatz n umol ATP/10°Zellen pmol ATP/mg Protein
+ Succ. (7,5 pmol) 8 0,295 + 0,086 0,040 + 0,015
+ ADP (0,38 pmol)

+ Succ. (7,5 pmol) 8 0,444 + 0,078 0,061 + 0,018
+ ADP (0,76 pumoal)

+ Succ. (7,5 pmol) 8 0,845 + 0,239 0,117 + 0,049
+ ADP (1,9 pmol)

+ Succ. (7,5 pmol) 8 1,081 + 0,369 0,147 + 0,066
+ ADP (3,8 pmol)

+ Succ. (7,5 pmol) 8 1,036 + 0,422 0,138 + 0,064
+ ADP (5,7 pmol)

+ Succ. (7,5 pmol) 8 0,874 + 0,496 0,118 + 0,076
+ ADP (7,6 pmol)

Tab.41: Mittelwerte und Standardabweichungen der produzierten ATP-Menge,
bezogen auf Zellzahl bzw. Proteingehalt der Lymphozytensuspension, in
Abhangigkeit von der konstanten Zugabe von 7,5 pumol Succinat, ADP
und Diadenosinpentaphosphat (PP), unter Angabe der Anzahl untersuchter

Tiere (n)
Probenansatz n pumol ATP/10°Zellen umol ATP/mg Protein
nativ 17 0,121 + 0,056 0,020 + 0,016
+ Succ. (7,5 umol) 17 0,141 + 0,075 0,021 + 0,014
+ Succ. (7,5 umol) 17 0,248 + 0,124 0,035 + 0,015
+ ADP (0,19 pmol)
+ Succ. (7,5 pumol) 17 0,258 + 0,118 0,038 + 0,018
+ ADP (0,19 pmol)
+ PP (0,05 nmol)
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Tab. 42: Mittelwerte und Standardabweichungen der produzierten ATP-Menge,
bezogen auf Zellzahl bzw. Proteingehalt der Lymphozytensuspension, in
Abhangigkeit von der Zugabe der Substrate Succinat (Succ.) und
Palmitoylcarnitin (PC), unter Angabe der Anzahl untersuchter Tiere (n)

Probenansatz n pumol ATP/10°Zellen pmol ATP/mg Protein

nativ 55 0,124 + 0,062 0,020 + 0,017

+ Succ. (7,5 pmol) 55 0,128 + 0,073 0,022 + 0,024

+ PC (0,025 pmol) 55 0,099 + 0,057 0,017 + 0,018

Tab. 43: Mittelwerte und Standardabweichungen der produzierten ATP-Menge,

bezogen auf Zellzahl bzw. Proteingehalt der Lymphozytensuspension, in
Abhangigkeit von der Zugabe der Substrate Succinat (Succ.) und
Palmitoylcarnitin (PC), unter Angabe der Anzahl untersuchter Tiere (n)

Probenansatz n pumol ATP/10°Zellen pumol ATP/mg Protein
nativ 55/56 | 0,144 + 0,115 0,013 + 0,009

+ Succ. (7,5 pmol) 55/56 | 0,157 + 0,150 0,014 + 0,011

+ PC (0,2 pumol) 55/56 | 0,148 + 0,228 0,013 + 0,025

Tab. 44: Mittelwerte und Standardabweichungen der produzierten ATP-Menge,

bezogen auf Zellzahl bzw. Proteingehalt der Lymphozytensuspension, in
Abhangigkeit von der Zugabe des Substrats Palmitoylcarnitin (PC) und
von ADP, unter Angabe der Anzahl untersuchter Tiere (n)

Probenansatz n pumol ATP/10°Zellen pmol ATP/mg Protein
nativ 20 0,109 + 0,064 0,013 + 0,009
+ PC (0,025 pmol) 20 0,084 + 0,058 0,011 + 0,008
+ PC (0,025 pumol) 20 0,171 + 0,193 0,023 + 0,031

+ ADP (0,19 pmol)
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Tab. 45. Mittelwerte und Standardabweichungen der produzierten ATP-Menge,
bezogen auf Zellzahl bzw. Proteingehalt der Lymphozytensuspension, in
Abhangigkeit von der Zugabe von Pamitoylcarnitin (PC) und von ADP,
unter Angabe der Anzahl untersuchter Tiere (n)

Probenansatz n umol ATP/10°Zellen pmol ATP/mg Protein
nativ 55/56 | 0,144 + 0,115 0,013 + 0,009

+ PC (0,2 pmol) 55/56 | 0,148 + 0,288 0,013 + 0,025

+ PC (0,2 pmol) 55/56 | 0,776 + 1,105 0,067 + 0,060

+ ADP (0,76 pmol)

Die ATP-Produktion veranderte sich sowohl bezogen auf die Zellzahl as auch auf den
Proteingehalt der Lymphozyten fir jeden Versuchsansatz gleichgerichtet:

Grundsétzlich war zu beobachten, dass in der Regel durch die Zugabe von Substrat
die ATP-Synthese im Vergleich zum nativen Ansatz leicht erhéht wurde (Ausnahme:
0,025 pmol Palmitoylcarnitin/Probenansatz). Das Substrat Palmitoylcarnitin fihrte
weiterhin zu einer héheren ATP-Ausbeute im Vergleich zum Substrat Succinat.
Steigende Zugabemengen von ADP hatten eine erhdhende Wirkung auf die ATP-
Synthese, wobei hier anscheinend ab einer gewissen Zugabemenge (Uber 3,8 umol
ADP/Probenansatz beim Substrat Succinat) bei konstanter Substratmenge ein Spiegel
erreicht war, bei dem keine weitere Steigerung auftrat, sondern sogar weniger ATP as
zuvor gemessen wurde. Die Zugabe von Diadenosi npentaphosphat fuhrte zu einer nur

geringfligig erhdhten Menge an ATP im Vergleich zu Ansdtzen ohne den Hemmstoff.

45.2 Korrelationen zwischen Versuchsansiatzen mit den Substraten
Succinat oder Palmitoylcarnitin und ADP in Hinblick auf das ATP-
Synthesepotenzial der Lymphozyten

Die Atmungsaktivitét der Lymphozyten verandert sich je nach Art des Substrates und
der gewéhlten ADP-Menge. Hierbel konnten, wie in Tabelle 46 dargestellt, hohe bis
sehr hohe Korrelationskoeffizienten zwischen den Versuchsansdtzen mit 7,5 pmol
Succinat plus 0,76 pmol ADP und 0,2 pmol Palmitoylcarnitin plus 0,76 pmol ADP
berechnet werden. Auch die produzierte ATP-Menge im Versuchsansatz 0,025 pmol
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Palmitoylcarnitin plus 0,19 umol ADP war (bezogen auf den Proteingehalt der
Lymphozytensuspension) mittelgradig bis hoch korreliert mit der ATP-Produktion aus
den Versuchsansdtzen 7,5 pmol Succinat plus 0,19 pmol ADP bzw. 7,5 pumol
Succinat plus 0,76 umol ADP.

Tab. 46: Korrelationen zwischen Versuchsansdizen mit  unterschiedlichen
Substraten  (Palmitoylcarnitin  [PC] oder Succinat [Succ.]) und
verschiedenen Mengen an ADP unter Beriicksichtigung der Bezugsgrofien
Zellzahl oder Proteingehalt der Lymphozytensuspension und unter Angabe
des Signifikanzniveaus und der Anzahl untersuchter Tiere (n)

Versuchsansatz +PC +PC

(0,025 pmol) (0,2 pmol)
+ ADP + ADP
(0,19 pmol) (0,76 pmol)

Bezugsgrofe Protein Zéllzahl Protein Zéllzahl

+ Succ. (7,5umal)

+ ADP (0,19 pmol)

Protein 0,639** 0,561* Keine
n=16 n=16 gemansamen
Versuchsansétze
Zdllzahl 0,533* 0,600*
n=16 n=16

+ Succ. (7,5 umol)

+ ADP (0,76 pmol)

Protein 0,809* ** 0,660* 0,888*** 0,745***
n=13 n=13 n=>57 n =56

Zdllzahl 0,321 0,279"* 0,704*** 0,956* **
n=13 n=13 n =56 n =56

*** P<0,001, **: P<0,01, *: P<0,05, n.s. = nicht signifikant
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4.5.3 Korrelationen zwischen der ATP-Syntheseaktivitat bezogen auf

Z€ellzahl oder Proteingehalt der Lymphozytensuspension

Wurde die ATP-Produktion der Lymphozyten mittels eines Versuchsansatzes auf
Zellzahl oder Proteingehalt der Lymphozytensuspension bezogen, ergaben sich fur die
Versuchsansdtze unter Verwendung von Succinat zwischen den Zellzahlen und
Proteingehalten geringe bis mittlere  Korrelationskoeffizienten. Fur  die
Versuchsansétze unter Verwendung von Palmitoylcarnitin ergaben sich hohe bis sehr
hohe Korrelationskoeffizienten zwischen den verschiedenen Bezugsgrofen. Alle
Korrelationen konnten statistisch abgesichert werden und sind in Tabelle 47
dargestellt.

Tab. 47. Korrelationen zwischen dem  ATP-Produktionsvermégen in
Versuchsansdtzen mit den Substraten Succinat (Succ.) oder
Palmitoylcarnitin (PC) unter Zugabe von ADP, die auf die Zellzahl der
Lymphozytensuspension bezogen wurden, und denen, die auf den
Proteingehalt bezogen wurden, unter Angabe der Tierzahl (n) und des
Signifikanzniveaus

Versuchsansatz n Korrelationskoeffizient | Signifikanzniveau
+ Succ. (7,5 umol) 38 0,446 *x

+ ADP (0,19 pmol)

+ Succ. (7,5 umol) 99 | 0,696 *okk

+ ADP (0,76 pumoal)

+ PC (0,025 pmol) 20 | 0,982 *xk

+ ADP (0,19 pmol)

+ PC (0,2 pmol) 56 | 0,836 ok

+ ADP (0,76 pmol)

***:P<0,001; **: P<0,01
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454 Einflisse des Alters, des Geschlechts und der Rassenzugehorigkeit

der Versuchstiere auf die ATP-Bildung in den Lymphozyten

454.1 Einflisse auf die ATP-Synthese nativer Proben unter Betrachtung

der Lymphozyten in den einzelnen Alterskategorien

Im nativen Versuchsansatz produzieren die Lymphozyten das ATP ausschlief3dlich aus
den endogen vorhandenen Reserven an Substraten und ADP. Mittels Varianzanayse
konnte nur ein geringer Tell der Varianz in der nativen ATP-Produktion der
Lymphozyten erklart werden (Tab. 48). Véterliche Rassezugehorigkeit und Geschlecht
hatten keinen signifikanten Einfluss auf die Hohe der ATP-Produktion, jedoch waren
bereits nativ geringe Unterschiede in der Ho6he der produzierten ATP-Gehalte
zwischen Schweinen verschiedenen Alters zu beobachten. Hierbei unterschieden sich
Laufer und Sauen in ihren gebildeten ATP-Mengen (bezogen auf den Proteingehalt)
hochsignifikant. Wurde die ATP-Produktion auf die Anzahl der Lymphozyten
bezogen, konnten keine statistisch abgesicherten Unterschiede zwischen den

verschiedenen Altersstufen berechnet werden.
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Tab. 48: Mittlere Gehalte (1) an nativ produziertem ATP, bezogen auf die Zellzahl
(Z) bzw. den Proteingehalt (P) der Lymphozytensuspension, unter Angabe
der Anzahl untersuchter Tiere (n), der Signifikanzniveaus, der
Randmittelwerte der berlcksichtigten Einflussfaktoren Vaterrasse,
Geschlecht und Alterskategorie, und des Prozentsatzes der dadurch
erklérten Varianz im Merkmal

Merkmal
Einflussfaktoren ATPZ ATPP
n 112 113
t [umol ATP/10° Zellen bzw. mg Protein] | 0,137 0,016
Vaterrasse ° n.s.
Vater DL/DE 0,122 0,014
Vater Pi 0,152 0,017
Geschlecht n.s. n.s.
mannlich 0,142 0,016
weiblich 0,132 0,015
Alterskategorie n.s. *
Ferkel 0,150 0.012
Laufer 0,132 0.022
Mastschwein 0,150 0,017
Sau 0,116 0,012
% erklarte Varianz 55 9,6

*: P<0,05, °: P<0,1, n.s. = nicht signifikant

45.4.2 Einflisse auf die ATP-Synthese nach Zugabe der Substrate Succinat
oder Palmitoylcarnitin unter Betrachtung der Lymphozyten der

einzelnen Alter skategorien

Die Zugabe von Substraten ermoglicht den Lymphozyten, die restlichen endogenen
Reserven an ADP zu ATP umzusetzen. Die eingesetzten Substrate Succinat und
Palmitoylcarnitin erbrachten hier unterschiedliche Ergebnisse. Das verwendete lineare
Modell konnte einen geringfligig hdheren Antell der Varianz in der ATP-Produktion
erklaren (1,2 % bis 19,7 %, siehe Tab. 49) as fur den nativen Ansatz. Die
Rassezugehdrigkeit des Vaters sowie das Geschlecht hatten in keinem Versuchsansatz

einen signifikanten Einfluss auf die ATP-Produktion.
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Bezogen auf den Proteingehalt konnte fir die Versuchsansétze mit der Zugabe von 7,5
pumol Succinat oder 0,025 pmol Palmitoylcarnitin (PC) ein signifikanter Einfluss
durch die Alterskategorie der Schweine beobachtet werden. In  beiden
Versuchsansdtzen produzierten Laufer mit ihren ADP-Reserven signifikant hohere
Gehalte an ATP im Vergleich zu Mastschweinen oder Muttersauen. Auch im Ansatz
mit der Zugabe von 0,2 pmol PC produzierten Laufer gréfere Mengen an ATP im
Vergleich zu den anderen Altersgruppen, dieses konnte jedoch statistisch nicht
abgesichert werden.

Bezogen auf die Zellzahl stellten sich die Rangierungen in der produzierten ATP-
Menge zwischen Schweinen verschiedener Alterskategorien uneinheitlich dar und

konnten in keinem Versuchsansatz statistisch abgesichert werden.
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Tab. 49: Mittlere Gehadlte (1) an produziertem ATP, bezogen auf die Zellzahl (Z)
bzw. den Proteingehalt (P) der Lymphozytensuspension, nach Zugabe der
Substrate Succinat (Succ.) oder Palmitoylcarnitin (PC), unter Angabe der
Anzahl der untersuchten Tiere (n) und der Signifikanzniveaus, der
Randmittelwerte der berlcksichtigten Einflussfaktoren Vaterrasse,
Geschlecht und Alterskategorie, und des Prozentsatzes der dadurch
erklarten Varianz im Merkmal.
Substrat
Merkmal Succ. | Succ. PC PC PC PC
Bezugsgrofe und Substrat- Z P Z P Z P
konzentration [umol] 7,5 7,5 0,025 0,025 0,2 0,2
n 113 114 55 55 55 56
i [pumol ATP/10° Zelen | 0,145 | 0,015 | 0,083 0,012 0,149 | 0,015
bzw. mg Protein]
Vaterrasse n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Vater DL/DE 0,142 | 0,014 | 0,076 0,010 0,193 | 0,019
Vater Pi 0,147 | 0,017 | 0,089 0,015 0,105 | 0,012
Geschlecht n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
mannlich 0,152 | 0,012 | 0,077 0,010 0,020
weiblich 0,137 | 0,018 | 0,088 0,014 0,010
Alterskategorie n.s. * ° * ° n.s.
Ferkel 0,240 | 0,017 | 0,04 0,010 0,188 | 0,008
Laufer 0,162 | 0,023 | 0,116 0,023 0,079 | 0,012
Mastschwein 0,247 | 0,011 | 0,090 0,010 0,269 | 0,029
Sau 0,129 | 0,009 | 0,071 0,006 0,057 | 0,011
% erkléarte Varianz 1,2 10,4 18,5 19,7 12,1 12,0

*: P<0,05, °: P<0,1, n.s. = nicht signifikant

a ale Tiere des méannlichen Geschlechtes gehdren der Alterskategorie Ferkel an
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45.4.3 Einflisse auf die ATP-Synthese nach Zugabe der Substrate Succinat
oder Palmitoylcarnitin und ADP unter Betrachtung der Lymphozyten

der einzelnen Alterskategorien

Die eigentliche Lestungsfahigkeit der Atmungsaktivitdt der Lymphozyten wurde
unabhéngig von den endogenen Reserven nach Zugabe eines Substrats und von ADP
anhand der synthetiserten ATP-Menge bestimmt. Hierbel konnten fir die
Versuchsansdtze mit der Zugabe von 7,5 pmol Succinat und 0,76 umol ADP sowie
mit der Zugabe von 0,2 pmol PC und 0,76 pmol ADP signifikante
Mittelwertunterschiede in der ATP-Produktion von Schweinen unterschiedlichen
Alters beobachtet werden (Tab. 50).

Sowohl bezogen auf den Proteingehalt als auch auf die Zellzahl der Lymphozyten,
wurde in beiden Versuchsansitzen eine Uberlegenheit der Ferkel in der ATP-
Produktion gegentiber Laufern, Mastschweinen und Muttersauen beobachtet. Nur fur
den Ansatz von 7,5 pmol Succinat und 0,76 pmol ADP, bezogen auf die Zellzahl,

konnte dies zwar beobachtet, aber nicht statistisch abgesichert werden.



Ergebnisse 157

Tab. 50:

Mittlere Gehalte (1) an produziertem ATP, bezogen auf die Zellzahl (Z)
bzw. den Proteingehalt (P) der Lymphozytensuspension, nach Zugabe der
Substrate Succinat (Succ.) oder Palmitoylcarnitin (PC) und von ADP,
unter Angabe der Anzahl der untersuchten Tiere (n) und der
Signifikanzniveaus, der Randmittelwerte der  berticksichtigten
Einflussfaktoren Vaterrasse, Geschlecht und Alterskategorie, und des
Prozentsatzes der dadurch erklarten Varianz im Merkmal

Eingesetzte Menge an | Succ. Succ. PC PC PC PC

Substrat und ADP pro | 7,5 7,5 0,025 | 0,025 0,2 0,2

Probe in [pmol] ADP ADP ADP ADP ADP ADP

0,76 0,76 0,19 0.19 0,76 0,76

Bezugsgrofie Z P z P z P

n 99 100 20 20 56 57

M 0,871 | 0,082 0,211 | 0,031 1,063 0,085

[umol ATP/10° Zelen

bzw. mg Protein]

Vaterrasse n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Vater DL/DE 0,892 | 0,074 0,225 | 0,035 1,126 0,083
Vater Pl 0,850 | 0,090 0,196 | 0,025 1,000 0,088

Geschlecht n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
mannlich 0,653 0,063 0,274 | 0,042 0,085
weiblich 1,089 0,101 0,147 | 0,019 0,085

Alterskategorie n.s. e n.s. n.s. *x *
Ferkel 1,961 0,168 0,211 | 0,031 2,423 0,181
Laufer 0,609 0,056 0,290 | 0,046 0,798 0,051
Mastschwein 0,559 0,065 0,149 | 0,019 0,618 0,063
Sau 0,354 0,040 0,194 | 0,026 0,413 0,044

% erklérte Varianz 8,7 23,6 15,2 23,7 25,7 449

*** P<0,001, **: P<0,01, *: P<0,05, n.s. = nicht signifikant

a ale Tiere des méannlichen Geschlechtes gehdren der Alterskategorie Ferkel an
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455 Unterschiede in der ATP-Synthese der Lymphozyten zwischen
Ferkeln mit und ohne CMH

Weiterhin sollte betrachtet werden, ob Ferkel mit CMH sich von ihren Geschwistern
oder Ferkeln aus nicht betroffenen Wirfen hinsichtlich der ATP-Bildungsfahigkeit der

Lymphozyten unterscheiden.

455.1 Einflisse auf die ATP-Synthese in nativen Proben unter Betrachtung
der Lymphozyten der Ferkelgruppe

Mittels Varianzanalyse konnten hierbei 18,8 bis 24,4 % der Varianz in der endogenen
ATP-Produktion der Lymphozyten erklart werden (Tab. 51). Fir keinen der
berticksichtigten Faktoren konnte ein signifikanter Einfluss auf die Hohe der ATP-

Produktion der Lymphozyten beobachtet werden.
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Tab.51:  Mittlere Gehalte (1) an nativ produziertem ATP, bezogen auf die Zellzahl
(Z) bzw. den Proteingehalt (P) der Lymphozytensuspension, unter Angabe
der Anzahl untersuchter Tiere (n) und der Signifikanzniveaus, der
Randmittelwerte der berlcksichtigten Einflussfaktoren Vaterrasse,
Geschlecht und Ferkelkategorie, und des Prozentsatzes der dadurch
erkléarten Varianz im Merkmal

Merkmal
Einflussfaktoren ATPP ATPZ
n 12 11
i [umol ATP/10° Zellen bzw. mg Protein] | 0,010 0,096
Vaterrasse n.s. n.s.
Vater DL/DE 0,011 0,088
Vater Pi 0,009 0,107
Geschlecht n.s. n.s.
Mannlich 0,014 0,193
Weiblich 0,006 0,002
Ferkelkategorie n.s. n.s.
Grétscher 0,009 0,054
Geschwister 0,010 0,171
Kontrolle 0,010 0,067
% erkléarte Varianz 244 18,8

n.s. = nicht signifikant

4552 Einflisse auf die ATP-Synthese nach Zugabe der Substrate Succinat
oder Palmitoylcarnitin bel Betrachtung der Lymphozyten der
Ferkelgruppe

Die eingesetzten Substrate Succinat und Palmitoylcarnitin  erbrachten hier
unterschiedliche Ergebnisse. Das verwendete lineare Modell konnte 18,5 % bis 53,1
% der Varianz im produzierten ATP erklaren. Die Rassezugehorigkeit des Vaters, das
Geschlecht und die Ferkelkategorie hatten in keinem Versuchsansatz einen
signifikanten Einfluss auf die ATP-Produktion (Tab. 52).
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Tab.52:  Mittlere Gehadlte () an produziertem ATP, bezogen auf die Zellzahl (Z)
bzw. den Proteingehalt (P) der Lymphozytensuspension, nach Zugabe der
Substrate Succinat (Succ.) oder Palmitoylcarnitin (PC), unter Angabe der
Anzahl untersuchter Tiere (n) und der Signifikanzniveaus, der
Randmittelwerte der berlcksichtigten Einflussfaktoren Vaterrasse,
Geschlecht und Ferkelkategorie, und des Prozentsatzes der dadurch
erkléarten Varianz im Merkmal.

