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NaNO3 Natriumnitrat
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n.s. nicht signifikant
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ikl hdchstignifikant (P< 0,001)
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Einleitung 1

1 Einleitung

Die fortschreitende Rationalisierung der Landwirtschaft in den Industrielandern und die
Nachfrage nach immer billigeren Lebensmitteln haben in den vergangenen Jahrzehnten zu
einer starken Intensivierung der Nutztierhaltung gefthrt.

Auf dem Gefllgelsektor ist die konkurrenzfahige Produktion von Eiern und Fleisch in
konventioneller Haltung nur noch mit hohen Tierzahlen und stark automatisierten
Haltungssystemen mdglich. Die alleinige Selektion auf Produktivitat in der Gefliigelzucht
hat stark spezialisierte Linien hervorgebracht, bei denen jedoch teilweise
Verhaltensprobleme wie Federpicken und Kannibalismus aufgetaucht sind.

Weiterhin kann in bestimmten Haltungssystemen das arttypische Verhalten nur
eingeschrankt oder gar nicht ausgeubt werden. Hierdurch kann es zu Frustration,
Leerlaufhandlungen, Stereotypien und weiteren Verhaltensstorungen bei den betroffenen
Tieren kommen, die Ausdruck einer tierschutzrelevanten Belastung sind.

Es ist mittlerweile erwiesen, dass viele Verhaltensmerkmale eine erbliche Komponente
haben und sich durch kiinstliche Zuchtauswahl in die gewinschte Richtung beeinflussen
lassen. So konnen die Stressanfélligkeit oder die Neigung zu Aggressionen gegen
Artgenossen verringert werden. Bei den heutigen Legehybriden wurde die Briitigkeit durch
Selektion nahezu eliminiert.

Das Staubbaden ist bei Huhnervigeln eine essentielle und demzufolge hauptséchlich
endogen gesteuerte Verhaltensweise, deren Motivation fast unabhdngig von &ulleren
Faktoren ist. Werden die Tiere eine Zeitlang an der Auslibung dieses Verhaltens gehindert,
tritt es anschlieend verstarkt auf, was man als rebound-Effekt bezeichnet. Kann das
Verhalten gar nicht ausgefiihrt werden, kommt es zu Frustration, Leerlaufhandlungen und
moglicherweise weiteren Verhaltensstorungen, die als Zeichen fur eine Leidenssituation
gewertet werden kdnnen. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass auch dieses essentielle
Merkmal durch Selektion beeinflussbar ist. Aus einer Population japanischer Wachteln
entstanden auf diese Weise zwei Selektionslinien mit besonders hoher bzw. niedriger
Staubbadeaktivitat sowie eine unselektierte Kontrolllinie.

In der vorliegenden Arbeit wurden Tiere dieser drei im Hinblick auf ihre
Staubbadeaktivitat genetisch differenten Linien néher untersucht. An den Bruteiern wurden
Messungen des embryonalen Sauerstoffverbrauchs durchgefuhrt. In einem Vorversuch mit
taglichen Messungen wurde zunédchst die Methode auf die Anwendbarkeit fiir Wachteleier
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getestet, die gunstigsten Messtage flr den Hauptversuch bestimmt und eine
Sauerstoffverbrauchskurve fir die gesamte Embryonalentwicklung erstellt.

Im Hauptversuch fanden dann an zwei ausgewdéhlten Bruttagen Messungen zur
embryonalen Atmungsaktivitét statt. Die Ergebnisse wurden auf Zusammenhénge mit der
Zugehorigkeit zu den unterschiedlichen Linien sowie auf die Aussagekraft Uber die
embryonale Vitalitat Gberprift.

Nach der Aufzucht und Schlachtung der Tiere fanden an Proben aus Leber und
Brustmuskulatur Untersuchungen zur mitochondrialen Stoffwechselaktivitat statt. Hierbeli
kommen fiir beide Gewebearten die Substrate Glutamat-Malat und Succinat zum Einsatz.
AbschlieRend wurde in Gehirnproben von Tieren aller drei Linien die Aktivitat der
Na+-K+-ATPase bestimmt.

Die Ergebnisse sadmtlicher Messungen wurden auf Korrelationen mit der
Linienzugehdrigkeit und mit den tbrigen Ergebnissen Uberprift.

Die vorliegende Arbeit soll mdgliche Auswirkungen der zuvor durchgefiihrten Selektion
auf physiologische und biochemische Ablaufe im Organismus beleuchten.

Welche Hinweise auf korrelierte Effekte der erfolgten Selektion in Bezug auf die
Zellphysiologie der Tiere gibt es?

Die embryonale und die mitochondriale Atmungsaktivitdt sind eng mit dem
Energiestoffwechsel und somit der Leistungsfahigkeit eines Organismus verknipft. Daher
waére es denkbar, dass sich die Selektion auf hohe bzw. niedrige Staubbadeaktivitat auch
auf diese Bereiche ausgewirkt hat. Geht eine verminderte Staubbadeaktivitdt mit
herabgesetzten Stoffwechselraten der untersuchten Gewebearten einher? Entstehen hier
mdoglicherweise unerwinschte Konsequenzen fir das Wohlbefinden und/oder die
Leistungsfahigkeit der Tiere?

Die Funktion der Na+-K+-ATPase ist entscheidend fiir den Aufbau des Membranpotentials
tierischer Zellen und daher fir die Reizweiterleitung an Neuronen. Sie wurde bereits mit
Verhaltensdnderungen und psychischen Stérungen beim Menschen in Verbindung
gebracht. Durch die vorliegenden Untersuchungen soll auch eine mdogliche Rolle dieses
Enzyms bei der Steuerung des Staubbadeverhaltens abgeklart werden.
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2 Literaturibersicht

2.1  Die japanische Wachtel (Coturnix japonica)

Die japanische Wachtel gehért zur Familie der Fasanenartigen (Phasianidae) in der
Ordnung der Hihnervogel (Galliformes). Sie galt lange als Unterart der gemeinen Wachtel
(Coturnix coturnix) in der Gattungsgruppe der Wachteln (Coturnicini), wird jedoch von
den meisten Autoren wegen einiger grundlegender Besonderheiten mittlerweile als
eigenstandige Spezies Coturnix japonica (Abb. 2-1) angesprochen (MiLLs et al., 1997).
Das Schlachtgewicht von 110 gr wird bereits mit sechs Wochen erreicht; ausgewachsene
japanische Wachtelhennen wiegen etwa 140 gr (ZUCKER et al., 1968; PEH, 1969) und sind
etwas groRer und schwerer als die Hahne. Legelinien bringen es auf 250-365 Eier im Jahr
(PEH, 1969; SCHOLTYSSEK et al., 1978) und zeigen keine Britigkeit mehr (GERKEN, 1991).
Die Verwandtschaft der Wachteln mit Haushihnern, Truthihnern und Fasanen
prédestiniert sie fir die Verwendung als Modelltier in der Nutzgefliigelforschung
(ScHoLTYSSEK et al., 1978), selbst wenn ihre Verwendung in der vergangenen Dekade
stagniert (MINVIELLE, 2004). Ihr Nahrungs- und Platzbedarf sind vergleichsweise gering,
und ihre frihe Legereife mit bis zu finf Generationen im Jahr ermdglicht schnelle
Ergebnisse in Genetik- und Fortpflanzungsstudien (PEH, 1969). Das schnelle Wachstum
und der hohe Energieumsatz sind vorteilhaft bei Untersuchungen zu Stoffwechselaktivitét
und Nahrstoffbedarf (PEH, 1969; ZUCKER et al., 1968; SCHOLTYSSEK et al., 1978). Zum
Verhaltensrepertoire der Wachteln gehort das regelmaRige Staubbaden (GERKEN, 1983 und
1991; ZuckeR et al., 1968).

Abb. 2-1: Coturnix japonica: Hahn und Henne

(Quelle: Verband der Ziergefllgelziichter)
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2.2  Der Vogelembryo und sein Stoffwechsel

2.2.1 Der Aufbau des Vogeleis

Die durchschnittlichen Gewichtsanteile im Vogelei betragen 55 % bis 67 % fur das Eiklar,
30 bis 35 % fir den Eidotter und ca. 10 % fiir die Eischale. Die durchschnittliche Masse
betréagt fir Wachteleier gut 10 gr, ihre Zusammensetzung gleicht mit ca. 58 % Eiklar, 31 %
Dotter und 11 % Eischale mit Hauten in etwa der des Hiihnereis (ZUCKER et al., 1967). Das
Eiklar besteht zum groten Teil (ca. 87 %) aus Wasser und zu etwa 11 % aus Proteinen.
Der Dotter setzt sich zusammen aus ca. 50 % Wasser; ca. 32 % Lipiden, ca. 16 %
Proteinen (Low density Fraktion, Lipovitelline u.a.), ca. 1 % Kohlehydraten und ca. 1,1 %
Mineralstoffen (NICKEL et al., 1992).

Das Ei (Abb. 2-2) besteht zundchst aus der befruchteten oder unbefruchteten Eizelle oder
Dotterkugel, die von der vierschichtigen Dotterhaut umhllt wird. Diese Dottermembranen
werden bei der schraubigen Eileiterpassage des Eis unter Zugabe von faserigen
Eiklaranteilen zu den Hagelschnuren (Chalazen) verdrillt, die im Eiklar enden und die
Dotterkugel in einer flexiblen Schwebe halten. Am animalen Pol der Dotterkugel ruht der
abgeflachte Zellkern mit dem ihn umgebenden Bildungsplasma als Keimscheibe (Discus
germinativus) auf dem Dotterbett (Latebra). Die Latebra besteht aus weilem Dotter und
ahnelt strukturell einem Pendel; es wird vermutet, dass sie im Dotter dafur sorgt, dass die
Keimscheibe stets nach oben zeigt. Um die Latebra herum lagern sich konzentrische
Schichten gelben und weilRen Dotters an. Die Dotterkugel und ihre Membranen sind von
drei Schichten Eiklar umgeben: Die innere und &ul3ere Schicht sind eher diinnflissig, die
mittlere Schicht ist zahflissig und reicht an den Polen bis an die Schalenhaut heran,
wodurch Hagelschnire und Dotter verankert werden. Auf das Eiklar folgt nach auf3en hin
die Schalenhaut mit ihrem inneren und &uferen Blatt, zwischen denen spéater der Luftspalt
und am stumpfen Ende des Eis die Luftkammer entstehen. SchlieBlich ist das Ei umgeben
von der typischen Kalkschale aus Kalziumsphariten, deren zahlreiche mikroskopisch
Kleiner Poren durchléssig fur gasférmige Stoffe (O,, CO,, Wasserdampf etc.) sind. Die
aulerste Schicht des Eis ist schlieflich die Wachshaut (Cuticula) (NICKEL et al., 1992;

SCHNORR und KRESSIN, 2001).
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Keimscheibe
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/X“ﬂt:[q_,- .__'I'-—-.. e -I-I 'I H
AuReres dunnflissiges L IrrTrTiinil i Cuticula
Eiweil}

Abb.2-2: Aufbau des Hihnereis (nach SCHNORR und KRESSIN, 2001)

2.2.2 Gemeinsamkeiten der Embryonalentwicklung im Vogelei

Es gibt tber 8000 bekannte Vogelarten, die die unterschiedlichsten Verbreitungsgebiete
haben und sich in Aussehen und Lebensweise teilweise stark unterscheiden. Ihnen allen
gemeinsam ist die Fortpflanzung durch Eier, die von einem halben gr (Kolibri) bis hin zu
gut 1500 gr (StrauB) wiegen konnen und zwischen elf (manche Sperlingsvdgel) und 80
Tagen (Kiwis) bebritet werden (HoYT und RAHN, 1980; RAHN und AR, 1980; VLECK et
al., 1980; VLECK und VLECK, 1987). Trotz dieser grofRen Unterschiede funktioniert die
Entwicklung des VVogelembryos im Ei bei samtlichen Arten nach demselben Prinzip. Zum
Zeitpunkt der Eiablage ist die unmittelbare hormonelle Einflussnahme der Mutter auf den
Embryo abgeschlossen, und die Prozesse der Embryonalentwicklung und des Schlupfes
laufen weitgehend autonom ab (FARNER et al., 1982; VLECK et al., 1980; VLECK und
VLECK, 1987).

Der Energie- und Sauerstoffbedarf sowie der Wasserverlust pro Masseneinheit bis zum
Schlupf bewegen sich fur verschiedene Vogelspezies in der gleichen GrofRenordnung
(RAHN und AR, 1980; TULLETTT und DEEMING, 1982; VISSCHEDIK et al., 1985; VLECK et



Literaturiibersicht 6

al.,, 1980; VLECcK und VLECK, 1987). So betrdgt beispielsweise der Wasserverlust
durchschnittlich um die 15% (AR und RAHN, 1985; TULLETTT und DEEMING, 1982;
VISSCHEDIK et al., 1985; RAHN und AR, 1980) und das Gewicht des fertigen Kiikens etwa
65 % der Frischeimasse (RAHN und AR, 1980). Das Ei enthdlt alle notwendigen
Informationen, Néhrstoffe und Wasser, um innerhalb einer vordefinierten Zeitspanne ein
Kiken hervorzubringen (AR und RAHN, 1985; FARNER et al., 1982; RAHN und AR, 1980;
VLECK und VLECK, 1987). RAHN und AR (1980) betrachten die Brutzeit als einen
Lebensabschnitt mit vorhersehbarem Ende, dessen Verstreichen sie mit einem vollen
Umlauf der Zeiger um ein Ziffernblatt vergleichen. Bei langer Inkubationszeit rucken die
Zeiger langsam, bei kurzer Inkubationszeit schnell vor; gleiche Zeigerstande entsprechen
vergleichbaren Stadien der Embryonalentwicklung. Das Nahrstoffoudget dieses
Lebensabschnitts wird fir die Biosynthese der Gewebe und den Erhaltungsbedarf des
Embryos nach und nach verbraucht bzw. umgewandelt (VLECK und VLECK, 1987). Am
Ende der Brutzeit steht ein Kilken mit Dottersack, dessen O,-Bedarf und CO,-Produktion
unmittelbar vor dem Schlupf ihre Maxima erreichen (AR und RAHN, 1985). Das Ei selbst
ist Uberflussig geworden. Dieses ,,Wegwerfprinzip“ bezeichnen RAHN und AR (1980) als
»wear and tear”.

Bei Krankheit, Mangelerndhrung, Parasitenbefall oder Schadstoffbelastung des Muttertiers
ist der ausreichende Gehalt an essentiellen Stoffen im Ei sowie die Brutpflege nicht immer
gewahrleistet, so dass sich diese signifikant negativ auf die Uberlebensrate der
Nachkommen auswirken (WILSON, 1997). Vitamin-A-Mangel im Ei kann beispielsweise
zu cardiovaskularen Missbildungen fiihren (ZILE, 2004). Bei der Kunstbrut hangt die
erfolgreiche Entwicklung des Vogelembryos von der korrekten Temperatur, der
Luftfeuchtigkeit der Umgebung, ihrer Sauerstoffsattigung sowie dem haufigen Wenden ab
(GAuLY, 1991). Suboptimale  Bruttemperaturen  konnen  Verzdgerung  des
Schlupfzeitpunktes, embryonale Fehllagen und verminderte Schlupfraten zur Folge haben,
wobei leicht herabgesetzte Temperaturen anscheinend besser toleriert werden als zu hohe
(DECUYPERE und MICHELS, 1992; FRENCH, 1997 und 2000; GROSCHL, 1998; GAULY,
1991; GAULY et al., 2001; KESSLER, 1998; SUAREZ et al., 1996).

Abhangig vom Grad der Selbstandigkeit beim Schlupf unterscheidet man Nestfllichter und
Nesthocker. Nestflichter haben Daunen, kénnen direkt nach dem Schlupf sehen, laufen
und auf Futtersuche gehen. Zu dieser Gruppe gehoren unter anderem Génse und Enten
(Anseriformes) und die Hihnervogel (Galliformes) mit den Wachteln. Nesthocker wie die

Tauben- und Sperlingsvogel (Columbi- bzw. Passeriformes) sind beim Schlupf nackt und
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blind, kénnen sich nicht alleine fortbewegen und missen gefuttert werden (HoyT und
RAHN, 1980; VLECK et al., 1980; VLECK und VLECK, 1987). Zwischen diesen beiden
Gruppen gibt es Ubergangsformen.

2.2.3 Die Entwicklung des Vogelembryos

2.2.3.1 Die Keimblattbildung vor der Eiablage

Da die Dottermasse ungefurcht bleibt, spricht man von einer partiellen diskoidalen
Furchung. Unmittelbar nach der Befruchtung und Zygotenbildung finden wahrend der
Eileiterpassage die ersten Furchungsteilungen am animalen Pol der Dotterkugel statt und
lassen die Keimscheibe entstehen. Unter der Keimscheibe entsteht die Subgerminalhohle.
Nur die zentralen Blastomeren der Keimscheibe werden zum Embryo; aus der Peripherie
entstehen die Hillen und Anhénge. In der Mitte der Keimscheibe befindet sich die Area
pellucida mit der Peripherie, die spéter zur GefaRzone, Area vasculosa, wird. Nach aul3en
hin schlieBt sich die Area opaca an, die sich Uber das unbedeckte Dotterfeld, Area
vitellina, ausbreitet. VVon einer oberflachlichen Schicht kleiner Zellen - dem Ektoderm oder
aulleren Keimblatt - bildet sich durch Abspaltung das innere Keimblatt (Entoderm). Beide
beginnen die Dotterkugel zu umwachsen. In diesem Stadium der mehrschichtigen
Keimscheibe, die bereits einige hundert Zellen umfassen kann, wird die Entwicklung durch
die Abkihlung bei der Eiablage zunéchst unterbrochen und erst spater beim erneuten
Erreichen der physiologischen Entwicklungstemperatur fortgesetzt (BROwN, 1988;

STEINKE, 1983; SCHNORR und KRESSIN, 2001).

2.2.3.2 Die Keimblattbildung nach der Eiablage

Am ersten Bebritungstag entsteht in der Mitte der Keimscheibe durch Zellwanderung im
Ektoderm der Primitivstreifen und gibt dem zuklnftigen Embryo eine Langsachse. Aus
ihm bilden sich Primitivrinne, Primitivknoten und Kopffortsatz, die spater zur Grundlage
von Neuralrohr, Gehirn und Nervensystem werden. VVon diesen Strukturen wandern Zellen
als mittleres Keimblatt (Mesoderm) zwischen die beiden anderen Keimbléatter ein. Schon

frih entstehen aus ihm die wichtigen BlutgefaRe zur Versorgung des Embryos aus dem
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Dotter. Aus dem Ektoderm entwickeln sich Oberflachenstrukturen (Haut, Federn etc.) und
Sinnesorgane sowie das Zentralnervensystem und Kopfstrukturen. Aus dem Entoderm als
innerem Keimblatt entstehen die Epithelien des Verdauungs-, Respirations- und
Urogenitaltraktes sowie das Parenchym der sekretorischen Organe wie Leber und
Pankreas. Das Mesoderm schlielich bildet die Grundlage fur Skelett, glatte und
quergestreifte Muskulatur, Herzmuskulatur, GefaRe, Blutzellen, Lederhaut, Bindegewebe,
Nieren, Keimdrisen, Mesothel der Eingeweide, Milz und die Auskleidung der

Korperhohlen (SCHNORR und KRESSIN, 2001).

2.2.3.3 Embryonalhillen und Versorgungskreislaufe

Reptilien und Vodgel (zusammen bezeichnet als Sauropsiden) sowie S&ugetiere bilden als
Fruchthdllen das Chorion, das Amnion und die Allantois aus, weshalb diese Tiere auch als
Amnioten bezeichnet werden. Die Hillen dienen dem Schutz vor Austrocknung, der
Ern&hrung und der Atmung des Embryos. Dottersack, Chorion und Amnion sind Faltungen
der Keimblatter, die Allantois eine sekundére Ausstllpung des Enddarms. Der Dottersack
entsteht beim Vogel durch die Umwachsung des Dotters durch die Keimblatter, doch lange
vor der Vollendung der Umwachsung entstehen im viszeralen Mesodermblatt Blutinseln
und BlutgefaRe, die dann Anschluss an das intraembryonale System finden und den sehr
gut entwickelten Dottersackkreislauf mit den Aa. und Vv. Vitellinae bilden.
Sauropsidenembryonen werden durch die Aufnahme des Dotters erndhrt, der somit bei
ihnen die Rolle der Plazenta tbernimmt. Mit Fortschreiten der Entwicklung schrumpft der
Dottersack immer mehr, bevor er schliellich kurz vor dem Schlupfen in die Bauchhéhle
gezogen wird und als Energiereserve fir die erste Zeit nach dem Schlupf dient. Beim
adulten Vogel erinnert noch das Meckelsche Divertikel am Jejunum als Rest des
Dottersackstiels an seine Existenz.