Substrat

Einflussfaktoren Succ. PC

Bezugsgrofie Z P Z P Z P

Konzentration [umol] 7,5 7,5 0,025 0,025 0,2 0,2

n 11 12 6 6 5 6

i [umol ATP/10° Zellen | 0,107 0,011 | 0,052 0,009 0,265 0,010

bzw. mg Protein]

Vaterrasse n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Vater DL/DE 0,181 0,017 | 0,074 0,013 0,189 0,013
Vater Pi 0,033 0,005 | 0,029 0,005 0,341 0,011

Geschlecht n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Mannlich 0,117 0,009 | b b C C
Weiblich 0,097 0012 | b b c c

Ferkelkategorie n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Grétscher 0,173 0,019 | 0,059 0,012 0,129 0,009
Geschwister 0,045 0,003 | 0,024 0,003 0,291 0,007
Kontrolle 0,103 0,010 | 0,072 0,011 0,377 0,021

% erklarte Varianz 21,4 32,3 42,1 53,1 18,5 20,8

n.s. = nicht signifikant
b: ale Tiere des weblichen Geschlechtes gehtren der Ferkelkategorie
,,Geschwister an

c. aleTiere gehtren dem mannlichen Geschlecht an
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455.3 Einflisse auf die ATP-Synthese nach Zugabe der Substrate Succinat
oder Palmitoylcarnitin und ADP bei Betrachtung der Lymphozyten
der Ferkelgruppe

Es konnten in keinem Versuchsansatz Signifikanzen fur die im Modéel
berticksichtigten Faktoren auf die ATP-Produktion der Lymphozyten nachgewiesen
werden (Tab. 53). Dennoch zeigte sich in allen Versuchsansédtzen die Tendenz einer
hoheren ATP-Produktion der Lymphozyten von Ferkeln, die aus einem unbel asteten
Wurf stammten, im Vergleich zu Ferkeln, die selber unter CMH litten oder aus einem

Wurf stammten, in dem Geschwister CMH aufwiesen.
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Tab. 53: Mittlere Gehadlte (1) an produziertem ATP, bezogen auf die Zellzahl (Z)
bzw. den Proteingehalt (P) der Lymphozytensuspension, nach Zugabe der
Substrate Succinat (S) oder Pamitoylcarnitin (PC) und ADP, unter
Angabe der untersuchten Tiere (n) und der Signifikanzniveaus, der
Randmittelwerte der berlcksichtigten Einflussfaktoren Vaterrasse,
Geschlecht und Ferkelkategorie, und des Prozentsatzes der dadurch
erklérten Varianz im Merkmal

Substrat Succ. Succ. PC

+ Substrat | 7,5 7,5 75 7,5 0,025 0,025 0,2 0,2
[Lmol]

+ ADP [umol] | 0,19 0,19 0,76 0,76 0,19 0,19 0,76 0,76
BezugsgroRe | Z P Z P Z P Z P

n 6 6 5 6 6 6 5 6

M [umol ATP 0,250 | 0,040 | 2,588 | 0,173 | 0,232 0,035 2,597 | 0,187
110°Z€llen bzw.

mg Protein]

Vaterrasse n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Vater DL/DE | 0,260 | 0,046 | 2,075 | 0,152 | 0,365 0,060 2,271 | 0,168
Vater Pi 0,241 | 0,034 | 3,101 | 0,193 | 0,098 0,011 2,924 | 0,205
Geschlecht n.s.

Mannlich o c c 0172 | b b c o
Weiblich o c c 0173 | b b Cc c
Ferkel- n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
kategorie

Grétscher 0,266 | 0,041 | 1,826 | 0,128 | 0,241 0,025 1,955 | 0,139
Geschwister 0,263 | 0,035 | 2,746 | 0,159 | 0,119 0,014 2,031 | 0,153
Kontrolle 0,222 | 0,045 | 3,192 | 0,231 | 0,435 0,067 3,536 | 0,268
% erklarte 7,2 47 19,1 27,6 444 53,3 19,1 28,5
Varianz

n.s. = nicht signifikant
b: ale Tiere des weiblichen Geschlechtes gehdren der Grétscherkategorie
,,aeschwister” an

c. aleTiere gehdren dem mannlichen Geschlecht an
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4.5.6 Zusammenhange zwischen der ATP-Produktion der Lymphozyten
enes Individuums in verschiedenen Lebensaltern und zwischen

Nachkommen und M (ittern

45.6.1 Korrelationen  zwischen dem  ATP-Bildungsvermogen  der
Lymphozyten eines Tieres zu unterschiedlichen Zetpunkten im
L ebensalter (L &ufer/Mastschwein)

Um zu sehen, ob sich die Tiere in der Kapazitdt der ATP-Produktion der
Lymphozyten individuell unterscheiden, wurden Korrelationen zwischen den
Aktivitdten der ATP-Synthese der Lymphozyten von Schweinen zu verschiedenen
Zeitpunkten ihres Lebens, ndmlich im Léauferalter und im Mastschweinealter,
berechnet. Fur den Versuchsansatz mit 7,5 pmol Succinat und 0,76 pmol ADP
konnten hierbel 23 Tiere, und fur den Versuchsansatz mit 0,2 pmol Palmitoylcarnitin
und 0,76 ADP 11 Tiere bertcksichtigt werden, deren Atmungsaktivitdt mit dem
gleichen Versuchsansatz in beiden Stadien ermittelt worden war. Fur beide Substrate
konnten mittelgradige (Isuccinayzelizan = 0,434* , r'succinaprotein = 0,499% , Ipcprotein = 0,419)
bzw. geringe Korrelationswerte (rpc/zeizan = 0,294) zwischen den Atmungsaktivitéten
im Laufer- und im Mastschweinealter berechnet werden. Diese waren beim Einsatz
des Substrates Succinat signifikant.

4.5.6.2 Korrelationen zwischen den Kapazitaten der ATP-Synthese der
Muttersauen und der ihrer Nachkommen (Ferke, Laufer,
M astschweine)

Weiterhin sollte geprift werden, ob zwischen der ATP-Synthesekapazitéat der
Muttersau und der lhrer Nachkommen zu verschiedenen Lebensaltern ein
Zusammenhang erkennbar ist.

Hohe positiv gerichtete Korrelationen bestehen zwischen Ferkeln und Muttersauen fir
die ATP-Synthese in den Versuchsansdtizen mit aleiniger Gabe von 0,2 pumol
Palmitoylcarnitin und der Kombination von 0,2 umol Pamitoylcarnitin und 0,76
pumol ADP. Mittelgradige Korrelationen existieren fur die nativen Proben und bei

Verwendung des Substrats Succinat. Werden die Beziehungen zwischen Muttersau
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und dteren Nachkommen betrachtet, so nimmt die Anzahl der negativ gerichteten
Korrelationen mit steigendem Alter von Laufer bis Mastschwein zu. Hohe positive
und signifikante Korrelationen bestehen zwischen Muttersau und Laufer fur die
Versuchsansdtze mit verschiedenen Konzentrationen an Palmitoylcarnitin (0,025 und
0,2 umol) bei Bezug auf die Zellzahl, eine mittelgradige positive Korrelation ist fur
den Ansatz von 0,2 pumol Palmitoylcarnitin mit 0,76 pumol ADP zu verzeichnen.
Zwischen Muttersauen und Nachkommen in der Altersgruppe der Mastschweine
finden sich fast ausschliefdlich negativ gerichtete und nur geringgradig ausgepragte
Korrelationen (Anhang Tab. A4).

4.6 Das ATP-Bildungsvermbgen von Skelettmuskelmitochondrien aus

dem Musculus adduktor

46.1 Einfluss des Substrats auf die mitochondriale AT P-Produktion

Es wurden auch hierzu die Substrate Succinat und Palmitoylcarnitin verwendet, die
sich in ihrem Eintrittsort in die Atmungskette unterscheiden. Fir 15 Tiere wurden
mehrere gemeinsame Versuchsansdtze durchgefthrt. Hierbel stellte sich wiederum
heraus, dass unter Verwendung von Pamitoylcarnitin mehr ATP von den

Mitochondrien produziert werden konnte als bel Einsatz von Succinat (Tab. 54).
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Tab.54: Mittelwerte und Standardabweichungen der mitochondriden ATP-
Produktion von 15 Schweinen in verschiedenen Versuchsansatzen mit den
Substraten Succinat oder Palmitoylcarnitin (PC) mit und ohne Zugabe von

ADP

Versuchsansatz n pmol ATP/mg Protein
nativ 15 0,66 + 1,27

Succ 7,5 pmol 15 0,50+ 1,28

PC 0,025 pmoal 15 0,45+ 1,22

Succ 7,5 umol + 15 2,44+ 281

ADP 0,19 pmol
PC 0,025 pmol + 15 1,07+ 1,87
ADP 0,19 pmol
4.6.2 Einfluss der eingesetzten ADP-Menge auf die mitochondriale ATP-
Produktion

Fur das Substrat Succinat wurde weiterhin untersucht, inwiefern die zugegebene
Menge an ADP die ATP-Ausbeute beeinflusst. Dass bel zunehmender Zugabe an
ADP die ATP-Produktion der Mitochondrien ansteigt, ist in Abb. 16 dargestellt.

Unter Voraussetzung einer linearen Beziehung zwischen der zugegebenen ADP-
Menge und der Hohe der ATP-Produktion durch die Mitochondrien, wurde ein
Regressionskoeffizient von 1,762 pumol ATP/1 Anteil ADP (0,19 umol) mit einem
Korrelationskoeffizienten von r = 0,85 (P < 0,001) bestimmt. Wird die Regression fir
jede Alterskategorie berechnet, so betragt der Regressionskoeffizient bel Ferkeln
1,581 umol ATP/ 1 Anteil ADP (r = 0,823, P < 0,001) und bei Mastschweinen 1,861
umol ATP/ 1 Anteil ADP (r = 0,876,.P < 0,001).

Fur das Substrat Palmitoylcarnitin wurde dieser Verlauf nicht untersucht.
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Abb. 16: Darstellung der ATP-Produktion der Muskelmitochondrien bei Zugabe
steigender Mengen ADP zum Substrat Succinat in den Alterskategorien
Ferkel und Mastschwein mittels Box-and-Whisker-Plots, unter Angabe der
Anzahl (n) der untersuchten Tiere, sowie der Darstellung der Ausreil3er (0)
und Extremwerte (*)

4.6.3 Einfluss von Diadenosinpentaphosphat auf die ATP-Ausbeute

Ein Zusatz von Diadenosinpentaphosphat zeitgleich mit dem Angebot von ADP sollte
durch Hemmung des ATP-Abbaus eine genauere Messung der gesamten tatséchlich
synthetisierten ATP-Menge ermoglichen. Es wurden drei  verschiedene
Konzentrationen von Diadenos npentaphosphat (0,05/0,1/0,15 nmol) eingesetzt und
die Ergebnisse mit dem Kontrollansatz verglichen.

Eine Zugabe von 0,05 oder 0,15 nmol ergab eine Erniedrigung der ATP-Gehalte
gegenuiber dem Ansatz ohne Diadenosinpentaphosphat (Mitochondrien jeweils vom
gleichen Versuchstier), bel einer Menge von 0,1 nmol kam estells zu einem starkeren
Anstieg der ATP-Werte, teils unterschied sich das Ergebnis nicht vom Kontrollansatz
(Abb. 17).
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Abb. 17:  Verédnderung der ATP-Ausbeute aus der mitochondrialen ATP-Produktion
in verschiedenen Versuchsansdtzen durch Zugabe verschiedener Mengen
an Diadenosinpentaphosphat zu unterschiedlichen ADP-Mengen unter
Verwendung von Succinat als Substrat

4.6.4 Veranderungen in der ATP-Produktion der Skelettmuskel-

mitochondrien im Alter sverlauf

4.6.4.1 Die ATP-Synthese der Skelettmuskelmitochondrien in der nativen
Probe

Im nativen Versuchsansatz produzieren die Mitochondrien das ATP aus den
vorhandenen Reserven an Substrat und ADP. Mittels Varianzanalyse konnten nur 11,1
% Varianz in der ATP-Produktion der Mitochondrien erklart werden (Tab. 55). Keiner
der berlcksichtigten Faktoren hatte einen signifikanten Einfluss auf die Hohe der
ATP-Produktion. Tendenziell war zu beobachten, dass Nachkommen von Vétern, die
bezliglich ihrer Rassezugehdrigkeit Mutterlinien vertreten, mannliche und &ltere
Schweine (Mastschweine) ohne externe Zugaben mehr ATP besitzen als Schweine,
deren Véter den Vaterlinien angehdren, und als weibliche und jingere Schweine
(Ferkel). Die tendenziellen Unterschiede zwischen den zwel verwendeten
Inkubationsmedien waren im nativen Zustand geringer als andere beriicksichtigte

mogliche Einflussfaktoren.
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Tab.55: Mittlere Gehalte (1) an nativ produziertem ATP, bezogen auf den
Proteingehat der Mitochondriensuspension, unter Angabe der Anzahl
untersuchter Tiere (n) und der Signifikanzniveaus, der Randmittelwerte
der  berlcksichtigten  Einflussfaktoren  Vaterrasse,  Geschlecht,
Alterskategorie und verwendetes Medium, und des Prozentsatzes der
dadurch erklarten Varianz im Merkmal

Versuchsansatz nativ
n 50
M [umol ATP/mg Protein] 0,594
Vaterrasse n.s.
Vater DL/DE 0,732
Vater Pi 0,457
Geschlecht 2
mannlich 0,912
weiblich 0,277
Alterskategorie n.s.
Ferkel 0,502
Mastschweine 0,687
Atmungsmedium n.s.
Il nach HERPIN 0,602
Il nach DZAPO 0,586
% erklarte Varianz 111

n.s. = nicht signifikant, °: P<0,1

4.6.4.2 Die ATP-Synthese der Skeettmuskelmitochondrien mit den

Substraten Succinat oder Palmitoylcarnitin

Die Zugabe von Substraten erméglicht den Mitochondrien die restlichen endogenen
Reserven an ADP zu ATP umzusetzen. Das verwendete lineare Modell konnte je nach
Versuchsansatz 9,7 % bis 50,1 % der Varianz erkldren (Tab. 56). Fur keines der
berticksichtigten Merkmale konnte ein statistisch abgesicherter Einfluss auf die Hohe
der ATP-Produktion der Mitochondrien festgestellt werden. Die im nativen Zustand
beobachteten Tendenzen der véterlichen Linienzugehorigkeit, des Geschlechtes und
der Alterskategorie wurden bel Zugabe von Substraten nicht in alen
Versuchsansétzen gleichgerichtet beobachtet.
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Tab. 56: Mittlere Gehalte (1) an produziertem ATP, bezogen auf den Proteingehalt
der Mitochondriensuspension, nach Zugabe der Substrate Succinat (Succ.)
oder Palmitoylcarnitin (PC), unter Angabe der Anzahl untersuchter Tiere
(n) und der Signifikanzniveaus, der Randmittelwerte der berticksichtigten
Einflussfaktoren Vaterrasse, Geschlecht, Alterskategorie und verwendetes
Medium, und des Prozentsatzes der dadurch erklarten Varianz im

Merkmal.

Substrat [umol/Probe]

Einflussfaktoren Succ. 7,5 PC 0,025 PC0,2
n 58 15 32
M [umol ATP/mg Protein] 0,736 1,262 0,49
Vaterrasse n.s. n.s. n.s.
Vater DL/DE 0,714 1,595 0,790
Vater Pi 0,757 0,929 0,191
Geschlecht n.s. ° n.s.
Mannlich 1,041 2,417 0,478
Weiblich 0,431 0,106 0,503
Alterskategorie n.s. n.s. n.s.
Ferkel 0,947 1,245 0,163
Mastschwein 0,525 1,279 0,818
Inkubationsmedium ° a n.s.
I nach HERPIN 0,471 a b
11 nach DZAPO 1,001 a b
% erkléarte Varianz 21,9 50,1 9,7

***: P<0,001, **: P<0,01, *: P<0,05, °: P<0,1, n.s. = nicht signifikant
a Inkubationsmedium HERPIN wurde nur in der Alterskategorie Ferkel eingesetzt
b: Inkubationsmedium HERPIN wurde ausschliefdlich verwendet

Mannliche Ferkel produzierten mit Succinat oder 0,025 pumol Palmitoylcarnitin (P <

0,1) mehr ATP as weibliche Tiere. Mit Palmitoylcarnitin scheinen die Nachkommen

von DL/DE-Ebern den Piétrain-Abkdmmlingen tendenziell Uberlegen. Umgekehrte

Verhdltnisse in Bezug auf das Merkmal V aterrasse bestehen fur das Substrat Succinat.
Ein Vergleich der Inkubationsmedien Il und Il im Einsatz mit dem Substrat Succinat

ergab mit einer statistischen Lage an der Signifikanzgrenze eine hthere Ausbeute
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beim Einsatz des Mediums I11 nach DZAPO.

4.6.4.3 Die ATP-Synthese der Skeettmuskelmitochondrien mit den
Substraten Succinat oder Palmitoylcarnitin und ADP

Die eigentliche Leistungsfahigkeit der Atmungsaktivitdt der Mitochondrien wurde
unabhangig von den endogenen Reserven durch Zugabe von Substrat und ADP
anhand der ATP-Produktion bestimmt. Hierbei konnten ein grol3erer Anteil, ndmlich
34,1 % bis 42,6 % der Varianz in der ATP-Synthese der Mitochondrien, durch das
verwendete Modell erkléart werden (Tab. 57).

Fur das Geschlecht konnte in keinem Versuchsansatz ein signifikanter Einfluss auf die
mitochondriale ATP-Produktion beobachtet werden. Unter Verwendung des
Substrates Palmitoylcarnitin scheinen jedoch die Mitochondrien mannlicher Schweine
tendenziell mehr ATP zu bilden als die Mitochondrien weiblicher Tiere.

Fur die Rassezugehotrigkeit des Vaters konnte beobachtet werden, dass die
Mitochondrien von Nachkommen der Eber, die die Mutterlinien vertreten, tendenziell
mehr ATP produzierten als Mitochondrien der Nachkommen der Eber, die die
Vaterlinie vertreten. Auch fir die engesetzten Inkubationsmedien konnten
unterschiedliche Mengen an produziertem ATP gemessen werden. Diese Unterschiede
bewegten sich sogar an der Signifikanzgrenze (Pisioapp = 6,8 %, Pipciapp = 7,5 %),
waren jedoch fur die beiden Substrate gegenlaufig. Ein hochsignifikanter Einfluss auf
die ATP-Produktion konnte fur die Alterskategorie unabhangig vom verwendeten
Substrat in Versuchsansdtzen mit tber 30 untersuchten Tieren beobachtet werden.
Hierbel produzierten Ferkel 13,70 umol ATP/mg Mitochondrienprotein unter Zugabe
von 7,5 pmol Succinat und 1,9 pmol ADP, bzw. 14,4 pmol ATP/mg
Mitochondrienprotein unter Zugabe von 0,2 umol PC und 1,9 umol ADP mehr im

Vergleich zu den Mastschweinen.
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Tab. 57:  Mittlere Gehalte (1) an produziertem ATP, bezogen auf den Proteingehalt
der Mitochondriensuspension, nach Zugabe der Substrate Succinat (Succ.)
oder Palmitoylcarnitin (PC) und von ADP, unter Angabe der Anzahl
untersuchter Tiere (n) und der Signifikanzniveaus, der Randmittelwerte
der  berlcksichtigten  Einflussfaktoren  Vaterrasse,  Geschlecht,
Alterskategorie und verwendetes Medium, und des Prozentsatzes der
dadurch erklérten Varianz im Merkmal

Versuchsansatz Succ. PC PC

+ Substrat [umol] 75 0,025 0,2

+ ADP [umol] ADP ADP ADP

1,9 0,19 1,9

n 50 18 32

M [umol ATP/mg Protein] 28,385 2,042 22,815

Vaterrasse ° n.s. n.s.
Vater DL/DE 31,223 2,471 22,666
Vater Pi 25,548 1,613 22,964

Geschlecht n.s. n.s. n.s.
mannlich 28,368 2,761 25,128
weiblich 28,403 1,323 20,502

Alterskategorie *x n.s. *x
Ferkel 35,237 1,511 30,019
Mastschwein 21,534 2,573 15,611

Inkubati onsmedium ° °
I nach HERPIN 25,430 3,355 a
11 nach DZAPO 31,341 0,729 a

% erkléarte Varianz 34,1 42,6 41,3

**: P<0,01; °: P<0,1; n.s. = nicht signifikant

a dle Mitochondrien wurden mit dem Medium nach HERPIN untersucht
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4.6.5 Unterschiede in der ATP-Synthese der Mitochondrien zwischen
Ferkeln mit und ohneCMH

4.6.5.1 Die ATP-Synthese der Skelettmuskelmitochondrien in der nativen
Probe

Im nativen Versuchsansatz konnte mit dem verwendeten statistischen Modell (Modell
4b) fur die Ferkel ein groferer Anteill der Varianz in der mitochondrialen ATP-
Produktion erklart werden als bel Betrachtung der mitochondrialen Atmungsaktivitét
von Schweinen beider Alterskategorien (Tab. 58). Keiner der berlicksichtigten
Faktoren hatte einen statistisch abgesicherten Einfluss auf die ATP-Produktion der
Ferkelmitochondrien, dennoch sind auch bei dieser sehr kleinen Stichprobe
Tendenzen zu erkennen. Wie bel der gesamten Stichprobe (Mastschweine und Ferkel)
ist eine Uberlegenheit der Ferkel von Ebern, die den Rassen DL oder DE angehoren,
und denen, die mannlichen Geschlechtes sind, gegeniber den jeweils anderen
Gruppen zu beobachten. Weiterhin zeigen die Mitochondrien von Gréatscherferkeln
die hochste ATP-Produktion im Vergleich zu ihren Geschwistern und zu Ferkeln aus

Kontrollwurfen.
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Tab.58: Mittlere Gehalte (1) an nativ produziertem ATP, bezogen auf den
Proteingehalt der Mitochondriensuspension, unter Angabe der Anzahl der
untersuchten Tiere (n) und der Signifikanzniveaus, der Randmittelwerte
der  berlcksichtigten  Einflussfaktoren  Vaterrasse,  Geschlecht,
Ferkelkategorie und verwendetes Medium, und des Prozentsatzes der
dadurch erklarten Varianz im Merkmal

Versuchsansatz nativ
n 18
M [umol ATP/mg Protein] 0,586
Vaterrasse n.s.
Vater DL/DE 0,903
Vater Pi 0,270
Geschlecht n.s.
mannlich 0,767
weiblich 0,406
Ferkelkategorie n.s.
Grétscher 1,292
Geschwister 0,236
Kontrolle 0,231
Inkubationsmedium n.s.
I nach HERPIN 0,567
[l nach DZAPO 0,606
% erklarte Varianz 28,5

n.s. = nicht signifikant

4.6.5.2 Die ATP-Synthese der Skeettmuskelmitochondrien mit den

Substraten Succinat oder Palmitoylcarnitin

Zwischen 14,5 % und 46,4 % der Varianz der mitochondrialen ATP-Produktion der
Ferkel konnte mit Modell 4b erklart werden (Tab. 59), jedoch konnte fir keinen der
berticksichtigten Faktoren ein Einfluss statistisch abgesichert werden. Tendenzielle
Unterschiede waren zwischen den verwendeten Medien zu beobachten, wobei hier das
Medium nach DZAPO (Inkubationsmedium I11) mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit

von 5,2 % zu mehr von den Mitochondrien produziertem ATP flhrte als das Medium
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nach HERPIN. (Inkubationsmedium I1). Auch konnte wieder eine tendenzielle
Uberlegenheit der mannlichen Ferkel und der Ferkel von Ebern, die einer Mutterrasse
angehotren, gegenuber weiblichen Ferkeln und Nachkommen von Ebern aus der
Vaterlinie beobachtet werden.

Unter Zugabe des Substrates Succinat produzierten die Mitochondrien von Ferkeln
mit CMH mehr ATP as die ihrer gesunden Wurfgeschwister und der Kontrolltiere.
Bel Zugabe des Substrates Palmitoylcarnitin war die mitochondriale ATP-Produktion
der erkrankten Ferkel dagegen niedriger a's die der Geschwister- und Kontrolltiere.
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Tab.59:  Mittlere Gehalte (1) an produziertem ATP, bezogen auf den Proteingehalt
der Mitochondriensuspension, nach Zugabe der Substrate Succinat (Succ.)
und Palmitoylcarnitin (PC), unter Angabe der Anzahl untersuchter Tiere
(n) und der Signifikanzniveaus, der Randmittelwerte der berticksichtigten
Einflussfaktoren Vaterrasse, Geschlecht, Ferkelkategorie und verwendetes
Medium, und des Prozentsatzes der dadurch erklarten Varianz im
Merkmal.