Das Amnion entsteht durch Faltung und bildet die Amnionhohle, in der der VVogelembryo
schwimmt. Die Allantois als Ausstulpung des Enddarms breitet sich im extraembryonalen
Coelom aus, legt sich dem Chorion an und verwéchst mit ihm zum Allantochorion, das
sich der Schalenhaut anlegt. Zeitgleich entsteht der funktionsfahige Allantoiskreislauf mit
den Aa. und Vv. umbilicales, tiber den der Gasaustausch des Embryos stattfindet. Die Abb.
2-3 und 2-4 zeigen schematisch die Embryonalhillen beim Huhn zu verschiedenen

Zeitpunkten der Embryonalentwicklung.
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Amnion Allantochorion

Kalkschale
mit Schalenhaut

Allantoisstiel

Dottersack
Allantois

Abb. 2-3:  Embryonalhillen des Huhnes am 10.-11. Bebriitungstag, schematische

Darstellung (aus SCHNORR und KRESSIN, 2001, nach DUVAL, 1889)

Allantoamnion

Allantoisstiel

l

"-_::IIIII““

Dottersack Allantois

Abb. 2-4: Embryonalhillen des Huhnes am 14. Bebritungstag, schematische
Darstellung (aus SCHNORR und KRESSIN, 2001, nach FEHER, 1975)
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2.2.4 Physikalische Grundlagen des embryonalen Gasaustauschs

Zu Beginn der embryonalen Entwicklung ist der Sauerstofftransport noch nicht
hamoglobinabhéngig. Die Area vasculata in der Peripherie der Keimscheibe dient bis zur
Entstehung des Allantochorions als Atmungsorgan, wobei sie weniger effizient als dieses
in der Aufnahme von Sauerstoff ist, ihn jedoch leichter wieder an das Gewebe abgeben
kann (CIROTTO und ARANGI, 1989). Das Allantochorion als Fusion aus Chorion und
Allantois (FARNER et al., 1982) tbernimmt die Atmungsfunktion beim Huhn ab dem
finften Bruttag und kleidet ab dem zwoélften Bruttag die komplette Innenseite des Eis aus.
Es enthalt einen GefaBplexus zum Austausch der Atmungsgase. Dieser Allantoiskreislauf
fuhrt venoses Blut aus der Allantoisarterie und arterielles Blut uber die Allantoisvene
(FARNER et al., 1982). Zwischen dem embryonalen Blutkreislauf und der AuBenwelt liegen
die Eischale mit ihren Membranen, das Allantochorion und das Kapillarendothel. Die
Schale ist fur den Grofteil der Embryonalentwicklung unverzichtbar (NAITO und PERRY,
1989). Ihre Permeabilitdt wird durch mikroskopisch kleine Poren gewéhrleistet (AR und
RAHN, 1985) und stellt einen Kompromiss zwischen maximaler Gasdurchlassigkeit und
dem Schutz vor zu starker Austrocknung, Mikroorganismen und anderen schéadlichen
Einflussen dar (FARNER et al., 1982; HovyT, 1987; TULLETTT und DEEMING, 1982,
WANGENSTEEN und RAHN, 1970/71). AR und RAHN (1985) fanden eine logarithmische
Beziehung zwischen Frischeimasse und Anzahl der Poren.

Nach innen hin liegen der Schale die duBere und die innere Schalenmembran an (FARNER
et al., 1982). Das Netzwerk ihrer langen Proteinfasern ist luftgefillt, zieht sich tGber die
gesamte Oberflache des Allantochorions hinweg und umgibt den Embryo rundum mit
einer Art diinnem Gaskissen (PAGANELLI et al., 1988, VISSCHEDIK et al., 1988). Am
stumpfen Ende des Eis ist dieser Raum zur Luftkammer erweitert. Die Permeabilitat der
Schale ist tber der Luftkammer groRer als an der restlichen Oberflache (PAGANELLI et
al.,1988), die Gaszusammensetzung im Luftspalt ist jedoch an jeder Stelle des Eis gleich
(VisscHEDUK et al., 1988; WANGENSTEEN und RAHN, 1970/71). Das Gasvolumen im
Luftspalt ist analog zum Alveolarraum der Lunge (AR und RAHN, 1985; PAGANELLI et al.,
1988). Da jedoch noch keine Atemziige und die damit verbundene Konvektion stattfinden,
erfolgt der Austausch der Atemgase durch Diffusion mit den Partialdruckdifferenzen von

Sauerstoff und Kohlendioxid als Triebkraft (PAGANELLI, 1980; PAGANELLI et al., 1988;
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WANGENSTEEN und RAHN, 1970/71). Der Gasaustausch zwischen dem embryonalen Blut
und dem Luftspalt erfolgt durch die Schichten des Allantochorionepithels und des sich
daran anschlielenden Kapillarendothels (PAGANELLI, 1980; WANGENSTEEN und RAHN,
1970/71).

Der Embryo ist in seiner Aufnahme von O, und der Abgabe von CO, stark von der
Zusammensetzung der Umgebungsluft abhéngig. Eine hypoxische Umgebung kann durch
erhdhten Hamatokrit, verstarkte Kapillarisierung des Allantochorions und reduzierten O,-
Verbrauch teilweise ausgeglichen werden. So kénnen Végel noch in Hohen von bis zu
6500 m erfolgreich bruten. Solche Bedingungen fiihren zu einem erhéhten ATP-Verbrauch
der embryonalen Erythrozyten; gleichzeitig sinkt die embryonale Stoffwechsel- und
Schlupfrate (LEON-VELARDE und MONGE, 2004). Nach vier Stunden in einer Umgebung
mit einem O,-Gehalt von lediglich 10 % sterben die Embryonen selbst dann ab, wenn die
Schale schon eroffnet ist (TAazawA et al., 1992). Auf unphysiologisch hohe
Bruttemperaturen  reagieren die Embryonen mit einer reduzierten eigenen
Warmeproduktion (JANKE et al., 2002). An einen erhdhten CO,-Partialdruck sowie an
groRRe Schwankungen in Luftfeuchtigkeit und Temperatur der Umgebung kann sich der
Vogelembryo kaum anpassen; sie haben deshalb entscheidenden Einfluss auf

physiologische Austrocknung, Uberlebens- und Schlupfrate.

2.2.5 Der Ubergang zur Lungenatmung

Mit steigender Stoffwechselrate im Verlauf der Entwicklung &ndern sich proportional zum
steigenden Energiebedarf des Embryos die Partialdricke von O, und CO, in der
Luftkammer: Der O,-Gehalt sinkt, wahrend der CO,-Partialdruck ansteigt (WANGENSTEEN
und RAHN, 1970/71; RAHN et al., 1974). Wenige Tage vor dem Schlupf beginnt der
Allantoiskreislauf allmahlich zu veréden, und es kommt zum Anpicken der inneren
Schalenmembran (internal pipping, IP). In dieser Phase ist die Stoffwechselrate
nestfliichtender Arten durch eine typische Plateauphase gekennzeichnet, die bei
Nesthockern nicht existiert (VLECK und VLECK, 1987). In einer Studie von NAIR et al.
(1982) lag der Moment des IP bei der japanischen Wachtel im Schnitt 20-30 Stunden, bei
Hihnerkuken durchschnittlich 23 Stunden vor dem Schlupf. Die Kiken atmen nach dem
IP in die Luftkammer, wodurch die Parabronchen und die feinen Luftkapillaren ventiliert

werden. In diesem Stadium der Embryonalentwicklung atmet der Embryo sowohl durch
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Diffusion im Allantoiskreislauf als auch durch Konvektion in der sich entfaltenden Lunge
(VINCE und TOLHURST, 1974). Das Atmen in die Luftkammer hinein ist ein notwendiges
Ubergangsstadium bei der Entfaltung der Lunge (FARNER et al., 1982).

Das Anpicken der duRBeren Schale (external pipping, EP) erfolgte bei den Wachtelkiken im
Schnitt 7 Stunden, bei Hihnerkiiken 14 Stunden vor dem Schlupf. VINCE und TOLHURST
(1975) beobachteten Atembewegungen und Rufen schon vor der eigentlichen Umstellung
auf Lungenatmung. Nach dem Anpicken der Schale steht reichlich Sauerstoff fur die
Anstrengung des endgultigen Schlupfens bereit. Die Sauerstoffaufnahme verlagert sich
immer mehr vom Allantochorion in die Lunge, bis letztere am Ende des Schlupfes
alleiniges Atmungsorgan ist und der Gasaustausch nur noch durch Konvektion stattfindet.

Abb.2-5 zeigt den allmahlichen Wechsel von Organ und Art der Sauerstoffaufnahme.

s ____ Prenatal oo Perinatal  ____  Postnatal
(Diffusion) |(Diffusion+Convection)  (Convection)
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Abb. 2-5: Ubergang der O,-Aufnahme von Diffusion zu Konvektion beim Schlupf
(nach VISsCHEDIK, 1962; RAHN et al., 1979; AR et al., 1980)
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2.2.6 Untersuchungen zur embryonalen Atmung

In zahlreichen Studien ist die embryonale Atmung unterschiedlicher Vogelspezies
bestimmt bzw. verglichen und auf allgemeingiiltige Zusammenhénge hin untersucht
worden (AR und RAHN, 1978; FARNER et al., 1982; GAuULY, 1991; GAULY et al., 2001;
GROSCHL, 1998; HILLER, 1994; HovyT, 1987; HOoYT und RAHN, 1980; KESSLER, 1998,
MEYER, 2002; RAHN und AR, 1980; RAHN et al., 1974; REINER und DzAPO, 1995; VLECK
et al., 1980; VLECK und VLECK, 1987). Der Embryo steht Giber die Atmung permanent mit
der AuRenwelt in Kontakt (FARNER et al., 1982). Wie bereits erwéhnt, erfolgt der
Gasaustausch durch Diffusion und ist abhéngig von der Permeabilitat der Schale und den
Partialdruckdifferenzen von O, und CO, zwischen innen und aufRen (PAGANELLI, 1980;
PAGANELLI et al., 1988; RAHN et al., 1974; WANGENSTEEN und RAHN, 1970/71). Die
Messung des Sauerstoffverbrauchs erlaubt direkte  Rickschlusse auf den
Energiestoffwechsel des Embryos (VLECK et al., 1980).

Der Energiegehalt im frisch gelegten Ei ist hoher als im schlupfbereiten Kiken samt
Dottersack. Die Differenz der beiden Werte entspricht den Energiekosten der Entwicklung
uber die gesamte Brutzeit hinweg, die hauptséachlich fiir Wachstum und Erhaltungsbedarf
anfallen (VLECK und VLECK, 1987). Nesthocker und Nestfliichter weisen grundsatzliche
Unterschiede im Verlauf der Sauerstoffverbrauchskurve auf und koénnen nur bedingt
verglichen werden (HovT, 1987; HoYT und RAHN, 1980; VLECK et al., 1980; VLECK und
VLECK, 1987). Typisch fur die Nestflichter ist eine deutliche Plateauphase oder sogar ein
Rickgang der Atmungs- und Stoffwechselrate gegen Ende der Brutzeit. Nesthocker weisen
eine vergleichbare Plateauphase erst einige Zeit nach dem Schlupf auf (VLECK et al., 1980;
VLECK und VLECK, 1987). Abb. 2-6 veranschaulicht diesen prinzipiellen Unterschied. Im
folgenden soll lediglich auf die Nestfllichter eingegangen werden, da zu ihnen fast alle als

Nutztiere gehaltenen VVégel und insbesondere die Wachteln gehdren.
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{ Nestflichter Nesthocker
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% des O,-Verbrauchs vor dem IP
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Abb. 2-6: Vergleich der embryonalen Sauerstoffverbrauchskurve von nestfliichtenden
und nesthockenden Arten bezogen auf die relative Brutdauer
(nach VLECK und VLECK, 1987)

RAHN et al. (1974) verglichen den Sauerstoffkonsum von neun Vogelarten und
postulierten, dass der O,-Verbrauch vor dem Anpicken der inneren Schalenmembran
(internal pipping, IP) proportional zur Frischeimasse und umgekehrt proportional zur
Gesamtbrutdauer sei. AR und RAHN (1978) sahen den Gesamtsauerstoffbedarf Uber die
Brutzeit hinweg als konstantes Vielfaches der Frischeimasse bei etwa 90 cm® 0,/ Gramm.
Die genannten Proportionalitdten und der Zusammenhang Frischeimasse-O,-Bedarf
wurden weitgehend durch HoyT und RAHN (1980) bestétigt, die einen Sauerstoffbedarf
von 94 cm®0O,/ Gramm Eimasse fur die Brutzeit bis zur Plateauphase und von
102 + 20 cm® O,/ Gramm (iber die gesamte Brutzeit errechneten. Weiterhin entwickelten
sie eine Moglichkeit fir den direkten Vergleich der Atmungskurven von VVogelembryonen
mit unterschiedlich langen Inkubationszeiten und unterschiedlichen absoluten

Sauerstoffverbrauchswerten. Hierzu werden zwei Standardwerte als 1,0 bzw. 100 %
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definiert: Die Dauer der Inkubationszeit bis zum Schlupf und der Sauerstoffverbrauch zum
Zeitpunkt des IP. AnschlieBend kdnnen die Atmungsrate und das Alter eines Embryos zu
einem beliebigen Zeitpunkt als Anteile dieser Standardwerte betrachtet werden. Die
entstehenden Kurven lassen sich in einem Diagramm (ibereinander projizieren und
vergleichen, wie in Abb. 2-7 dargestellt. HOyT (1987) erstellte ein Modell zur Berechnung
des embryonalen Energiestoffwechsels, das die Masse des Kilkens und die Brutzeit als
Variablen beriicksichtigt.
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Abb. 2-7: Vergleich des relativen Sauerstoffverbrauchs fiinf nestfliichtender Arten
bezogen auf das relative Alter (hach HOYT und RAHN, 1980)

GAULY und Dzapo entwickelten an der Justus-Liebig-Universtitat GielRen eine neue
Methode zur Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs von Vogelembryonen (GAuLy, 1991;
GAuLY und Dzapo, 1992). Das Prinzip der beheizbaren Messkammer mit Platin-Silber-
Elektrode wird im Kapitel Uber Material und Methoden ausfiihrlich vorgestellt. Es ist
aufgrund seiner Nichtinvasivitat fir den Vogelembryo vergleichsweise schonend und

wurde seitdem fur Studien Uber den embryonalen Stoffwechsel von Fasanen (GAuULY,
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1991), Straulen (REINER und DzApoO, 1995), Hihnern (HILLER, 1994; KESSLER, 1998),
Puten (GAULY et al., 2001; GROscHL, 1998) und Flugenten (MEYER, 2002) genutzt.
Hierbei konnte im Verlauf der Entwicklung durchweg zunéchst ein Anstieg des O,-
Verbrauchs, eine Plateauphase kurz vor dem Schlupf und schlieBlich wieder ein Anstieg
der Atmungsrate beobachtet werden. Die Werte fir den durchschnittlichen
Sauerstoffbedarf pro Gramm Frischeimasse fur die gesamte Inkubationszeit bewegten sich
bei dieser Messmethode von 148cm®O,/gr bei Fasanen (GAuLy, 1991) (ber
94 cm® O,/ gr bei Hiihnern (KESSLER, 1998) und 77 cm® O,/ gr bei Puten (GROSCHL, 1998)
bis hin zu 45 cm® O,/ gr bei StrauRen (REINER und DzAPo, 1995). Die Atmungsrate von
Bruteiern weilRer Legehennen lag um 11 % hdoher als die von Eiern brauner Hennen
(KESSLER, 1998).

Der Einfluss variierender Vorbruttemperaturen auf den Sauerstoffverbrauch und andere
Parameter wurde an Fasanen, Puten, Huhnern und Flugenten bestimmt. Hohere
Bruttemperaturen flihrten stets zu einem erhohten embryonalen Sauerstoffverbrauch
(GAULY, 1991; GAULY et al., 2001; GROSCHL, 1998; KESSLER, 1998; MEYER, 2002) und
waren teils positiv (GAULY, 1991; KESSLER, 1998), teils negativ (MEYER, 2002) mit der
Lebendmassezunahme nach dem Schlupf korreliert. Suboptimale Bruttemperaturen fiihrten
meist zu erhdhter embryonaler Sterblichkeit und somit zu schlechteren Schlupfergebnissen,
wobei sich leichte Abweichungen nach oben hierbei gravierender auswirkten als nach
unten (GROSCHL, 1998; GAULY, 1991; GAULY et al., 2001; KESSLER, 1998).

Neben der gezielten Beeinflussung der embryonalen Stoffwechselaktivitat wurde auch ihre
Aussagekraft fir spatere Eigenschaften der Tiere Uberpruft.

Zwischen der embryonalen Atmungsrate und der Lebendmasseentwicklung nach dem
Schlupf fanden sich Uberwiegend positive Zusammenhange (HILLER, 1994; KESSLER,
1998; MEYER, 2002). Bei Puten stellten sich diese jedoch eher negativ dar (GROSCHL,
1998). Die Zuchtwerte von Legehybriden flr die embryonale Atmungsaktivitat und fur die
spatere Legeleistung waren nicht signifikant korreliert (HILLER, 1994).

Allen durchgefuhrten Untersuchungen gemeinsam waren signifikante bis hochsignifikante
Zusammenhange zwischen der Atmung und der Vitalitdt der Vogelembryos. Die nicht
schlupffahigen Tiere zeichneten sich schon vor ihrem Absterben durch einen
unterdurchschnittlichen Sauerstoffverbrauch aus (GAuLy, 1991; GAuLY et al.,, 2001;
GROSCHL, 1998; HILLER, 1994; KESSLER, 1998, MEYER, 2002; REINER und DzAPO, 1995).
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2.3 Mitochondrien

2.3.1 Aufbau der Mitochondrien

Mitochondrien sind kugel- bis torpedoférmige Organellen, die durchschnittlich etwa 2 - 4
um lang sind und einen Durchmesser von 0,5 - 2 um haben, wobei es hier aber auch grofle
Abweichungen nach oben gibt. Sie werden durch eine Doppelmembran vom Zytoplasma
abgegrenzt. Die innere Membran umschlie3t den Matrixraum, in dem sich die ringférmige
DNA (mtDNA), die Enzyme des Citratzyklus und der Fettsdureoxidation befinden.
Abb.2-8 zeigt schematisch die Raumaufteilung im Mitochondrium. Das Kompartiment
zwischen innerer und duBerer Membran bezeichnet man als Intermembranraum. Die
aullere Membran enth&lt wie die meisten Eukaryontenmembranen viel Cholesterin und ist
durch ihre zahlreichen spannungsabhéngigen Kanéle (voltage dependent anion channels,
VDAC) fur die meisten lonen und kleinen Molekiile gut passierbar. Die innere Membran ist
aullerhalb  ihrer  speziellen  Transportproteine  nahezu  undurchlassig; ihre
Reaktionsoberflache wird durch zahlreiche Leisten (Cristae) und Einstulpungen (Tubuli)
stark vergroRert. Die Innen- und AuRenseite dieser Membran bezeichnet man auch als
Matrix- und Zytosolseite, da die AuRenseite vom Zytosol aus praktisch frei zuganglich ist.
Die innere Mitochondrienmembran enthalt die Enzyme der oxidativen Phosphorylierung
(BERG et al., 2003).

_ \ Cristae
"/ N \ _~7  Intermembranraum

_ Matrix

aulere Membran

innere Membran

Abb. 2-8: Schematische Darstellung der Raumaufteilung im Mitochondrium
(nach BERG et al., 2003)
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2.3.2 Aufgaben der Mitochondrien

Mitochondrien kommen im Zytoplasma aller kernhaltigen aeroben Zellen vor und nehmen
eine Schllsselstellung im Energiestoffwechsel des Organismus ein. Sie werden auch als
»Kraftwerke der Zelle* bezeichnet, da in ihnen der Uberwiegende Anteil des energiereichen
Molekils ATP produziert wird (ANSLINGER und RoLF, 2003). In der mitochondrialen
Matrix befinden sich die Enzyme der R-Oxidation der Fettsduren, der oxidativen
Decarboxylierung und des Citratzyklus. Die beiden erstgenannten Reaktionen wandeln
Lipide und Kohlehydrate in Acetyl-Coenzym A um, das anschlieend in den Citratzyklus
eingeschleust wird. Aus diesem gehen die energiereichen Molekille NADH+H" und
FADH, hervor, die jeweils ein Elektronenpaar mit hohem Ubertragungspotential besitzen.
Beim Transport dieser Elektronen durch die Enzyme der Atmungskette in der inneren
Mitochondrienmembran wird Energie frei, die zun&chst in einem elektrochemischen
Gradienten gespeichert wird und schlieBlich zur Synthese von ATP aus ADP dient. Diesen
Vorgang bezeichnet man als oxidative Phosphorylierung (BERG et al., 2003; SARASTE,
1999; SLATER, 2003). Ein Molekul Glucose liefert auf diese Weise Energie fir etwa 30
Molekiile ATP (HINKLE et al., 1991), wahrend bei der anaeroben Fermentation nur zwei
Molekiile ATP bereitgestellt werden kénnen. Im Zytoplasma finden sich Mitochondrien
dort gehduft, wo besonders viel ATP verbraucht wird, zum Beispiel entlang von
beweglichen Mikrotubuli oder im Sarkoplasma der Muskelzellen. In Geweben mit hoher
Stoffwechselrate und Energieverbrauch wie Herz und Leber betragt ihre Anzahl mehrere
Tausend pro Zelle. Man weill heute, dass Mitochondrien auch eine aktive Rolle beim
Zelltod spielen, indem sie zundchst permeabel werden und anschliefend Enzyme der

apoptotischen Kaskade freisetzen (BERNARDI et al., 1999; BRANDON et al., 2005).

2.3.3 Herkunft und Vermehrung der Mitochondrien

Heutzutage gilt trotz einiger gegenlaufiger Meinungen (EMELYANOV, 2003) die sogenannte
Endosymbiontentheorie als gesichert. Sie besagt, dass Mitochondrien ebenso wie die
Chloroplasten der Pflanzen von Bakterien abstammen, die von eukaryontischen Zellen
aufgenommen wurden, wobei die Wirtszelle von Fahigkeiten wie der Photosynthese und
der oxidativen Phosphorylierung profitierte. Im Gegenzug verlagerten sich die meisten der

ehemals bakteriellen Gene in den Kern der Wirtszelle, so dass aus den Symbionten
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semiautonome Zellorganellen wurden. Mitochondrien besitzen noch immer ihre eigene
DNA (mtDNA). ANDERSON et al. (1981) entschlisselten zuerst die 16.569 Basenpaare
umfassende Sequenz des humanen Mitochondriums und bezeichneten sie als Cambridge
reference sequence (CRS). Mittlerweile wurde sie Uberarbeitet und teilweise korrigiert
(ANDREWS et al., 1999; BRANDON et al., 2005), das System der CRS jedoch zur besseren
Vergleichbarkeit  individueller ~ Daten  beibehalten. Als  Beweise fir die
Endosymbiontentheorie gelten die zahlreichen strukturellen und funktionellen Parallelen
zwischen Mitochondrien und Bakterien sowie DNA-Sequenzierungen und phylogenetische
Analysen.

Letztere haben ergeben, dass der obligat intrazellulare Parasit Rickettsia prowazekii den
Mitochondrien néher steht als alle 0brigen bisher untersuchten Mikroorganismen
(ANDERSSON et al., 1998). Dies unterstutzt die Theorie, dass die Mitochondrien von einem
Vorfahren der heutigen Rickettsien abstammen. Sie verfligen Gber autonome Systeme zur
Proteinbiosynthese und fur ihre Vermehrung durch Teilung. Das Cardiolipin der inneren
Mitochondrienmembran ist sonst ein typischer Bestandteil von Bakterienmembranen.
Weder Mitochondrien noch Rickettsien sind zur anaeroben Glykolyse fahig; die Enzyme
und Mechanismen ihrer Atmungskette sind weitgehend vergleichbar (ANDERSSON et al.,
1998).

Da Spermien ihre Mitochondrien nicht weitergeben, werden sie ausschlielich maternal
vererbt und vermehren sich anschliefend durch eigenstdndige Teilungsmechanismen
(ANSLINGER und RoLF, 2003; BRANDON et al., 2005). Die mtDNA enthélt die
Informationen fiir einige Atmungskettenenzyme und weitere Proteine. 98 % der in den
Mitochondrien enthaltenen Proteine und Enzyme, darunter auch wichtige Bestandteile der
Atmungskette, werden allerdings von der DNA im Zellkern codiert, im Zytoplasma
synthetisiert und dann ins Mitochondrium transportiert. Deshalb nimmt auch die vaterliche

Erbinformation entscheidenden Einfluss auf die Ablaufe im Mitochondrium.

2.3.4 Prinzip und Ablauf der oxidativen Phosphorylierung

In der Matrix des Mitochondriums entsteht bei der oxidativen Decarboxylierung von
Pyruvat und bei der R-Oxidation der Fettsduren ein an das Coenzym A gebundener
Acetylrest, kurz Acetyl-CoA genannt. Dieses Molekdl tritt in den Citratzyklus ein und wird

stufenweise zu CO, oxidiert, wobei gleichzeitig die Coenzyme NAD" und FADH zu
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NADH+H" und FADHj; reduziert werden. Ein Acetyl-CoA-Molekiil liefert auf diese Weise
drei  Molekile NADH+H" und ein Molekil FADH,. Diese Coenzyme sind
Reduktionsmittel, da sie leicht ein Elektronenpaar an andere Molekile abgeben, diese
hierdurch reduzieren und selbst oxidiert werden.

Die oxidative Phosphorylierung findet an finf Enzymen (Komplexe | bis V) statt, von
denen die ersten vier die Atmungskette in der inneren Mitochondrienmembran bilden,
wahrend Komplex V die ATP-Synthese katalysiert (Abb. 2-9). Die Coenzyme NADH+H"
und FADH, geben ihre Elektronen an die Enzyme der Atmungskette ab. Die Elektronen
werden in einem Redoxsystem weitergeleitet und schlieBlich auf molekularen Sauerstoff
iibertragen, der hierdurch mit H* zu H,O reagieren kann (BERG et al., 2003; SARASTE,
1999; SLATER, 2003). Es handelt sich um eine stufenweise ablaufende Knallgasreaktion,
bei der sehr viel Energie frei wird. Die Zerlegung der Reaktion sorgt dafiir, dass die jeweils
freiwerdende Energiemenge fur die Zelle unschadlich ist.

Die Enzymkomplexe I, 111 und IV der Atmungskette enthalten Protonenkanale, durch die
H'-lonen auf die AuBenseite der inneren Mitochondrienmembran (in den
Intermembranraum) transportiert werden. Dieser Transport ist endergonisch, da er gegen
eine Konzentrations- und Ladungsdifferenz ablduft. Die bendtigte Energie stammt aus den
Redoxreaktionen des Elektronentransports; es handelt sich bei den Enzymkomplexen also
um elektronengetriebene Protonenpumpen. Die hohe Konzentration von Protonen im
Intermembranraum fiihrt zu einem Uberschuss an positiver Ladung und einem stark
herabgesetzten pH-Wert. Dies wird als elektrochemischer Gradient bezeichnet, der eine
gespeicherte Form von Enthalpie darstellt. Die elektronenmotorische wird in eine
protonenmotorische Kraft (PMK) umgewandelt, die die Protonen zuriick auf die
Matrixseite treibt. Dieser energetisch gunstige Ruckfluss ist jedoch nur durch den Kanal
der ATP-Synthase (Komplex V) mdglich und treibt hierbei die ATP-Synthese an.

Das Prinzip der Kopplung von zwei Energielibertragungsmechanismen durch einen
Protonengradienten wurde bei seiner Entdeckung als chemiosmotische Hypothese
bezeichnet (MITCHELL, 1961). Dieses Prinzip kommt auch bei der Photosynthese,
verschiedenen endergonischen Transporten und weiteren Mechanismen zum Einsatz. Der
Protonengradient ist somit eine universell verwendbare Art der Energiespeicherung und -

Ubertragung.
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2.3.5 Der Weg der Elektronen

Abb.2-9 zeigt schematisch die Ablaufe an den Komplexen | bis V der oxidativen
Phosphorylierung.

Zu Beginn der Atmungskette tibertragt das NADH+H" sein Elektronenpaar auf die NADH-
Q-Oxidoreduktase oder NADH-Dehydrogenase (Komplex I). Dieses Enzym enthélt als
funktionelle Gruppen ein Flavinmononucleotid und verschiedene Eisen-Schwefel-Cluster,
die die Elektronen zum Coenzym Q weiterleiten. Die bei diesen Redoxvorgéngen
freiwerdende Energie wird dazu genutzt, vier Protonen (H') durch einen Kanal im
Komplex I in den Intermembranraum zu pumpen.

Der Komplex Il (Succinat-Q-Reduktase) enthdlt die Succinat-Dehydrogenase des
Citratzyklus, die Succinat oxidiert und dabei FAD" zu FADH; reduziert. Dieses Coenzym
gibt sein Elektronenpaar direkt an das Coenzym Q ab, so dass der Komplex | umgangen
wird. Auch die Elektronen aus dem NADH+H" der Glykolyse treten erst an dieser Stelle in
die Atmungskette ein, da sie mit einem speziellen Shuttle-System in die Mitochondrien
gelangen. Beim Coenzym Q handelt es sich um ein Ubichinon oder Ubiquinon (UQ in
Abb. 2-9). Es kann in der lipophilen Membran gut diffundieren und transportiert die
Elektronen zum Komplex 1ll, der Q-Cytochrom-c-Oxidoreduktase, kurz Cytochrom-
Reduktase.

Im Komplex 111 gibt es drei Hamgruppen und eine Fe-S-Gruppe als Elektronenakzeptoren
sowie einen Protonenkanal, durch den vier H*-lonen nach auBen gebracht werden. Die
Elektronen werden dann auf das Cytochrom c (bertragen, ein kleines Protein mit einer
Hamgruppe, das die Elektronen zur Cytochrom-c-Oxidase (Komplex 1V) transportiert.
Komplex IV enthélt zwei Hamgruppen und zwei Kupferzentren, um die direkte
Ubertragung der Elektronen auf den molekularen Sauerstoff sicher durchfiihren zu kénnen.
Die freie Enthalpie aus der Reduktion des Sauerstoff wird an Komplex IV zum Transport
von zwei Protonen in den Intermembranraum genutzt. Insgesamt werden so fir jedes
Elektronenpaar, das die Atmungskette vollstdndig von Komplex | bis IV durchléuft, zehn
Protonen auf die AulRenseite der inneren Mitochondrienmembran gepumpt.

Fur Elektronenpaare, die erst an Komplex Il in die Atmungskette eintreten, werden nur
sechs Protonen in den Intermembranraum gepumpt. Es entsteht an der inneren
Mitochondrienmembran der oben erwahnte elektrochemische Gradient, der anschlieRend
als Triebkraft fur die ATP-Synthese an Komplex V wirkt (BERG et al., 2003; SARASTE,
1999; SLATER, 2003).
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Bei der Reduktion von molekularem Sauerstoff zu Wasser kann die Entstehung von
zellschadigenden Sauerstoffradikalen (Superoxidanion, Perodoxid) nicht vollstédndig
vermieden werden. Diese werden jedoch durch die Schutzenzyme Superoxid-Dismutase
und Katalase zu Wasser und molekularem Sauerstoff abgebaut. Zudem wirken die
Vitamine E und C als Antioxidantien (BERG et al., 2003).
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Matrixraum Mitochondrienmembran
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Abb.2-9: Das Prinzip der oxidativen Phosphorylierung in den Mitochondrien:
Elektronen werden in der Atmungskette stufenweise auf Sauerstoff bertragen und
Protonen in den Intermembranraum transportiert. Die beim Ruckfluss dieser
Protonen freiwerdende Energie treibt die ATP-Synthese an

(nach LEHNINGER et al.,2001)
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2.3.6 Die Synthese und Ausschleusung von ATP

Die Synthese des ATP und seine Freisetzung in die mitochondriale Matrix werden von der
ATP-Synthase katalysiert. Es handelt sich um ein Enzym mit einem komplizierten
Rotationsmechanismus, der zu Beginn der 70er Jahre entdeckt wurde (BOYER et al., 1973,;
BoYEer, 1989). Es besteht aus zwei Untereinheiten: Die Fo-Untereinheit mit dem
Protonenkanal befindet sich in der inneren Membran, wéhrend die F;-Untereinheit in die
mitochondriale Matrix hineinragt und die Umwandlung von ADP+P; zu ATP Kkatalysiert
(Abb. 2-9). Die Energie aus dem Protonenrtickfluss wird hauptséchlich fur die Abldsung
des ATP von der Fi-Untereinheit verwendet. Beim Fluss durch den zweigeteilten
Protonenkanal versetzen die Protonen einen Teil des Enzyms in Rotation und ermdglichen
damit die Freisetzung des ATP. Fir die Freisetzung von drei Molekilen ATP mussen zehn
Protonen fliel3en, so dass sich ein Protonen-ATP-Verhéltnis von 3,33:1 ergibt.

Die ATP-ADP-Translokase kombiniert die Ausschleusung des ATP aus den
Mitochondrien ins Zytosol mit dem Eintritt von ADP. Da ATP eine negative Ladung mehr
besitzt als ADP, wird bei diesem Austausch der Protonengradient vermindert, was einen
Verlust gespeicherter Enthalpie bedeutet. Um dies auszugleichen, muss fir den Transport
eines jeden ATP-Molekils aus dem Mitochondrium ein zusatzliches Proton in den
Intermembranraum gepumpt werden, woflr etwa ein Viertel der Atmungskettenenergie
verbraucht wird.

So ist fur die Bereitstellung eines Molekils ATP im Zytosol insgesamt die
protonenmotorische Kraft (PMK) von 4,33 Protonen notwendig (HINKLE, 2005; HINKLE et
al., 1991).

2.3.7 Bilanz der oxidativen Phosphorylierung und ADP/O-Quotient

Seit Bestehen der chemiosmotischen Theorie wurden immer wieder unterschiedliche
Hypothesen zur Stochiometrie der Redoxkette, der Protonenpumpen und der ATP-
Synthese aufgestellt (BRAND et al., 1976; GARCIA-VALLVE, 2004; GUERRA, 2002; HINKLE,
2005; HINKLE et al., 1991; MITCHELL, 1961 und 1978; RACKER, 1980).

Der sogenannte ADP/O-Quotient gibt an, wie viele Molekiile ADP in ATP umgewandelt
werden, wenn ein Sauerstoffatom zu Wasser reduziert wird, d.h. die ATP-Ausbeute pro

Elektronenpaar. Dieser Quotient ist abhéngig von der Stelle, an der die Elektronen in die
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Atmungskette eintreten. Fir jedes Elektronenpaar, das die gesamte Atmungskette von
Komplex | bis zum Sauerstoff durchlauft, werden zehn Protonen in den Intermembranraum
gepumpt: Vier an Komplex I, vier an Komplex Il und zwei an Komplex 1V (GARCIA-
VALLVE, 2004; GUERRA, 2002; HINKLE, 2005; HINKLE et al., 1991). Elektronenpaare, die
uber das FADH, an Komplex Il in die Kette gelangen und Komplex | umgehen, liefern nur
sechs Protonen. Wie bereits erwéhnt, erfordert die Bereitstellung eines Molekils ATP den
Fluss von etwa vier (genaugenommen 4,33) Protonen. Die freiwerdende Enthalpie beim
Ruckfluss von zehn Protonen ermdglicht somit die Synthese und Ausschleusung von etwa
2,5 Molekilen ATP; der Fluss von sechs Protonen durch die ATP-Synthase setzt
durchschnittlich 1,5 Molekiile ATP frei. Fur die unterschiedlichen Eintrittsstellen der
Elektronen in die Atmungskette ergibt sich demnach ein ADP/O-Quotient von etwa 2,5
bzw. 1,5.

Heute geht man davon aus, dass beim vollstdndigen Abbau eines Molekiils Glucose etwa
30 Molekile ATP synthetisiert werden, nachdem die Angaben lange bei 36 Molekilen
ATP gelegen haben (HINKLE, 2005; HINKLE et al., 1991). Bei der Glykolyse werden stets
zwei Molekile ATP frei, im Citratzyklus stets zwei Molekdle des gleichwertigen GTP. Fur
die oxidative Phosphorylierung ist die Berechnung etwas komplizierter: Die zwei
NADH+H" der Glykolyse, die Ulber den Glycerin-3-Phosphat-Shuttle eingeschleust
werden, sowie die zwei FADH; aus dem Citratzyklus geben ihre Elektronenpaare an
Komplex 1l an die Atmungskette ab und liefern jeweils nur sechs Protonen im
Intermembranraum. Die zwei NADH+H" aus der oxidativen Decarboxylierung sowie die
sechs NADH+H" aus dem Citratzyklus liefern jeweils zehn Protonen. Somit werden beim
vollstdndigen Abbau eines Glucose-Molekils insgesamt 104 Protonen in den
Intermembranraum transportiert und mit ihrer protonenmotorischen Kraft 26 Molekile
ATP im Zytosol bereitgestellt. Zuziglich des direkt in Glykolyse und Citratzyklus
entstehenden ATP ergibt sich eine Bilanz von etwa 30 ATP (GARCIA-VALLVE, 2004;
GUERRA, 2002; HINKLE, 2005; HINKLE et al., 1991).

2.3.8 Stadien der mitochondrialen Atmung und Atmungskontrolle

Fir den Ablauf der oxidativen Phosphorylierung in den Mitochondrien missen Sauerstoff,

ADP, P; und elektronenliefernde Substrate in ausreichender Menge vorhanden sein. Bei der

Messung der mitochondrialen Atmungsaktivitat in vitro werden diese Stoffe nach und nach
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den isolierten Mitochondrien zugegeben, was zur Beobachtung der Stadien 1 bis 5 fihrt.
Diese Stadien werden nach CHANCE und WiLLIAMS (1956) folgendermal3en definiert: Nach
Zugabe von Sauerstoff befinden sich die Mitochondrien zundchst im Status 1, der
Sauerstoffverbrauch ist niedrig, da nur endogene Substrate veratmet werden kdnnen. Mit
der Zugabe von Atmungskettensubstraten wie Succinat oder Glutamat-Malat beginnt der
Status 2 mit einem leichten Anstieg des Sauerstoffverbrauchs. Kommen schliefflich
Phosphat und ADP als Phosphatakzeptor hinzu, beginnt die Phase der aktiven oder
unkontrollierten Atmung, die unter Anwesenheit aller benotigter Substrate ablauft und als
Status 3 bezeichnet wird. Nach der vollstandigen Phosphorylierung des zugesetzten ADP
zu ATP spricht man vom Kkontrollierten Status 4 mit deutlich reduziertem
Sauerstoffverbrauch. Bei geringer Atmung infolge Sauerstoffmangels spricht man vom
Status 5.

Die wichtigsten limitierenden Faktoren fiir den Ablauf der oxidativen Phosphorylierung
bleiben jedoch das Vorhandensein von ADP und die Ausschleusung von ATP durch die
Translokase (JAcoBus et al., 1982). Ein Uberschuss an ATP bzw. ein Mangel an ADP
hemmt die ATP-Synthese und somit den Protonenruckfluss. Hierdurch wird auch der Fluss
von Elektronen durch die Atmungskette zum Sauerstoff gebremst, und die oxidierte Form
der Coenzyme NADH®" und FAD" wird nicht mehr regeneriert, was zu einem
Substratmangel im Citratzyklus fuhrt. Durch diese Kopplung von Verbrennung und ATP-
Synthese durch den Protonengradienten wird verhindert, dass sich nicht benétigte
Endprodukte anhdufen. Umgekehrt flhrt ein hoher ADP-Spiegel zu einer gesteigerten Rate
der oxidativen Phosphorylierung und der vorausgehenden Reaktionen. Diese Vorgange
werden als  Atmungskontrolle oder respiratory control  bezeichnet.  Der
Atmungskontrollindex RCR (respiratory control ratio) ist der Quotient aus den
Atmungsraten der Stadien 3 und 4 (BERG et al., 2003; CHANCE und WILLIAMS, 1955 und
1956; JAcoBus et al., 1982).

2.3.9 Stoérungen und Bedeutung der Mitochondrien

Die oxidative Phosphorylierung kann an verschiedenen Stellen durch hemmende Molekiile
beeinflusst werden. Stoffe wie Rotenon, Antimycin A, Cyanid und Kohlenmonoxid
unterbrechen die Atmungskette, Oligomycin hemmt die ATP-Synthase und somit indirekt

auch den Elektronentransport. Auch bei einer Hemmung der ADP-ATP-Translokase z.B.
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durch Atractylosid kommt die oxidative Phosphorylierung durch die Anh&ufung von ATP
im Mitochondrium zum Erliegen (BERG et al., 2003).

Zu einem stark gesteigerten Elektronentransport kommt es dagegen bei einer Entkopplung
der Atmungskette von der Phosphorylierung. Dies bedeutet, dass Protonen an der ATP-
Synthase vorbei in den Matrixraum zuriickflieBen kdnnen, wobei die gespeicherte
Enthalpie des Protonengradienten in Form von Warme frei wird. Der Sauerstoffverbrauch
ist hierbei sehr hoch. Die Entkopplung der oxidativen Phosphorylierung kann im
Organismus zur zitterfreien Warmeerzeugung dienen, wobei die Protonen durch ein
spezielles Entkopplungsprotein (UCP oder Thermogenin) zurlickflielen. Bestimmte
Molekiile sowohl endo- als auch exogenen Ursprungs (Dinitrophenol, Halothan, Thyroxin,
Trijodthyronin u.a.) flhren ebenfalls zu einem mehr oder weniger vollstandigen
Kurzschluss des Protonengradienten mit erhdhter Warmeentwicklung, der in bestimmten
Situationen biologisch sinnvoll, in anderen gefahrlich fir den Organismus ist.