Substrat [umol]
Einflussfaktoren Succ. 7,5 PC 0,2
n 18 12
M [umol ATP/mg Protein] 1,544 0,111
Vaterrasse n.s. n.s.
Vater DL/DE 1,677 0,131
Vater Pi 1,410 0,091
Geschlecht n.s. n.s.
Mannlich 1,804 0,131
Weiblich 1,283 0,091
Ferkelkategorie n.s. n.s.
Grétscher 2,074 0,000
Geschwister 1,966 0,107
Kontrolle 0,591 0,226
Inkubationsmedium ° n.s.
I nach HERPIN 0,432 a
11 nach DZAPO 2,655 a
% erklarte Varianz 46,4 14,5

°: P<0,1, n.s. = nicht signifikant
a Medium HERPIN wurde ausschliefdich verwendet
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4.6.5.3 Die ATP-Synthese der Skeettmuskelmitochondrien mit den
Substraten Succinat oder Palmitoylcarnitin und ADP

Die Varianz in der eigentlichen Leistungsféhigkeit der Atmungsaktivitdt der
Mitochondrien konnte fur den Versuchsansatz unter Verwendung von Succinat zu
31,6 % erklart werden, unter Verwendung von Palmitoylcarnitin nur zu 11,9 %. Es
konnten keine Einflussfaktoren statistisch abgesichert werden (Tab 60). Tendenziell
produzierten die Mitochondrien von ménnlichen Probanden mehr ATP as die der
weiblichen. Fir die Rassenzugehorigkeit des Vaters des beprobten Tieres [asst sich fir
die Versuchsansitze keine einheitliche Aussage Uber die Tendenz der ATP-
Produktion treffen, ebenso wenig tber den Einfluss des Gesundheitsstatus des Ferkels.
Unter Verwendung des Substrates Succinat produzierten die Mitochondrien von
Ferkeln aus betroffenen Wirfen mehr ATP as die der Kontrolltiere. Hierbel konnte
fir die Geschwistertiere die hochste mitochondriale ATP-Produktion gemessen
werden. Dies war auch unter Verwendung des Substrates Palmitoylcarnitin der Fall,

wogegen nun die Gratscher den geringsten Anteil an der ATP-Produktion zeigten.
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Tab. 60:

Mittlere Gehalte (1) an produziertem ATP, bezogen auf den Proteingehalt
der Mitochondriensuspension, nach Zugabe der Substrate Succinat (Succ.)
oder Palmitoylcarnitin (PC) und von ADP, unter Angabe der Anzahl
untersuchter Tiere (n) und der Signifikanzniveaus, der Randmittelwerte
der  berlcksichtigten  Einflussfaktoren  Vaterrasse,  Geschlecht,
Ferkelkategorie und verwendetes Medium, und des Prozentsatzes der
dadurch erklarten Varianz im Merkmal

Substrat Succinat Palmitoyl-
carnitin
+ Substrat [umol/Probe] Succ. 7,5 PC 0,2
+ ADP [umol/Probe] ADP1)9 ADP1)9
n 18 12
M [umol ATP/mg Protein] 29,216 27,806
Vaterrasse n.s. n.s.
Vater DL/DE 32,990 21,048
Vater Pi 25,442 34,563
Geschlecht n.s. n.s.
mannlich 31,794 36,790
weiblich 26,639 18,822
Ferkelkategorie n.s. n.s.
Grétscher 29,252 23,872
Geschwister 34,675 30,827
Kontrolle 23,721 28,718
Inkubationsmedium n.s. a
I nach HERPIN 34,151
[l nach DZAPO 24,282
% erklarte Varianz 31,6 119

n.s. = nicht signifikant

a ale Mitochondrien wurden mit dem Medium nach HERPIN untersucht
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4.6.5.4 Korrelationen der ATP-Synthesefahigkeit von Lymphozyten und
Muskelmitochondrien bei Ferkeln und Mastschweinen

Bel Betrachtung der Ferkelgruppe finden sich hohe positive und signifikante
Korrelationen fur die Versuchsansatze mit dem Substrat Succinat und 0,76 pumol ADP
(r = 0,872*) und bei 0,2 umol Palmitoylcarnitin (r = 0,934**). Fir die Gruppe der
Mastschweine sind alle Korrelationen negativ gerichtet, Beziehungen in mittlerer
Hohe bestehen fir die Versuchsansdtze Succinat plus ADP (r = -0,416*) sowie bei
Zugabe von verschiedenen Konzentrationen an Palmitoylcarnitin und ADP (r = -0,420
bzw. -0,447°).

4.7 Die Enzymaktivitdt der Carnitinpalmitoyltransferase I (CPT 1) in
Skelettmuskelmitochondrien aus dem Musculus adduktor von
Saugferkeln und Mastschweinen

471 Einfluss des Alters, des Geschlechts und der Vaterrasse auf die CPT |
-Aktivitat

Mit Modell 5a konnten 33,8 % der Varianz in der CPT-Aktivitét erklart werden (Tab.
61). Die véterliche Herkunft hatte einen hochsignifikanten, der Versuchstag einen
signifikanten Einfluss auf die Hohe der CPT-Aktivitét.

Schweine, welche von Piétrain-Ebern abstammiten, setzten mehr Pal mitoylcarnitin um
as Nachkommen von Ebern der Deutschen Landrasse bzw. der Rasse Deutsches
Edelschwein.

Fur das Geschlecht und die Alterskategorie konnte statistisch fur eine
Stichprobengrofi3e von 64 Tieren kein Einfluss abgesichert werden. Tendenziell waren
jedoch hohere Aktivitdten der CPT bel méannlichen und d&teren Schweinen

(Mastschweinen) als bel weiblichen Tieren und Ferkeln zu beobachten.
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Tab. 61:  Mittlere Gehdlte (1) der CPT-Enzymaktivitdt in der Einheit Units (U),
unter Angabe der Anzahl
Signifikanzniveaus,
Einflussfaktoren Vaterrasse, Geschlecht und Alterskategorie, sowie des
Prozentsatzes der dadurch erklarten Varianz im Merkmal

untersuchter Tiere (n)
Randmittelwerte

Einflussfaktoren

n 64

M [mU/mg Protein und min] 0,542

Vaterrasse kK
Vater DL/DE 0,445
Vater Pi 0,639

Geschlecht n.s.
mannlich 0,592
weiblich 0,492

Alterskategorie n.s.
Ferkel 0,422
Mastschwein 0,662

% erklarte Varianz 33,8

*** = P <0,001; n.s. = nicht signifikant

4.7.2 Einfluss des CMH-Syndroms auf die Aktivitat der CPT |

Muskelmitochondrien

In Tabelle 62 sind die Randmittelwerte der berticksichtigten Einflussfaktoren auf die
CPT-Aktivitét dargestellt. Es konnten mit dem verwendeten Modell (Modell 5b) 43,7
% der Varianz in der CPT-Aktivitat erklart werden. Wie bereits in der gesamten
Stichprobe, konnte sowohl fir die Rassezugehdrigkeit (P = 7,5 %) as auch fur den
Versuchstag (P = 5,5 %) ein Einfluss an der Signifikanzgrenze beobachtet werden,

wobei die Abstammung von der Vaterrasse Piétrain mit einer hdheren Enzymaktivitét

einhergeht.

berlicksichtigten
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Tab. 62:  Mittlere Gehdlte (1) der CPT-Aktivitét in der Einheit Units (U), unter
Angabe der Anzahl untersuchter Tiere (n) und der Signifikanzniveaus, der
Randmittelwerte der berlcksichtigten Einflussfaktoren Vaterrasse,
Geschlecht und Ferkelkategorie, sowie des Prozentsatzes der dadurch
erklérten Varianz im Merkmal

Einflussfaktoren

n 18

p [mU/mg Protein und min] 0,455

Vaterrasse °
Vater DL/DE 0,355
Vater Pi 0,555

Geschlecht n.s.
mannlich 0,456
weiblich 0,454

Ferkelkategorie n.s.
Grétscher 0,486
Geschwister 0,443
Kontrolle 0,435

% erklarte Varianz 43,7

°=P<0,05; n.s. = nicht signifikant

Ein Geschlechtsunterschied konnte nicht beobachtet werden. Grétscherferkel hatten
tendenziell eine etwas héhere CPT-Aktivitét als ihre gesunden Wurfgeschwister und

die Kontrolltiere.
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S DISKUSSION

51 Carnitin im Skelettmuskel

51.1 Rasse- und Speziesunter schiede

Deutliche Speziesunterschiede werden bei der Untersuchung von Skelettmuskul atur
festgestellt und genetische Unterschiede as dafir ursachlich angenommen. Selbst
zwischen relativ nahe verwandten Tierarten wie Rind und Schaf finden sich nicht
unerhebliche Differenzen. Auch die Domestizierung und die damit verbundene von
menschlichen Interessen bestimmte Zuchtauswahl hat indirekt Verénderungen im
Carnitingehalt verursacht, wie der Vergleich Wildschwein vs. Hausschwein
verdeutlicht (GUSTAV SEN, 2000). Es stellt sich die Frage, ob sich nicht auch bereits

in einzelnen Haustierrassen Unterschiede im Stoffwechsel profil nachwei sen lassen.

SNOSWELL und KOUNDAKJAN (1972) stellten bei Schafen beim Vergleich
derselben Muskeln rassenspezifische Unterschiede im Carnitinprofil fest (z.B.
zwischen Merino und Suffolk), aber auch Unterschiede zwischen verschiedenen
Muskelgruppen an enem Tier. Fur das Schwein wurden bislang keine

Untersuchungsergebnisse speziell zum Thema Rassenabhéangigkeit vertffentlicht.

Bel der Betrachtung der Vaterrasse zeigte sich in den vorgenommenen Versuchen in
den Alterskategorien weder bei Ferkeln noch bei Mastschweinen ein Einfluss auf die
Carnitingehalte des Muskels.

Beim Vergleich der Linien der Mutterrassen DL und DE mit der Vaterlinie Piétrain
betrachtet man im Grunde genommen die vererbten Fahigkeiten des Muskel ansatzes,
der Ausbildung einer grofReren Muskelmasse der Rasse Piétrain sowohl in Reinzucht
als auch bei Kreuzungstieren. Ahnlich wie beim Gesamtgewicht des Schweines hat
auch die Menge des vorhandenen Muskelfleisches, beruhend auf der Hypertrophie der
Muskelfasern,  anscheinend  keinen  erkenntlichen  Einfluss auf  die
Carnitinkonzentration.

Im Gegensatz zur Betrachtung von Schweinen unterschiedlicher Alterskategorien
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treten bel aleniger Betrachtung der Saugferkelgruppe deutliche Unterschiede
zwischen den Nachkommen von DL- und von Pi-Ebern auf. Bei Betrachtung der
Ferkelkategorien Gréatscher, Geschwister und Kontrolle hatten Nachkommen von DL-
oder DE-Ebern durchschnittlich hohere Gehalte an allen drei Carnitinfraktionen als
Nachkommen von Piétrain-Ebern, jedoch konnte dies nicht statistisch abgesichert
werden. Zu berticksichtigen ist, dass die Ferkelgruppe im Gegensatz zu den anderen
Alterskategorien nicht nur reinrassige Tiere, sondern auch verschiedene

Rassenkreuzungen beinhaltet.

512 Unter schiede zwischen M uskelgruppen

Fur die vorliegende Untersuchung ist zu bertcksichtigen, dass die
Muskel gewebsproben zur besseren Vergleichbarkeit unterschiedlicher Tierkategorien
ausschliefdlich aus der Adduktorenmuskulatur entnommen wurden. Die Auswahl des
M. add. erfolgte in in Hinblick darauf, dass sich gerade dort Unterschiede zwischen
gesunden und von CMH betroffenen Ferkeln darstellen lassen muissten. Dieser Muskel
ist aber nicht vollig reprasentativ fur alle anderen Skelettmuskeln des Korpers, da
verschiedene Muskelgruppen Unterschiede zwischen den Anteilen an weif3en oder
roten Muskelfasern und ihrer Subtypen aufweisen, die mit Unterschieden in den
Carnitingehalten in Zusammenhang stehen.

CONSTANTIN-THEODOSIU et a. (1996) z.B. vertreten die Ansicht, dass rote
Muskelfasern vom Typ | mehr Carnitin enthaten als weil3e Fasern vom Typ II.
Letztere sind in groferem Malde zur anaeroben Energiegewinnung beféhigt und
schneller ermidbar. Es scheint, dass in roten Muskelfasern die Verbrennung von
Fettsduren, in weillen die Nutzung von Kohlenhydratreserven vorgezogen wird
(KERNER und BIEBER, 1983). Nach elektrischer Stimulierung stiegen die
Acetylcarnitinspiegel auf Kosten des freien Carnitins, und zwar vor allem in den roten
Muskelfasern.

513 Einflussvon Alter und Gewicht

Beim Vergleich der Tierkategorien Ferkel und Mastschweine fanden sich innerhalb

der Gruppe der Ferkel signifikante Korrelationen der Gehalte an frelem und gesamtem
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Carnitin in Muskelfrisch- und -trockenmasse zum Alter, innerhalb der Gruppe der
Mastschweine gab es eine solche Verbindung nicht. Mit zunehmendem Alter der

Ferkel steigt der Gehalt an freilem und gesamtem Carnitin im Muskel gewebe an.

Nach MUSSER et al. (1999) weisen junge Tiere einer Tierart in der Skelettmuskul atur
weniger Carnitin auf as erwachsene Tiere. Dies trifft hier im Vergleich der Ferkel mit
den ca. 180 Tage aten Mastschweinen nur bedingt zu, wobel die Unterschiede sichim
freien Carnitin und im Acylcarnitingehalt manifestieren. Da Jungtiere einen héheren
Korperwasseranteil besitzen, wurden die Verhdltnisse in der Muskelfrischsubstanz
stets denen in der Trockenmasse gegeniibergestellt (Tab. 26). Die Trocknung des
Gewebes fuhrt durch den Wasserentzug zu einer deutlichen Aufkonzentrierung der
Inhaltsstoffe. Da der Wassergehalt in den Korperzellen mit zunehmendem Alter
abnimmt, ist die bessere Vergleichbarkeit verschiedener Altersstufen in der
Trockensubstanz gewahrleistet.

In der Aufkonzentrierung des Carnitins in der wasserfreien Substanz sind die
Gesamtcarnitingehalte beider Altersgruppen identisch, in der Frischsubstanz haben die
Ferkel, bedingt durch den “Verdiinnungseffekt* niedrigere Gehalte. Die Ferkel wiesen
dagegen beim freilen Carnitin in der Trockensubstanz hochsignifikant hthere Werte
auf. Dieser Unterschied war bel Betrachtung der Frischsubstanz ebenfalls erkennbar,
aber nicht signifikant. In der Acylcarnitinfraktion alerdings finden sich bel einer
Irrtumswahrscheinlichkeit an der Signifikanzgrenze anndhernd doppelt so hohe
Gehalte im Muskel der schlachtreifen Mastschweine als bei den Saugferkeln. Dieser

Unterschied pragte sich sowohl in der Frisch- as auch der Trockensubstanz aus.

Es fanden sich in den Kategorien Ferkel und Mastschweine keine signifikanten
Korrelationen zwischen freiem Carnitin, gesamtem Carnitin und Acylcarnitin in
Frisch- oder Trockensubstanz des Muskels und dem Gewicht der Tiere.

Innerhalb der Saugferkelkategorie sind die Durchschnittsgewichte der Grétscher
niedriger as die ihrer Geschwister, diese wiederum liegen niedriger als die der
Kontrollen. (Die Ferkel waren zur Zeit der Beprobung zwischen ein bis zehn Tage alt
und hatten ein Lebendgewicht zwischen 980 g und 2,52 kg. Die Grétscherferkel waren
im Durchschnitt 350 g leichter a's die Kontrolltiere, wahrend die Wurfgeschwister der

Grétscher durchschnittlich nur 50 g leichter ads die Kontrollen waren. Die
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Mastschweine waren zum Zeitpunkt der Schlachtung zwischen 168 und 187 Tage alt
und hatten ein Endgewicht von 70,4 bis 107,9 kg).

Niedrigere Geburtsgewichte der Grétscher wurden auch von HORUGEL und
LORENZ (1979), SCHNAPPERELLE und KOCH (1980) und VOGT et al. (1984)
bereits festgestellt.

Gewicht und Alter sind im Regelfall positiv miteinander verbunden: je dlter ein Tier,
desto schwerer ist es, dies gilt jedenfalls bis zum Abschluss der Wachstums. Im hohen
Alter konnen Abbauprozesse, hauptséchlich in Muskelmasse und Knochendichte,
einen gewissen Gewichtsverlust bewirken. Alterung ist unausweichlich, die Zeit als
aullere Bedingung schreitet fur jedes Lebewesen gleichschnell  voran.
Alterungsprozesse sind Entwicklungsprozesse, die einer sehr starken genetischen
Grundlage entspringen (jede Tierart hat ihre eigene ,,innere biologische Uhr* von
Jugend bis Alter), sich als Konstitution manifestieren, und auf der stofflichen
Grundlage der korrekten Lesbarkeit und Reproduktion des Genoms, sowie der
Intaktheit solch wichtiger Zellorganellen wie den Mitochondrien beruhen.

Das Gewicht ist im héheren Mal3e als die Altersvorgange von aufleren Einfllssen
gepragt. Natlrlich existieren auch hier genetische Abhéangigkeiten, Vorgaben
beziiglich Art, Rasse und Geschlecht, auch Spielraume  bezlglich
Familiendispositionen oder Geburtsgewichten, aber aufRere Bedingungen wie
Futterung und korperliche Beanspruchung, z.B. in Form von Muskelarbeit,
Schwangerschaften oder Krankheit, konnen unabhangig vom Alter das Gewicht stark
beeinflussen.

Die zu Uberprifende hypothetische Annahme des Gewichtseinflusses ging davon aus,
dass be einer groReren Muskelmasse mehr Muskelfasern und mehr kontraktile
Elemente vorhanden sind, die die Muskelkraft verbessern, den Energiebedarf aber
erh6hen, so dass mehr ATP verbraucht, und daher die Fettsdureverbrennung gesteigert
wird, welche wiederum Carnitin benétigt. Ahnliche Uberlegungen betreffen auch den
Vergleich der Rassen Piétrain und Deutsche Landrasse, die sich besonders in der
Muskelmasse, dem Potential des Muskelansatzes, unterscheiden.

In den ersten Lebenstagen wirken sich die Veranderungen, die die Umstellung des
Stoffwechsels flr ein Leben auRerhalb des Mutterleibs mit sich bringt, stérker aus als

in spéteren Lebensabschnitten, in denen eher eine gewisse Homoostase gehalten wird.
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Die reine Zunahme der Muskelmasse, die im Alter der schlachtreifen Mastschweine
neben der erst langsam steigenden Akkumulation von Fettgewebe noch den
Hauptanteil der Gewichtszunahme stellt, andert hier nichts an der
Carnitinkonzentration im Muskelgewebe. Zu erwarten gewesen wére dies vielleicht
am ehesten bel den Saugferkeln, deren physiologische Ausreifung der Muskelfasern
zur Geburt noch nicht abgeschlossen ist, und bel denen das Wachstum im Zeitraum
der Muskelfaserentwicklung automatisch eine Gewichtszunahme mit sich bringt, also
eine Kopplung der Einflisse Alter und Gewicht. Dies ist alerdings in der
vorliegenden Untersuchung nicht der Fall.

Generell besitzen schwerere Saugferkel ihren Wurfgeschwistern gegentiber bessere
Uberlebenschancen, sind am Gesiuge durchsetzungsfahiger und weniger von
Unterkiihlung bedroht als leichtere Geschwister. Dieser Vorteil nivelliert sich bei
heranwachsenden Tieren. Fur die Carnitinkonzentration im Muskel an sich scheint es
keine Rolle zu spielen, leichte und schwere Tiere sind in Bezug auf die

Fettsdurenverwertung gleichermal3en geristet (Tab. 25).

Bel Frauen konnte ein Einfluss von Gewicht und Korpergrof3e Uber den
BodymalRindex beobachtet werden. Frauen mit einem BMI > 28 hatten mehr
Gesamtcarnitin und freies Carnitin im Plasma. Bel Méannern hatte der BMI keinen
Bezug zum Carnitingehalt (BOULAT e 4a., 1993). Bei ener solchen
Betrachtungsweise wird allerdings gleichzeitig eine Kopplung der Merkmale Gewicht,
Grof3e und Geschlecht vorgenommen, und die Mef3grofe Plasma sagt nicht unbedingt

etwas Uber die Konzentration im Muskel aus.

Der Faktor Erndhrung spielt durchaus eine grof3e Rolle und ist sicherlich einer der
stérksten exogenen Einflusse auf den Carnitinhaushalt: Die Ferkel werden mit
carnitinreicher Muttermilch erndhrt, die Mastschweine mit carnitinarmer pflanzlicher
Nahrung auf der Basis von Getreide und Sojaschrot. Diese Kost ist fettarm, dafir
kohlenhydrat- und proteinbetont. Die Stimulation der Fettverbrennung durch
Nahrungsfette unterbleibt.

Zum Thema Gewicht und Carnitin finden sich in der Literatur zahlreiche Angaben

Uber den Effekt von exogen zugefihrtem Carnitin bezlglich der Steigerung des
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Magerfleischanteils und des Abbaus von Fettgewebe. Muskelaufbau geht
zwangslaufig mit Gewichtszunahme einher (OWEN et a., 1997; RAMANAU et d.,
2004). Bel einer t&glichen Supplementierung wahrend Trachtigkeit und Laktation bei
Sauen fuhrte Carnitin zu signifikant hoheren Absetzgewichten der Ferkel am 21.
Lebenstag (GRELA et al., 2005; MUSSER et al., 1999).

Es ist sehr schwer, Angaben Uber den genauen Tagesbedarf eines Tieres an Carnitin
zu machen, da Biosynthese und Zufuhr mit der Nahrung ineinander greifen, einmal
abgesehen von den vidfdtigen Regulationsmechanismen der Ausscheidung und der
unterschiedlichenVerteillung in den einzelnen Organen. Therapeutische Gaben werden
S0 bemessen, dass ein gewisser Uberschuss moglichen Mehrbedarf aufgrund kritischer
Stoffwechselsituationen oder infolge von Resorptionsstbrungen abdeckt. Da L-
Carnitin wenig toxisch ist (LDsy Ratte 9 glkg KG), bedarf es keiner absolut
vorsichtigen Zufuhr. Die V erwendungsmoglichkeit as modisches
Nahrungserganzungsmittel, z.B. in sogenannter ,,Sportlernahrung* oder im Rahmen
von Didten zur Gewichtsreduktion berunt auf der relativen Unbedenklichkeit dieses
Wirkstoffes. Carnitin ist in tierischen Zellen, manchen Pflanzen und auch in
Einzelleen quas  allgegenwértiger und phylogenetisch ater Bestandtell des
Fettsaurestoffwechsels.

Alterseinfluss beim Menschen:

Der Carnitingehalt im Muskel ist laut DEUFEL (1981 und 1990) bei Erwachsenen
hoher als bel Kindern. Untersucht wurde das Carnitin im Skelettmuskel (Biopsie) bei
klin. gesunden Erwachsenen von 18 bis 66 Jahren im Vergleich zu Kindern unter 14
Jahren. Kinder zeigten in den Mittelwerten geringere Gehalte, durch die Spannweite
des Konfidenzintervalls ist aber ersichtlich, dass sich vor allem beim Acylcarnitin und
beim Gesamtcarnitin die Bereiche Uberschneiden kdonnen. Beim Menschen ist zum
Zeitpunkt der Geburt der Blutspiegel ebenfalls niedrig, erreicht aber bereits nach
einem Monat Erwachsenenniveau.

COSTELL et a. (1989) untersuchten die atersabhéngigen Verdnderungen des
Carnitingehalts in Skelettmuskelbiopsien gesunder Menschen, und fanden eine
signifikante Verringerung der Konzentration an freiem Carnitin und Acetylcarnitin bei
Probanden im Verlauf des Alters von 15 bis 80 Jahren. Dieses Absinken des

Carnitingehalts im Muskel wurde zu keiner Zeit von entsprechenden Verdnderungen
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im Plasmaspiegel begleitet. Im Plasma war nur bei den weiblichen Probanden ein
altersabhangiger Anstieg zu beobachten, der zu einem Angleichen von méannlichen
und weiblichen Blutspiegeln fiihrte. Bei M&usen im Alter von sechs Monaten waren
gegenuiber sechs Wochen alten Tieren keine Verdnderungen der Carnitingehalte in
Leber und Gehirn festzustellen, im Gegensatz dazu waren auch bei dieser Tierart die
Gehalte in der Muskulatur herabgesetzt. Im Herzmuskel war vor allem der Antell an
langkettigem Acylcarnitin reduziert, Acetylcarnitin und freies Carnitin blieben
unveraéndert. Die Aktivitét der CAT blieb ebenso unverandert.