Auch ohne exogene Einfllisse weist die mitochondriale DNA wegen ihres vergleichsweise
haufigen Kontaktes mit Sauerstoffradikalen eine hohe Mutationsrate auf. Innerhalb einer
Zelle konnen normale und mutierte Mitochondrien nebeneinander existieren
(Heteroplasmie). Der im Laufe des Lebens zunehmende Prozentsatz mutierter
Mitochondrien gilt heute als eine der moglichen Ursachen fur degenerative Krankheiten
verschiedener Organsysteme, Krebs und das Altern. Mit steigendem Anteil der Mutanten
sinkt die Energieproduktion, und es werden vermehrt Sauerstoffradikale frei, was
schliellich zur Auslésung der apoptotischen Kaskade und somit zum Zelltod fihrt
(BRANDON et al.,, 2005). Diese Alterungsprozesse konnen durch Defizite der
zellschitzenden Enzyme oder durch Vitaminmangel beschleunigt werden. Auch
vererbbare Mitochondriendefekte konnen eine erhOhte Mutationsrate zur Folge haben.
Zwar werden die Mitochondrien selbst ausschlie3lich maternal vererbt, aber oft haben
diese Erkrankungen ihre Ursache in Verdnderungen der Kern-DNA. Bei
Mitochondrienkrankheiten mit einem Defizit der oxidativen Phosphorylierung kommt es
typischerweise zu Mangelerscheinungen in Geweben mit hohem Energiebedarf wie Herz,
Zentralnervensystem und Leber, aber auch zu Muskelschwéche und -degeneration
(BRANDON et al., 2005; CAWTHON et al., 2001; LEHNINGER et al., 2001).

Mit den zunehmenden Erkenntnissen Uber die Mitochondrien wird ihre wichtige
Bedeutung immer klarer. Mitochondrien beeinflussen die Leistungsfahigkeit, mogliche
Erkrankungen und die Lebenserwartung ihres Organismus. Die mtDNA ermdglicht

wichtige Einblicke in die Evolution des Menschen und verschiedener anderer Spezies
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(BRANDON et al., 2005). Nicht zuletzt erlaubt sie durch ihre hohe Widerstandsfahigkeit und
ihre geradlinig maternale Vererbung die Bestimmung von Verwandtschaftsgraden, was
unter anderem forensisch genutzt wird (ANSLINGER und RoOLF, 2003). Moderne Software
bietet heute Mdoglichkeiten zur Archivierung und Verarbeitung mitochondrialer
Genomdaten (BRANDON et al., 2005) sowie zur Berechnung von Stoffwechselablaufen
unter Simulation von in-vivo-Bedingungen (CORTASSA et al., 2003; AIMAR-BEURTON et al.,
2001)

2.3.10 Versuche zum mitochondrialen Stoffwechsel

Seit den Anféngen der Erforschung der Atmungskette in der ersten Halfte des 20.
Jahrhunderts (KEeILIN, 1925) sind die Vorgange in den Mitochondrien Gegenstand
zahlreicher Publikationen geworden. Die Arbeiten von CHANCE und WILLIAMS (1956) zum
mitochondrialen Stoffwechsel sind in grundlegenden Aspekten bis heute gultig. Ihr Prinzip
der Einteilung mitochondrialer Atmungsaktivitat in finf Stadien wird noch immer zur
Berechnung  des  Sauerstoffverbrauchs, des  ADP/O-Quotienten und  des
Atmungskontrollindexes verwendet. Weiterhin  beschrieben sie als erste die
polarographische Messung des mitochondrialen Sauerstoffverbrauchs mit einer
vibrierenden Platinelektrode. Sie beobachteten bei intakten Mitochondrien einen schnellen
Anstieg der Atmungsrate um das vier- bis zehnfache nach Zugabe von ADP bzw.
entkoppelnden Substanzen (CHANCE und WILLIAMS, 1955). lIhre Erkenntnisse bilden die
Grundlage fur die im Folgenden verwendete Methode nach ESTABROOK (1967) zur
polarographischen Messung und Berechnung mitochondrialer Stoffwechselaktivitat.

Die Zusammenhdnge zwischen mitochondrialem Stoffwechsel und Leistungsparametern
der Tierzucht sind immer wieder das Ziel von Untersuchungen gewesen. An Reinzuchten
und Kreuzungen von Kaninchen und Schweinen wurden die Phanomene der
mitochondrialen Heterosis und der mitochondrialen Komplementation erforscht (DzAPO et
al., 1973 und 1983; DzAPO und WASSMUTH, 1977, 1979 a und b, 1982, 1983, 1984).

Bei einer Uberlegenheit der F;-Generation (ber die Elterngeneration sowohl in
Leistungsmerkmalen als auch in Parametern des mitochondrialen Stoffwechsels spricht
man von mitochondrialer Heterosis.

Bei der mitochondrialen Komplementation ist ein 1 : 1-Gemisch aus Mitochondrien der

Parentalgeneration in seinen Stoffwechselleistungen dem rechnerischen Durchschnitt
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beider Mitochondrienpopulationen Uber- (positive Komplementation) bzw. unterlegen
(negative Komplementation). Zichterisch interessant wird dieses Phanomen, wenn sich
aus den Messwerten des Gemischs Ruckschlisse auf die Leistungsféhigkeit der F;-
Generation und somit Vorhersagen zur Kreuzungseignung bestimmter Tiere ableiten
lassen.

In einer Studie an Kaninchen zeigte sich die mitochondriale Heterosis in den
Lebermitochondrien bei den Merkmalen Atmungsrate, ADP/O-Quotient und einigen
Enzymaktivitdten. Die Komplementation des in vitro erzeugten Gemischs aus
Mitochondrien der Ausgangslinien war jedoch nicht in allen Merkmalen gleichsinnig mit
der beobachteten Heterosis der Kreuzungsprodukte (DzApo et al., 1973).

Bei Schweinen wirkten sich ATP-Mangel im Muskel, eine geringe Mitochondriendichte
im Herzmuskel und ein zu hohes Verhéltnis von anaerober Glykolyse zur oxidativen
Phosphorylierung negativ auf die Vitalitat der Tiere aus (DzApo und WASSMUTH, 1977,
1979 a und b). Zudem stieg mit zunehmendem Alter der Anteil der Glykolyse in der Leber
auf Kosten der aeroben Veratmung der Glucose (Dzapo und WASSMUTH, 1983), was
zumindest theoretisch die Problematik verschérft. Die Messungen an Herzmitochondrien
ergaben nicht immer reproduzierbare Ergebnisse, und die Atmung lief teilweise entkoppelt
ab (Dzapo und WAssMuUTH, 1983). Die Lebermitochondrien lieferten hingegen stabile
Messwerte, wobei das Phd&nomen der mitochondrialen Komplementation flr die Aktivitat
der Cytochrom-c-Oxidase, die Atmung im Status 3 und die Effizienz der oxidativen
Phosphorylierung bestétigt werden konnte (DzApo und WASSMUTH, 1982). Eine statistisch
abgesicherte mitochondriale Heterosis der F;-Generation trat bei den Messungen der
Atmungsaktivitat und des ADP/O-Quotienten in den Herz- und Hodenmitochondrien auf
(Dzaro und WAssMUTH, 1983). Auf diese Ergebnisse hatte die Mutterlinie statistisch
betrachtet einen groReren Einfluss als die Vaterlinie. Insgesamt konnten die
Untersuchungen die These bestarken, dass ein Zusammenhang zwischen der Uberlegenheit
im mitochondrialen Stoffwechsel und der Heterosis bei Kreuzungstieren besteht. Die
Ursache fur die mitochondriale Heterosis wird in Interaktionen zwischen mitochondrialer
und Kern-DNA gesehen (Dzapo und WASSMUTH, 1984).

Der mitochondriale Stoffwechsel nimmt jedoch nicht nur Einfluss auf den Organismus,
sondern ist selbst abhéngig von vielen Faktoren, zu denen Spezies, Rasse und Linie, aber
auch Erkrankungen und exogene Einwirkungen z&hlen.

Im Vergleich von Hihner- und Rattenlebermitochondrien unter identischen Bedingungen

waren die Vogel in der Atmungsrate und bestimmten Enzymaktivitaten berlegen und
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wiesen einen héheren Entkopplungsgrad auf (BoBYLEVA-GUARRIERO et al., 1984). In einer
Studie an Huhnern unterschiedlicher Nutzungsrichtung wurden Parameter der
Atmungsaktivitdt von Lebermitochondrien mit dem Substrat Succinat untersucht. Die
Broiler waren den Legehennen tendenziell bei der Mitochondrienproteindichte, bei der
Atmungsaktivitdt im Status 3, im RCR und im ADP/O-Quotienten (berlegen; diese
Tendenzen konnten jedoch statistisch nicht abgesichert werden (BROwN et al., 1986). An
Leghorn-Reinzuchtlinien und ihren F;-Hybriden fand SoMMER (1986) Zusammenhénge
zwischen dem Lebensalter und der mitochondrialen Atmung bzw. dem ADP/O-Quotienten
im Herzmuskel, wobei der erstgenannte Parameter bis zur 3. Lebenswoche, der zweite
Parameter bis zur 6. Lebenswoche anstieg, um dann bis zur 12. Lebenswoche wieder zu
fallen. Bei neugeborenen Ferkeln stieg der mitochondriale Sauerstoffverbrauch innerhalb
von zwei Tagen an (MERSMANN et al., 1972).

Fur die Tierzucht interessant sind vor allem mitochondriale Unterschiede innerhalb einer
Population, die moglicherweise geeignet sind, Selektionsintervalle zu verkirzen und
Kreuzungseignungen vorherzusagen. Mit dem Ziel einer moglichst frihen Selektion auf
Leistungsvererbung wurden an 2400 Legehybriden Korrelationen zwischen Parametern des
mitochondrialen Stoffwechsels und der Leistungsvererbung berechnet. Zwischen den
Zuchtwerten fir den mitochondrialen Energiestoffwechsel des Herzmuskels und den
Legeleistungsparametern waren positive, jedoch nicht signifikante Tendenzen erkennbar
(HILLER, 1994). SOMMER (1986) stellte an Legehybriden fest, dass die in der Legeleistung
uberlegenen Tiere auch gesteigerte Werte fir den mitochondrialen Sauerstoffverbrauch
und den ADP/O-Quotienten aufwiesen. In einer weiteren Untersuchung an Legehybriden
wurden positive Zusammenhange zwischen dem Sauerstoffverbrauch von Myokard-
Mitochondrien und der Lebendmasseentwicklung errechnet (STEPHAN, 1993). MEYER
(2002) fand bei méannlichen Flugenten groRtenteils positive Beziehungen zwischen der
Mastleistung und der mitochondrialen Atmungsrate; diese waren jedoch Uberwiegend
negativ mit dem RCR und dem ADP/O-Quotienten korreliert.

Mehrere Studien haben sich mit dem Einfluss exogener Faktoren auf den allgemeinen bzw.
mitochondrialen Stoffwechsel befasst. Kalteakklimatisierte Entenkilken wiesen eine
teilweise Entkopplung der Atmung in den Muskelmitochondrien auf (ROUsSEL et al.,
1998). Eine Verabreichung der Schilddriisenhormone T3 und T4 fuhrte ebenfalls zu einer
teilweisen  Entkopplung  der  oxidativen  Phosphorylierung  mit  erhOhtem
Sauerstoffverbrauch und Wéarmeproduktion (HWANG-BO et al., 1990). Mit dem Vergleich

mitochondrialer Parameter an trainierten und untrainierten Tieren befassten sich
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BRACKENBURY und HOLLOWAY (1991) sowie POWERS et al. (1992) an Hihnern bzw.
Ratten. In der Beinmuskulatur von Hihnern bewirkte das Training keine signifikanten
Veranderungen; bei den Ratten erhohte sich in der trainierten Gruppe die SDH-AKktivitét in
Zwerchfellfasern.

In einer Studie an Huhnern zum Einfluss verschiedener Bruttemperaturen auf den spateren
Stoffwechsel der Versuchstiere und ihrer Nachkommen waren die suboptimal bebriteten
Versuchsgruppen tendenziell den Kontrolltieren im mitochondrialen Sauerstoffverbrauch
uber-, in der Effizienz der oxidativen Phosphorylierung (ADP/O-Quotient) jedoch
unterlegen. Es bestanden keine nachweisbaren Zusammenhdnge zwischen dem
mitochondrialen Stoffwechsel, der embryonalen Atmung, den Wachstums- und
Legeleistungsparametern (KESSLER, 1998). Bei Puten aus drei Gruppen mit
unterschiedlichen Bruttemperaturen traten gegenldufige Tendenzen zwischen der
mitochondrialen Atmungsaktivitdit und dem ADP/O-Quotienten auf (GROSCHL, 1998;
GAULY et al., 2001).
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2.4 Die Natrium-Kalium-ATPase

2.4.1 Struktur und Funktion der Natrium-Kalium-ATPase

Die Na'-K'-ATPase, auch Natrium-Kalium-Pumpe genannt, ist ein aktiver und somit
energieverbrauchender lonentransporter an der Zellmembran aller tierischer Zellen. Sie
wurde 1957 von Skou entdeckt. Dieser Mechanismus transportiert unter Hydrolyse von
einem Molekil ATP drei Natrium-Kationen nach aufien und im Gegenzug zwei Kalium-
Kationen nach innen. Strukturell betrachtet ist die Na'-K'-ATPase ein integrales
Membranprotein mit zwei Untereinheiten. Durch permanente Ausschleusung von Natrium
aus der und Einschleusung von Kalium in die Zelle entstehen deutliche Unterschiede
zwischen der intra- und extrazellularen Konzentration dieser lonen. Intrazellulér ist das
Milieu von K*-lonen bestimmt (ihre Konzentration betragt dort 140 mM), extrazelluldr von
Na’- lonen mit 145 mM. Intrazellular betragt die Na'- Konzentration nur 12 mM und die
extrazellulare Konzentration an K'-lonen lediglich 4 mM. Dieses Ungleichgewicht
bezeichnet man auch als lonengradienten. Gleichzeitig entsteht ein elektrisches
Membranpotential von =50 bis -70 mV (intrazelluldr negativ gegentber extrazellular), da
netto mehr positive Ladungstrager nach auRen gepumpt werden. Dieses Membranpotential
ist flr die meisten tierischen Zellen charakteristisch und spielt auch eine entscheidende
Rolle bei der Weiterleitung von Aktionspotentialen in Nerven- und Muskelzellen (BERG et
al., 2003; LEHNINGER et al., 2001; SCHEINER-BOBIS, 2002; SCHONER, 2002).

Zum Betrieb der Na'-K*-ATPase wird viel Energie bendtigt; ihr Bedarf macht auf den
Gesamtorganismus bezogen etwa 20 % des ATP-Verbrauchs aus, im Nervengewebe sogar
50 %. Zahlreiche endergonische lonen- und Stofftransporte im Organismus sind an den
ATP-abhangigen Na'-Gradienten gekoppelt (BERG et al., 2003; LEHNINGER et al., 2001;
SCHEINER-BOBIS, 2002;).

Na’-Antiporter nutzen den Einstrom des Natriums entlang seines Konzentrationsgefalles,
um Stoffe aus der Zelle herauszutransportieren, so z.B. der Na‘-Ca**-Antiporter der
Zellmembran. Na'-Synporter transportieren Stoffe in derselben Richtung wie das
einstromende Na'. Abb. 2-10 zeigt den Na'-Glucose-Synport als Beispiel fir einen
endergonischen Transport, dessen Kosten indirekt die Na'-K*-ATPase durch den Aufbau

des Na'- Gradienten tragt.
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Na“‘ Na_’ + NaT T
; Na Na* Na

+
- Na” Glucose

Glucose

Na* Glucose
ATP+HO oK* ADP + P, Glucose
Na® K*ATPase Na*-Glucose-Synporter

Abb. 2-10: Das Prinzip des sekundar aktiven Transports am Beispiel der Kopplung
von Na'-K*-ATPase und Na'-Glucose-Synport: Unter Verbrauch von ATP wird Na*
aus der Zelle hinaustransportiert. Der entstandene lonengradient treibt den Transport

von Glucose in die Zelle an (nach BERG et al., 2003).

An der Weiterleitung von Aktionspotentialen an Nervenzellen sind sowohl das
Membranpotential als auch der lonengradient beteiligt, beide aufrechterhalten durch die
Na’-K*-Pumpe. Ein ankommendes Aktionspotential depolarisiert die Membran, d.h. die
negative Ladung von ca. =60 mV im Innern der Zelle wird abgeschwécht. Bei Erreichen
des Schwellenwertes von ca. —-40 mV &ffnen sich schlagartig spannungsabhingige Na'-
Kandle in der Membran, so dass Na'-lonen entlang des elektrischen und chemischen
Gefélles einstromen konnen. Dies bewirkt eine weitere Depolarisation, so dass das
Membranpotential sogar kurzzeitig positiv wird (ca. +30 mV). Diese Reaktion lauft nach
Erreichen des Schwellenwertes lawinenartig nach dem Alles-oder-Nichts-Prinzip ab. Doch
schon nach 1 ms schlieBen sich die Na'-Kandle wieder, und es 6ffnen sich
spannungsabhingige K*-Kandle, die K™ ausstromen lassen. Die Membran der Nervenzelle
wird wieder auf ihren Ruhewert polarisiert, wobei die Na'-Kanile noch fir eine

Refraktérzeit von 1 ms inaktiviert bleiben. Wéhrend dieser Zeit kann kein Aktionspotential
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mehr ausgelost werden. Uber Synapsen werden die Aktionspotentiale von Zelle zu Zelle

weitergeleitet (BERG et al., 2003; LEHNINGER et al., 2001)

2.4.2 Einflussfaktoren auf die Natrium-Kalium-ATPase

Die Na*-K*-ATPase kann durch herzaktive Glykoside wie Ouabain gehemmt werden. Dies
fiihrt zu einem hoheren Na'-Spiegel in der Zelle und indirekt zu einem Anstieg des
intrazellularen Ca®*-Spiegels. Am Herzmuskel steigert dies die Kontraktilitat und wird in
der Therapie der Herzinsuffizienz eingesetzt. Bei der Bestimmung von ATPase-Aktivitaten
macht man sich dieses Prinzip zunutze, um die Na'-K'-ATPase von der
glykosidunempfindlichen Mg-ATPase zu unterscheiden. Mit dem Verfahren nach
SCHARSCHMIDT et al. (1979) kann die Aktivitat der Na'™-K*-ATPase aus verschiedensten
Geweben bestimmt werden. Untersuchungen tiber humane Na*-K*-ATPase werden meist

an Membranpraparationen aus Erythrozyten durchgefihrt.

2.4.3 Die Bedeutung der Natrium-Kalium-ATPase in der Neurologie

Wegen der entscheidenden Bedeutung der Na*-K*-ATPase fiir die Signaliibertragung im
Nervengewebe wurde schon viel Uber ihre Rolle bei bestimmten neurologischen
Ph&nomenen geforscht.

EL-MALLAKH (1983) stellte die Vermutung auf, dass eine leicht herabgesetzte Aktivitét der
Na’-K*-Pumpe eine geringfiigig héhere intrazellulare Konzentration der Natriumionen zur
Folge hat, was eine Anndherung des Ruhepotentials an den Schwellenwert und somit eine
gesteigerte Erregbarkeit der Zelle bewirkt. Eine noch weiter abgesenkte Aktivitat der Na*-
K*-Pumpe hatte nach dieser Theorie zur Folge, dass die intrazelluldre Konzentration der
Natriumionen stark ansteigt und das Membranpotential permanent (ber dem
Schwellenwert liegt, so dass die Zelle kein Aktionspotential mehr weiterleiten kann.
AuBerdem wiirde dies indirekt einen Ca®*-Anstieg in der Zelle und eine gesteigerte
Ausschittung von Neurotransmittern in den synaptischen Spalt bewirken. Nach EL-
MALLAKH (1983) konnten also Stérungen der Na*-K*-ATPase sowohl fiir eine erhohte als
auch flar eine verminderte Erregbarkeit der Nervenzellen verantwortlich sein. Bei

psychisch kranken Menschen mit bipolarer Stérung (manisch-depressive Symptomatik)
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werden sowohl Phasen gesteigerter als auch stark herabgesetzter neurologischer Aktivitat
vermutet. Zudem fiihrte bei diesen Patienten in vielen Féllen die empirische Anwendung
von Lithium-Salzen zu einer Verbesserung des Krankheitsbildes (CADE, 1949; MAGGS,
1963; ScHou, 1968). Wegen der engen chemischen Verwandtschaft von Lithium, Natrium
und Kalium erschien hier ein Zusammenhang mit der Na'-K*-ATPase naheliegend, und es
wurden zahlreiche Untersuchungen zu dieser Thematik durchgefiuihrt (AKAGAWA et al.,
1980; ALEXANDER et al., 1986; Dick et al., 1978; GLEN, 1968; HOKIN-NEAVERSON et al.,
1975 und 1976; LINNOLIA et al., 1983; NAYLOR et al., 1973; REDDY et al., 1989 SENGUPTA
et al., 1980). Die Ergebnisse der Studien sind insgesamt sehr uneinheitlich: Einige
Arbeitsgruppen fanden eine verminderte Aktivitat der Na'-K*-Pumpe bei Patienten mit
bipolarer Stérung (Dick et al., 1978; GLEN, 1968; HOKIN-NEAVERSON et al., 1975 und
1976; NAYLOR et al., 1973; REDDY et al., 1989). Andere wiederum fanden sie normal oder
sogar erhdht (AKAGAWA et al., 1980; ALEXANDER et al., 1986; LINNOLIA et al., 1983;
ReDDY et al., 1989; SENGUPTA et al., 1980) bzw. stellten fest, dass sie wahrend der
symptomatischen Phase und auch bei unipolar depressiven Patienten verandert war, um
sich in der symptomfreien Zeit wieder zu normalisieren (AKAGAWA et al., 1980; NAYLOR et
al., 1973; REDDY et al., 1989). Weitere Hinweise auf eine Verkniipfung zwischen Na*-K"-
ATPase-Aktivitdt und zentralnervdsen Stérungen ergaben die Untersuchungen von
RAPPORT et al. (1975), der in epileptischen Herden im Gehirn eine verringerte Aktivitéat der
Na’-K*-Pumpe nachwies.

Neben pathologischen Zustdnden gibt es im Tierversuch auch Hinweise auf
Zusammenhinge zwischen der Aktivitit der Na'-K'-ATPase und bestimmten
Verhaltensweisen. So stellten OAKNIN et al. (1989) an mannlichen Ratten erhohte

Aktivitaten der Na'-K"-ATPase wéhrend des Sexualverhaltens fest.
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2.5  Selektion, Verhalten und Stoffwechselphysiologie bei Nutzgefltgel

2.5.1 Grunde und Voraussetzungen fur eine Selektion auf Verhaltensmerkmale

Die genetische Selektion von Tieren auf verbesserte Anpassung ihres Verhaltens an
kommerzielle Haltungssysteme bietet ein groes und bisher nicht konsequent genutztes
Potential zur Erh6hung von Wohlergehen und Produktivitat in gleichem MaRe (FAURE und
MiLLs, 1995 und 1998; FAURE et al., 2003; JONES und HOCKING, 1999; MIGNON-GRASTEAU
und FAURE, 2002).

Die Leistungszucht bei Nutzgefliigel hat in manchen Linien zu Nebeneffekten in Form von
unerwiinschten Verhaltensweisen (Panikreaktionen, Federpicken, Kannibalismus) gefiihrt.
Gezielte Selektion kann solchen Tendenzen nicht nur entgegenwirken, sondern auch
erwinschte Verhaltensmerkmale verstarken (FAURE et al., 2003; JONES und HOCKING,
1999; MIGNON-GRASTEAU und FAURE, 2002).

Allgemeine Verhaltensmerkmale wie Furchtsamkeit, Stressanfélligkeit und Sozialverhalten
beeinflussen das Leben der Tiere in verschiedensten Situationen und Haltungssystemen.
Sie bieten sich daher flr eine Selektion an. Die direkten oder indirekten Messungen des
Merkmals zur Auswahl der Zuchttiere mussen personell und finanziell realisierbar sein.
Nicht zuletzt ist fir den Selektionserfolg eine ausreichend hohe Heritabilitat (h%)
ausschlaggebend (FAURE und MiLLs, 1995 und 1998; FAURE et al., 2003; MIGNON-
GRASTEAU und FAURE, 2002).

Das realisierte h® kann im Anschluss an jeden Selektionsversuch berechnet werden.
Zuverléssige Schatzungen der Heritabilitdt eines Merkmals sind aber nur nach
umfangreichen Messungen an Tieren einer gemeinsamen genetischen Herkunft moglich.
Tab. 2-1 zeigt die errechneten bzw. geschatzten Heritabilitdten fir die Merkmale der im
folgenden beschriebenen Versuche. Bei diesen Experimenten sind zum Teil in Bezug auf
ein bestimmtes Merkmal vollstdndig voneinander getrennte Linien entstanden. Diese
Reinzuchtlinien mit unterschiedlichem Verhaltensmuster sind die Basis fur die Suche nach

den  zugrundeliegenden  Genen  (MIGNON-GRASTEAU  und  FAURE,  2002).
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2.5.2 Selektionsexperimente an japanischen Wachteln

2.5.2.1 Selektion auf lange bzw. kurze tonische Immobilitat

Die Neigung zu starker Furchtsamkeit und Panikreaktionen fihrt in der
Nutzgeflugelhaltung zu erheblichen Verlusten. Tiere, die im Umgang mit Artgenossen,
betreuenden Personen und Umweltreizen zu Angst- und Fluchtreaktionen neigen, kénnen
sich und andere verletzen und leiden unter permanentem Stress. Dies verringert wiederum
ihre Produktivitat und ihre Wirtschaftlichkeit. Die verminderte Anfalligkeit fur Furcht und
Stress ist fur Nutztiere generell vorteilhaft (FAURE et al., 2003; MIGNON-GRASTEAU und
FAURE, 2002).

Als Maoglichkeit zur Quantifizierung der allgemeinen Furchtsamkeit bei Gefllgel bietet
sich die tonische Immobilitat ,,TI* an. Hierbei handelt es sich um eine krampfahnliche
Starre mit herabgesetzter Reaktionsfahigkeit bei starker Furcht, die eine fur Hihnervogel
typische Schutzreaktion auf Beutegreifer ist und auch manuell induziert werden kann.
Frihere Beobachtungen (FAURE, 1982) lassen den Schluss zu, dass die Dauer der TI
proportional zur Furcht des Vogels zum Zeitpunkt der Induktion ist. In der
Geflugelforschungsstation des Nationalen Instituts fur Agrarforschung (Institut National de
la Recherche agronomique, INRA) in Nouzilly (Frankreich) selektierten MiLLS und FAURE
(1991) japanische Wachteln (Coturnix japonica) auf zwei Verhaltensmerkmale mit
allgemeiner Aussagefahigkeit, von denen eines die tonische Immobilitat war. Die
Ausgangspopulation fir alle Selektionsexperimente bestand aus Kreuzungstieren zweier
kommerziell erhéltlicher Wachtellinien. Eine festgelegte Anzahl Tiere aus dieser
Population wurde auf die Dauer ihrer T| getestet.

Hierzu wurden neun bis zehn Tage alte Kiken mit der Methode nach JONES und FAURE
(1981) in einer speziellen Haltevorrichtung (Abb.2-11) auf den Ricken gelegt und zehn
Sekunden lang vorsichtig fixiert, um die Tl zu induzieren. Die Anzahl der notwendigen
Induktionen und die Zeit bis zum selbstdndigen Aufrichten des Tieres wurden gemessen.
Abhangig von der individuellen TI-Zeit wurden die Wachteln in zwei Gruppen (hohe bzw.
niedrige Messergebnisse) eingeteilt. In der Gruppe der langen TI-Zeiten wurden von nun
an stets die Tiere mit den h6chsten Messwerten als Elterntiere fir die néchste Generation
eingesetzt, in der zweiten Gruppe wurde analog auf moglichst kurze Dauer der TI

selektiert. So entstanden die Linien STI (short tonic immobility) und LTI (long tonic
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immobility). Eine weitere Gruppe aus der ursprunglichen Population blieb unselektiert und
diente als Kontrolllinie CON (FAURE und MiLLs, 1995 und 1998; FAURE et al., 1996 und
2003; MiLLs und FAURE, 1991).

Abb.2-11: Tonische Immobilitat in Haltevorrichtung
(FAURE und MiLLs, 2000)

Die drei Linien unterschieden sich ab der vierten Selektionsgeneration im Merkmal TI
signifikant voneinander; ab der achten Generation Uberschnitten sich die
Standardabweichungen der Linien STI und LTI nicht mehr (MiLLS und FAURE, 1991), so
dass hier von der Entstehung zweier genetisch unterschiedlicher Populationen ausgegangen
werden kann. VVor Beginn der Selektion betrug die durchschnittliche Dauer der Tl etwa 50
Sekunden. Nach 20 Generationen dauerte die TI in der hohen Linie LTI durchschnittlich
216 Sekunden, in der niedrigen Linie STI nur 9 Sekunden; die Kontrolle wies weiterhin
eine durchschnittliche TI-Dauer von etwa 50 Sekunden auf (FAURE und MiLLs, 1998). Die
STI-Tiere bendtigten zudem signifikant mehr Induktionen zur Auslésung der TI (MiLLS
und FAURE, 1991). Die soziale Motivation (social reinstatement behaviour, SR) wurde von
dieser Selektion nicht signifikant beeinflusst (MiLLS und FAURE, 1991; FAURE und MILLS,
1998). Die Unterschiede in der Dauer der Tl zwischen den Linien blieben Uber
verschiedene Altersstufen hinweg bis hin zu den adulten Tieren signifikant (LAUNAY et al.,
1993a). Die errechneten Heritabilitdten fir die Dauer der TI finden sich in Tab. 2-1.
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2.5.2.2 Selektion auf hohe bzw. niedrige soziale Motivation

In den heutigen Haltungssystemen der Geflugelwirtschaft kommt es oft zu Problemen
durch grofl3e Gruppen, hohe Besatzdichten und die hieraus resultierenden Aggressionen der
Tiere untereinander. Unter diesen Bedingungen sind Tiere mit ausgepragtem
Gruppeninstinkt im Vorteil, die aktiv die Ndhe von Artgenossen suchen und sich ihnen
nicht aggressiv nahern (FAURE und MiLLs, 1995). Aus diesem Grund war die soziale
Motivation  (social reinstatement behaviour, SR) das zweite allgemeine
Verhaltensmerkmal, auf das Wachteln des INRA in Frankreich selektiert wurden (MiLLS
und FAURE, 1991). Die Ausgangspopulation fir die Selektion auf hohe bzw. niedrige
soziale Motivation war dieselbe wie flr die Etablierung der Linien STI und LTI am INRA
in Nouzilly. Das messbare Merkmal war in diesem Fall die Bereitschaft der VVdgel, sich fur
das Erreichen von Artgenossen anzustrengen. Bei sechs bis acht Tage alten Wachtelkiiken
wurde in einem Versuchsaufbau mit Laufband (Abb.2-12) gemessen, welche Distanz sie
auf dem Weg zu Artgenossen zurlickzulegen bereit waren. Analog zur Selektion auf lange
und kurze TI erfolgte eine Einteilung in getrennte Gruppen und Auswahl der Tiere mit den
hochsten und niedrigsten Werten als Zuchttiere. So entstanden die Linien HSR (high social

reinstatement) und LSR (low social reinstatement).
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In der unselektierten Ausgangspopulation Fo lag die auf dem Laufband zurlickgelegte
Strecke durchschnittlich bei ca. 14 m. Schon ab der ersten Selektionsgeneration F; waren
die Unterschiede im Merkmal soziale Motivation zwischen den Linien HSR und LSR
signifikant; ab F, unterschieden sich alle drei Linien signifikant voneinander, und ab Fg
gab es nahezu keine Uberschneidung der Standardabweichungen mehr (MiLLS und FAURE,
1991). Nach 20 Generationen (F 2) legten die Tiere der Linie HSR im Schnitt 59 m, die
Tiere der Linie LSR nur 4 m auf dem Laufband zurlck; die Kontrolle CON lag bei ca. 7 m
(FAURE und MiLLS, 1998). Diese Selektion hatte keine Auswirkungen auf die Dauer der
tonischen Immobilitdt (MiLLs und FAURE, 1991; FAURE und MiLLs, 1998). Die
Unterschiede zwischen den drei Linien LSR, CON und HSR blieben auch bei einer
Wiederholung der Versuche mit adulten Tieren stets signifikant (LAUNAY et al., 1993a).

Tab. 2-1 zeigt die errechneten Heritabilitaten fur die Starke der sozialen Motivation.

2.5.2.3 Selektion auf hohe bzw. niedrige Stresshormonspiegel

An der Louisiana State University in den USA arbeiten SATTERLEE und JOHNSON ebenfalls
mit japanischen Wachteln, an denen sie unter anderem eine Selektion auf
Stressempfindlichkeit durchfiihrten. Hierzu wurden die Tiere einem definierten Stress
(finfmindtige mechanische Immobilisation durch Fixieren in einem engen Ka&fig)
ausgesetzt und anschlielend der Plasma-Corticosteronspiegel bestimmt. Dieser
biochemische Parameter gilt als MaR flr die Intensitat der individuellen Stressreaktion und
lasst deshalb indirekt Ruckschlisse auf die Stressanfélligkeit der Tiere zu. Aus den
Wachteln mit den héchsten Werten entstand die als HS (high stress) bezeichnete Linie; die
Tiere mit den niedrigsten Werten bildeten die Linie LS (low stress). Es wurde eine
unselektierte Kontrolllinie CON gehalten (SATTERLEE und JOHNSON, 1988). Die
errechneten und geschétzten Heritabilititen fur den Stresshormonspiegel nach

mechanischer Immobilisation finden sich in Tab. 2-1.

2.5.2.4 Selektion auf hohe bzw. niedrige Staubbadeaktivitat

Das Staubbaden stellt einen festen Bestandteil des Verhaltensrepertoires der Hiihnervigel

dar, ist jedoch in der heute noch bergangsweise erlaubten Kafighaltung nicht mdglich. In
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Bonn fuhrte GERKEN (1983) an japanischen Wachteln eine Selektion auf hohe bzw.
niedrige Staubbadeaktivitat durch.

Als ,,Staubbadeaktivitat“ (SA) definierte sie nach einem Vorversuch die Anzahl des
Flugelschiittelns pro Staubbad, da sich dieses Merkmal als einfach zu beobachten und gut
wiederholbar herausstellte. Abb.2-13 zeigt die erfassten Merkmale wéhrend eines
Staubbades. Zugunsten einer hdheren Selektionsintensitdt fanden Beobachtung und
Selektion ausschlielich an mannlichen Tieren statt. Aus den Tieren mit der hdchsten SA
entstand die Linie H, die Tiere mit den niedrigsten Indizes wurden zu den Vatertieren der
Linie N. Die unselektierte Kontrolle wurde als Linie K bezeichnet. Die Zweiwegeselektion
flihrte bereits nach drei Generationen zu hochsignifikanten Unterschieden zwischen allen
drei Linien im Selektionsmerkmal, wobei N stets die niedrigsten, H stets die hochsten und
K stets intermediédre Werte aufwies. Die nicht selektierten Merkmale Staubbadedauer und -
intensitat (Anzahl des Fligelschuttelns pro Minute) entwickelten sich hochsignifikant
gleichsinnig (GERKEN, 1983).

Das Experiment wurde zunéchst bis in die neunte Selektionsgeneration fortgefihrt
(GERKEN und PETERSEN, 1987). Nach dieser Zeit betrug die Anzahl des Flugelschittelns
pro Staubbad bei Wachteln der Linie N im Durchschnitt etwa sieben, in der Linie K etwa
dreizehn und in der Linie H etwa vierundzwanzig. Der Anteil der Tiere, die in der
beobachteten Zeit kein Staubbad begannen, stieg in Linie N und sank in Linie H; diese
»Nichtbader* wurden allerdings von der Zucht ausgeschlossen. Die Werte fir die Linie K
lagen in allen Generationen zwischen den Werten von N und H. Die Staubbademerkmale
Latenzzeit bis zum Beginn, Dauer und Intensitat waren stets hochsignifikant positiv
korreliert mit dem Selektionsmerkmal. (GERKEN, 1983; GERKEN und PETERSEN, 1987,
GERKEN, 1991). Diese Ergebnisse zeigen, dass auch Verhaltensweisen, die als elementare
und somit relativ starre Bedirfnisse gelten, durch Selektion beeinflussbar sind. Die

errechneten und geschatzten Heritabilititen fur SA sind in Tab.2-1 aufgefihrt.
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Abb. 2-13: Erfasste Verhaltensmerkmale wéhrend eines Staubbades (GERKEN, 1983)

Tab. 2-1: Realisierte und geschétzte Heritabilititen von an Wachteln selektierten

Verhaltensmerkmalen

Tonische Immobilitat T1 | , ) )
h“ realisiert | h° geschatzt | Quelle

LTI 0,24

STI 0,28 FAURE et al., 1996
Soziale Motivation (Berechnungen nach acht
HSR 0,43 Generationen)

LSR 0,11

Stresshormonspiegel
SATTERLEE und JOHNSON,

HS 0,28-0,33 0,23
1988
LS 0,15-0,19 0,21
Staubbadeaktivitét GERKEN, 1991
H 0,23 0,32 (Berechnungen nach 17

N 0,16 0,28 Generationen)
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2.5.3 Korrelierte Auswirkungen der Selektion auf die Tiere

Verschiedene Studien haben sich mit den korrelierten Verédnderungen verschiedener
Merkmale der vorgestellten Wachtellinien befasst. Zur Untersuchung der allgemeinen
Furchtsamkeit wurde die Aktivitat der Tiere im Open Field beobachtet, die Zeit bis zu
ihrem Auftauchen aus einer geschitzten Umgebung gemessen und ihre Reaktion auf
unbekannte  Objekte, Gerdusche, und Situationen bewertet. In Tests des
Isolationsverhaltens sowie Messungen der Individualdistanzen und des Gruppeninstinkts
wurde das Sozialverhalten quantifiziert. Des weiteren wurden Leistungsdaten,

biochemische Parameter und genetische Charakteristika erfasst und analysiert.

2.5.3.1 Auswirkungen der Selektion auf die Furchtsamkeit

Tiere der Linien STI und HSR waren aktiver im Open Field und leichter zu fangen als ihre
Artgenossen der Linien LTI und LSR. Im Auftauchtest (Abb.2-14) kamen Wachtelkiiken
der Linien STI, HSR und LS schneller aus einer dunklen Kiste hervor als Tiere der Linien
LTI, LSR und HS (JONEs et al., 1991; JONES et al., 1999; MiLLS et al., 1993; MiLLs und
FAURE, 2000). Beim Einfangen sowie beim ,Kieselsteintest”, in dem das Picken nach
Steinchen als Zeichen fur furchtloses Neugierverhalten gilt, gab es zwischen den Linien
HS und LS keine signifikanten Unterschiede (JONES et al., 2004; SATTERLEE und JONES,
1997). Bei den Wachteln mit unterschiedlicher Staubbadeaktivitat waren Tiere der Linie N

bei der Konfrontation mit einem Bleistift in ihrem Kafig (,,Bleistifttest*), im Auftauchtest

und bei der Induktion der tonischen Immobilitat signifikant furchtsamer als Tiere der Linie
H (GERKEN, 1983 und 1991; GERKEN und PETERSEN, 1985 und 1987; GERKEN et al.,
1988).

Abb.2-14: | Auftauchtest* mit der Hole-in-
the-Wall-Box (FAURE und MiLLS, 2000)
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Auf ein drei Sekunden andauerndes unbekanntes Gerdusch reagierten LTI-Wachteln im
Gegensatz zu den STI-Tieren mit deutlichen Anderungen der Herzfrequenz und —
amplitude (GAUDINIERE et al., 2002); ein unbekanntes Objekt im Kafig fuhrte bei ihnen zu
erhéhtem Plasma-Cortisolspiegel (FAURE et al., 1996; FAURE und MiLLS, 1998).

LTI-Wachteln brauchten signifikant langer als STI-Tiere, um ein unbekanntes Futter zu
akzeptieren (TURRO-VINCENT et al., 1995), wobei jedoch beide Linien gleich schnell eine
Aversion gegen bitteres Futter erlernten (RICHARD et al., 2000). Tiere mit langer TI
verfielen bei mechanischer Bewegungseinschrankung im Druckkéfig in Starre, wahrend
die STI-Wachteln eher mit Befreiungsversuchen reagierten (JONES et al., 1994). Wurden
Tiere der Linien HS und LS erneut dieser Immobilisation ausgesetzt, so reagierten die HS-
Wachteln haufiger mit Erstarren und zeigten von Mal zu Mal einen deutlichen Anstieg der
Plasma-Corticosteronwerte, wéhrend die LS-Tiere eher zu Abwehrbewegungen neigten
(JONES et al., 2000). In Kreuzungen der Linien HS, LS und CON hatten HS-Kreuzungen
die hochsten Plasma-Corticosteronwerte nach Immobilisation; auch der maternale Einfluss

war signifikant (ODEH et al., 2003 a und b).