514 Einfluss des Geschlechts auf die Car nitinkonzentration im Muskel

Weibliche Probanden hatten hohere Gehalte an freiem Carnitin, wobel der
Geschlechtsunterschied fur das freile Carnitin hochsignifikant ausfélt, mannliche
Probanden dagegen hatten tendenziell hohere Gehalte an Acylcarnitin in der Frisch-
und Trockensubstanz. Im Bereich des Gesamtcarnitins ist der Gehalt in der
Muskeltrockensubstanz identisch, in der Frischsubstanz bel den weiblichen
Schweinen tendenziell geringfiigig hoher.

Bel Betrachtung der Geschlechtsunterschiede muss in Erwégung gezogen werden,
dass nur eins der méannlichen Tiere aus der Gruppe der Schlachtschweine stammt, und
die anderen méannlichen Probanden aus dem Ferkelpool stammen.

Insgesamt liegt die erklarte Varianz im Moddl (1) mit 7,4 bis 10,9 % fir die
Frischsubstanz und 0,9 bis 14,1 % fir die Trockensubstanz sehr niedrig, so dass noch

andere Beeinflussungsfaktoren vermutet werden miissen.

Hormonelle Einfltsse bilden die Grundlage fur den Geschlechtseinfluss: Testosteron
erhoht den Carnitinspiegel (CARPENTIERI und SORDAHL, 1980). Nach
REBOUCHE und PAULSON (1986) ist jedoch der geschlechtsabhangige
Konzentrationsunterschied von Carnitin in der Muskulatur beim Menschen geringer

asim Plasma

BORUM (1978) konnte keine Unterschiede zwischen méannlichen und weiblichen
Ratten vor dem Absetzen festzustellen. Spéter, vom 22. bis zum 85. Lebenstag, haben

die Méannchen doppelt so hohe Plasmacarnitinkonzentrationen wie die Weibchen. In
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der Leber dagegen haben die Welbchen etwas hohere Gehalte. Ab dem 50. Tag haben
die Mannchen hohere Gehalte in Herz und Skelettmuskel. Zu dieser Zeit sind auch die
Gehalte im Epidydimis stark gestiegen. Im Urin scheiden die Weibchen trotz
niedrigerer Gehalte in den Geweben mehr Carnitin aus.

Nach JACOBS et d. (1990) sind die Gehalte an Gesamt- und freiem Carnitin in
Plasma, Urin und anderen Geweben bei adulten Katzen hoher als bei Kétzchen,
wahrend bel den Jungtieren das Acylcarnitin Uberwiegt. Bei dieser Tierart ist vor der
Geschlechtsreife kein Geschlechtsunterschied nachzuweisen, bei den adulten Katzen

haben die weiblichen Tiere hthere Gehalte an GC und FC als die Kater.

= Vor der Geschlechtsreife sind bel den meisten Tierarten die
geschlechtsspezifischen Unterschiede in den Carnitinkonzentrationen noch
nicht ausgepragt.
= Einhergehend mit hoherem Testosteronspiegel sowie evtl. groferer
Muskelaktivitét liegen die Carnitinkonzentrationen bei mannlichen Tieren
hoher.
Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete Dominanz des weiblichen Geschlechts

noch vor Eintritt der Geschlechtsreife steht im Widerspruch zu den Literaturangaben.

Ein individuelles Grundniveau wére bel geschlechtsreifen weiblichen Tieren trotzdem
stets dem hormonell gesteuerten Sexualzyklus unterworfen: Deutliches Absinken des
Plasmaspiegels wahrend der Trachtigkeit, Anstieg wahrend der Laktation, erniedrigte
Werte wahrend des Ostrus bei giisten Tieren wurden beim Schwein festgestellt
(WITTEK,  1999). Die  geschlechtsgesunden  Eber  zeigten  hohere
Plasmacarnitinkonzentrationen als die Sauen. Noch nicht untersucht wurde, ob ale
diese Veranderungen sich nur im Plasma abspielen, oder ob die Konzentrationen in

anderen Organen, aso auch der Muskulatur, beteiligt sind.

515 Vergleich der Untersuchungsergebnisse mit Literaturwerten fur
Carnitin im Skelettmuskel

= Dievon GUSTAVSEN (2000) angegebenen Carnitinwerte (Tab. 10) decken sich

in Bezug auf die sechs Monate alten Tiere mit den in dieser Untersuchung fur das
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gesamte Carnitin ermittelten. Im Unterschied zu den von GUSTAVSEN
bestimmten sechs Prozent machen die kurzkettigen Acylcarnitine bei den hier
untersuchten Mastschweinen fast 40 Prozent am Gesamtcarnitin aus, und dieser
Unterschied spiegelt sich im dadurch beeinflussten Gehalt an freilem Carnitin
wieder. Eventuell spielt hierbel eine Rolle, dass in Fleischproben aus dem
Lebensmittelhandel durch die langere Lagerzeit die Acylcarnitinester bereits
gespalten sein konnten.

Die von GUSTAVSEN in die Fleischproben miteinbezogenen Laufer im Alter
von funf bis zehn Wochen unterscheiden sich von den Schlachtschweinen in den
hoheren Gehalten an Acylcarnitin und in den groferen Spannbreiten der Werte.
Im Vergleich zu den in den vorliegenden Versuchen bel (alerdings jungeren)
Ferkeln gemessenen Werten finden sich gute Ubereinstimmungen in alen

Carnitinfraktionen.

Die in dieser Untersuchung gemessenen Konzentrationen an freiem Carnitin,
Acylcarnitin und Gesamtcarnitin im Muskel (Tab. 22) liegen um mehr als das
Doppelte hoher als die von KERNER et a (1984) bei Saugferkeln am zweiten
Lebenstag ermittelten Werte (Tab. 5). Das Verhdtnis von freiem Carnitin und
Acylcarnitin zum Gesamtcarnitin in der Muskelfrischsubstanz ist jedoch bel
beiden Untersuchungen fast identisch: der Anteil des freien Carnitins betragt ca
80 %, der Anteil des Acylcarnitins ca. 20 %.

Einen entscheidenen Einfluss auf die Versorgung des Ferkels nimmt der Gehalt an
Carnitin in der Milch, der auch von der Carnitinzufuhr bel der Muttersau schon
wahrend der Tragezeit abhangig ist. Deshalb sind grél3ere Spannbreiten méglich
und erschweren einen direkten Vergleich, solange man die tagliche Carnitinzufuhr
Uber die Milchen nicht vor Augen hat.. Ein weiterer Carnitinanstieg wird
eventuell auch nach dem zweiten Lebenstag noch erfolgen, die in unserem
Versuch betrachteten Ferkel waren z.T. &lter.

Das Gesamtcarnitin in der Skelettmuskulatur von Minischweinen betrégt laut
BOHLES et a. (1983) 5,8 + 0,7 umol/g TS, nach sieben Tagen parenteraler
Erndhrung ohne Carnitin sinkt dieser Wert auf 3,6 + 0,8 umol/g TS.

Innerhalb dieser Spanne bestent Ubereinstimmung mit den hier gemessenen
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Gehalten bei der Mastschweinegruppe, die relativ carnitinarm erndhrt wurde. Zu
bedenken ist der Rassenunterschied, es ist nicht verwunderlich, dass Vertreter der
“urspriinglicheren” bzw. nicht auf maximalen Muskelansatz geziichteten Rassen

Uber hohere Carnitinmengen im Skelettmuskel verfiigen.

= GOTZ (1989) emittelte im  Schweinefilet von  Schlachtschweinen
Gesamtcarnitinkonzentrationen von 1,550 pumol/g, davon entfielen 10-20 % auf
das Acylcarnitin. GOHLER (2002) fand in der Unterarmmuskulatur 1,700 pmol/g
Gesamtcarnitin, bei 21%  Acylcarnitin. In den vorliegenden
Untersuchungsergebnissen ist der Gesamtcarnitingehalt niedriger, das Acylcarnitin

liegt anteilsmaliig bel gut 30 %.

5.1.6 Der Acylcarnitingehalt

In der Acylcarnitinfraktion fanden sich bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit an der
Signifikanzgrenze anndhernd doppelt so hohe Gehalte im Muskel der schlachtreifen
Mastschweine als bel den Saugferkeln.

Die gesunden Kontrolltiere innerhalb der Ferkelgruppe hatten tendenziell hohere
Gehalte an freiem Carnitin in der Frisch- und Trockensubstanz und sehr niedrige
Acylesterwerte, die Gratscher dagegen hatten hohere Gehalte an Gesamt- und
Acylcarnitin als Geschwister und Kontrollen (fir GC in der TS an der

Signifikanzgrenze).

Zu kléaren ware, warum ausgerechnet die Gehalte an Acylcarnitin und am gesamten
Carnitin bei Gratschern im Muskelgewebe im Vergleich zu unaufélligen Tieren hoher
liegen. Dazu sollen im folgenden einige bekannte EinflUsse auf die Konzentration der
Carnitinester in Hinblick auf ihre mogliche Bedeutung fur von CMH betroffene Ferkel

diskutiert werden:

Das Gesamtcarnitin ist eéin Sammelbecken aler Carnitinester und des freien Carnitins
und erlaubt noch keine ndhere Einsicht in den metabolischen Status des Tieres an sich.
Der Pool an freiem Carnitin steht mit dem der Carnitinester in enem steten

Austausch, bereit, sich wechselnden Anforderungen des Stoffwechsels anzupassen.
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Die Menge des im Umlauf befindlichen Carnitins wird durch die korpereigene
Biosynthese und die Zufuhr mit der Nahrung erhoht, oder durch Ausscheidung mit
dem Urin verringert. Carnitin ist Transportmolekil fir Fettsduren aller Art, ohne sich
selbst dabei zu verandern. Freies Carnitin wird zu Acylcarnitin verestert, Acylcarnitin
wiederum hydrolysiert und freiles Carnitin zurickgewonnen. Freies Carnitin steht
sozusagen zur Veresterung “in Bereitschaft”. Diese Reserve wird von Ubergeordneten
Stellen des Regelkreises, z.B. hormonell, kontrolliert. Erhohte Muskelaktivitét
bedeutet, dass nach dem ersten Ausschopfen der schnell verfligbaren Energie aus dem
Glykogenspeicher, und dies zum Tell unter anaeroben Bedingungen, ein Umschalten
auf die effektivere Oxydation von freilen Fettsduren erfolgen mufi. Diese werden im
Sarkoplasma der Muskelfasern an Carnitin gebunden, um as Acylcarnitin in die

Mitochondrienmatrix zu gelangen und dort der R-Oxydation zugefuhrt zu werden.

= Eine Erhéhung der Muskeltéatigkeit erhoht den Acylcar nitingehalt.

Verglichen mit anderen Organen enthalten Herz und Skelettmuskel besonders hohe
Konzentrationen von Acetyl-CoA. Die Skelettmuskelmitochondrien oxidieren auch
exogenes Acetylcarnitin ebenso wie solches, welches aus anderen Stoffwechselwegen
stammt (z.B. Uber Pyruvat aus der Glykolyse). Die Acetylcarnitinkonzentration erhoht
sich wéhrend intensiver kurzzeitiger Muskelarbeit (FOSTER und HARRIS, 1987).

GUSTAVSEN (2000) fuhrt den hoheren Carnitingehat in der Muskulatur von
Wildtieren gegeniber den domestizierten Tierarten auf deren Notwendigkeit zur

stéandigen Muskelarbeit zuriick.

Ausgerechnet die Mastschweine werden nun aber ausgesprochen bewegungsarm auf
engem Raum gehalten, grofRere Muskelaktivitét ist nur selten moglich. Ferkel zeigen
dagegen noch ein bewegungsfreudiges Spielverhalten. Trotzdem, und hier nicht
erklarlich, wies die Gruppe der Mastschweine 38 % Acylcarnitin, die Ferkelgruppe

nur 18 % Acylcarnitin am Gesamtcarnitin in der Trockensubstanz auf.

Spielt eine verstarkte Muskelarbeit bei den Gréatscherferkeln eine Rolle?

Die untersuchte Adduktorenmuskulatur félt zwar gerade durch ihre
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Funktionsuntlchtigkeit auf, doch bewirken die Anstrengungen der Ferkel sich zu
bewegen, zu Nahrungss und Wérmequelle zu gelangen, eine Belastung des
Muskelstoffwechsels. Unterkihlung bewirkt kompensatorisches Zittern der gesamten
Skelettmuskulatur, und auch dies ist eine mogliche Ursache fir eine generelle
Aktivierung der Muskeltétigkeit.

= Die Mobiliserung der Fettdepots steht im Zusammenhang mit der

Bildung von Acylcar nitinen.

Die Energiereserven des neugeborenen oder wenige Tage alten Ferkels sind aulerst
gering, vor alem, wenn keine ausreichende Milchaufnahme erfolgen kann. Gelangen
Grétscher nicht ans Gesauge, werden die spérlichen Fettgewebsreserven angegriffen,
um den Hungertod um ein weniges aufzuschieben, bis giinstigstenfalls das Defizit der
motorischen Fahigkeiten aufgehoben ist. In wieweit diese Reserven einen solch
deutlichen Anstieg des Acylcarnitins verursachen kénnen, ist fraglich.

WANG et a. (1999) zeigten, dass beim neugeborenen Ferkel Somatotropin den
Stoffwechsel des Fettgewebes reguliert. Es hemmt die endogene Lipidsynthese. Die
Mobilisation der Fettreserven wird beguinstigt, die Wirkung von Insulin antagonisiert.
Die Adipozyten von Lauferschweinen besitzen eine grolere Fahigkeit zur
Lipidsynthese a's die von Neonaten.

Das Verhdtnis von kurzkettigem Acylcarnitin zu frelem Carnitin erscheint von der
Acetyl-CoA-Produktion der Leber abhangig, steigt also z.B. wahrend des Fastens oder
bei der diabetischen Ketoacidose (DEUFEL, 1990). Auch bel Fettslichtigen war der
Gehalt an AC erhoht, aber gleichzeitig auch FC und GC. Beim Fasten fiel der Anteil
an FC ab, wahrend der Gehalt an AC stark anstieg.

Die Mobilisierung der Triglyceride aus dem weil3en Fettgewebe fuhrt unweigerlich zu
einer Erhdhung des Acylcarnitins. Gratscherferkel sind natirlich in der Regel von

energetischer Unterversorgung betroffen.
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= Mit der Muttermilch werden beim Ferkel hauptsachlich Acylcarnitine

zugefihrt.

Beim Neugeborenen sind die Acylcarnitingehalte im Plasma noch sehr gering und
steigen erst durch die Kolostrumgabe an (KERNER et al., 1984). Muskulatur und
Herz enthalten jedoch bereits zum Zeitpunkt der Geburt grofiere Mengen an freiem
und verestertem Carnitin (77 % bzw.83 % FC)

In der Regel stellt das Acetylcarnitin die grofdte Fraktion des Acylcarnitins. Kolostrum
und Milch der Sau weisen dagegen eine Besonderheit auf: Isovaerylcarnitin ist zu
gleich hohem Anteil vorhanden, Propionyl-, Butyryl-, und Isobutyrylcarnitin machen
nur wenige Prozent aus. Die Sauenmilch enthdlt nur sehr geringe Mengen an freiem
Carnitin (Tab. 6). Im Sauenblut ist zu diesem Zeitpunkt nur ein leichter Anstieg des
Acylcarnitins zu verzeichnen, die Anreicherung erfolgt erst im Parenchym der
Milchdrise. Die Erhohung des Acetylcarnitins bei der laktierenden Sau kénnte auf der
vermehrten Energiegewinnung aus Fettdepots beruhen. Das Isovaerylcarnitin wurde
nicht im Serum der Saugferkel wiedergefunden, hier dominiert allein Acetylcarnitin
(KERNER et a., 1984). Es wird vermutet, dass die Acylester der Milch bel der
Aufnahme wieder hydrolysiert werden. In den Milchen anderer Tierarten Uberwiegt
das freie Carnitin.

Carnitin aus dem Lumen des DiUnndarms wird hauptséchlich Uber die Portalvene
resorbiert. Weniger als 1 % des absorbierten Carnitins erscheint innerhalb von zwel
Stunden in der Lymphe. Bel Ratten befinden sich schon eine Stunde nach der
Nahrungsaufnahme etwa 90 % des absorbierten Carnitins in der Darmschleimhauit,
von wo sie langsam ins Blut abgegeben werden (BUK et al., 1992). Bereits in der
intestindlen Mucosa werden 50 % des Carnitins verestert, hauptséchlich zu
Acetylcarnitin. Der Gehalt an CAT ist dort sehr hoch (GUDJONSSON et a., 1985).
FLORES et a. (1996) untersuchten an jungen Ratten, inwiewelt der Carnitingehalt der
Milch die Carnitinkonzentration in den Geweben beeinflusst. Bei einem Vergleich der
Carnitingehalte von Herz, Muskel und Leber bei vier Tagen aten Rattenjungen, die
eine Dig mit und ohne Carnitinzusatz erhielten, wurden nach Carnitinaufnahme
erhohte Gewebsspiegel gemessen. DAVIS (1989) gibt an, dass 45 bis 59 % des
Carnitins in den Organen junger Ratten aus exogenen Ressourcen, also der

Muttermilch, stammen. FLORES et al.(1996) vermuten, dass der DUnndarm as
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Speicherorgan fur Carnitin fungiert und Organdefizite ausgleichen hilft. COFFEY et
al. (1991) fanden bei Untersuchungen an neugeborenen Ferkeln, dass eine verringerte
Carnitinaufnahme die Carnitinkonzentration in der Leber, nicht aber in Herz oder
M uskel gewebe senkt.

Es stellt sich die Frage, ob die hohen muskuldren Acylcarnitingehalte auf die
Adduktorenmuskulatur des Grétschers beschrankt sind, oder ob auch andere
Muskelpartien, Korperorgane und Gewebe betroffen sind. Im Plasma zeigen die
Grétscher gegentiber Geschwistern und Kontrollen die geringsten Acylcarnitingehalte,
in den Lymphozyten dagegen gleichen die Verhdtnisse denenim Muskel.

Das Acylcarnitin der Ferkel ist im Vergleich der Altersgruppen im Plasma in
wesentlich grofReren Mengen vorhanden as bel Laufern, Mastschweinen und Sauen,
in den Lymphozyten stellen Ferkel und Sauen gemeinsam die hochste Fraktion. Hier
kommt vielleicht die oben erwahnte Funktion des Blutes als Transportmedium der im

Darm aufgenommenen Carnitinester aus der Milch zum Tragen.

In dieser Untersuchung wurde das Acylcarnitin rechnerisch aus der Differenz von
Gesamtcarnitin und freiem Carnitin ermittelt, da mit dem angewandten Testverfahren
nur freies bzw. in freiles Carnitin durch Hydrolyse Uberfihrtes Carnitin gemessen
werden kann. Von héchstem Interesse wére nun die genaue Zusammensetzung der
Carnitinester und ihr weiteres metabolische Schicksal. Es ist unklar, warum
ausgerechnet die Ferkelgruppe der Gréatscher diese hohe Menge an Acylcarnitin
aufweist, denn gerade diesen miisste es viel schwerer fallen eine ausreichende Menge
Milch aufzunehmen a's gesunden Ferkeln.

Betrachtet man nur das frele Carnitin, zeigen die Kontrolltiere -erwartungsgemali’3- die
hdchsten Gehalte.

Acylcarnitin reichert sich vielleicht an, wenn viele Acylgruppen anfalen, auf Carnitin

Ubertragen werden, aber nicht eliminiert werden kénnen.

= Eine verminderte renale Ausscheidung der Carnitinester fuhrt zu ihrer

Akkumulation.
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In den Nierentubuli werden bevorzugt Acylester in den Urin ausgeschieden, wahrend
freies Carnitin ruckresorbiert wird. Bestimmte unerwiinschte Metabolite kdnnen so
gezielt eliminiert werden. Eine Uberlastung dieses Systems, durch zu hohe Mengen an
solchen Acylresten oder durch eine Nierenerkrankung anderer Genese, wirde zu
einem sekundéren Carnitinmangel fuhren. Daflr gibt es jedoch bei der CMH keinen
Anhaltspunkt, und ein solch schwerwiegendes Problem ké&me auch nicht innerhalb

weniger Lebenstage zur Remission.

Die Acylreste unterscheiden sich auch in Hinblick auf ihre Verwertbarkeit im
Stoffwechsel, sie haben ihre eigenen Funktionen. Acetylcarnitin ist ,,energetisches
Kleingeld“ und kann auf Oxalacetat im Citratzyklus Ubertragen werden.
Isovalerylcarnitin inhibiert die lysosomale Proteolyse, Propionylcarnitin wird leicht
von den Mitochondrien aufgenommen, energetisch verwertet und setzt bei seiner

Ubertragung auf CoA-SH erneut Carnitin frei.

= Ein vermehrter Aminosaurenabbau erhoht das Acylcarnitin

Aus dem Abbau ver zweigtkettiger Aminosauren (Leucin, Isoleucin, Valin) und von
Methionin in der Mitochondrienmatrix werden Propionylcarnitin, verzweigtkettiges
Acylcarnitin und Methylthiopropionylcarnitin gebildet und ins Zytosol exportiert, um
die Regeneration des intramitochondrialen Coenzym A-Pools zu erméglichen
(BIEBER, 1988).

Es wére denkbar, dass bei energetisch unterversorgten Ferkeln verstérkt

M uskel protei ne abgebaut werden.

= Auch  ,Stress“, Aufregung und Abwehrbewegungen bei den

Zwangsmalinahmen zur Blutentnahme konnten eine Rolle spielen

Selbst sedierte Laufer mufdten zusétzlich mit relativ hohem Kraftaufwand fixiert
werden. Mastschweine und Sauen mufdten fur die Blutentnahme wegen der relativ

grof3en bendtigten Blutmenge einige Minuten lang an der Oberkieferschlinge gehalten
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werden, was fUr die Tiere sicher eine ungewohnte Anstrengung bedeutete. Die tiefe
Ketamin-Narkose, in der Blut und Muskelgewebe den Saugferkeln entnommen
wurden, konnte ebenfalls zu Verdnderungen im Organismus geftihrt haben. Beim
Schlachtschwein kommen Transport, Aufenthat in den Wartebuchten in fremder
Umgebung, und die Schlachtung selbst as belastende Einflisse in Betracht. Eine
Kombination von ungewohnter Muskeltétigkeit und psychischer Belastung, eventuell
verbunden mit angstbedingter Adrenalin/Noradrenalinausschiittung konnten as
Storfaktoren auftreten.

Als besonders stressempfindlich im Umgang bel der Probenentnahme erwiesen sich
die Laufer der Rasse DL, wéahrend die gewdhnlich as problematisch eingestuften
Piétran  weniger  Schwierigkeiten  hatten, mit der Kreislaufbelastung

zurechtzukommen.

5.2 Carnitin im Blutplasma

In der Regel werden zuerst die Gehalte eines Stoffes im Blutplasma oder Serum
bestimmt, wenn es darum geht, eine Ubersicht Uber die Spannweite physiol ogischer
Gehalte des Organismus zu geben. Dabei sind fir die Vergleichbarkeit der Ergebnisse
die Auswahl der Testgruppen (Tierart, Rasse, Alter, Geschlecht, Gewicht, hormonelle
Einflisse, Fitterung, andere Umwelteinfllisse) und die verwendete Testmethode im
Auge zu behalten. Blutprobenentnahme und Gewinnung von Serum oder Plasma sind
untersuchungstechnisch einfach zu bewerkstelligen, und auch die Gewinnung relativ
grofRer Probenmengen ist ohne Gefahr fir die Gesundheit des Versuchstiers und ohne
das Risiko von bleibenden Schaden wiederholt méglich, sieht man einmal von der
speziellen Problematik der Stressempfindlichkeit des Schweines ab. Betrachtet man
das Blut als Ganzes (Vollblut), oder gar as stellvertretendes Organ fir den gesamten

Organismus, so stellt dies allerdings eine zu starke Vereinfachung dar.