2.5.3.2 Auswirkungen der Selektion auf das Sozialverhalten

Junge Wachteln der Linie mit hoher sozialer Motivation HSR wiesen im Open Field
signifikant geringere Individualdistanzen auf als die Tiere der LSR-Linie (FRANCOIS et al.,
1999) und haben generell eine grolere Tendenz, Artgenossen aufzusuchen (JONES et al.,
1996). Dabei machen sie deutliche Unterschiede: Nur die Nahe von Tieren der gleichen
Spezies wird gesucht (MiLLs et al., 1995); darlber hinaus bevorzugen HSR-Wachteln die
Néhe anderer HSR-Tiere (CARMICHAEL et al., 1998). Beide Linien sind in der Lage,
zwischen einem Artgenossen aus ihrer eigenen Aufzuchtgruppe und einem fremden Tier
zu unterscheiden, wobei die HSR-Wachteln gegeniiber Fremden ein nicht-aggressives,
neugieriges Verhalten an den Tag legten, wahrend die LSR-Wachteln den Neuling eher
ignorierten (JONES et al., 1996; FRANCOIs et al., 2000). Hatten die Wachteln die Wahl
zwischen einem ,kahlen* Aufenthaltsort mit Sichtkontakt zu Artgenossen und einem
einsamen, jedoch ,attraktiven” Bereich mit Futter, Wasser und Einstreu, so entschieden
sich die HSR-Wachteln zwischen der 4. und der 6. Lebenswoche signifikant haufiger fir
die N&he anderer Wachteln als die LSR-Tiere (FRANCOIS et al., 1998). Sie riefen auch

mehr und eher nach Artgenossen, suchten verstarkt ihre Nahe und interagierten mit ihnen
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(LAUNAY et al., 1991). Auf Isolation reagierten die HSR-Wachteln mit mehr Rufen und
Hipfen sowie mit deutlicher héheren Blut-Cortisolwerten als die Tiere der LSR-Linie
(MiLLs et al., 1993).

Die Gewohnung an unbekanntes Futter wurde bei HSR-, nicht jedoch bei LSR-Tieren
durch Artgenossen als Vorbilder beschleunigt (FAURE und MiLLs, 1998).

Tiere der Linie H paarten sich signifikant ofter und waren tendenziell aggressiver

gegeniber einer Wachtelkopfattrappe als Tiere der Linie N.

2.5.3.3 Auswirkungen der Selektion auf Leistung, Biochemie und Genetik

Waéhrend MIGNON-GRASTEAU und MINVIELLE (2003) keinen Zusammenhang zwischen der
Dauer der Tl und verschiedenen Legeleistungsparametern fanden, zeigten die STI-
Wachteln in einer anderen Untersuchung von MINVIELLE et al. (2002) tendenziell héhere
Legeleistungen und Gewichtszunahmen als die LTI-Tiere. LTI-Tiere reagierten auf Stress
vor dem Schlachten mit erh6htem pH und Tropfwasserverlust im Brustmuskel (REMIGNON
et al., 1998). In den Linien HS und LS war die Geschwindigkeit der Bewéltigung eines T-
Labyrinthes positiv mit der téglichen Legeleistung korreliert (MARIN et al., 2002).
Mannchen der Linie LS wurden friiher geschlechtsreif als Mannchen der Linie HS
(SATTERLEE et al., 2002). Die Selektion auf Staubbadeaktivitat hatte keinen signifikanten
Einfluss auf die Leistungsparameter 12-Wochen-Gewicht, Alter beim ersten Ei,
Legeleistung, Befruchtungs- und Schlupfraten der Bruteier (GERKEN, 1983 und 1991,
GERKEN und PETERSEN, 1985 und 1987; GERKEN et al., 1988).

Auf der Suche nach mdglichen Ursachen fir die Varianz in der Dauer der Tl hat man
festgestellt, dass die Benzodiazepinrezeptoren im Vorderhirn der LTI-Wachteln eine
héhere Bindungsfahigkeit als die der STI-Tiere aufweisen (HOGG et al., 1996).

Fur die Intensitat der sozialen Motivation ist mdglicherweise der Corticotropine releasing
factor ,,CRF* mitverantwortlich (LAUNAY et al, 1993b).

Vergleichende DNA-Analysen an Reinzucht- und Kreuzungstieren der Linien STI und LTI
haben die Existenz eines Gens fur die Furchtsamkeit mit hoher Wahrscheinlichkeit belegt
(P <0,001), so dass nun gezielt an der Entwicklung von Markern fir QTL (Quantitative
Trait Loci) gearbeitet wird. Langfristiges Ziel dieser Arbeit ist die Erstellung einer
vollstdndigen Genkarte, wie sie fur das Huhn bereits existiert, und die Identifikation der
wichtigsten Genloci (RoussoT et al., 2001 und 2002).
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2.5.4 Sonstige Untersuchungen

In der Forschung Uber Zusammenhdnge zwischen Selektion, Verhalten und
Stoffwechselphysiologie gibt es zu Geflugel allgemein und zur japanischen Wachtel
speziell noch zahlreiche weitere Untersuchungen. Beispielhaft seien lediglich erwéhnt:

Broiler, die die Anfangsphase eines T-Labyrinths schnell meisterten, zeigten hohere
Zunahmen als ihre langsameren Artgenossen (MARIN et al., 2003). Beim Vergleich einer
schweren mit einer leichten Wachtellinie zeigten sich die leichten Tiere furchtsamer als die
schweren (JONES et al., 1997). In einem Kreuzungsexperiment einer schweren mit einer
leichten Wachtellinie waren die Kreuzungstiere weniger angstlich als die Reinlinien und
wichen hierin zum Teil erheblich vom Mittelwert der Elterntiere ab (ZIMMER-RUHLE et al.,
1992). Wachteln aus einer Linie mit hoher Laufaktivitat waren schwieriger einzufangen als
Tiere mit niedriger Laufaktivitat (BESSEI et al., 1983). Mannliche Wachteln einer Linie mit
hoher Paarungsfrequenz hatten ein hoheres durchschnittliches Kérpergewicht, gesteigerte
Aggressivitat und gréRere Kloakaldrisen als Tiere mit niedriger Paarungsfrequenz (YANG
et al., 1998). Das Sexualverhalten von mannlichen japanischen Wachteln konnte durch
Verabreichung von Dopaminagonisten und —antagonisten beeinflusst werden

(BALTHAZART et al., 2002).
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien und Enzyme

Alle verwendeten und nachstehend aufgelisteten Chemikalien wiesen pro-analytische

Qualitat auf und wurden von der Sigma-Aldrich GmbH (Taufkirchen) bezogen.

Adenosindiphosphat (ADP), Adenosintriphosphat (ATP), bovines Serumalbumin (BSA),
Ethylendiamin-Tetraessigsaure (EDTA), Glutamat-Malat, Kaliumchlorid, Kaliumphosphat,
Laktatdehydrogenase (LDH), Magnesiumchlorid, Natriumchlorid,  Natriumnitrat,
reduziertes Nicotinamidadenindinucleotid (NADH), Ouabain, Phospoenolpyruvat (PEP),
Protease, Pyruvatkinase (PK), Saccharose, Succinat, Sucrose, 2-Amino-2-
(hydroxymethyl)-1,3-Propandiol (Tris)

3.1.2 Puffer und Lésungen

Transport- und Isolationsmedium fur die Leber- und Muskelproben (pH 7,5):

Saccharose 250 mM

Tris-HCI 10 mM

Inkubationsmedium zur Bestimmung der mitochondrialen Atmungsaktivitéat (pH 7,5):

Saccharose 200 mM

Tris-HCI 5 mM
Kaliumphosphat 12 mM
MgCl, 5 mM

EDTA 1 mM

NaCl 10 mM

Medium zum Homogenisieren des Gehirns (pH 7,0):
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Sucrose 250 mM
EDTA 1,25 mM
Tris 10 mM

Reaktionspuffer 1 zur Aktivitatsbestimmung der Mg-ATPase (pH 7,4):
Tris 130,9 mM

EDTA 1,05 mM

NaCl 125,6 mM

KCI 13,09 mM

NaNO; 5,24 mM

NADH 0,52 mM

PEP 2,62 mM

Ouabain 1,06 mM

Reaktionspuffer 2 zur Aktivitatsbestimmung der Gesamt-ATPase (pH 7,4):

Tris  130.9 mM
EDTA 1,05mM
NaCl 125,6 mM
KCl 13,09 mM
NaNO; 5,24 mM
NADH 0,52 mM
PEP 2,62 mM

ATP-L0Osung zur Aktivitatsbestimmung der ATPasen:

ATP 200 mM
MgCl 200 M

3.1.3 Gerate

Brutapparat (Schumacher, Lardenbach), Clarkzelle mit Mikromagnetriihrer und stationarer

Platin-Silber-Elektrode (Bachhofer, Reutlingen), Glas-Teflon-Homogenisator Typ RM 22

(Janke und Kunkel, Staufen), Kompensationsschreiber L 6512 (Linseis,

Selb),

Kompensationsschreiber L 250 E (Linseis, Selb), Kiihlzentrifuge mit SS 34 Rotor (Sorvall,
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Langenselbold), Messkammer nach GAULY (1991) mit Platin-Silber-Elektrode
(Bachhofer, Reutlingen), Nanoampéremeter Typ N23 (Knick, Berlin), Nanoamperemeter
Typ N23/2 (Knick, Berlin), Spektrometer DU 64 (Beckman-Coulter, Krefeld), Wasserbad
mit Thermostat (Lauda Dr. R. Wobser GmbH, Lauda), Wasserbad ,,Thermomix 1441*(B.

Braun, Melsungen)

3.1.4 Untersuchte Tiere und ihre Haltung

Die Untersuchungen fanden zunédchst an Bruteiern japanischer Wachteln (Coturnix
japonica), spater an den hieraus geschlupften Tieren statt. Die Bruteier wurden
freundlicherweise von Frau Prof. Dr. Gerken und Herrn Prof. Dr. Petersen zur Verfligung
gestellt. Sie entstammten drei Wachtellinien, die im Zuge eines Modellversuchs an der
Friedrich-Wilhelm-Universitat in Bonn etabliert worden waren. Im Rahmen verschiedener
Untersuchungen (GERKEN, 1983; GERKEN und PETERSEN, 1987; GERKEN, 1991) wurden
die Tiere Uber 17 Generationen hinweg einer Selektion auf hohe (Linie H) bzw. niedrige
(Linie N) Staubbadeaktivitit unterworfen; als Kontrolle wurde die unselektierte Linie K
gehalten. Es wurden nur ménnliche Tiere beobachtet und selektiert, um die gréitmogliche
Selektionsintensitdt zu erreichen. Zur Quantifizierung der Staubbadeaktivitdt wurde in
diesem Zusammenhang die H&ufigkeit des ,vertikalen Fligelschittelns* pro Staubbad
erfasst, das eine aus mehreren schnellen Teilhandlungen bestehende charakteristische
Bewegung ist.

Das Ausbriten der Eier der Linien N, K und H sowie die Aufzucht und Haltung der
Wachteln erfolgten auf der Lehr- und Forschungsstation ,,Oberer Hardthof* der Justus-
Liebig-Universitéat in Giel3en.

Bei den Messungen der embryonalen Atmungsaktivitat fand zundchst ein VVorversuch mit
30 Bruteiern statt (neun Eier der Linie N, zwolf Eier der Linie K und neun Eier der Linie
H), in dem der embryonale Sauerstoffverbrauch an jedem Tag des Brutverlaufs gemessen
wurde. Im Hauptversuch wurden dann in drei Brutdurchgédngen Messungen an weiteren
339 Eiern (107 Eier der Linie N, 106 Eier der Linie K und 126 Eier der Linie H)
durchgefihrt. Eier der Linien N, K und H wurden gleichméRig auf die Durchgénge verteilt,
um durchgangsbedingte Effekte statistisch zu eliminieren. Nach dem Schlipfen wurden die
Tiere gewogen und mit Fliigelmarken individuell gekennzeichnet.
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Zur Haltung der Wachteln diente ein Stall mit rechteckigem Grundriss
(ca. 15,60 m x 6,50 m), der in acht Abteilungen von jeweils ca. 3,90 m x 2,70 m aufgeteilt
war. Jeweils vier dieser Abteilungen lagen zu beiden Seiten eines Mittelganges fur die
Versorgung der Tiere. Es handelte sich um Bodenhaltung mit Sitzstangen aus Holz. Futter
und Wasser wurden in Kilkenlangstrogen bzw. aus Stilptranken angeboten.

In der ersten Lebenswoche kamen Kiikenringe und 24 Stunden-Dauerbeleuchtung zum
Einsatz, um den Tieren eine gute Orientierung zu ermdglichen; die Umgebungstemperatur
wurde durch Heizstrahler auf ca. 38 °C eingestellt und danach schrittweise um ca. 3 °C pro
Woche bis auf ca. 25 °C abgesenkt. Auch die Beleuchtungsdauer wurde schrittweise
gesenkt (18 h taglich in der zweiten Lebenswoche, 12 h taglich ab der dritten
Lebenswoche). Die Fitterung erfolgte ad libitum, wobei in der 1. - 3. Lebenswoche
kommerzielles Putenstarterfutter gemahlen und dann bis zur 6. Lebenswoche in pelletierter
Form verabreicht wurde (Tab. 3-1). Im Alter von 6 Wochen wurde die Fitterung auf

Legehennenfutter umgestellt.

Tab. 3-1: Futterungsschema der Wachteln

) ) Umsetzbare Energie
Alter der Tiere Art des Futters Rohproteingehalt
pro kg

Putenstarterfutter
< 3 Wochen 28 % 11,7 MJ

gemahlen

Putenstarterfutter
3- 6 Wochen _ 28 % 11,7 MJ

pelletiert
> 6 Wochen Legehennenfutter 18 % 13 MJ

3.2 Methoden

3.2.1 Kunstbrut und Messung der embryonalen Atmungsaktivitat

Die beschriebenen Messungen wurden in drei Durchgangen an 369 befruchteten

Wachteleiern auf dem ,,Oberen Hardthof* durchgefuhrt.



Material und Methoden 50

Die Eier wurden individuell gekennzeichnet, gewogen und das jeweilige Eivolumen
mittels Wasserverdrangung in einem Messzylinder festgestellt. AnschlielRend erfolgte die
Bebritung in einem Schumacher-Brutapparat bei 37,8 °C, wobei die Luftfeuchtigkeit
wahrend der Vorbrut (Tag 1-12) auf 65 %, wéhrend der Schlupfbrut (Tag 13 - 16) auf
85 % eingestellt wurde. Am 15. Bruttag wurden die Eier in eine Schlupfhorde eingelegt,
die ein individuelles Schlupfen, Erkennen und Zuordnen der Kiiken ermdglichte.

Im Vorversuch wurde die embryonale Atmungsaktivitit an jedem Bruttag, im
anschliessenden Hauptversuch am 7. und 12. Bruttag gemessen. VVor den Messungen
wurden die Bruteier jeweils geschiert und abgestorbene Embryonen aussortiert. Die vor
dem 7. Bruttag abgestorbenen Embryonen, bei denen keine Messung stattfinden konnte,
gingen nicht in die Ergebnisse und statistische Auswertung ein.

Zur Bestimmung der embryonalen Atmungsaktivitdt wurde eine nach GAuLY (1991)
modifizierte Messkammer (Abb. 3-1) mit stationdrer Platin-Silber-Elektrode nach CLARK
verwendet, wegen dieser Elektrode auch als Clarkzelle bezeichnet. Zu Beginn eines jeden
Messzyklus wurde die Kammer mit reinem gasformigen Stickstoff gefullt, um den
Nullpunkt des Sauerstoffgehaltes festzulegen und die Kompensationsschreiber zu eichen.
AnschlieBend wurde die Clarkzelle gedffnet und der Stickstoff wieder durch
atmospharische Luft ersetzt. Nach dem VerschlieRen der Zelle und dem Erreichen der
Inkubationstemperatur stellte sich innerhalb von ca. 20 Minuten ein Gleichgewicht ein, das
als Startpunkt bei hundertprozentiger Luftsattigung (Skt/Start) definiert wurde.

Nach diesen Vorbereitungen konnten die eigentlichen Messungen beginnen.
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Abb. 3-1: Clarkzelle modifiziert nach GAuULY (1991) aus KESSLER (1998)

Jedes Brutei wurde einzeln in die Messkammer eingelegt und diese luftdicht verschlossen.
Die konstante Bruttemperatur der Eier von 37,8 °C wurde durch permanente Umspilung
der Zelle mit warmem Wasser aufrecht erhalten. Der Sauerstoffabfall infolge der
embryonalen Atmung im Inneren der Clarkzelle verursachte an der erwahnten Platin-
Silber-Elektrode eine Spannungsschwankung und somit eine Anderung des Stromflusses,
die durch ein Nanoamperemeter quantifiziert und von einem Kompensationsschreiber
aufgezeichnet werden konnte. Die Eier wurden durchschnittlich 15 Minuten in der
Messkammer belassen. Aus den Aufzeichnungen des Kompensationsschreibers wurden
anschlieBend die verbrauchten Einheiten Sauerstoff pro Stunde (A Skt/h) mit folgender

Formel ermittelt:

C ASkt/h
O, inml/h = (KaVol - EiVol) x X

100 Skt/Start

KaVol = Kammervolumen
EiVVol = Eivolumen

c = Sauerstoffgehalt in % der Luft
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A Skt/h = Skaleneinheitenverbrauch pro Stunde
Skt/Start = Skalenteile bei Messbeginn

Im Anschluss an die Messungen wurden die Eier weiter bebrtet.

3.2.2 Schlachtung der Tiere und Gewinnung der Proben

Im Alter von 26 Wochen wurden 97 Wachteln zundchst gefangen und mittels Schlagholz
betdubt. AnschlieRend wurden die Tiere in hierfir vorgesehenen Trichtern kopfuber fixiert
und durch einen Kehlschnitt mit Eroffnung der grofRen Blutgefalle getotet. Es folgten das
Eintauchen in ein ca. 60°C heilRes Wasserbad und die Entfernung der Federn mit Hilfe
einer Rupfmaschine sowie manuell. Die Schlachtkorper wurden ventral von der Kloake bis
zum Brustbein er6ffnet und ausgenommen. Hierbei wurden die gesamte Leber und eine ca.
4 g schwere Probe von stets der gleichen Lokalisation der tiefen Brustmuskulatur
(Musculus pectoralis. profundus) sofort in eisgekihltes (ca. 2—-4 °C) isotonisches
Transportmedium gegeben und zur weiteren Bearbeitung in die Zentrale Biotechnische
Betriebseinheit (ZBB) der Justus-Liebig-Universitat GieRen tberfuhrt. Das Gehirn wurde

im Ganzen entnommen und bis zur weiteren Verwendung tiefgefroren.
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3.2.3 Bestimmung der mitochondrialen Atmungsaktivitat

Die Atmungsaktivitat isolierter Mitochondrien aus Leber und Pectoralismuskulatur wurde
in getrennten Versuchsansétzen mit den Substraten Succinat bzw. Glutamat-Malat
gemessen.

Die Isolierung der Mitochondrien erfolgte nach einer modifizierten Methode von DzAPO
und WAssMUTH (1973). 30 Minuten nach der Entnahme der Proben aus Leber und
Pectoralismuskulatur fand die weitere Préparation in einem Kuhlraum der ZBB bei 2 - 4° C
statt. Von jeder Probe wurden zunéchst sichtbare Blutreste, Fett- und Bindegewebe
entfernt und eine definierte Menge (2,5 g der Leber- bzw. 3,5 g der Pectoralisprobe) in ein
Becherglas mit Isolationsmedium eingewogen.

Das Probenmaterial wurde mit einer Schere vorzerkleinert und anschlieBend in einem
Glas-Teflon-Homogenisator gepottert. Beim Homogenisieren ist darauf zu achten, dass
sich der Glaskolben durch die Reibungswédrme nicht zu stark erhitzt, da dies die
freigesetzten Mitochondrien irreversibel schadigt. Um die Mitochondrienausbeute der
Muskelprobenansatze zu erhéhen, wurde dem homogenisierten Muskelgewebe 1 mg
Protease pro Gramm Frischgewebe zugesetzt und die Probe nach einer Inkubationszeit von
10 Minuten erneut homogenisiert. Im Anschluss erfolgte die stufenweise Isolierung der
freigesetzten Mitochondrien von den anderen Zellbestandteilen durch wiederholtes
Zentrifugieren. Durch die Zentrifugation bei 4 °C und 1000 g tber 10 Minuten wurden
zunichst Zelltrimmer und Zellkerne entfernt. Der Uberstand wurde dekantiert und im
nachfolgenden Schritt 10 Minuten lang bei 7500 g zentrifugiert, woraufhin die
Mitochondrien als Pellet sedimentierten. Der neue Uberstand wurde verworfen, die Pellets
je nach Gewebeherkunft in 2 ml (Musculus pectoralis profundus) bzw. 4 ml (Leber)
Isolationsmedium  resuspendiert und  homogenisiert. Die so  entstandene
Mitochondriensuspension wurde bis zum néchsten Arbeitsschritt eisgekdihlt.

Wie schon bei der embryonalen Atmung fand eine Clarkzelle mit stationarer Platin-Silber-
Elektrode Verwendung (Abb. 3-2). Die durch eine Teflonmembran geschiitzte Elektrode
befand sich am Boden der doppelt ummantelten Messkammer, die bis auf eine Kapillare
flr die Zugabe von Substraten luftdicht verschlossen werden konnte, um den Eintritt von
atmospharischem Sauerstoff zu minimieren. In der Messkammer wurde durch Umspilen
mit warmem Wasser eine konstante Inkubationstemperatur von 25 °C aufrecht erhalten.
Wéhrend der Messungen sorgte ein Mikromagnetriihrer fir eine gleichmaRige Verteilung

des Sauerstoffs im Reaktionsgemisch.
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Abb. 3-2: Versuchsanordnung zur Messung der mitochondrialen Atmungsaktivitét

Zundchst wurden 1,1 ml des auf 25 °C vortemperierten Inkubationsmediums in das
Reaktionsgefal einpipettiert und durch Bewegen mit dem Magnetriihrer mit Luftsauerstoff
abgesattigt. Nach dem Erreichen der Abséttigung wurde der zu diesem Zeitpunkt
gemessene Wert als Startpunkt der folgenden Reaktion definiert und die Messkammer
verschlossen. Aus der Kombination von Leber- und Muskelmitochondrienproben mit
Succinat bzw. Glutamat-Malat ergaben sich vier unterschiedliche Versuchsansédtze. Die
Messung und Erfassung der Verdnderung des Sauerstoffgehaltes, ausgedriickt in
Skalenteilen O, begann mit dem Einpipettieren von 100 ul der Mitochondriensuspension
und einer finfmindtigen Inkubationszeit der Mitochondrien. Diese Phase der Veratmung
endogener Substrate wird als Status 1 bezeichnet (Chance und Williams, 1956). Mit der
Zugabe von 50 pl 5mM Succinat bzw. 50 ul 5mM Glutamat-Malat als Substrat begann
Status 2, gekennzeichnet durch einen Abfall der Sauerstoffkonzentration im

Reaktionsmedium. Die Zugabe von 100 pl 0,34 mM ADP als Phosphatakzeptor leitete die
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Phase der aktiven Atmung der Mitochondrien (Status 3) mit hohem Sauerstoffverbrauch
ein. Nach der vollstdndigen Phosphorylierung des zugesetzten ADP zu ATP erfolgte der
Ubergang zum kontrollierten Status 4 mit einem deutlichen Rickgang des
Sauerstoffverbrauchs. Die Registrierung der Verénderungen im Sauerstoffgehalt im
Inneren der Messkammer durch die Clarklektrode und die Erfassung der Werte durch einen
Kompensationsschreiber erfolgten analog zu den Messungen des embryonalen
Sauerstoffverbrauchs. Abb. 3-3 ist an seine Aufzeichnungen angelehnt und zeigt
schematisch den Verlauf des Sauerstoffgehaltes in der Clarkzelle, wobei X dem
Gesamtsauerstoffgehalt in der Messkammer entspricht und Y dem Verbrauch im Status 3.
Die Berechnung der mitochondrialen Atmungsaktivitat fir die verschiedenen Stadien
erfolgte nach Estabrook (1967).

Skalenteile O,

Mi Substrat
100 _ v ADP _

80
60 1

40 1

Status 1 Status2 Status3 Status4 Veprlauf
—»

Abb. 3-3: Verlauf des Sauerstoffgehalts im Reaktionsgefa in den vier

Stadien der mitochondrialen Atmung mit Mi = Mitochondriensuspension;

Y = ASkt im Status 3; X = ASkt O, beim Start
Die Kurvenabschnitte konnten den jeweiligen Reaktionsstadien zugeordnet und aus den
abgelesenen Werten der Sauerstoffverbrauch in puMol flr die Abschnitte 1 bis 4 berechnet
werden. Der Sauerstoffverbrauch bezogen auf die Zeit wurde als Atmungsrate bezeichnet
und in pMol/min ausgedriickt.
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Die Atmungsrate fur den Status 3 berechnete sich wie folgt:

O, in uMol ASkt im Status 3 ml Reaktionsgefal

= [O,] im Medium x X

min ASkt O, beim Start min

Um die Werte der unterschiedlichen Tiere und Versuchsansétze miteinander vergleichen
zu koénnen, wurde diese Atmungsrate nun auf die Menge des im Reaktionsgemisch
enthaltenen Mitochondrienproteins bezogen, wobei zur Vereinheitlichung auf die Rate pro
Gramm Mitochondrienprotein umgerechnet wurde. Die Bestimmung des Proteingehaltes
der Suspension erfolgte zuvor mittels der Folin-Methode nach LowRy et al. (1951). Als
Standard diente Rinderserumalbumin. Weiterhin wurde der ADP/O-Quotient als Mal} fiir
die Effizienz der Atmungskette bestimmt, indem die Menge des zugesetzten ADP
(170 nMol) auf die Gesamtmenge des im gesamten Status 3 veratmeten Sauerstoffs
bezogen wurde (ESTABROOK, 1967). SchlieBlich lieR sich der Respiratorische
Kontrollindex RCR berechnen, indem man den Quotienten aus der Atmungsrate im Status
3 (aktive Atmung) und der Atmungsrate im Status 4 (kontrollierte Atmung nach Verbrauch
des ADP) bildete (Chance und Williams, 1956; Estabrook, 1967). Der RCR hat keine

MaReinheit und ist bei intakten Mitochondrien groRer als 1.

3.2.4 Bestimmung der Aktivitat der ATPasen im Gehirn

Die Aktivitatsbestimmung der membrangebundenen Natrium-Kalium-ATPase sowie der

Mg-ATPase erfolgte nach SCHARSCHMIDT et al. (1979). Im folgenden werden die dieser

Methode zugrundeliegenden Reaktionsschritte dargestellt:

Die ATPase spaltet das ATP in ADP und einen Phosphatrest P(i)

ATPase
ATP » ADP +P;
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Die Pyruvatkinase PK katalysiert die Umwandlung von Phosphoenolpyruvat (PEP) zu

Pyruvat; die hierbei freiwerdende Energie dient zur Umwandlung von ADP in ATP.

Pyruvatkinase
PEP + ADP + P; » Pyruvat + ATP

Das hieraus entstehende Pyruvat wird unter Oxidation von NADH+H" zu NAD"
zu Laktat umgewandelt.

Laktatdehydrogenase
Pyruvat + NADH+H" » Laktat + NAD"

Die Summengleichung der drei Einzelschritte sieht wie folgt aus:

PEP+NADH+H" » Laktat + NAD"+ P;

Zur Herstellung der Gehirnmembranpréparation wurde das tiefgefrorene Gehirn zunéchst in
einem 37 °C warmen Wasserbad aufgetaut; alle weiteren Schritte wurden bei 4 °C
durchgefihrt. 1 gr des Organs wurde mit einer Schere vorzerkleinert und in 10 ml Medium in
einem Glas-Teflon-Homogenisator in acht Schritten gepottert. Das entstandene Homogenisat
wurde gefiltert und unverdinnt verwendet.

Die Stammldsungen der Reaktionspuffer 1 (mit Ouabain) und 2 (ohne Ouabain) und die ATP-
Losung waren vorbereitet und wurden auf Eis aufbewahrt. 0,945 ml des auf 37 °C
vortemperierten Reaktionspuffers 1 bzw. 2 wurden mit je 0,025 ml der 200 mM ATP-L6sung
und 0,01 ml Enzymldésung (1000 U/ml LDH, 1000 U/ml PK) in einer beheizbaren 1 ml-
Kivette gemischt und 3 Minuten lang bei 37 °C inkubiert. Der Start der Reaktion erfolgte
durch das Hinzufligen der bis dahin auf Eis aufbewahrten Gehirnmembranpréaparation mit
anschlieBendem Mischen. Wahrend des Ablaufs der Reaktion wurde die Extinktion des

Gemischs in einem Spektrometer bei 340 nm und 37 °C Uber einen Zeitraum von finf
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Minuten alle sechs Sekunden gemessen. Die Extinktion des gleichen Gemischs ohne Zugabe
der ATP-L6sung wurde zur Definition des Leerwertes herangezogen.

Die Messung und Auswertung erfolgte mit dem Soft-Pac-Programmeinschub Kinetics
(Beckman-Coulter, Krefeld). Aus den linearen Extinktionsdnderungen wurde mit dem
molaren Extinktionskoeffizienten von NADH und der jeweiligen Proteinkonzentration die
Enzymaktivitdt in pmol freigesetzten P(i) pro mg Protein und Stunde errechnet. Im
Versuchsansatz ohne Ouabain waren beide ATPasen aktiv. Im Versuchsansatz mit Ouabain
war die ouabainsensitive Na-K-ATPase gehemmt, so dass die gemessene Aktivitat lediglich
der Mg-ATPase entsprach. Die Differenz der beiden Ansétze entsprach der Na-K-ATPase-
Aktivitat.

3.3  Statistische Auswertung:

Mittels Chi-Quadrat-Test wurden die Verlust- und Schlupfraten zwischen den Wachtellinien
und den Durchgangen auf Unterschiede Uberpruft. Fir die statistische Auswertung wurde das
Programm ,,Statistical Package for the Social Science* (SPSS) fir Windows Version 10.0
genutzt. Mit Hilfe dieser Software wurde die deskriptive Statistik, der Test auf
Normalverteilung nach ~ KOLMOGOROV-SMIRNOV  (1997), PEARSONSCHE
Korrelationsberechnungen und eine Varianzanalyse durchgefuhrt. Es wurden zwei statistische
Modelle zugrunde gelegt, um fixe Effekte und Kovariablen im Hinblick auf die untersuchten

Merkmale schatzen zu kénnen.
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Modell 1:
Oziju = 1 + Durchgang i + Linie j + Verbleib k + KOV (EFM jjq) + € iju

O2ijui O, -Verbrauch in ml am 7. bzw. 12. Bruttag des Wachtelembryos |

M Mittelwert

Durchgang i fixer Einfluss des Durchgangs i auf den O, -Verbrauch des
Wachtelembryos | (i=1 - 3)

Linie j fixer Einfluss der Linie j auf den O, -Verbrauch des
Wachtelembryos | (j=1-3)

Verbleib k fixer Einfluss des Verbleibs k auf den O, -Verbrauch des

Wachtelembryos | (k=1 - 3)
KOV (EFM jja)b  linearer Einfluss der Eifrischmasse auf den O, -Verbrauch des
Wachtelembryos |

EFM jju Eifrischmasse des Wachtelembryos |
€ ijl zufallige Restkomponente
Modell 2:

O, ijk =1 + Linie i+ Versuchstag j + € ij

O2ijk O, -Verbrauch in ml der Leber- bzw. Pectoralismitochondrien von Tier k

M Mittelwert

Linie i fixer Einfluss der Linie i auf den O, -Verbrauch der Mitochondrien von Tier
k(i=1-3)

Versuchstag j  fixer Einfluss des Versuchstages j auf den O, -Verbrauch der Mitochondrien
vonTierk (j=1-7)

€ ijk zufallige Restkomponente
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4 Untersuchungsergebnisse

4.1  Uberlebensrate und Schlupffahigkeit

369 befruchtete Bruteier mit einem durchschnittlichen Eigewicht von 10,2 g am Tag der
Einlage wurden bebrutet. Daraus schlupften 308 Kiiken, was einer Schlupfrate von 83,5 %
entspricht. 61 Embryonen starben wéhrend der Brutzeit ab (16,5 %), davon 21 (5,7 %) vor der
Messung am 12. Bruttag. Die restlichen 40 Embryonen (10,8 %) starben nach dem 12.
Bruttag bis einschlieBlich beim Schlupf (sog. ,Steckenbleiber®). Fur die statistische
Auswertung der Varianzursachen im embryonalem Sauerstoffverbrauch am 7. Bruttag wurden
diese unterschiedlichen Zeitrdume (vor und nach dem 12. Bruttag) des Absterbens zusétzlich
berucksichtigt.

4.1.1 Brutergebnis unter Berucksichtigung der Linien und des Durchgangs

In Abb. 4-1 sind die Verlustraten in den verschiedenen Zeitraumen der Brut und die
Schlupfrate flir die drei verschiedenen Linien dargestellt. Mittels Chi-Quadrat-Test
(P =0,1 %) wurden keine Abweichungen in den beobachteten und den erwarteten Verlust-
(vor und nach dem 12. Bruttag) und Schlupfraten zwischen den drei Wachtellinien
festgestellt. Jedoch wurden Unterschiede in den Verlust- bzw. Schlupfraten zwischen den
einzelnen Brutdurchgéngen beobachtet. Hierbei wurde im 3. Durchgang eine sehr geringe
Absterberate vor dem 12. Bruttag verzeichnet, insgesamt waren die embryonalen Verluste
(9,2 %) in diesem Brutdurchgang prozentual niedriger im Vergleich zur 1. (14,5 %) und zur 2.
Einlage (49 %).
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Abb. 4-1: Verlust- (vor und nach dem 12. Bruttag) und Schlupfraten unter

Berticksichtigung der Linien

4.2  Embryonaler Sauerstoffverbrauch

4.2.1 Verlauf des embryonalen Sauerstoffverbrauchs

In einem Vorversuch an 30 Eiern wurde der embryonale Sauerstoffverbrauch an jedem Tag
der Brut bestimmt. In Tab. 4-1 sind die durchschnittlichen Sauerstoffverbrauchswerte Uber
den gesamten Brutzeitraum angegeben.
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Tab. 4-1: Durchschnittlicher taglicher Sauerstoffverbrauch im Brutverlauf in ml O,/Ei und

Stunde abhangig von der Linie

ml O,/Ei und Stunde
Bruttag Linie N Linie K Linie H gesamt
Anzahl 9 12 9 30
untersuchter
Eier
1 0,44 0,44 0,6 0,49
2 0,53 0,5 0,51 0,51
3 0,61 0,65 0,68 0,65
4 0,93 0,97 0,93 0,95
5 1,08 1,23 1,03 1,12
6 1,59 1,74 1,44 1,6
7 1,82 2,01 1,89 1,92
8 2,25 2,42 2,14 2,29
9 3,0 3,19 2,83 3,02
10 4,58 4,29 3,69 4,2
11 5,48 6,10 4,99 5,58
12 6,81 7,46 7,19 7,19
13 4,63 4,80 5,08 4,83
14 8,73 8,89 9,09 8,90
15 8,53 8,82 8,46 8,62
16 9,74 10,59 11,1 10,49

Eine stete Steigerung der Atmungsaktivitdt der Wachtelembryonen konnte bis zum 12.
Bruttag beobachtet werden (Abb. 4-2). Am 13. Bruttag war ein erheblicher Riickgang im
Sauerstoffverbrauch zu verzeichnen. AnschlieRend stieg der gemessene Sauerstoffverbrauch

wieder an mit einem Plateau am 15. Bruttag.
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Abb. 4-2: Durchschnittlicher taglicher Sauerstoffverbrauch im Brutverlauf in ml O,/Ei und
Stunde

Aus diesen Werten errechnet sich ein Sauerstoffbedarf von 1496 ml fur die gesamte Brutzeit;
dies entspricht ca. 150 ml O/gr Eifrischmasse. Aufgrund des Verlaufs wurden fir den
Hauptversuch der 7. und 12. Bruttag als Messtage fiir die embryonale Atmungsaktivitét

festgelegt.

4.2.2 Embryonaler Sauerstoffverbrauch am 7. Bruttag

An 369 Bruteiern wurde der Sauerstoffverbrauch am 7. Bruttag ermittelt. Durchschnittlich

wurden 1,82 + 0,31 ml O,/Ei und Stunde verbraucht. Wie im Histogramm (Abb. 4-3) gezeigt

wird, sind die Werte normal verteilt.
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Abb. 4-3: Histogramm mit Normalverteilungskurve fur den Sauerstoffverbrauch am 7.
Bruttag

4.2.2.1 Linienunterschiede in der Atmungsaktivitat am 7. Bruttag

Die Embryonen der Linie H wiesen den hdéchsten Mittelwert fiir die Atmungsaktivitat am 7.
Bruttag auf (1,89 £ 0,28 ml O2/Ei und Stund; Abb. 4-4), die der Linie N den niedrigsten

(1,74 £0,30 ml O2/Ei und Stunde), der Mittelwert der Kontrollgruppe lag dazwischen
(1,81 £ 0,34 ml O2/Ei und Stunde). Die auf hohe Staubbadeaktivitat selektierte Linie H

unterschied sich signifikant von der Kontrolllinie (P =0,037) und hochsignifikant von der
Linie N (P = 0,000). Der Unterschied in der mittleren Atmungsaktivitat der Linie N und der
Linie K konnte statistisch nicht abgesichert werden (P = 0,09).
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Abb. 4-4: Embryonaler Sauerstoffverbrauch am 7. Bruttag im Vergleich der Linien
N, K, H

4.2.2.2 Unterschiede in der Atmungsaktivitat am 7. Bruttag zwischen unterschiedlich
vitalen Embryonen und zwischen den Brutdurchgangen

Bei der Messung am 7. Bruttag war die durchschnittliche Atmungsaktivitat der Tiere, die
noch vor der folgenden Messung absterben sollten, am niedrigsten. Den hdchsten
Sauerstoffverbrauch wiesen die normal schlupffahigen Embryonen auf. Die Gruppe der
Bruteier, die zwischen dem 12. Bruttag und dem Schlupf abstarben, lag dazwischen. Die vor
dem 12. Bruttag abgestorbenen Embryonen hatten einen signifikant niedrigeren (P = 0,003)
mittleren Sauerstoffverbrauch als die zwischen Tag 12 und dem Schlupf Verstorbenen, und
lagen hochsignifikant (P = 0,000) unter den schlupffdhigen Tieren. Zwischen den nach dem
12. Bruttag abgestorbenen Embryonen und den zum Schlupf gekommenen Tieren konnte am
7. Bruttag nur ein tendenzieller Unterschied (P = 0,052) beobachtet werden.
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4.2.3 Embryonaler Sauerstoffverbrauch am 12. Bruttag

Am 12. Bruttag wurde die embryonale Atmung an den verbliebenen intakten Bruteiern
(n=348) wiederholt. Hierbei konnte ein durchschnittlicher Sauerstoffverbrauch von
7,39 + 1,05 ml O,/Ei und Stunde gemessen werden. Die Werte sind um den Mittelwert normal
verteilt (Abb. 4-5).

Erwarteter Normalwert

Beobachteter Wert

Abb. 4-5: Q-Q Diagramm flr O,-Verbrauch am 12. Bruttag

4.2.3.1 Linienunterschiede in der Atmungsaktivitat am 12. Bruttag

In Abb. 4-6 wird aufgezeigt, dass die Linie H wie am 7. Bruttag auch am 12. Bruttag den
hdchsten embryonalen Sauerstoffverbrauch von 7,72 = 1,16 ml O2/Ei und Stunde aufwies.

Embryonen der Linie N hatten am 12. Bruttag den niedrigsten Verbrauch (6,97 + 0,94 ml
O2/Ei und Stunde), der Sauerstoffverbrauch der Kontrolllinie lag zwischen mit 7,41 + 0,84 ml
O2/Ei und Stunde zwischen den beiden anderen Linien. Bruteier der Linie N unterschieden
sich in ihrere Atmungsaktivitat hochsignifikant von den Linien K und H (jeweils P = 0,000),
die Unterschiede im embryonalen Sauerstoffverbrauch der Linien K und H konnten

gleichfalls statistisch abgesichert werden ( P = 0,018).
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Abb. 4-6: Embryonale Atmung am 12. Bruttag im Vergleich der Linien N, K, H

4.2.3.2 Unterschiede in der Atmungsaktivitat am 12. Bruttag zwischen unterschiedlich

vitalen Embryonen und zwischen den Brutdurchgangen

Die vor dem Schlupf abgestorbenen Embryonen differierten im Sauerstoffverbrauch am 12.
Bruttag signifikant (P =0,03) von den Schlupffahigen. Der Unterschied in der
Atmungsaktivitat zwischen den Brutdurchgangen 2 und 3 war hochsignifikant (P = 0,006);
die Durchgéange 1 und 2 bzw. 1 und 3 unterschieden sich im Mittelwert nicht signifikant.

4.2.3.3 Einflussfaktoren auf die Varianz in der embryonalen Atmungsaktivitat am 7.
und am 12. Bruttag

Die Varianz im embryonalen Sauerstoffverbrauch konnte anhand der beriicksichtigten
Einflussfaktoren zu 20,6 % fir den 7. Bruttag und zu 16,3 % fur den 12. Bruttag erklart
werden (Tab. 4-2). Der Faktor ,Linie” hatte an beiden Bruttagen einen hochsignifikanten
EinfluB auf die embryonale Atmung. Der Versuchsdurchgang und das Eigewicht wirkten sich
ebenfalls signifikant bis hochsignifikant auf beide Messungsergebnisse aus. Der Einflul der

Vitalitdt war am 7. Bruttag noch deutlich statistisch abgesichert, am 12. Bruttag nur noch
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tendenziell (P = 0,06). Die durchschnittlich hoher gemessenen Sauerstoffverbrauchswerte fur

schwerere Eier im Vergleich zu leichteren Eiern konnten statistisch abgesichert werden.