521 Vergleich der Ergebnisse mit in der Literatur angegebenen Werten

Ungewohnlich sind wieder die extrem hohen Gehalte bei den Ferkeln, die zwar

nahelegen, dass die aulerst carnitinreiche Milch hierfir verantwortlich sein kdnnte,



Diskussion 197

die in dieser HOhe aber nicht in der zitierten Literatur zu finden waren. Auffallend ist
auch der hohe Anteil an Acylcarnitin von durchschnittlich 34 % am Gesamtcarnitin.
Dieses Verhdltnis findet sich allerdings im Vergleich mit den Angaben von KERNER
et al. (1984) bestétigt (Tab. 2).

Fur die Altersgruppe der Lauferschweine sind Literaturangaben selten. Die von
GOHLER (2002) genannten Werte (Laufer 5. LW: FC 21,46; GC 23,24 umol/l) liegen
etwas Uber den in der vorliegenden Arbeit bel dlteren Laufern in der 10. Lebenswoche
gemessenen Gehalten. Dies steht in Ubereinklang mit der von GOHLER getroffenen
Feststellung, dass sich die Plasmakonzentration mit zunehmendem Lebensalter
verringert. AulRerdem wurde auch dort nachgewiesen, dass der Carnitingehalt des
Futters die Werte im Plasma beeinflusst.

Fur die Carnitingehalte im Sauenplasma rangieren die physiologischen Spannweiten
in der zitierten Literatur fUr das gesamte Carnitin zwischen 12,0 (KAISER, 1997) bis
76,6 (KERNER et a., 1984) umol/l. Eine Festlegung auf einen einzigen Normwert ist,

wie so oft in biologischen Systemen, nicht moglich und nicht sinnvaoll.

522 Die Einflisse von Alter, Rasse und Geschlecht auf die

Carnitinkonzentration im Blutplasma

Die Korrelation der verschiedenen Carnitinkomponenten zueinander st
altersabhangig. Bei jingeren Tieren beeinflussen sich die Carnitinfraktionen (FC/GC,
FC/IAC, AC/GC) stérker alsbel dlteren.

Ferkel wiesen sowohl fir freies als auch fir gesamtes Carnitin und Acylcarnitin die

hochsten Gehalte im Blutplasma auf, gefolgt von der Gruppe der Mutter sauen.

= Hier spielt wieder die Erndhrung der Saugferkel mit der sehr carnitinreichen
Muttermilch eine Rolle. Mastschweine und Laufer werden rein pflanzlich und
damit ausgesprochen carnitinarm ernghrt. Die endogene Biosynthese erganzt die
knappe Zufuhr, um den Bedarf des Korpers zu decken. Es kommen also neben

dem Alter als genetisch mitbestimmtem Faktor andere Einfllsse hinzu.

Die Gehalte an frelem und gesamtem Carnitin im Blutplasma von Laufern und
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Mastschweinen unterschieden sich nicht signifikant.

= Hier treten Altersunterschiede nicht mehr so zutage wie bel Ferkeln in den ersten

L ebenstagen.

Zwischen den Probeterminen von Léufern (~70. LT) und Mastschweinen (~165. LT)
verringern sich die Carnitingehalte nur unwesentlich. Der Carnitingehalt im
Blutplasma von Mastschweinen scheint nicht von dem im Lauferstadium beeinflusst
zu werden (Tab. 31).

Hinsichtlich des Acylcarnitins konnte lediglich zwischen den Gehalten im Blutplasma
von Ferkeln zu denen der restlichen Alterskategorien en hochsignifikanter
Unterschied festgestellt werden, wéhrend die Gehalte an Acylcarnitin im Plasma von

Laufern sich statistisch nicht von denen der Mastschweine und Sauen unterschieden.

Im Vergleich der Alterskategorien lassen sich Rassenunterschiede nicht statistisch
absichern, es besteht eine leichte Tendenz zu htheren Werten bel der Abstammung
der Versuchstiere von Véatern der Rasse Piétrain. Tendenziell Uberwiegt auch in der
Ferkelgruppe der Carnitingehalt im Plasma der Piétrain-Abkémmlinge Uber den der

Nachkommen von DL- oder DE-Ebern.

Bel der ausschliefdlichen Betrachtung der Saugferkelkategorie konnte die Tendenz zu
niedrigeren Gehalten an frelen und gesamten Carnitin sowie an Acylcarnitin im
Blutplasma von Tieren mit dem CMH-Syndrom im Vergleich zu den Geschwistern
und Kontolltieren beobachtet werden. Weiterhin haben die entsprechenden
Carnitingehalte im Plasma der Muttersau einen sehr hohen Einfluss auf die der Ferkel.
Diesbezuglich konnte ein enger Zusammenhang beobachtet werden, obwohl die Sauen
zu einem viel spateren Zeitpunkt beprobt worden waren als die Ferkel. Auch dies ist
ein Hinweis darauf, das bei Sauen der Carnitinhehalt sich nicht spontan verandert,
sondern es Tiere mit hoheren und niedrigeren Gehalten an Carnitin im Blutplasma
gibt (siehe Kapitel 5.2.3).

Einen dominierenden endogenen Einfluss nimmt bei den geschlechtsreifen Sauen der
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Sexualzyklus, daher wurden die Sauen nicht wahrend der Graviditéat beprobt, in der
die Plasmacarnitingehalte den Tiefststand erreichen (WITTEK et a, 1999). Auch
wahrend des Ostrus sinkt der Blutspiegel leicht ab. KERNER et al. (1984) stellten in
allen Carnitinfraktionen im Serum erhebliche Unterschiede zwischen gisten und
laktierenden Sauen fest. Die laktierenden Sauen zeigten sowohl im freien Carnitin a's
auch im Gesamtcarnitin und Acylcarnitin anndhernd doppelt so hohe Werte wie die
gusten Tiere. Fast alle fur die vorliegende Arbeit beprobten Sauen befanden sich in
der Laktation, was sich in den insgesamt hohen Carnitinwerten widerspiegelt.
Geschlechtshormone spielen auch bei Ratten und Menschen eine Rolle: Das
Kastrieren weiblicher Ratten erhdht den Plasmacarnitinspiegel, die Gabe von
Ostrogen erniedrigt ihn. Bei erwachsenen Ratten zeigen méannliche Tiere hohere
Carnitinkonzentrationen in Plasma, Myokard und Skelettmuskel.

Die physiologischen Normalwerte fur freies und gesamtes Carnitin im Serum liegen
bei Méannern signifikant hoher als bei Frauen. Die Menge an Acylcarnitin ist
dagegen nicht signifikant verschieden (DEUFEL, 1990).

DELANGHE et a. (1989) verglichen die Gehalte an Carnitin im Serum gesunder
mannlicher und weiblicher Erwachsener (~ 35 Jahre) bel vegetarischer Ernahrung
oder Mischkost. Die Geschlechtsunterschiede sind bel den ausgesprochen niedrigen
Carnitinkonzentrationen der Vegetarier nicht zu erkennen. Fir die Auspréagung
geschlechtsbedingter Unterschiede scheint ein gewisses Grundniveau in der Hohe der

Konzentrationen notig.

Bel Katzen dagegen liegen die Geschlechtsverhéltnisse anders:

Weibliche erwachsene, nicht trachtige Katzen zeigten im Plasma und in der
Leber signifikant hohere Gehalte als mannliche Tiere. Bei Katzchen waren die
Geschlechtsunterschiede nicht signifikant (JACOBS et a., 1990).

Der Geschlechtseinflussist bei aller Problematik des gleichzeitigen Ungle chgewichts
der Probanden im Alter und der kleinen Stichprobengrofe verbliffend. Bel
Betrachtung der Alterskategorie zeigten die weiblichen Tiere wesentlich hohere
Carnitinmengen im Blut a's die mannlichen Probanden. Ein solcher hochsignifikanter
Unterschied zwischen den Geschlechtern, der im genauen Gegensatz zu alen

Literaturangaben fur verschiedene Tierarten mit Ausnahme der Hauskatze steht, ist
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nicht ohne weiteres zu erkléaren. Die mannlichen Tiere sind bis auf eines (ein
Mastschwein) alerdings ale der Kategorie Ferkel zuzuordnen und werden mit
weiblichen Tieren aler vier Altersklassen verglichen. Innerhalb der Ferkelgruppe
scheinen dagegen die méannlichen Tiere Uber die hoheren Werte zu verfiigen. Bel den
noch nicht geschlechtsreifen Tieren hétte man eher erwartet, dass der
Geschlechtsunterschied zum Versuchszeitpunkt noch nicht ersichtlich ist, wie dies
ebenfalls fur andere Gattungen, z.B. dem Menschen, bekannt ist.

Vieleicht nehmen ménnliche Ferkel grofRere Mengen Milch zu sich und resorbieren
damit rein quantitativ mehr Carnitin, was die hier beobachtete Tendenz zu héheren

Werten begriinden konnte.

523 Der Einfluss des Plasmacarnitinspiegels der Sau auf die
Carnitingehalte in der Muskulatur und im Plasma ihrer

Nachkommen

Der Einfluss des Gehaltes an Carnitin im Plasma der Muttersau auf die
Carnitinfraktionen der Ferkel in der Skelettmuskulatur ist nur gering korreliert und
konnte statistisch nicht abgesichert werden (Tab. 28 und 29). Zum freien Carnitin im
Muskelgewebe der Ferkel bestand eine positive Beziehung, und zu den Gehalten an
Acylcarnitin und dem gesamten Carnitin eine negative Beziehung.

Dagegen hatte der Gehalt der jeweiligen Carnitinfraktion im Blutplasma der
Muttersau einen signifikanten bis hochsignifikanten positiv gerichteten Einfluss auf
den entsprechenden Gehalt der Carnitinfraktion im Plasma des Ferkels, die Gehalte
waren miteinander hdchstsignifikant hoch korreliert (Tab. 33 und 34).

Der Einfluss des Carnitinspiegels der Sau auf ihre Ferkel ist nicht sicher.

Spekulationen Uber das Zustandekommen einer solchen Beziehung wéren:

= Die Ferkel haben schon intrauterin sowie kurz nach der Geburt die Fahigkeit zur
Carnitinbiosynthese, deren Leistungsfahigkeit der Vererbung unterliegt.

= Die jungen Ferkel haben von ihren Miittern transplazental ein Quantum an freiem
Carnitin mitbekommen (NOVAK et a., 1981).
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Die Menge konnte vom Ernghrungszustand der Sau (viel oder wenig Carnitin im
Futter) abhangig sein. Carnitinerganzung im Futter wadhrend der Tréchtigkeit hat
positive Auswirkungen auf den Wurf (RAMANAU et a., 2005; KLUGE, 2004;
EDER et al., 2001 und 2003; MUSSER et a., 1999). Es kdnnte aber auch sein, dass
die Sau ihrer genetischen Ausstattung gemald (Biosynthese, Resorptionskapazitét)
einen hoheren oder niedrigeren Anteil an freiem Carnitin besitzt und weitergibt. Dies
konnte nicht nur Uber die Plazenta, sondern vor alem post partum Uber die
Milchdrise erfolgen. Die Milchdrise reichert Carnitin sehr stark an, denn in der Milch
finden sich weit hthere Konzentrationen asim Plasma. Ein erhéhter Carnitingehalt in
der Milch findet in einer Erhdhung der Plasmacarnitinkonzentration bei den
Saugferkeln Ausdruck (KAISER, 1997). Der Gehalt an freiem Carnitin ist aber auch
stetigen Verdnderungen unterworfen, da je nach Zustand der Stoffwechsellage freies
Carnitin in Acylcarnitin Uberfuhrt wird. Es stellt sich die Frage, ob es ein genetisches
Grundniveau gibt -dies sicherlich am ehesten bezlglich der Tierart- und ob daneben
auch genetisch determinierte individuelle Spiegel existieren, und in welchen Geweben
dies zutage tritt.

Diesbezuglich konnte in den durchgefihrten Versuchen ein enger Zusammenhang
beobachtet werden, obwohl die Sauen oftmals zu einem spéteren Zeitpunkt beprobt
worden waren als die Ferkel. Auch dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass es
unabhéngig von der Umwelt Individuen mit hoheren und niedrigeren Basisgehalten an
Carnitin im Blutplasma gibt, und dies sich vererben kann. Eine solche Basis ware
dann durch die Kapazitét der Enzyme der Biosynthese oder der Leistungsfahigkeit der
Resorption im Dunndarm oder der Riickresorption aus dem Primérharn bestimmit.

Fur (primdre) Carnitinmangelzustande konnten keine Defekte in  der
Enzymausstattung und keine ,,Rohstoffméangel” in der Biosynthese nachgewiesen
werden. Stattdessen beruhen diese auf dem Fehlen von Carriern fur Carnitin in den
Zellmembranen oder Defekten der CPT | oder 1I. Diese Stérungen werden vererbt.
Neben den teils fatalen, tells lebenslang splrbaren Auspragungen der Defekte wére es
vorstellbar, dass es eine individuell unterschiedliche Carrierdichte an den Membranen
geben konnte, die das Individuum begunstigen oder benachteiligen. Sowohl exogen
zugefuhrtes a's auch in Eigensynthese hergestelltes Carnitin kdme an einem solchen
Engpass nicht vorbei. Die Carrierdichte ware eventuell nur an bestimmten Organen

verdndert, oder auch an bestimmten Muskelgruppen. Rassenunterschiede konnten
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hierbel zum Tragen kommen.

Korrelation von Carnitingehalten in M uskel gewebe und Plasma eines Individuums:
REBOUCHE (1989) stellte fest, dass die Carnitinkonzentrationen in Herz und

Skelettmuskel der Ratte signifikant positiv mit der Plasmakonzentration korreliert
sind, aber nur solange, wie sich die Carnitingehalte im Plasma im Normalbereich
befinden. Nieren- und Leberwerte waren ebenfalls mit den Plasmagehalten an Carnitin
positiv korreliert, und dies auch in von der Norm abweichenden Konzentrationen.
LENNON et a. (1986) untersuchten den Zusammenhang von Carnitinaufnahme mit
der Nahrung, und dem Carnitingehalt von Blut und Skelettmuskulatur (im M. vastus
lat.). Zwischen der Aufnahmemenge und der Konzentration im Plasma fand sich eine
signifikante positive Korrelation, auf die Muskel carnitinkonzentration traf dies jedoch
nicht zu. Auch COSTELL et a. (1989) kommen zu dem Schlul3, dass die
Carnitinplasmaspiegel keine Aussagen Uber den Status im Skelettmuskel zulassen.

Aufnahme und Abgabe von Carnitin aus den Zellen ist je nach Art des Gewebes
variabel und abhangig von Anzahl und Affinitdt spezifischer Rezeptoren der
Zellmembran. Das Muskel gewebe transportiert Carnitin relativ langsam, vor alem die
Abgabe in das Plasma ist geringer als bel Leber, Herz und Niere. Daher wird die
Konzentration im Skelettmuskel von akuten Verdnderungen im Blutplasma nicht

betroffen.

5.3 Carnitin in Blutzellen

Die Zellen des Immunsystems, die sich nicht nur im Blut aufhalten, sondern teils in
die lymphatischen Organe, teils in andere Gewebe einwandern, sesshaft werden oder
zwischen den Korperkompartimenten zirkulieren, stellen in ihrer Gesamtheit eine
eigene Art von Gewebe dar, welches wiederum in verschiedenste, sich
differenzierende Z€llpopulationen untergliedert Ist. Die standige
Reaktionsbereitschaft, die die Aufgabe der Immunabwehr verlangt, erfordert eine sich
stets an die Verhdltnisse des Keimdrucks und der Invasion durch Mikroorganismen

anpassende Veranderung des Zellstoffwechsels. Man wird daher bel zwel Individuen
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niemals eine vollige Ubereinstimmung im Immunstatus vorfinden, stets sind bei
genauer Betrachtung unterschiedliche Zusammensetzungen ausdifferenzierter
Abwehrzellen zu erwarten. Die Anwendung von Richtwerten, z.B. fur bestimmte
Tierarten oder Altersstufen, kann sich den wirklichen, individuellen Verhaltnissen nur
anndhern. Insofern wurde fur die vorliegende Untersuchung nur ein Ausschnitt aus
dem Iymphatischen Gewebe gewdhlt, namlich die im Blut zrkulierenden

Lymphozyten, ungeachtet ihrer heterogenen Differenzierung.

BORUM (1985 und1987) unterteilte die Gesamtheit des Blutes mit seinen Blutzellen
in die beiden Kompartimente ,,Plasma“ und ,,Erythrozyten* und schlégt vor, neben
dem Gehat im Plasma den Carnitingehalt roter Blutktrperchen as Mal3 fur die
Gewebekonzentrationen verschiedener Organe zu betrachten, um eventuelle
Mangel zusténde, besonders bei Sauglingen zu erkennen. Ein Mangel an Carnitin geht
zwar haufig mit erniedrigten Plasmakonzentrationen einher, aber andererseits bedeutet
ein normaler Gehalt an Carnitin im Plasma nicht unbedingt auch, dass ausreichende
Gewebekonzentrationen vorliegen. In den Erythrozyten herrschen z.B. beziiglich der
EinflUsse von Alter und Geschlecht andere Verhéltnisse alsim Plasma.

Die Lymphozyten machen einen wesentlich geringeren Anteil am Vollblut aus als die
Erythrozyten. Es stellte sich die Frage, ob sie in Hinblick auf den Carnitinhaushalt
ebenfalls als ein eigenstandiges Gewebe betrachtet werden kénnen. Dazu gehort, dass
die Konzentrationen reguliert werden und nicht einfach Zustrom und Abstrom durch
Diffusion aus dem umliegenden Medium und damit stetiger Konzentrationsausgleich

mit dem Plasma erfolgen.

531 Carnitin in den Lymphozyten

Die Lymphozytenzellzahl unterliegt grof3en Schwankungen, die zum einen auf den
Schwankungen der Zellzahl mit dem Alter (WALSER und BOSTEDT, 1990)
beruhen, aber auch individuell die momentane Aktivitét der Immunabwehr, den
Immunstatus, widerspiegeln. Die Isolation der Lymphozyten mittels Dichtegradienten
ergibt eine gute Ausbeute, die aber niemals hundert Prozent der im Vollblut
enthaltenen Lymphozyten betragt, da durch Waschschritte und das Einstellen auf die

bendtigten Volumina des Isolationsmediums mit Hinblick auf die Anzahl der



Diskussion 204

Versuchsansétze Veranderungen, Verluste oder eine Aufkonzentrierung auftreten. Die
Angabe der Zellzahl im Isolationsmedium soll und kann daher nicht benutzt werden,
um auf die in vivo im Vollblut vorliegende Lymphozytenzahl des Tieres Riickschltisse
zu ziehen. Stattdessen wurde sich fir die Vergleichbarkeit der Ergebnisse auf eine
ausreichend groRRe Anzahl, ein Quantum von 10" Lymphozyten, bezogen. Parallel
dazu wurde a's Bezugsgrofe der Proteingehalt der Lymphozyten im Isolationsmedium
bestimmt und so eine vergleichbare Alternative und Absicherung geschaffen. Die
Angaben in Tab. 35 sind daher nur als Orientierungsgrofien zu verstehen, die die
mittlere Lymphozytenausbeute der jeweiligen Alterskategorie im Test benennen. Es
wurde statistisch Uberprift und bestédtigt, dass Zellzahl und Proteingehalt
hochstsignifikant hoch miteinander korreliert sind. Es war die Mdoglichkeit zu
bedenken, dass der Proteingehalt mit wechselndem Aktivierungszustand des
Immunsystems schwankt, z.B. durch Vermehrung von Antikorper produzierenden

Plasmazellen.

Es konnte mit der vorliegenden Untersuchung ein Unterschied in den Gehalten an
frelem und gesamtem Carnitin sowie an Acylcarnitin in den verschiedenen Tieraltern
dargestellt werden. Die Gehalte an freiem und gesamtem Carnitin bzw. Acylcarnitin
verhalten sich in den Lymphozyten von Schweinen anders, as bisher im Blutplasma
und in den Muskelzellen beobachtet. Mit dem verwendeten Datenmaterial konnte
gezeigt werden, dass Muttersauen die hochsten Gehate an freiem Carnitin in den
Lymphozyten im Vergleich zu den anderen Alterskategorien aufweisen. Der Gehalt an
frelem Carnitin scheint mit zunehmendem Alter in den Lymphozyten anzusteigen,
wahrend das Acylcarnitin und damit auch das gesamte Carnitin zu hohen Gehalten in
den Lymphozyten von Saugferkel vorkommen, mit zunehmendem Alter der Tiere
(Laufer, Mastschwein) absinken und erst im Stadium der ausgewachsenen Sau wieder
einen hoheren Wert erreichen.

Ahnlich wie bereits bei den Carnitingehalten des Blutplasmas besitzen Ferkel und
Sauen mehr Gesamtcarnitin und Acylcarnitin in den Lymphozyten as Laufer und
Mastschweine. Bezogen auf das freie Carnitin unterscheiden sich die Muttersauen von
Ferkeln, Laufern und Mastschweinen hdchstsignifikant.

Rassenunterschiede sind fur das freie Carnitin und das Gesamtcarnitin signifikant

bzw. an der Signifikanzgrenze, und zwar zu Gunsten der Nachkommen von Piétrain-
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Ebern, diein alen drei Fraktionen hohere Carnitinwerte aufweisen. Wieder findet sich
ein Geschlechtseinfluss, bei dem die welblichen Tiere den mannlichen Uberlegen

sind.

Die sehr kleine Stichprobe von Saugferkeln ergab den Hinweis, dass die Varianz im
Gehalt an Acylcarnitin in den Lymphozyten sehr stark von der Ferkelkategorie
beeinflusst wird. Auffdlig sind die hohen Gehalte an Acylcarnitin in den
Lymphozyten von Grétscherferkeln im Vergleich zu den Geschwistern und
Kontrolltieren,  wobei letztere  innerhdb  der  untersuchten  Gruppe

unterdurchschnittliche Gehalte aufwiesen.

532 Vergleich der Ergebnisse mit Angaben in der Literatur

Es finden sich in der Literatur zur Zeit fast keine Angaben (Uber
Carnitinkonzentrationen in Lymphozyten. Laut DEUFEL (1982 und 1990) liegen die
Carnitingehalte beim Menschen in den Leukozyten um das zwanzig- bis drei3igfache
hoher als in den Erythrozyten, in den mononukleéren Zellen doppelt so hoch wie in
den Granulozyten. In den Thrombozyten wurde kein Carnitin nachgewiesen (Tab. 11).
Sein Bezugssystem ist die Zellzahl, gemessen wurde mit der DTNB-Methode. Leider
gibt DEUFEL keine nadheren Angaben Uber Alter, Geschlecht und Anzahl der
Probanden. Die aul3erst hohen Gehalte an Carnitin in den mononukledren Zellen (GC
218/175; FC 338/257; AC 120/82 pmol/10™) konnten in dieser Arbeit nicht bestétigt
werden, sie liegen hier wesentlich niedriger und eher im Bereich, der fir die
Erythrozyten benannt wird. Bei DEUFEL macht das Acylcarnitin in den Lymphozyten
einen Anteil von ca einem Drittel am Gesamtcarnitin aus, wéahrend es in den
Erythrozyten fast 50 % ausmacht. Bel den hier untersuchten Ferkeln betragt der Anteil
70 %, bel den Laufern 22 %, den Mastschweinen 36 % und den Sauen 40 %.
Speziesunterschiede zwischen Mensch und Schwein sind sicherlich moéglich, aber in

dieser Grofienordnung nicht wahrscheinlich.
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5.4. Die ATP-Produktion in den Lymphozyten und
Muskelmitochondrien

Die Versuche sollten tUber die Veranderungen der Synthesekapazitéat im Altersverlauf
Auskunft geben, wobel zu beachten ist, dass mit zunehmendem Alter
Umwelteinflisse an Bedeutung gewinnen. Es wurden zwei Rassen mit
unterschiedlichem Fleischansatzvermodgen, DL und Pi, und zwe Gewebe,
Skelettmuskel und Lymphozyten, verglichen, wobei aus der Muskulatur die
Mitochondrien direkt isoliert wurden, die Lymphozyten dagegen wegen der geringen
Mitochondrienmenge in toto eingesetzt werden mussten.

Die ATP-Bestimmung in einem Zellsystem ist anderen Bedingungen unterworfen as
die Untersuchung einer reinen Mitochondriensuspension. Hierbei spielen
Nebenreaktionen des Cytosol vielleicht mit eine Rolle. Eine kleine Menge ATP kann
zusétzlich anaerob mittels der Glykolyse erzeugt werden, deren Enzyme im Cytosol
vorliegen. Andererseits konnten ATP-verbrauchende Biosynthesen weiterhin
ablaufen. Die Substrate und das ADP sind den Mitochondrien nicht ohne weiteres
zuganglich, sondern mussen erst tber die Zellmembran eingeschleust werden.

Es wurden zwe Substrate verglichen: Succinat aus dem Citratzyklus und
Palmitoylcarnitin als Produkt des Fettsdurenstoffwechsels. Aulerdem wurde die
Beziehung zwischen den Muttersauen und ihren weiblichen Nachkommen betrachtet
(dies geschah in Hinblick darauf, dass die mitochondriale DNA Uber die Mutter
vererbt wird). Zuletzt wurde in der Gruppe der Saugferkel zwischen gesunden Tieren
und Ferkeln mit CMH verglichen.

CARPENTIERI und SORDAHL (1980) gelang es, aus gesunden und |eukamischen
menschlichen Lymphozyten die Mitochondrien zu isolieren und deren
Sauerstoffverbrauch mittels der Clark-Elektrode zu bestimmen. Glutamat, Pyruvat
und Malat erwiesen sich nicht as geeignete Substrate. Flir das Substrat Succinat hatte
der ADP:O-Quotient als Mal’ fur die Effektivitét der oxidativen Phosphorylierung der
gesunden Lymphozyten den Wert 1,5 (Verhdtnis der verbrauchten nanoatom
Sauerstoff pro nmol phosphoryliertem ADP). Der Respiratory Control Index RCI
betrug 3,0. Die Atmungsaktivitét der Lymphozytenmitochondrien lag unter der der

meisten anderen Gewebearten. Die Transformation in eine leukdmische Zdlle fihrt zu
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stark gestiegener Atmungsaktivitét.

54.1 Zur Methodik

Photometrischer Nachweis mit 3-Phosphoglycerat-Kinase

In der vorliegenden Untersuchung wurde statt der héufig zur Beurtellung des
laufenden mitochondriadlen Energieverbrauchs verwendeten polarographischen
Messung des Sauerstoffverbrauchs in Status 1-4 eine photometrische Bestimmung der
synthetisierten ATP-Menge innerhalb einer festgelegten Inkubationszeit nach der
Methode von BUCHER, beschrieben bei BERGMEYER et a. (1974), vorgenommen.
Die Auswahl der Inkubationsdauer richtete sich nach den Erfahrungen mit den
Aufzeichnungen der Atmungskurven mit der Clarkzelle. In Vorversuchen mit
Muskelmitochondrien wurde bei gekoppelter Atmung ca. 20 Minuten nach Zugabe
des ADP der Status 4 erreicht. Bei langerer Inkubationsdauer sank die ATP-
Konzentration wieder, moglicherweise als Folge eines bereits einsetzenden ATP-
Verbrauchs.

Die sogenannte “native” Probe gibt Auskunft dartber, wieviel endogenes ATP vorlag,
bzw. von den geringen endogenen Reserven aus Substrat und ADP gebildet werden
konnte. Dies entsprache dem Status 1 bei der Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs
unter Verwendung einer Clark-Elektrode. Die Hinzugabe verschiedener Substrate,
hier Succinat und Palmitoylcarnitin, Uberfuhrt die mitochondriale Atmung in den
Status 2, der Sauerstoffverbrauch nimmt zu. Die ATP-Produktion ist nun abhangig
von der Art des Substrats und den endogenen Reserven an ADP.

Wird auch ADP im Uberschuss angeboten, so ist bei gleichbleibender Verfuigbarkeit
von Sauerstoff die ATP-Synthese durch die Aktivitdt der benétigten Enzyme, bzw. die
Intaktheit der Atmungskette in der Mitochondrieninnenmembran, bestimmt. Der
maximale Sauerstoffverbrauch mit maximaer ATP-Bildung entspricht dem Status 3.
Die Enzymausstattung der Zelle ist hierbel der mal3gebliche Faktor. Der daraufhin
folgende Rlckgang des Sauerstoffverbrauches wird as Status 4 definiert. Er
kennzeichnet den Punkt, an dem sdmtliches ADP zu ATP umgesetzt wurde und keine
weitere Atmung erfolgt. Wird die Atmungskurve polarographisch aufgezeichnet, so
wird der Ubergang von Status 3 zu Status 4 durch ein Abknicken des Kurvenverlaufs

sichtbar.
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Die Veranderung der Geschwindigkeit der ATP-Bildung, bzw. ihr Sistieren, konnte
mit dem vorliegenden Versuchsansatz nicht gleichermal3en dargestellt werden, und die
Intaktheit der chemiosmotischen Kopplung in der Mitochondrienmembran nur durch
die Hohe der ATP-Konzentration vermutet werden. Entkoppelte Mitochondrien, die
durch Schadigung der Innenmembran keinen Protonen- bzw. Elektronengradienten
aufbauen konnen, zeigen maximalen Sauerstoffverbrauch, ohne dass es zur ATP-
Synthese kommt. Die Energie der Knallgasreaktion wird nur in Form von Warme frel,
ein Vorgang, der in den Mitochondrien des braunen Fettgewebes als wichtiges
Element der Thermoregulation von Jungtieren und Winterschl&fern Bedeutung hat.
Eine sehr schonende Prdparation der Mitochondrien ist daher unabdingbare
Vorraussetzung fur eine korrekte Messung des ATP-Bildungspotentials.

54.2 Einflisse auf die AT P-Synthesekapazitat

Native ATP-Produktion

In Lymphozyten:

Betreffs des Alters unterscheiden sich Léufer, die eine hohere ATP-Bildung aus der
endogenen Reserve zeigen, hochsignifikant von Sauen, alerdings nur, wenn das
Protein as Bezugsgrofle herangezogen wird. Bezogen auf die Zellzahl ist dieser
Unterschied nicht ersichtlich, dort findet sich statt dessen ein Rasseneinfluss an der
Signifikanzgrenze (Pi > DL/DE). Die erklérte Varianz ist ausgesprochen niedrig, so
dass man davon ausgehen muss, dass andere Einflisse, die von dem vorgegebenen
Modell nicht erfasst werden, Gberwiegen (Tab. 48).

In Muskelmitochondrien:

Mannliche Tiere weisen mehr Reserven an ATP auf as weibliche (P<0,1),
Mastschweine mehr as Ferkel, DL/DE-Nachkommen mehr als Piétrain. Auch hier ist
die erklarte Varianz gering (Tab.55).

Die in einer Zelle vorhandenen Reserven sind von ihrem augenblicklichen
Stoffwechselzustand abhéngig. Ist viel ATP vorhanden, konnte die Zelle ihre

Energiereserve zuvor auffillen, und zwar vorzugsweise durch Substratoxydation, in
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geringerem Mal3e durch anaerobe Glykolyse. Das Gewebe mul3 sich also in gunstiger
Nahrstoff- und Sauerstoffsituation befunden haben, darlber hinaus ist zu
schlussfolgern, dass sich die Enzymkomplexe ads leistungsfahig und die
Membranmorphologie sich intakt erwiesen haben. Substrate fliessen aus ganz
verschiedenen Stoffwechselzyklen in die Endstrecke der Atmungskette ein. Solange
man die endogene ATP-Bildung mifd, ist es nicht moglich, den ATP-Gehalt einem
einzigen Substrat zuzuordnen. Aussagen Uber die Leistung enes bestimmten
Stoffwechselweges sind zu diesem Zeitpunkt nicht mdglich. Die Vorbehandlung eines
Gewebes im Versuch ist nattrlich ein entscheidener Faktor. Die Bedingungen
verlangen eine moglichst schonende Préparation. Die Isolation der Lymphozyten aus
dem Blut muss so erfolgen, dass lebensfahige, “amende” Zellen im Versuch
eingesetzt werden konnen. Die Schnelligkeit, also ein moglichst kurzes Zeitintervall
zwischen Blutentnahme und Einsatz im Test, das Vermeiden mechanischer
Schadigung beim Umpipettieren und Zentrifugieren, das Verwenden einer
isotonischen Nahrlésung, eingestellt auf den Blut-pH, und die sorgféltige Reduzierung
der Temperatur des Isolationsmediums dienen dem Erhalt der Fahigkeiten und der
Intaktheit der Zellen, die moglichst ihr in vivo vorhandenes Potential auch in vitro
ablesen lassen. Gleiches gilt fur die Behandlung der Muskelproben, bei denen
zusétzlich das Zellsystem aufgebrochen werden muldte, und die Mitochondrien direkt

den Umgebungseinfliissen physikalischer und chemischer Natur ausgesetzt waren.

ATP-Produktion nach Gabe eines Substrats

In den Lymphozyten:

Steht im Versuch alein ein Substrat im Uberschuss zur Verfiigung, so wird
vorhandenes ADP zu ATP phosphoryliert, der ATP-Gehalt der Zelle steigt
dementsprechend an. Auch hierbel war ein Alterseinfluss sichtbar: Bezogen auf den
Proteingehalt erzeugten Laufer sowohl mit Succinat as auch mit Palmitoylcarnitin
signifikant hohere Werte als die anderen Alterskategorien. Bei einer Erhdhung der
Palmitoylcarnitinzugabe wies die Gruppe der Mastschweine die hdchste ATP-
Konzentration auf, was aber nicht statistisch abgesichert werden konnte (Tab.49).
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In den Muskelmitochondrien:

Im Rassenvergleich schnitten die DL/DE-Abkémmlinge mit Palmitoylcarnitin als
Substrat besser ab, mit Succinat geringfugig schlechter. Mannliche Ferkel scheinen
tendenziell mehr ATP mit den Substraten zu produzieren as weibliche Tiere. Der
Alterseinfluss ist nicht signifikant, es sieht jedoch so aus, als wiirden Ferkel Succinat,

M astschwei ne dagegen Palmitoylcarnitin besser verwerten (Tab. 56).

ATP-Produktion nach Gabe eines Substrats und ADP

Durch Zugabe von Substrat und ADP kann Uber die daraufhin synthetisierte Menge an
ATP en Ruckschluss auf die mitochondriale Enzymkapazitat des Gewebes gezogen
werden. Um festzustellen, bei welchen Mengen die maximale Ausbeute erreicht wird,
wurden Versuchsansdtze mit verschieden hohen Konzentrationen an Succinat,
Palmitoylcarnitin und ADP verglichen. Ein solcher Versuchsansatz ist von
vergleichbarer Parallelitdt mit dem Status 3 der Sauerstoffverbrauchsmessung, dem
Zustand der aktiven Atmung. Wéahrend dort der maximale Sauerstoffverbrauch
registriert wird, so wird nach entsprechender Inkubation in der Nahrlésung bei gleich
hoher Temperatur die maximale ATP-Ausbeute betrachtet. Ein zeitliches Limit muss
hierbei eingehalten werden, damit die stoffwechselaktiven Zellen nicht zuviel von
dem frisch gebildeten ATP bereits verbrauchen. Ein Nachteil der ATP-Messung
gegentiber Sauerstoffverbrauchsmessungen ist darin zu sehen, dass der Status 4, der
Rickgang der aktiven Atmung nach ADP-Verbrauch, nicht sichtbar gemacht werden
kann. Daher ist es leider nicht moglich, Aussagen Uber den Kopplungszustand der
Mitochondrien zu treffen. Mittels des Diadenosinpentaphosphat (PP) wurde der
Versuch unternommen, ein zu schnelles Umsetzen des ATP durch Hemmung der
Adenylatkinase zu verhindern, um die maximale Menge an ATP zu konservieren.

Eine Zugabe von 0,1 nmol/Probenansatz konnte die ATP-Ausbeute erhohen, eine
hohere Menge dagegen bewirkte eine Depression der ATP-Produktion. Es ist zu
vermuten, dass ein toxischer Bereich erreicht werden kann, in dem durch die Blockade
des ATP-Abbau energieabhéngige Prozesse zum erliegen kommen und die ATP-
Neuproduktion durch den Stoffwechsel schaden sistiert.

Zu berticksichtigen ist, dass mit den Lymphozyten die Zelle in toto vorliegt, anders al's
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beim Muskelgewebe, aus dem die Mitochondrien isoliert wurden. Substrate und ADP
mussen zuerst die Membranbarrieren Uberwinden, ehe sie in das Mitochondrium
gelangen. Die Behandlung mit flissigem Stickstoff stoppt alle enzymatischen
Reaktionen (“einfrieren” des Status quo), und das Auftauen und die Behandlung mit
Ultraschall er6ffnet membranumschl ossene R&ume, macht den Inhalt des Zytoplasmas

sowie auch die Matrix der Mitochondrien zuganglich.

In den Lymphozyten:

Auch hierbei konnte ein Altersunterschied sichtbar gemacht werden: Unabhangig von
der Bezugsgrofe Zellzahl oder Protein wurde festgestellt, dass die Ferkelgruppe in der
ATP-Produktion im Ansatz [Succ. 7,5 umol + ADP 0,76 pmol] und [PC 0,2 pmol +
ADP 0,19 umol] Laufern, Mastschweinen und Sauen signifikant Uberlegen war.

Rassen- und Geschlechtsunter schiede kamen hierbei nicht zum Tragen (Tab. 50).

In den Muskelmitochondrien:

Der Alterseinfluss lief3 sich statistisch hochsignifikant absichern. Ferkel erwiesen sich
den Mastschweinen gegentber mit beiden Substraten Uberlegen, wobel die
Konzentrationen an ADP und Palmitoylcarnitin nicht zu gering ausfallen durften (Tab.
57). Mit Pamitoylcarnitin konnten méannliche Schweine mehr ATP synthetisieren, mit
Succinat oder geringen Mengen des Carnitinesters produzierten Nachkommen der
Vaterrassen DL/DE mehr ATP (Tab. 57).

Zuerst wurde an einer Reihe von Tieren getestet, welche maximale Menge an ATP die
Lymphozyten aus einer festgesetzten Menge Succinat durch Zugabe steigender
Mengen an ADP bilden konnen. Die in den Tabellen 38 bis 45 genannten ATP-
Konzentrationen sind Mittelwerte, bei denen die Versuchstiere noch nicht nach
Altersgruppen getrennt aufgeftihrt wurden (also generell: “Schwein®).

Immer bewirkt die Zugabe von Substrat und ADP gemeinsam eine ausgepragte
Steigerung der neugebildeten ATP-Menge, egal, ob es sich um das Substrat Succinat
oder um Pamitoylcarnitin handelt. Dies erfolgt in den Lymphozyten bel beiden
Bezugsgrofen (Zellzahl und Protein) gleichsinnig. Bis zu einer bestimmten
Konzentration folgt auf mehr zur Verfligung stehendes ADP auch ein Anstieg des
ATP, dlerdings nicht im gleichen stéchiometrischen Verhdtnis (doppelte Menge
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ADP = doppelte Menge ATP, diese steht dahinter etwas zurtick). Diese Steigerung ist
nur bis zu einem gewissen Punkt moglich, es stellt sich so etwas wie ein Maximum
ein, nach dessen Uberschreiten eine eher riicklaufige ATP-Synthese zu beobachten ist
(Tab. 40).

Fur das Gros der Versuche wurde eine ADP-Konzentration ausgewéhlt, bel der der
ATP-Gewinn sicher im gunstigsten Messbereich erschien und sich im linearen
Bereich einer mitgefuhrten ATP-Standardkurve befand. Vergleiche zwischen den
Versuchstieren werden aso nicht auf die absolut maximal mégliche ATP-Bildung
bezogen, sondern auf die relative Uberlegenheit bestimmter Tiergruppen bei einer
definierten Vorgabe. Verglichen wurde in einigen Versuchsansdtzen die ATP-
Ausbeute beim Einsatz von Diadenosinpentaphosphat zeitgleich mit der ADP-Zugabe,
um maogliche Abbauvorgange durch Hemmung der Adenylatkinase zu verhindern. Die
Ergebnisse zeigten sich uneinheitlich, eine leichte Erhdhung des ATP (Tab.41) schien
nur zum Teil vorhanden. Daher wurde von einer weiteren Verwendung dieses
Hemmstoffes abgesehen.

Nicht jedes Substrat kann von jeder Zellart gleichermal3en genutzt werden. Bei der
Auswahl des Substrates ist es bereits Teil der Fragestellung, ob das angebotene
Substrat Uberhaupt umgesetzt werden kann.

Das Substrat Palmitoylcarnitin kann nicht wie das Succinat direkt in die Atmungskette
eingeschleust werden. Es durchléuft nach Aufnahme in die Mitochondrienmatrix
zunéchst die R-Oxidation. Die Pamitoylsaure konnte natirlich bel entsprechender
Reaktionslage der Zelle, einem Energietiberschuld im weitesten Sinne, statt dessen
zum Aufbau von Lipiden im Zytosol dienen. Es wird bereits als Carnitinester
angeboten und steht so in einer transportfdhigen Form in der Zelle bereit. Die
zytosolische Aktivierung durch CoA-Synthetasen und die Ubertragung auf Carnitin
durch die CPT werden hierbei umgangen, und Stérungen innerhalb dieses
Stoffwechselkomplexes kdnnen sich nicht auswirken. Die Palmitinsdure besteht aus
einer Kette von 16 C-Atomen, die in der 3-Oxidation zu acht Acetyl-CoA-Einheiten
abgebaut werden, wobei die Reduktionsaquivalente FADH, und NADH + H* gebildet
werden und in der Atmungskette ihre Wasserstoffatome auf Sauerstoff Ubertragen und
reoxidiert werden. Das Acetyl-CoA wird im Citratzyklus zu CO, und H,O abgebaui.
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Damit wird insgesamt eine betréchtliche Energiemenge in Form von ATP gewonnen:

Palmitat + 23 O, + 129 ADP + 129 P, — 16 CO, + 145 H,0O + 129 ATP

Im Vergleich zum Succinat wird im Versuch aus einer wesentlich geringeren Menge
Palmitoylcarnitin mehr ATP-Ausbeute gewonnen. Beide Substrate kénnen sowohl
von den Lymphozyten als auch von den Skel ettmuskel mitochondrien genutzt werden.

Nicht immer erhoht die alleinige Gabe von Substrat den ATP-Gehalt, da nicht immer
ausreichend Reserven an ADP vorhanden sind. In diesem Fall ist das ATP gegentiber

dem nativen Ansatz in gleicher oder sogar geringerer Menge vorhanden.

Aus den Versuchsergebnissen a3t sich ableiten, dass der Alterseinfluss von grof3er
Bedeutung ist und sich bel beiden Gewebearten und be Verwendung

unterschiedlicher Substrate allesin allem diejlingeren Tiereim Vorteil befinden.

& Die Leistungsfahigkeit der Mitochondrien ist altersabhangig, bei Jungtieren
(Ferkeln) sind die Synthesekapazitaten am hochsten.

Beim Rassen- und Geschlechtsvergleich schnitten in den Proben aus der
Skelettmuskulatur in der Mehrzahl die DL/DE-Nachkommen sowie die méannlichen
Probanden besser ab, wéhrend fr die Lymphozyten diese Tendenz weniger ersichtlich

war.

54.3 Die ATP-Synthesekapazitat bei gesunden Ferkeln und Ferkeln mit
CMH

Bel aleiniger Betrachtung der Saugferkel konnte festgehalten werden, dass in den
Lymphozyten tendenziell die Ferkel der gesunden Kontrollwirfe die hochsten ATP-
Gehalte nach Zugabe von Substrat und ADP aufwiesen.

In den Muskelmitochondrien dagegen ist die unterschiedliche Verwertung der
Substrate auffallig. Mit Succinat produzieren Gratscher und Geschwister mehr ATP,

mit Palmitoylcarnitin sind Geschwister und Kontrolltiere im Vorteil.
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% Gratscherferkel scheinen das Palmitoylcarnitin als Substrat zur ATP-
Gewinnung sowohl in der Muskulatur als auch in den Lymphozyten

schlechter verwerten zu kdnnen als gesunde Ferkel.
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5.5 DieAktivitat der CPT

551 Zur Methodik

Be der Messung der CPT | ist zu beachten, dass im Bereich der
Anfangsgeschwindigkeit zu messen ist, wo die Reaktion linear ablauft. Danach
beginnen die Einflisse einer mitochondrialen Palmitoyl-CoA-Deacylase und die

Riickreaktion Einfluss zu nehmen:

Palmitoylcarnitin + CoA— Palmitoyl-CoA + Carnitin

Eine Zugabe von ATP oder der Einsatz von Natriumtetrathionat oder Dithiotreitol zur
Bindung freier SH-Gruppen soll dies verhindern. Auch darf das gebildete
Palmitoylcarnitin fir den Nachwels nicht weiter verstoffwechselt werden. Dies kann
durch Kaliumcyanid oder Rotenon verhindert werden (Mc GARRY et a., 1983).

Zu beachten ist die Methode der Mitochondrienisolierung: Eine Verfalschung der
Ergebnisse ergibt sich, falls ein grofkerer Anteil der CPT Il aus der MIM gelOst wird,
wie es z.B. beim Einsatz von Proteinasen zum Gewebsaufschluss geschehen kann.

Sowohl CPT | as auch CPT Il tragen zur CPT-Exchange-Reaktion bei, wobei die
CPT 1 die hthere Affinitat zum Palmitoylcarnitin aufweist (SCHOLTE et al., 1979).
Bel der Messung der CPT-Aktivitét wurde hier in den Versuchen nicht zwischen CPT
| und Il unterschieden. Eine Kontrolle, welchen Anteil die CPT Il an den Ergebnissen

hat, hétte mittels Malonyl-CoA, dem Hemmstoff der CPT I, erfolgen kdnnen.

Versuchstagseinfluss: Beim Arbeiten mit radioaktiven Isotopen ist zu
berticksichtigen, dass diese sich stetig verandern, einmal durch die dem Isotop
innewohnende konstante Halbwertszeit, und zum anderen trotz aler Vorkehrungen
zur sicheren und schonenden Aufbewahrung (Wahl des Lésungsmittels, Lagerung bei
niedrigen  Temperaturen) durch die dem jeweligen Molekidl eigene

Reaktionsbereitschaft gegentiber anderen Stoffen. Unregelméidige Schwankungen der



Diskussion 216

Aktivitét des Ausgangsmaterials kdnnen auf3erdem wahrend der Messung z.B. bereits
durch minimale Pipettierungenauigkeiten erzeugt werden. Ansonsten ist stets eine
mehr oder weniger kontinuierliche Aktivitdtsabnahme Uber die Zeit zu erwarten,
wobei sich verschiedene Effekte Uberlagern kénnen.

Um die Verfdschung der Versuchsergebnisse durch solche Veranderungen, die ja vor
allem in Abhangigkeit von der Zeit der Lagerdauer auftreten, gering zu halten, wurden
alle Proben fir die Messung der Enzymaktivitét der CPT in einem kurzen Zeitintervall
von wenigen Tagen bearbeitet. Trotzdem liefl3 sich bel der statistischen Bearbeitung

noch ein signifikanter V ersuchstagseinfluss feststellen.

Die CPT | kommt as M- und als L-CPT | vor. Blutzellen besitzen ausschlief3lich den
L-CPT I-Typ, sind also nicht mit Muskelgewebe zu vergleichen. Ein vergleichender
Ansatz, wie er in dieser Untersuchung fur den Carnitingehalt dieser Gewebe versucht

wurde, ertibrigte sich daher von vornherein.

55.2 Einflussvon Rasse, Alter, Geschlecht und Ferkelkategorie:

Die Rassenzugehorigkeit spielte bel der Betrachtung der verschiedenen
Alterskategorien eine wesentliche Rolle. Schweine der Rasse Piétrain sowie
Kreuzungen dieser Rasse weisen in der Skelettmuskulatur (zumindest im M. add. )
eine hochsignifikant hthere CPT-Aktivitdt auf als Abkdmmlinge von Ebern der

Rassen Deutsche Landrasse und Deutsches Edelschwein.

Zum Vergleich: der Carnitingehalt im Muskel wies in der Alterskategorie keine
Rassenabhangigkeit auf.

Fur den Alterss oder Geschlechtseinfluss wurde keine statistische Absicherung
erreicht, aber es scheinen die Mastschweine sowie Tiere mannlichen Geschlechts tber
hohere Enzymaktivitéten zu verfligen.

Die Aktivitét der CPT | ist im Muskel bei den intermyofibrillaren Mitochondrien von
Geburt an hoch, in den subsarcolemmalen Mitochondrien steigt sie wahrend der ersten
Lebenstage noch an. Die Sensibilitét der CPT | gegenlber der hemmenden Wirkung
von Maonyl-CoA lasst mit zunehmendem Alter nach. (SCHMIDT und HERPIN,
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1998). Der postnatale Anstieg der CPT in Herz und Skelettmuskel bleibt wahrend der
Saugephase bestehen, und wird begleitet von ener Zunahme der
Carnitinkonzentration (BIEBER et al., 1973).

Zum Vergleich: Der Acylcarnitingehalt, in dessen Pool die Produkte der CPT I
eingehen, liegt ebenfalls beim Mastschwein um mehr als das doppelte héher als bei
der Saugferkelgruppe (Irrtumswahrscheinlichkeit an der Sgnifikanzgrenze).
AulBerdem verfugen mannliche Tiere tendenziell Uber einen grofReren
Acylcarnitingehalt als weibliche. Innerhalb der Ferkelkategorie besitzen Gratscher

tendenziell hohere Acylcarnitingehalte im Muskel als Geschwister und Kontrollen.

Innerhalb der Ferkel gruppe besteht hinsichtlich der Einteilung Grétscher, Geschwister,
und Kontrolle, sowie der Geschlechtszugehodrigkeit, kein Einfluss auf die Aktivitét der
CPT. Der Einfluss der Vaterrasse bewegte sich an der Signifikanzgrenze. Hier zeigten

erneut die Rasse Piétrain und ihre Kreuzungen die hoheren Enzymaktivitéten.

Ein CPT-Mangel wurde bisher nur fir den Menschen beschrieben, wobel ein Defekt
der CPT Il eher eine gewisse Uberlebensfahigkeit ermdglicht als die meist letale
Schédigung im Bereich der CPT I-Aktivitat (RUMPF et a., 1983; DIMAURO und
DIMAURO, 1973; SCHOLTE et a., 1979). Ein CPT-Mangel geht natirlich mit
deutlich herabgesetzten Enzymaktivitéten in den Organen einher (RUMPF et al.,
1983). Eine solche Verédnderung konnte fir die von CMH betroffenen Ferkel nicht
festgestellt werden, ein CPT-Mangd ist also nicht mal3geblich fur die beobachteten

Ausfallserscheinungen der Muskulatur.

5.6 Die Congenitale Myofibrillare Hypoplasie

56.1 Die Zusammenstellung der Ferkelgruppe “Gréatscher”

Der tatsachliche Anteil der Vererbung am Auftreten der CMH ist umstritten. Um
mogliche Umwelteinfllisse bei den Versuchstieren gering zu halten, wurden die
bekannten Ausl 6sefaktoren ausgeschlossen, d.h. auf den Einsatz von Glukocorticoiden

und den Gebrauch von Prostaglandinen zur Geburtseinleitung wurde vadllig verzichtet.



Diskussion 218

Es muften Kriterien definiert werden, nach denen “Gréatscher” eindeutig von “Nicht-
Grétschern” unterschieden werden konnten. Eine Verwechselungsgefahr besteht vor
allem gegeniber algemein lebensschwachen, untergewichtigen oder durch
Infektionskrankheiten  geschwéchte Ferkel, die Bewegungsstérungen und
Stehunvermdgen zeigen koénnen, fir die Hypoglycdmie und Unterkihlung ursachlich
sind - denen alerdings auch in der Motilitdt behinderte Gréatscher haufig zum Opfer
falen. Auch Verletzungen vormas gesunder Ferkel durch Ungeschick oder
Aggression der Muttersau miissen ausgeschl ossen werden.

Arbeitstechnisch konnten durch den Verzicht auf die Synchronisierung der
Abferkelungen die Laboruntersuchungen nicht auf einen bestimmten Lebenstag
eingegrenzt werden. Um das Uberleben der Gréatscher zu sichern, wurden diese an das
Gesauge angelegt und so mit Kolostrum versorgt. Sonstige Therapieversuche

unterblieben.

Es ist noch fraglich, ob das Merkmal CMH der “ales oder nichts”-Regel gemal?
vererbt wird (Gratscher/Nicht-Gratscher), oder ob sich eventuell flieRende Ubergange
zwischen gesunden und kranken Tieren finden lief3en. Ist zum Beispiel ein Grétscher
einfach immer ein Ferkel, dass nicht stehen und laufen kann - oder gibt es Ferkel, die
einfach zuerst nur ein wenig schlechter laufen als die gesunden, und bei denen dieses
Handikap unauffallig bleibt?

56.2 Unterscheiden sich  innerhalb  der Ferkelkategorie  die

Wourfgeschwister der Gréatscher von den Kontrollen?

Die Gruppe der Geschwistertiere wurde in die Betrachtung miteinbezogen, da
abgeklart werden sollte, ob die augenscheinlich phanotypisch “gesunden” Ferkel nicht
verdeckt doch Unterschiede gegentiber Ferkeln aus CMH-freien Wirfen aufwelsen.
Dies wirde bedeuten, dass es nicht nur nach der alles oder nichts Regel CMH ja =
Grétscher, oder CMH nein = nicht-Gratscher gébe, sondern dass intermediare Féle
verschiedener, vielleicht nur auf der physiologisch-biochemischen Ebene erkennbarer
Auspragung vorhanden sein missten.

Es gibt in der Literatur keine explizite Beschreibung eines klinisch sichtbaren Bildes

von “nur ein wenig gratschen®, aber es gibt durchaus Félle zu unterscheiden, wonach
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manche Grétscherferkel stérker oder fir einen etwas langeren Zeitraum betroffen sind
als andere. Es sind zuweilen nicht nur die Hintergliedmal3en, sondern auch jene
Muskeln der Vorderextremitéten, die dort die Funktion der Adduktion erflllen,
geschadigt. Es ist unklar, in welchen Féalen und wodurch die Vorderbeine
miteinbezogen werden. Ebenso rétselhaft ist es, warum immer die Hinterbeine, aber
niemals alein die Vorderbeine erkranken. Die Funktionsausfélle betreffen
verbl Uffenderwei se immer ausgerechnet die Muskelgruppe der Adduktoren, ohne dass
anatomisch/histologisch herausragende Unterschiede zu anderen Muskelgruppen
sichtbar gemacht werden kénnen.

Theoretisch denkbar wére eventuell, dass besonders schwere Félle, bei denen andere
Muskeln mitbetroffen sind, nicht Iebensfahig sind und als Totgeburten nicht diesem
Komplex der Erkrankung zugeordnet werden. Eine Insuffizienz der Atemmuskulatur
waére z.B. immer todlich.

Von einer subklinischen Form, die nur histologisch nachweisbar wére, sprechen
PIVNIK und KAMAN (1975, zitiert nach KAMAN, 1995). Die Muskeln der
Vorderextremitét und des Brustkorbs entwickeln sich in der Ontogenese zeitiger als
die der Hinterextremitéten (MRAZKOVA, 1965). Die Umwandlung von Typ Il zu
Typ | Fasern wahrend der fetalen Heranreifung ist verzogert. Die fleischreichen
Zuchtrassen wurden gerade auf diesen Fasertyp, extrafusale anaerobe (glykolytische)
Muskelfasern Typ I, hin selektiert. Auch erfolgt die Ausreifung der Muskelspindeln
in den Muskeln der Nachhand spéter als bel den Muskeln der Vordergliedmale
(SWATLAND, 1973). KAMAN (1995) sieht einen Zusammenhang mit anderen
Myopathien, z.B. dem malignen Hyperthermiesyndrom, als gegeben. Einen gewissen
Einfluss besitzt auch das Geburtsgewicht. Die Ausbildung einer guten Versorgung mit
Blutgefalien ist ebenfalls von Bedeutung fur die Differenzierung. Die mangelnde
Ausreifung zum Zeitpunkt der Geburt ist nicht “physiologisch”, da Wildschweine wie
auch weniger auf Muskelansatz selektierte Hausschweinrassen as Nestfllchter zum

Zeitpunkt der Geburt diesen Entwicklungsmangel nicht aufweisen.
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56.3 Vergleich der bereits beschriebenen Carnitinmangelzustdnde mit dem

Krankheitshild der CMH:

Primérer Carnitinmange! :

Myopathische Form:

vV V V V V

Steatosis

Muskelschwéche

Belastungsintoleranz

Plasmacarnitinkonzentration normal oder leicht erniedrigt

Muskel carnitinkonzentration erniedrigt

Systemische Form:

>

YV V. V V V V V V V

In allen Geweben erniedrigte Carnitinkonzentrationen

Erhohte Anzahl und vermehrt morphol ogische Defekte an Mitochondrien
Erniedrigte ATP-Synthese

Muskelschwache

Cardiomyopathie

Hepatopathie

Encephal opathie

Hyperammonamie

Hypoglycamie

Hypoketonamie

Sekundérer Carnitinmangel

>

Bel Morbus Duchenne beobachteten SCHOLTE et a. (1989), dass der Gehalt an
Gesamtcarnitin in der Skelettmuskulatur erniedrigt war. Die mitochondride
Aktivitét war verringert, die Kopplung von Atmungskette und Phosphorylierung
gestort. Eine Anhdufung von LCAC hemmt den Adenin-Nukleotid-Carrier. Bel
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der polarographischen Messung der Atmungsaktivitédt der Muskelmitochondrien,
die mit dem Substrat Palmitoylcarnitin die Funktionsféhigkeit von [3-Oxidation,
Krebszyklus und Atmungskette mit einschlief3t, war ebenso wie mit anderen
Substraten die Stimulierung durch ADP im Status drei (Respiratory Control Index,
RCI) herabgesetzt.

CPT | -Mange

Myoglobinurie
keine Steatosis
Ein CPT | -Mangel betrifft stets das L-Isomer, ein Defekt des M- Isomers
(Muskeltyp) wurde bisher nicht beschrieben. Die Wahrscheinlichkeit liegt nahe,
dass ein solcher Defekt unbedingt todlich ware, da unweigerlich auch die Funktion

des Herzmuskel's betroffen wére

Dagegen stellen sich die Verhdtnisse bel der CM H folgendermal3en dar:

=

4

Die Storung ist angeboren, d.h. bei der Geburt vorhanden

Manifestationsort ist allein die Muskulatur der Extremitéten, nicht die des
K orperstammes oder des Herzen

Der Verlauf an sichist in jedem Fall transient, innerhalb weniger Tage scheint sich
die volle Funktionsfahigkeit einzustellen

Eine Belastung der Muskulatur oder andere Stressoren fiihren nicht zu Rezidiven
Die Muskelmitochondrien sind nicht morphologisch verandert

Es sind keine weiteren Stoffwechselstérungen bekannt, histologisch findet sich

nur ein vergrof3erter extramyofibrill&rer Raum, keine Steatosis

5.6.4 Weisen Versuchstiere mit CMH eine Stérung im Car nitinstoffwechsel

=
=

auf, die auf einen Carnitinmangel schlief3en laf3t?

Grétscher besitzen die niedrigsten Carnitingehalte im Plasma

Die Verwertung des Pamitoylcarnitins zur ATP-Gewinnung erscheint
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eingeschrankt

Aber:

In der Muskulatur ist ihr Gesamt- und Acylcarnitingehalt sogar hoher as bel
gesunden Tieren

In den Lymphozyten haben Gréatscher wie in der Muskulatur weniger freies
Carnitin, aber mehr Gesamt- und Acylcarnitin als Geschwister und Kontrollen

Die Aktivitat der CPT | in Muskelmitochondrien ist nicht gegenliber gesunden
Ferkeln erniedrigt

Die ATP-Synthese aus Succinat ist nicht eingeschrénkt

M ogliche sonstige V erbindungen des Carnitinstoffwechsels mit der CMH:

X/
°e

X/
°e

Carnitin im Futter erhoht bel der Muttersau die Konzentration am IGF |, der fur
die Ausreifung der Myofibrillen der Foeten benétigt wird (WAYLAN et a.,
2005).

Bel Grétschern liegt laut TUCEK et al. (1985) ein Acetylcholinmangel vor, die
Acetylcholinesteraseaktivitét ist erhtht (SCHNAPPERELLE und KOCH, 1980).
Carnitin ist fir die Acetylcholinsynthese im Nervensystem essentiell (LOFFLER
et al, 1985). Bei hoherem Gewicht war die Aktivitét der Acetylcholinesterase
kleiner als bei niedrigem Geburtsgewicht (LE HONG et a., 1990).

Beeinflusst eine Carnitinzulage im Sauenfutter, bzw. der Carnitingehalt der Milch
das Auftreten der CMH (welche individuelle Schwankungsbreite existiert,gibt es
Rasseunterschiede fur Milchmenge und Milchinhaltsstoff Carnitin, die besondere
Rassen fur das Auftreten empfindlich machen)? Es géabe keine Erklérung dafr,
dass nie alle Ferkel betroffen sind, sondern manchma nur ein oder zwei.
AulRerdem liegt die Stérung bereits bei Geburt vor. Die Milch kann so keinen
Einfluss nehmen.

Die Frage, warum nur einzelne Ferkel erkranken, stellt sich auch bel den Fallen,
wo Noxen wahrend der Trachtigkeit auf die Sau einwirken. Es sollte dann eher der

ganze Wurf betroffen sein.
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¢ Die Erndhrung der Muttersau (qualitativ und quantitativ) hat laut IBEN (1989)
keinen Einfluss auf das Auftreten der CMH.

Es ist fraglich, wie die Erniedrigung bestimmter Carnitingehalte bei verschiedenen
Funktionszustdnden des Organismus zu beurteilen ist. Die Abnahme der
Carnitinkonzentration im Plasma wahrend der Schwangerschaft wird von manchen
Autoren (LOHNINGER et a., 1996) bereits als sekundérer Carnitinmangel bezeichnet
(und damit als therapiebedlrftig eingestuft), obwohl doch die Trachtigkeit an sich fr
das Muittertier zwar eine fordernde und mit Risiken behaftete Zeit ist, aber trotzdem in

erster Linie eine vollig normale biologische Funktion ohne Krankheitswert darstellt.

5.6.5 Carnitinmangel beim Schwein

GOHLER (2002) simulierte bei Absatzferkeln den Aufbau eines sekundéren
Carnitinmangels durch orale Gabe von Pivalinsdure, die dem Organismus Carnitin
entzieht. Es existiert ansonsten in der Literatur keine Darstellung einer klinisch
manifesten Symptomatik eines Carnitinmangels beim Schwein. GOHLER fand keine
Hinweise auf muskuldre Dysfunktionen bei ihren Versuchstieren, und beobachtete
lediglich bel einigen Ferkeln eine mit verminderter Futteraufnahme- und -verwertung
sowie Diarrhoe einhergehende Entwicklungsstorung. Sie erklart dies mit der von
UHLENBRUCK und VAN MIL (1992) beschriebenen, durch den Carnitinmangel
verursachten Herabsetzung der Immunabwehr durch Beeintrachtigung des
Membranstoffwechsels. Die Lebendmassezunahme war alerdings grundsétzlich bel

den mit Pivalinsaure gefltterten Absatzferkeln bis zur Schlachtung vermindert.

5.6.6 Worin unterscheiden sich Gratscher von gesunden Ferkeln?

Carnitin im Muskédl

» Grétscher und ihre Geschwister besitzen weniger freies Carnitin in der
Frischsubstanz a's die Kontrollen.
» Grétscher besitzen sehr viel mehr Acylcarnitin.

> Dadurch besitzen Grétscher mehr Gesamtcarnitin als Geschwister und Kontrollen.
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Carnitin im Plasma

» Grétscher besitzen die niedrigsten Carnitingehalte im Plasma. Die Geschwister
und Kontrollen sind sich ahnlich, aber die Geschwister zeigen hohere

Acylcarnitingehalte als die Kontrollen.

Carnitin in Lymphozyten

» Grétscher haben wie in der Muskulatur weniger freies Carnitin, aber mehr

Gesamt- und Acylcarnitin al's Geschwister und Kontrollen.

ATP-Bildung

In Muskelmitochondrien: In Lymphozyten:

Nativ haben Gréatscher mehr ATP Grétscher haben nativ die geringsten
Gehalte

Mit PC und PC plus ADP produzieren sie Mit PC sowie mit Succinat plus ADP

weniger ATP as Kontrollen und produzieren sie weniger ATP asdie

Geschwister Kontrollen

Mit Succinat und Succinat plus ADP Mit Succinat produzieren sie mehr ATP

produzieren sie und die Geschwister mehr
ATP adsdieKontrollen

CPT-Aktivitét
» Die Enzymaktivitét liegt tendenziell bei Grétschern etwas hoher als bei gesunden
Ferkeln.

& Gratscher unterscheiden sich von gesunden Ferkeln im Carnitingehalt und in
den Verhdltnissen der Carnitinfraktionen zueinander in Muskelgewebe,
Lymphozyten und im Plasma.

& Trotz auffallend niedriger Gehalte im Plasma weisen sie in der Muskulatur
und den Lymphozyten mehr Gesamtcarnitin als gesunde Tiere auf. Dies steht
in Zusammenhang mit einem hohen Acylcar nitingehalt, trotz geringer Menge

an freiem Carnitin.
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% Bel den Versuchen zur ATP-Bildungsfahigkeit zeigte sich, dass Gréatscher das
Substrat Palmitoylcarnitin schlechter verwerten als Geschwister und
Kontrollen. Das Substrat Succinat kann besser verwertet werden, z.T. sind
die Gratscher hierdrin sogar den Kontrollen tGiberlegen.

& Die CPT-Aktivitat scheint tendenziell etwas hoher als bei gesunden Ferkeln.

56.7 Worin @ahneln sich Muskelgewebe und Lymphozyten?

In Bezug auf die Carnitingehalte

Ahnlichkeiten treten am ehesten bei Vergleichen innerhalb der Ferkelgruppe zutage:

* Die Grétscher haben in beiden Zellarten gleichermal3en die hochsten Gehalte an
Gesamt- und Acylcarnitin, die Kontrollen besitzen das meiste freie Carnitin.

e Hierbe dneln sich Muskel und Lymphozyten weit mehr in der Carnitinverteilung
alsim Vergleich zum Blutplasma, wo die Grétscher die niedrigsten Carnitinwerte

aufweisen.

Zwischen Ferkel- und Mastschweingruppe ist keine Vergleichbarkeit der Gewebe
gegeben:

* Im Muskel haben Ferkel mehr freies Carnitin und weniger Acylcarnitin als
Mastschweine, in den Lymphozyten dagegen haben Ferkel weniger freies Carnitin

und mehr Acyl- und Gesamtcarnitin als die Mastschweine.

In Bezuqg auf die ATP-Synthese:

* In beiden Geweben produzieren Ferkel mehr ATP a's andere Altersgruppen.
* Rasse- und Geschlechtseinfluss zeigen keine Parallelitdten auf.
e Sowohl im Muskel ads auch in Lymphozyten bilden Gratscher mit

Palmitoylcarnitin weniger ATP a s Geschwister und Kontrollen.
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5.6.8 Konnte zur Diagnosestellung der CMH ene Blutprobe die
Muskelbiopsie er setzen?

Die Diagnose der CMH leitet sich bislang noch immer vom klinischen Bild bzw. von
histol ogischen Untersuchungen ab. Eine eindeutige Charakterisierung der genetischen
Grundlage liegt noch nicht vor. In dieser Arbeit wurde in einer kleinen Stichprobe bel
betroffenen Tieren und ihren scheinbar gesunden Wurfgeschwistern nach

Abweichungen im Ablauf des mitochondriaen Energiestoffwechsel s gesucht.

Bel den Grétschern lassen sich tatsachlich einige Unterschiede in der Physiologie des
Carnitinhaushalts und der Verwertung von Pamitoylsure zur ATP-Gewinnung im
Vergleich zu gesunden Ferkeln feststellen. Es wére allerdings verfriht, diese
Abweichungen zu diagnostischen Kriterien zu erheben, da, abgesehen vom sehr
geringen Umfang dieser Untersuchung, nicht sicher ist, ob es sich um fir CMH

pathognomonische Veranderungen handelt.

5.6.9 Verwendung von Ersatzgeweben

Auf den ersten Blick erscheint es zundchst ungewohnlich, Zellen des lymphatischen
Gewebes als Indikatoren fur Verénderungen im Muskelstoffwechsel ins Auge zu
fassen. Untersuchungen von Blut- und Bindegewebszellen werden aber bereits seit
geraumer Zeit zum Nachweis von Defekten der Fettsiurenoxidation (SCHAFER et
al., 1995), der Enzyme der 3-Oxidation und ihrer Inhibitoren (HAECKEL et a., 1990
und ARDAWI, 1984) und bei Deletionen in der mitochondrialen DNA in der
Muskulatur verwendet (JOHNS et al. 1989). Blut- und Bindegewebszellen stammen
gemeinsam aus dem Mesoderm und weisen daher im Grundstoffwechsel viele
Gemeinsamkeiten auf. Vergleichbare Aussagen sind auf dieser Basis zu erhalten.
Dabel ist sicher die Aussagekraft gegentiber Stoffwechselgrundlagen auf systemischer
Ebene groler, as es bel eng umrissenen, sehr gewebsspezifischen Reaktionen der Fall
ist.

* JOHNS et al. (1989) berichten von einem Nachweis einer Deletion in der

mitochondrialen DNA in Muskulatur und peripheren Blutzellen be ener
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Patientin mit chronisch progressiver Ophtalmoplegie und Beschwerden einer
diffusen Myopathie, die sich histologisch in der Biopsie mittels “red ragged
fibers® darstellte. Polarographische Sauerstoffverbrauchsmessungen lief3en
Ruckschlisse auf die Lokalisation des Defektes am Komplex vier der
Atmungskette zu. Die Autoren vermuten, dass die Deletion an der mtDNA schon
vor der Trennung der hdmatopoetischen und myogenen Zdllinien auftrat, und
zwar entweder in der frihen Embryonaentwicklung oder bereits in den
mutterlichen Vorfahren. Verschiedene Anteile an normalen und deletierten
MtDNA  -Arten in zwel verschiedenen Geweben konnten durch den
unterschiedlichen Selektionsdruck auf die sich schnell teilenden Blutzellvorlaufer
und die weniger teillungsaktiven Zellen des myogenen Zellstamms zustande
kommen. Auch JOHNS et a. betonen die untersuchungstechnischen Vorteile, die
genetische Studien an Blutproben gegentiber Biopsien aufweisen.

e Obwohl bei normalen physiologischen Verhaltnissen der Transport von aktivierten
Fettsduren in die Matrix Uberwiegt, kann sich diese Reaktion auch umkehren. Bel
angeborenen Defekten der Fettsdurenoxidation, die sich an der Muskulatur
manifestieren, erscheinen bestimmte langkettige Fettsduren im Blut, die zur
Diagnosestellung dienen kdnnen. Man sieht solche Ausschleusung auch als Folge
von Ischdmie (WATMOUGH et al, 1988). Nicht nur Fibroblasten, sondern auch
Lymphozyten konnen fir diese Untersuchungen herangezogen werden
(SCHAFER et al., 1995).

* Beziehungen zwischen dem Fettsaurestoffwechsel und der Glykolyse unter
Einfluss verschiedener Inhibitoren der B-Oxydation wurden von HAECKEL
(1990) und ARDAWI (1984) an Lymphozyten und Thrombozyten untersucht.

e HAECKEL und FINK (1987), die in menschlichen mononuklegren Leukozyten
ein passendes Gewebe fur die Untersuchung des Einflusses bestimmter
hypoglykdmischer Substanzen (orale Antidiabetika, die die Verbrennung von
Fettsduren reduzieren und eine Ketoacidose verhindern sollen) auf den Glukose-
und Fettsdurenstoffwechsel [ebender Zellen sahen, verglichen ihre Ergebnisse mit
den von BINDER et al. (1988) am Zwerchfellmuskel von Ratten ermittelten
Werten, und stellten eine brauchbare Ubereinstimmung fest.

« BORUM (1986), MITCHELL et al. (1986) und ERIKSSON (1988) stellten fest,

dass bel einer Reihe von Patienten mit einem Defekt des Carnitintransporters
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in der Zellmembran diese Stérung sich auch in den Fibroblasten der Haut
nachweisen |&sst. Fibroblasten entstammen ebenso wie Blut- und Muskelzellen
dem Mesoderm. Zur Diagnostik von Defekten der Enzyme der 3-Oxidation
sind Hautfibroblasten ebenfalls geeignet (REICHMANN, 1990). Es finden sich
vor alem Funktionsstbrungen der Acyl-CoA-Dehydrogenasen, die an
charakteristischen Ausscheidungsmustern von organischen Sauren im Urin
kenntlich sind. Es kumulieren Fettséuren, die in der Resktionskette vor dem
Defekt umgesetzt worden sind (ZIERZ, 1990).

Tell der Fragestellung war, ob sich aus den Verhdltnissen in Lymphozyten
Rickschlisse auf die Stoffwechselsituation im Muskelgewebe treffen lassen, ob sich
die Abweichungen, die CMH-Ferkel zeigen, in gleicher Welse in beden
Gewebearten, gemal3 ihrer gemeinsamen Herkunft aus dem Mesoderm, ausprégen.

Im Vergleich zur Muskelbiopsie ist Blut fur den Patienten schonender zu gewinnen.
Als problematisch erwies es sich alerdings, die fur die Lymphozytenisolierung
notwendige Menge auch bel den sehr jungen Ferkeln zu gewinnen, wie sie jafir die
moglichst frihe Diagnosestellung al's Probanden anfallen wirden. Eventuell lief3e sich
hier noch eine methodische Verbesserung herausarbeiten, obwohl die angewandten
Untersuchungsverfahren bereits auf ihre Empfindlichkeit auch gegenlber kleinen

Probemengen hin ausgewahlt wurden.

Der Vortell des Nachweises eines Defekts Uber biochemische Parameter gegentiber
der klinischen Diagnose ist bei der “sichtbaren” CMH, wie sie dem praktischen
Tierarzt und dem Landwirt bekannt ist, nicht so klar. Allerdings wurde bei eigenen
Untersuchungen schnell deutlich, wie viele algemein lebensschwache, von
verschiedenen Erregern infizierte oder von der Sau verletzte Ferkel in der
Herdenstatistik dem Pool der “Grétscher” einverleibt werden, ohne dass dabei
kritische diagnostische Kriterien angelegt werden, wie sie fir Bestrebungen nach
zlichterischer Sanierung nétig wéren. Dazu wére “etwas MefRbares” hilfreich und
wunschenswert. Aber im hdchsten Mal3e interessant wéren solche Untersuchungen,
wenn es tatsachlich intermediare, sozusagen subklinische Félle der CMH gébe, die

man anhand dieser Diagnostik miterfassen konnte.
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Daher wurden in dieser Untersuchung stichprobenhaft die Wurfgeschwister des
Gréatschers mitbetrachtet. Diese dhnelten dem erkrankten Tier kaum, und lagen in den
meisten Parametern in der Nahe der Kontrolltiere, bzw. wiesen identische Ergebnisse
auf. Eine Uberraschende Ubereinstimmung zwischen Grétschern und Geschwistern
gab es dlerdings in der schlechteren Verwertung der Palmitinsdure (und der besseren
Ausnutzung des Succinats im Muskelgewebe) zur ATP-Synthese zu verzeichnen.

Fur den Carnitingehat und die Aktivitdt der CPT waren keine solchen versteckten
Ubereinstimmungen aufzufinden.

Trotzdem zeigt der Vergleich der Carnitingehalte in Muskel und Lymphozyten
innerhalb der Ferkelgruppe ein @hnliches Vertellungsmuster von hohen Gesamt- und
Acylcarnitinwerten und niedrigen Gehalten an freiem Carnitin fur die Gratscher. Ein
hoher Carnitinanteil im Muskel findet sich ebenso in den Lymphozyten. Hieraus lief3e

sich vielleicht tatsachlich eine diagnostisch nutzbare Vergleichbarkeit herausarbeiten.

Interessant wére festzustellen, ob bel Gratscherferkeln die Veranderungen im weiteren
Leben bestehen bleiben oder sich wie die motorische Storung verlieren. Auch stellt
sich die Frage, ob innerhalb der Geschwistergruppe des Wurfes noch Unterschiede
bestehen.
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6. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob beim Schwein aters- und
rassenabhangige Veranderungen in den Carnitinkonzentrationen der Muskulatur, der
Lymphozyten und im  Blutplasma, der  ATP-Synthesekapazitdét  von
Muskelmitochondrien und Lymphozyten, und der Enzymaktivitdt der
Carnitinpalmitoyltransferase in Muskelmitochondrien auftreten. Des weiteren wurde
untersucht, ob sich bei von Congenitaler Myofibrillarer Hypoplasie betroffenen
Ferkeln  Verdnderungen gegentber gesunden Tieren in Bezug auf den
Carnitinstoffwechsel und die oxidative Phosphorylierung feststellen lassen, und ob die
Verhdtnisse in der Muskelzelle mit denen in den Lymphozyten soweit vergleichbar
sind, dass zur Diagnosestellung der CMH eine Blutprobe die Muskelbiopsie ersetzen
konnte.

Die Versuchstiere wurden in die Altersgruppen Ferkel, Laufer, Mastschweine und
Sauen unterteilt, und die Rassen Piétrain und Deutsche Landrasse in den einzelnen
Kategorien miteinander verglichen. Die Gruppe der Ferkel setzte sich zu gleichen
Tellen aus Grétschern, ihren gesunden Wurfgeschwistern und gesunden Kontrollen
aus von CMH unbetroffenen Wirfen zusammen. Hierbei wurden auch einige

Kreuzungstiere sowie Ferkel der Rasse Deutsches Edel schwein mitberticksichtigt.

Folgende atersabhéngige Unterschiede im Carnitinhaushalt konnten festgestellt

werden:

e Ferkel und Mastschweine unterscheiden sich im  Carnitingehalt  der
Skelettmuskulatur, wobei Ferkel hthere Anteile an freiem Carnitin, Mastschweine
dagegen mehr Acylcarnitin aufweisen.

* Im Blutplasma zeigen die Ferkel die hochsten Carnitingehalte, gefolgt von der
Gruppe der Muttersauen. Laufer und Mastschweine unterscheiden sich kaum.

* Muttersauen besitzen im Vergleich zu den anderen Alterskategorien die hochsten
Gehalte an freem Carnitin in den Lymphozyten. Die Acyl- und
Gesamtcarnitinkonzentrationen sind bei Ferkeln und Sauen hoch, wahrend Laufer

und Mastschweine deutlich geringere Werte aufwei sen.
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Der Rasseneinfluss stellt sich folgendermalien dar:

e Weder bel Ferkeln noch bel Mastschweinen zeigt sich ein Einfluss der
Rassenzugehorigkeit auf die Carnitingehalte in der Muskulatur.

* Fir die Carnitingehalte im Plasma ist eine Tendenz zu hoheren Werten fir die
Nachkommen von Piétrainebern zu erkennen.

* In den Lymphozyten lassen sich die hoheren Carnitinkonzentrationen fur die

Rasse Piétrain statistisch absichern.

Auch die Kapazitdt der ATP-Synthese ist Alterseinfliissen unterworfen:

e Sowohl in Lymphozyten as auch in Muskelmitochondrien zeigen in den meisten
Versuchsansétzen die Ferkel das hochste ATP-Synthesepotential.

Rassenunterschiede kommen weniger zum Tragen:

* Tiere, die der Deutschen Landrasse angehdren, produzieren in der Muskulatur in
der Regel mehr ATP als Angehdrige der Rasse Piétrain.

* Fur die Lymphozyten 1813t sich eine solche Tendenz nicht ausmachen.

Auf die Aktivitdt der Carnitinpalmitoyltransferase l&sst sich ein eindeutiger
Rasseneinfluss nachweisen. Schweine der Rasse Piétrain besitzen die hoheren
Enzymaktivitdten in den Muskelmitochondrien. Die Alterskategorie spielt dabei nur
eine geringe Rolle. Mastschweine besitzen tendenziell eine etwas hohere

Enzymaktivitét alsjingere Tiere.

Die Veranderungen im Carnitinhaushalt und in der ATP-Produktion bei Ferkeln mit
CMH gegenlber gesunden Geschwistern und unbetroffenen Kontrollwirfen sehen
folgendermal3en aus:

» Grétscher unterscheiden sich deutlich von gesunden Ferkeln im Carnitingehalt und
in den Verhdtnissen der Carnitinfraktionen zueinander in Muskelgewebe,
Lymphozyten und Blutplasma.

* Trotz auffallend niedriger Gehalte im Plasmaweisen sie in der Muskulatur und in
den Lymphozyten mehr Gesamtcarnitin und Acylcarnitin als gesunde Tiere auf.

e Grétscher konnen Palmitoylcarnitin als Substrat zur ATP-Synthese schlechter
verwerten als gesunde Ferkel. Die Verwertung von Succinat war dagegen

ungestort. Wahrend ansonsten die Wurfgeschwister der Gratscher den gesunden
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Kontrollen ndher stehen, scheint bei ihnen die Verstoffwechselung der

Palmitinsaure ebenfalls beeintrachtigt.

Die Vergleichbarkeit von Muskelgewebe und Lymphozyten ist innerhalb der
Altersgruppe der Ferkel gegeben, nicht jedoch bel é&teren Tieren. Die
Carnitinfraktionen weisen in beiden Geweben ein dhnliches Verteilungsmuster auf,
und zeigen ebenso wie bei den Verhdltnissen in der ATP-Produktion die gleichen
Unterschiede zwischen Gratschern und gesunden Ferkeln. Es wére denkbar, dass sich

daraus eine diagnostisch nutzbare V erwertung ableiten liefe.
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7 Summary

In the present study it was examined if in pigs age- or breed-related changes in the
carnitine concentration in skeletal muscle, lymphocytes and blood plasma, in the
capacity of ATP-synthesis in muscle mitochondria and lymphocytes and in the
enzyme activity of carnitine palmitoyltransferase in muscle mitochondria can be
detected. Additionally it was searched for differences concerning carnitine metabolism
and oxidative phosphorylation between piglets suffering from congenital myofibrillar
hypoplasia (CMH) and healthy individuals, and it was tried to answer the question if
the metabolic situation in the muscle cell can be compared with that in lymphocytesin
such away, that a blood sample could possibly become a substitute for muscle biopsy.
The animals in test were divided into the age groups piglet, growing pig, fattening pig
and sow, and the two breeds Piétrain and German Landrace were compared in each
category. The group of piglets was divided into equal numbers of splayleg piglets,
their apparently healthy siblings and healthy controls of litters unaffected from CMH.
A few piglets belonging to the breed of German Edelschwein or being crossbreds were
aso included into the test.

The following age-dependant changes in carnitine metabolism could be determined:

* Piglets and fattening pigs are showing differences in the carnitine content of
skeletal muscle tissue, whereat piglets own more free carnitine, fattening pigs
possess more acylcarnitine.

* In blood plasma the piglets have the highest carnitine concentrations, followed by
the group of sows. Growing and fattening pigs have lower contents and differ not
significantly from each other.

* Compared with the other stages of age the sows had the highest amount of free
carnitine in lymphocytes. The concentrations of total carnitine and acylcarnitine
were highest in the groups of piglets and sows, and distinctively lower for growing

and fattening pigs.
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The influence of breed could be described as follows:

* Naelther piglets nor fattening pigs exhibit an influence of breed on the carnitine
concentration in muscle tissue.

* In plasma a tendency towards higher carnitine concentrations for the offspring of
Piétrain sires was seen.

* The higher carnitine contents measured in lymphocytes of Piétrain could be
statistically proved.

The capacity of the ATP-production is also subject to the aging process:

* In lymphocytes as well as in muscle mitochondria the piglets showed mostly the
highest potential of ATP-synthesis.

The pigs breed is of minor influence:

* Individuas of the German Landrace synthesize more ATP in skeletal muscle
tissue than those belonging to the Piétrain.

* Thereisno such tendency in lymphocytes to be seen.

On the contrary the activity of the carnitine palmitoyltransferase is strongly influenced
only by parenta origin. The Piétrain exhibit the highest enzyme activity in muscle
mitochondria, whereas age-dependant variations are small. Fattening pigs show a

tendency towards higher enzyme activity than younger pigs.

These are the dterations in carnitine metabolism and ATP-synthesis of piglets

suffering from CMH compared with healthy siblings and unaffected controls:

* Splayleg piglets are clearly distinctive from healthy animals regarding carnitine
concentrations in muscle, lymphocytes and plasma.

* Despite of remarkable low carnitine contents in plasma, they possess much more
total carnitine and acylcarnitine in skeletal muscle and lymphocytes than healthy
piglets.

» Splayleg piglets could only poorly utilize pamitoylcarnitine as a substrate for
ATP-production. The utilization of succinate is not impaired. Whereas usually the
siblings of splayleg piglets show more resemblance towards the healthy controls,

they seem to have equal problems with metabolising palmitate.
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Only in the age group of piglets, but not in older animals, it was possible to compare
muscle tissue and lymphocytes in the mentioned biochemical terms. In this age the
carnitine subgroups showed in both tissues a similar pattern and also some closer
relations in the particularities of ATP-synthesis, showing the same differences for
splayleg piglets compared with heathy ones. It is therefore imaginable that an
utilization of lymphocytes for the diagnostic of CMH could be devel oped.
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9 ANHANG

Tab. Al: Mittlere Gehadlte (1) an freiem (FC) und gesamtem Carnitin (GC), sowie
an Acylcarnitin (AC) im Blutplasma (P), unter Angabe der Anzahl
untersuchter Tiere (n) und der Signifikanzniveaus, sowie der
Randmittelwerte der berlcksichtigten Einflussfaktoren Vaterrasse,
Geschlecht, Ferkelkategorie und Alter, sowie des Prozentsatzes der
dadurch erklarten Varianz im Merkmal

Merkmal

Einflussfaktoren FC P GC P AC P

n 13 12 12

p [umol/g] 53,73 79,019 25,901

Vaterrasse n.s. n.s. n.s.
Vater DL/DE | 64,03 95,307 29,085
Vater Pi 43,43 62,730 21,998

Geschlecht n.s. n.s. n.s.
Mannlich 40,272 57,279 21,472
Weiblich 67,188 100,758 30,331

Alterskategorie n.s. n.s. n.s.
Grétscher 51,382 73,006 19,609
Geschwister 57,826 81,744 27,702
Kontrolle 51,892 82,305 30,393

Kovariablen: ° ° °

Alter 9,913 14,955 6,094

% erkléarte Varianz 62,3 68,2 69,1

°:P<0,1
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Tab. A2:  Mittlere Gehalte (1) an freiem (FC) und gesamtem Carnitin (GC) sowie an
Acylcarnitin (AC) in Bezug zum Lymphozytenprotein (LP), unter Angabe
der Anzahl untersuchter Tiere (n), der Signifikanzniveaus, der
Randmittelwerte der Dberlicksichtigten Einflussfaktoren Vaterrasse,
Geschlecht und Alterskategorie, und des Prozentsatzes der dadurch
erkléarten Varianz im Merkmal

Merkmal
Einflussfaktoren FCLP GCLP ACLP
n 110 116 109
M [umol/g Protein] 0,482 0,879 0,496
Vaterrasse *x * n.s.
Vater DL/DE 0,366 0,731 0,448
Vater Pi 0,599 1,027 0,544
Geschlecht n.s. ° *
Mannlich 0,374 0,623 0,229
Weiblich 0,591 1,135 0,763
Alterskategorie ** i o
Ferkel 0,389 1,264 1,310
Laufer 0,508 0,478 0,045
Mastschwein 0,332 0,506 0,169
Sau 0,700 1,268 0,550
% erklarte Varianz 17,0 21,7 37,2

**%: P<0,001; **: P<0,01; *: P<0,05; °: P<0,1; n.s=nicht signifikant
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Tab. A3: Mittlere Gehalte (1) an freiem (FC) und gesamtem Carnitin (GC) sowie an
Acylcarnitin (AC) in 10" Lymphozytenzellen (LZ), unter Angabe der
Anzahl der untersuchten Tiere (n), der Signifikanzniveaus, der
Randmittelwerte der berlcksichtigten Einflussfaktoren Vaterrasse,
Geschlecht, Ferkelkategorie und der Regressionskoeffizienten der
Kovariablen Alter sowie des Prozentsatzes der dadurch erklarten Varianz

im Merkmal
Merkmal
Einflussfaktoren FCLZ GCLZ ACLZ
n 6 6 6
i [umol/10™ Zellen] 2,390 10,103 7,713
Vaterrasse n.s. a n.s. a n.s. a
Vater DL/DE 1,57 8,744 7,172
Vater Pi 3,208 11,461 8,253
Geschlecht ns. a n.s. a ns. a
Mannlich 1572 8,744 7,172
Weiblich 3,208 11,461 8,253
Ferkelkategorie n.s. n.s. n.s.
Grétscher 1,228 12,52 11,293
Geschwister 3,560 10,194 6,634
Kontrolle 2,383 7,594 5211
Kovariable: n.s. n.s. n.s.
Alter -0,046 0,026 0,072
% erklarte Varianz 91,1 65,6 60,7
n.s. = nicht signifikant
a = Geschlecht und Vaterrasse wurden auf Grund ihrer Linearitdt hier nur as ein

Einflussfaktor beriicksichtigt
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Tab. A4: Korrelationen der ATP-Synthesekapazitédt der Lymphozyten bei
verschiedenen Versuchsansidtzen zwischen Muttersauen und ihren

Nachkommen unterschiedlichen Alters unter Angabe der Anzahl

untersuchter Tiere (n) und der Signifikanzniveaus

Ferke - Muttersau:

1. Nativ: Korrelation nach Pearson 0,493 (Zé€llzahl) — 0,070 (Protein)
Signifikanz (zweiseitig) 0,215 (Zellzahl) 0,868 (Protein)
n=_8 n.s. n.s.

2.Substrat Succinat (7,5 pumol)
Korrelation nach Pearson 0,592 (Z€llzahl) 0,520 (Protein)
Signifikanz (zweiseitig) 0,122 (Zellzahl) 0,186 (Protein)
n=38 n.s. n.s.

3. Substrat Succinat (7,5 pmol) und ADP (0,76 umol)
Korrelation nach Pearson — 0,672 (Z€ellzahl)  — 0,584 (Protein)
Signifikanz (zweiseitig) 0,531 (Zellzahl) 0,603 (Protein)
n=3 n.s. n.s.

4. Substrat Pamitoylcarnitin (0,2 pmol)
Korrelation nach Pearson 0,689 (Z€llzahl) 0,749 (Protein)
Signifikanz (zweiseitig) 0,516 (Zellzahl) 0,461 (Protein)
n=3 n.s. n.s.

5. Substrat Palmitoylcarnitin (0,2 umol) und ADP (0,76 pmol)
Korrelation nach Pearson 0,917 (Z€llzahl) 0,884 (Protein)
Signifikanz (zweiseitig) 0,261 (Zellzahl) 0,310 (Protein)

n=3

n. s

n. s
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L aufer - Muttersau

1. Nativ: Korrelation nach Pearson 0,216 (Z€llzahl) — 0,164 (Protein)
Signifikanz (zweiseitig) 0,235 (Zellzahl) 0,369 (Protein)
n=32 n.s. n.s.

2.Substrat Succinat (7,5 pmol)
Korrelation nach Pearson 0,226 (Zé€llzahl) — 0,174 (Protein)
Signifikanz (zwei seitig) 0,213 (Zellzahl) 0,340 (Protein)
n=32 n.s. n.s.

3. Substrat Succinat (7,5 pmol) und ADP (0,76 umol)
Korrelation nach Pearson 0,358 (Z€llzahl) — 0,232 (Protein)
Signifikanz (zweiseitig) 0,079 (Zellzahl) 0,264 (Protein)
n=25 n.s. n.s.

4.a Substrat Palmitoylcarnitin (0,025 pmol)
Korrelation nach Pearson 0,828 (Z€llzahl) 0,063 (Protein)
Signifikanz (zweiseitig) 0,003 (Z€llzahl) 0,863 (Protein)
n=10 *x n.s.

4.b Substrat Palmitoylcarnitin (0,2 pmol)
Korrelation nach Pearson 0,616 (Z€llzahl) — 0,342 (Protein)
Signifikanz (zweiseitig) 0,025 (Zéellzahl) 0,882 (Protein)
n=13 * n.s.

5. Substrat Palmitoylcarnitin (0,2 umol) und ADP (0,76 pmol)
Korrelation nach Pearson 0,405 (Zé€llzahl) 0,342 (Protein)
Signifikanz (zweiseitig) 0,170 (Zellzahl) 0,252 (Protein)

n=13 n. s.

n. s
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Mastschwein - M utter sau

1. Nativ: Korrelation nach Pearson — 0,120 (Z€ellzahl)  — 0,337 (Protein)
Signifikanz (zweiseitig) 0,514 (Zellzahl) 0,060 (Protein)
n=32 n.s. ©

2.Substrat Succinat (7,5 pumol)
Korrelation nach Pearson —0,004 (Z€llzahl) — 0,247 (Protein)
Signifikanz (zweiseitig) 0,982 (Zellzahl) 0,180 (Protein)
n=31 n.s. n.s.

3.a Substrat Succinat (7,5 umol) und ADP (0,19 pumol)
Korrelation nach Pearson —0,988 (Zellzahl) - 0.877 (Protein)
Signifikanz (zweiseitig) 0,012 (Zéellzahl) 0,123 (Protein)
n=25 * n.s.

3.b Substrat Succinat (7,5 pmol) und ADP (0,76 pmol)
Korrelation nach Pearson 0,383 (Z€llzahl) 0,187 (Protein)
Signifikanz (zweiseitig) 0,034 (Z€ellzahl) 0,313 (Protein)
n=31 * n.s.

4.a Substrat Palmitoylcarnitin (0,025 umol)
Korrelation nach Pearson — 0,397 (Z€ellzahl) 0,191 (Protein)
Signifikanz (zweiseitig) 0,331 (Z€llzahl) 0,650 (Protein)
n=38 n.s. n.s.

4.b Substrat Palmitoylcarnitin (0,2 umol)
Korrelation nach Pearson — 0,011 (Z€ellzahl)  — 0,427 (Protein)
Signifikanz (zweiseitig) 0,966 (Z€llzahl) 0,087 (Protein)
n=17 n.s. n.s.

5. Substrat Palmitoylcarnitin (0,2 umol) und ADP (0,76 pumol)
Korrelation nach Pearson — 0,126 (Z€ellzahl)  — 0,018 (Protein)
Signifikanz (zweiseitig) 0,620 (Z€llzahl) 0,944 (Protein)
n=18 n.s. n.s.

**:. P<0,01; *: P<0,05; n.s. = nicht signifikant
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