Tab. 4-2: Randmitteleffekte und Signifikanzniveaus von Einflussfaktoren auf den

Sauerstoffverbrauch von Embryonen am 7. und 12. Bruttag unter Angabe der
Stichprobengrofie, des wahren Mittelwertes und der erklarten Varianz.
ml O/ Ei und Stunde
Messzeitpunkt 7. Bruttag 12. Bruttag
Anzahl untersuchte Bruteier 369 348
wahrer Mittelwert 1,653 7,192
fixe Effekte:
Linie: N -0,081 *** -0,439 ***
K -0,015 *** -0,046 ***
H +0,097 *** +0,484 ***
Durchgang: 1 +0,046 *** +0,067 **
2 +0,030 *** -0,265 **
3 -0,075 *** +0,197 **
Vitalitat: abgst. vor dem 12. Bruttag -0,307 ***
abgst. nach dem 12. Bruttag +0,095 *** -0,159 n.s.
geschlipft +0,21 3*** +0,158 n.s.
Kovariable:
Eifrischmasse 0,039 * 0,237 ***
% erklérte Varianz 20,6 16,3

Die Linie hatte einen hochsignifikanten Einfluss auf den embryonalen Sauerstoffverbrauch.

Am 7. Bruttag war die Atmungsrate der selektierten Linie H denen der Linie N und K

hochsignifikant Gberlegen (Abb. 4-7). Der Unterschied im Sauerstoffverbrauch am 7. Bruttag

konnte jedoch nicht fur die Linien N und K (P =0,081) statistisch abgesichert werden. Am

12. Bruttag konnte die hochsignifikante Uberlegenheit im Sauerstoffverbrauch der Linie H

Uber die anderen Linien weiterhin beobachtet werden. Zudem konnte zu diesem spéteren

Zeitpunkt auch ein hochsignifikanter Unterschied (P = 0,004) zwischen der Linie N und K

festgestellt werden.
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Abb. 4-7: Abweichungen im embryonalen Sauerstoffverbrauch am 7. und am

12. Bruttag vom wahren Mittelwert in Abhangigkeit von der Linie
Die gemessenen Sauerstoffverbrauchswerte vom 3. Durchgang am 7. Bruttag (P purchgang1 #
burchgangd = 0,000, P purchgang2 # Durchgangs = 0,007) und vom 2. Durchgang am 12. Bruttag (P
Durchgangl # Durchgang2 = 0,024, P purchgang? # Durchgangs = 0,001) fielen niedriger aus im Vergleich zu
den anderen Durchgdngen an den betreffenden Messtagen aus (Abb. 4-8). Am 7. Bruttag
unterschied sich der 1. Durchgang nicht vom 2. Durchgang bzw. am 12. Bruttag der 1.

Durchgang nicht vom 3. Durchgang.
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Abb. 4-8:  Abweichungen im embryonalen Sauerstoffverbrauch am 7.
und am 12. Bruttag vom wahren Mittelwert in Abhdngigkeit vom

Versuchsdurchgang
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Der Sauerstoffverbrauch friihzeitig abgestorbener Embryonen (vor dem 12. Bruttag)
unterschied sich bereits bei der Messung am 7. Bruttag hochsignifikant von den spater
abgestorbenen (P =0,000) und den ausgeschlipften Tieren (P =0,000). Die erst nach der
zweiten Messung verstorbenen Embryonen differierten zum ersten Messtermin bereits
signifikant (P = 0,016) von den ausgeschliipften Tieren. Diese sich im Sauerstoffverbrauch
widerspiegelnde Vitalitdtsunterschiede konnten auch am 12. Bruttag beobachtet werden
(Abb. 4-9). Bruteier, bei denen es zu keinem Schlupf kam, hatten eine niedrigere Atmungsrate
im Vergleich zu denen, aus denen Kiiken schliipften. Dieser Unterschied konnte statistisch

jedoch nicht abgesichert werden, da er mit P = 0,06 an der Signifikanzgrenze lag.

0,3

0,2

0,1

ml O,/ Ei und

Stunde geschlipft

0,1 -

-0,4 @ 7. Bruttag M12. Bruttag

Abb. 4-9: Abweichungen im embryonalen Sauerstoffverbrauch am 7. und am 12.

Bruttag vom wahren Mittelwert in Abhédngigkeit von der Vitalitat
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4.3  Mitochondriale Atmungsaktivitat

Die Mitochondriale Atmungsaktivitdt in Gewebeproben von Leber und tiefem
Pectoralismuskel wurde an insgesamt 97 Tieren bestimmt.

Zur Messung des mitochondrialen Energiestoffwechsels wurden fir jede Gewebeart
jeweils zwei Versuchsansatze mit den Substraten aus der Atmungskette, Succinat bzw.

Glutamat-Malat, durchgefiihrt.

4.3.1 Proteingehalt der Mitochondriensuspension von Leber bzw. Pectoralismuskel

Der mittlere Proteingehalt der aus 2,5 g Leber gewonnenen 4 ml Mitochondriensuspension
betrug 14,91+ 3,18 mg/ml. Aus 3,5 g M. pectoralis profundus entstanden 2 ml
Mitochondriensuspension mit einem durchschnittlichen Proteingehalt von 3,68 + 1,35

mg/ml.

4.3.2 Atmungsaktivitat der Lebermitochondrien

Unter Verwendung des Substrates Succinat betrug die durchschnittliche Atmungsaktivitat
der Lebermitochondrien im Status 2 17,70 + 4,81 pMol O,/g Protein und min, beim
Einsatz des Substrates Glutamat-Malat waren es 10,59 + 3,33 uMol O,/g Protein und min
(Abb. 4-10). Im voll aktivierten Status 3 der mitochondrialen Atmung betrug der
Sauerstoffverbrauch der Lebermitochondrien mit dem Substrat Succinat 39,64 + 11,97
uMol O,/g Protein und min und mit dem Substrat Glutamat-Malat 29,41 + 10,29 uMol
O,/g Protein und min. Im Status 4 lag die mittlere Atmungsrate der Lebermitochondrien
bei 22,95 + 6,24 uMol O,/g Protein und min fir das Substrat Succinat und bei 17,82 + 5,86
uMol O,/g Protein und min flr das Substrat Glutamat-Malat.
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Abb. 4-10: Durchschnittliche Atmungsaktivitit der Lebermitochondrien in

den Stadien 2, 3und 4

4.3.2.1 Linienunterschiede in der Atmungsrate des Status 3 der Lebermitochondrien

In Tab.4-3 ist der Anstieg der fur beide Versuchsansitze getrennt nach Linie

ausgewerteten Atmungsraten von der Linie N Uber die Linie K zur Linie H zu ersehen.

Tab. 4-3: Linienunterschiede im  durchschnittlicher  Sauerstoffverbrauch  der
Lebermitochondrien im Status 3 unter Verwendung der Substrate Succinat und Glutamat-

Malat unter Angabe der Standardabweichung und der Probenanzahl

Sauerstoffverbrauch im Status 3

Linie in uMol O,/g Protein und min
n Substrat Succinat Substrat Glutamat-Malat
N 34 36,12 + 13,64 27,78 + 10,09
K 33 38,69 + 7,75 29,47 + 10,39
H 30 44,69 + 12,45 31,19 + 10,47

Gesamt 97 39,64 + 11,97 29,41 + 10,29
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Im Versuchsansatz mit dem Substrat Succinat unterschied sich die mitochondriale
Atmungsrate im Status 3 der Linie H signifikant von der Linie N (P = 0,011) und von der
Linie K (P = 0,028). Zwischen den Linien N und K gab es keine signifikante Differenz im
mitochondrialen Energiestoffwechsel. Die beobachteten tendenziellen Unterschiede in der
mitochondrialen Atmungsrate zwischen den Linien im Versuchsansatz mit dem Substrat
Glutamat-Malat konnten statistisch nicht abgesichert werden (Abb. 4-11).
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Abb.4-11: Durchschnittliche Atmungsaktivitat der Lebermitochondrien im
Vergleich der Linien N, K, H

4.3.3 Atmungsaktivitat der Pectoralismitochondrien

Im Status 2 der mitochondrialen Atmung lag der mittlere Verbrauch der
Pectoralismitochondrien mit dem Substrat Succinat bei 22,80 + 8,73 puMol O,/g Protein
und min, mit dem Substrat Glutamat-Malat bei 13,46 + 4,55 puMol O,/g Protein und min
(Abb. 4-12). Im Status 3 betrug der durchschnittliche Sauerstoffverbrauch der
Pectoralismitochondrien 31,15 + 12,03 uMol O,/g Protein und min mit dem Substrat
Succinat und 20,07 + 7,22 uMol O,/g Protein und min mit dem Substrat Glutamat-Malat.
Im Status 4 fiel die mittlere Atmungsrate dann auf 21,90 + 8,22 uMol O,/g Protein und
min mit dem Substrat Succinat und auf 14,55 + 5,12 uMol O,/g Protein und min im

Versuchsansatz mit Glutamat-Malat.



Untersuchungsergebnisse 73

£

g 30

o

C

5

£

[J] 20

o

Q —

2

o 10 -

©

=

=

0 T T

Status 2 Status 3 Status 4
B Succinat OGlutamat-Malat

Abb. 4-12: Durchschnittliche Atmungsaktivitat der Pectoralismitochondrien in
den Stadien 2, 3 und 4

4.3.3.1 Linienunterschiede in der Atmungsrate im Status 3 der
Pectoralismitochondrien
Im Versuchsansatz mit dem Substrat Succinat liegt der durchschnittliche
Sauerstoffverbrauch der Linie K mit am hdchsten, gefolgt von den Linien H und N (Tab.
4-4).

Tab. 4-4:

Pectoralismitochondrien im Status 3 unter Verwendung der Substrate Succinat und

Linienunterschiede im durchschnittlicher Sauerstoffverbrauch  der

Glutamat-Malat unter Angabe der Standardabweichung und der Probenanzahl

Sauerstoffverbrauch im Status 3

Linie in uMol O,/g Protein und min
n Substrat Succinat Substrat Glutamat-Malat
N 34 30,00 + 10,20 20,75+ 7,09
K 33 31,86 + 14,53 20,61 + 7,84
H 30 31,66 + 11,18 18,71 + 6,69
Gesamt 97 31,15+ 12,03 20,07 + 7,22
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Wie in Abb. 4-13 zu erkennen, sind die Atmungsraten der Brustmuskelmitochondrien in
den Versuchsansdatzen mit unterschiedlichen Substraten nicht gleichgerichtet. Im
Versuchsansatz mit dem Substrat Glutamat-Malat fallen die mitochondrialen
Atmungsraten von der Linie N Uber die Linie K hin zur Linie H ab. Es bestehen keine
statistisch abgesicherten Unterschiede im mitochondrialen Sauerstoffverbrauch der

Brustmuskelmitochondrien.
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Abb. 4-13: Durchschnittliche Atmungsaktivitat der Pectoralismitochondrien

im Vergleich der Linien N, K, H

4.3.4 Einflussfaktoren auf die mitochondriale Atmungsaktivitat von Leber- und

Brustmuskel

Unter Berlcksichtigung der fixen Effekte Linie und WVersuchstag konnten im
Versuchsansatz mit Lebermitochondrien und dem Substrat Succinat 37,5 % der Varianz in
der Atmungsrate des Status 3 der Lebermitochondrien erklart werden (Tab. 4-5). Beide
Faktoren tben einen hochsignifikanten Einflu auf die Ergebnisse aus. Die Varianz in der
Atmungsrate konnte in den restlichen Versuchansédtzen (Lebermitochondrien: Glutamat-
Malat, Pectoralismitochondrien: Succinat und Glutamat-Malat) zu 16,4 bis 28,8 % erklart
werden Hierbei war jedoch der EinfluR der Linie nicht mehr statistisch abzusichern,
waéhrend sich der Versuchstag weiterhin signifikant auswirkte.



Untersuchungsergebnisse 75

Tab. 4-5: Randmitteleffekte und Signifikanzniveaus von Einflussfaktoren auf die
mitochondriale Atmung von Leber- und Pectoralismitochondrien unter Verwendung

verschiedener Atmungssubstrate und unter Angabe des wahren Mittelwertes und der

Stichprobengroliie
Lebermitochondrien Pectoralismitochondrien
) Glutamat- _
Succinat Succinat Glutamat-Malat
Malat
n  ausgewertete
97 97 97 97
Gewebeproben
wahrer
) 39,35 29,03 31,007 19,91
Mittelwert
fixe Effekte:
Linie N |-3,73 *** -1,59 n.s. -0,31 n.s. + 1,10 n.s.
K|-2,26 *** -0,7 n.s. 0,64 n.s. + 0,55 n.s.
H|+ 5,08 *** + 2,28 n.s. -0,33 n.s. -1,65 n.s.
Versuchstag:
. + 7,48 *** + 4,56 *** -6,63 *** -228 *
5 + 0,98 *** +0,2 *** + 7,58 *** +3,12 *
g AT -5,18 *** |- 843 *xx -4,56 *
A - 454 *** + 0,00 *** + 1,97 *** +1,42 *
c + 0,87 *** -0,1 *** + 0,77 *** -0,43 *
+10,39 *** + 9,43 *** + 4,74 *** +273 *
6 -8,01 *hKk -8,9 *hKk
7
erklarte Varianz |37,5 % 28,8 % 235% 16,4 %

Unter Bericksichtigung der

Einflussfaktoren Linie und Versuchstag wurde der

Unterschied zwischen den Linien in der Atmungsrate der Lebermitochondrien mit dem
Versuchsansatz unter Verwendung von Succinat als Substrat deutlicher als mit dem
Substrat Glutamat-Malat. Die Linien N und H unterschieden sich in ihrer Atmungsrate
hochsignifikant (P = 0,000) voneinander. Eine hochsignifikante Differenz bestand
weiterhin zwischen den Linien K und H (P =0,002). Beim Versuchsansatz unter
Verwendung des Substrates Glutamat-Malat konnten die beobachteten Unterschiede nicht

statistisch abgesichert werden.
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Die Unterschiede in der Atmungsrate der Pectoralismitochondrien zwischen den
Wachtellinien waren nicht mit denen der Lebermitochondrien gleichgerichtet und auch bei
der Verwendung der beiden Substrate differierten die Ergebnisse voneinander. Im
paarweisen Vergleich der Atmungsraten der Pectoralismuskeln konnten unter
Berlicksichtigung der Einflussfaktoren Linie und Versuchstag keine signifikanten
Unterschiede zwischen den unterschiedlichen Linien festgestellt werden.

Der Versuchstag hatte in jedem Versuchsansatz einen signifikanten bis hochsignifikanten

Einfluss auf die gemessenen Atmungsraten.

4.3.5 Der Atmungskontrollindex RCR

Der Atmungskontrollindex RCR (respiratory control ratio) als Verhaltnis zwischen den
Atmungsraten in Status 3 und Status 4 lag fir alle Mitochondrien ungeachtet der
Gewebeherkunft oder des verwendeten Substrates im Versuchsansatz stets tber dem Wert
1 (Tab. 4-6). Insgesamt lag der RCR bei den Versuchsansatzen mit Lebermitochondrien

durchschnittlich hoher als bei den VVersuchsansatzen mit Pectoralismitochondrien.

Tab. 4-6: Mittelwerte und Standardabweichungen des RCR in Abhédngigkeit von der Linie,

der Mitochondrienart und dem Substrat

RCR-Quotient

Lebermitochondrien Pectoralismitochondrien

Linie n Succinat Glutamat-Malat Succinat Glutamat-Malat
N 34 1,64 + 0,25 1,61+0,32 1,36 + 0,17 1,36 + 0,18
K 33 1,71+ 0,29 1,65+ 0,35 1,43 +0,23 1,37+ 0,24
H 30 1,87 +0,25 1,74 + 0,22 1,53+0,23 1,47 + 0,26
Gesamt 97 1,73+0,28 1,67 +0,30 1,44 + 0,22 1,39+ 0,23

Der durchschnittliche RCR-Wert stieg bei den Lebermitochondrien von der Linie N tber
die Linie K zur Linie H an. Diese Linienunterschiede konnten fiir den Versuchsansatz mit
dem Substrat Succinat statistisch abgesichert werden (Pnyu = 0,000; Py =0,026). Im
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Versuchsansatz mit Glutamat-Malat bewegte sich der Unterschied zwischen der Linie N
und H mit P = 0,074 an der Signifikanzgrenze.

Dieselben Unterschiede zwischen den Linien konnten auch fir die durchschnittlichen
RCR-Werte der Pectoralismuskeln beobachtet werden. Hierbei konnte ein signifikanter
bzw. hochsignifikanter Unterschied zwischen der Linie N und der Linie H im
Versuchsansatz mit Succinat bzw. mit Glutamat -Malat festgestellt werden.

(PSuccinat:N/H = 0,001 bzw. Pgiytamat-Malat:N/H = 0105)-

4.3.6 Effektivitat der mitochondrialen Atmung: Der ADP/O-Quotient

Der ADP/O-Quotient gibt das Verhéltnis zwischen der Menge des im Status 3
phosphorylierten ADP und dem hierbei verbrauchten Sauerstoff an und ist somit ein Maf
flr die Effektivitat der oxidativen Phosphorylierung.

In Tab. 4-7 sind die durchschnittlichen ADP/O-Quotienten fiir die verschiedenen Linien,

Mitochondrienarten und Substrate dargestellt.

Tab. 4-7: Mittelwerte der ADP/O-Quotienten in Abhédngigkeit von Linie,

Mitochondrienart und Substrat

nMol ADP/nAtom O

Lebermitochondrien Pectoralismitochondrien
Linie n Succinat Glutamat-Malat Succinat Glutamat-Malat
N 34  2,02+0,55 1,97+ 0,60 2,13+0,75 1,87 + 0,46
K 33  219+0,72 2,06+ 0,57 2,28 + 0,54 1,98 + 0,52
H 30 233+0,73 2,25 + 0,66 2,17 + 0,56 2,03+ 0,52

Gesamt 97 2,17+ 0,67 2,09 +0,61 2,19 + 0,62 1,95+ 0,50

In allen Versuchsansatzen bis auf Pectoralismitochondrien mit dem Substrat Succinat ist
ein Anstieg von der Linie N Uber die Linie K zur Linie H zu verzeichnen. Die
Unterschiede kénnen zwar noch nicht statistisch abgesichert werden, sie sind jedoch im
Trend deutlich vorteilhaft fur die Linie H gegenliber der Linie N gerichtet. Der
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Versuchstag (bt einen hochsignifikanten Einflul3 (P = 0,000) auf den ADP/O-Quotienten in

den Versuchsansatzen mit Lebermitochondrien aus.

4.4  Korrelationen zwischen embryonalen und mitochondrialen

Atmungsparametern

Es wurden Korrelationsanalysen zwischen dem embryonalen Sauerstoffverbrauch am 7.
und am 12. Bruttag und Parametern der mitochondrialen Atmungsaktivitat durchgefiihrt.
Tab. 4-8 zeigt die Korrelationen der embryonalen mit der mitochondrialen
Atmungsaktivitdt. Die embryonalen Atmungsraten der beiden Bruttage wiesen
untereinander eine hochsignifkante mittlere Korrelation auf. Der Sauerstoffverbrauch von
Mitochondrien gleicher Herkunft unter Verwendung unterschiedlicher Substrate war
hochsignifikant hoch korreliert. Der embryonale Sauerstoffverbrauch am 12. Bruttag und
der mitochondriale Sauerstoffverbrauch im Lebergewebe mit dem Substrat Succinat waren
auf mittlerem Niveau hochsignifikant miteinander korreliert.

Weiterhin —nicht in der Tabelle dargestellt- zeigten sich mittlere, teilweise
hochsignifikante Korrelationen zwischen dem embryonalen Sauerstoffverbrauch und den
RCR-Werten der Lebermitochondrien. Die embryonale Atmung war nicht korreliert mit

den ADP/O-Quotienten der vier mitochondrialen Versuchsansatze.
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Tab. 4-8: Korrelationen (r) zwischen dem embryonalen Sauerstoffverbrauch am 7. Bruttag
und am 12. Bruttag und dem mitochondrialen Sauerstoffverbrauch im Status 3 (St3) von
Leber (L) - und Pectoralismitochondrien (P) unter Verwendung der Substrate Succinat (S)
und Glutamat-Malat (G) unter Angabe der Signifikanz (P) und der Anzahl berlcksichtigter

Tiere (N)

Merkmal |O7 012 St3LS St3LG St3PS St3PG
o7 r=1 r=0290 |r=0143 |r=0,101 |r=-0,017 [r=-0,010
P=0000 |(P=0163 |P=0325 |(P=0,871 |[P=0,926

N = 369 N = 348 N =97 N =97 N =97 N =97
012 r=1 r=0272 |r=0,154 |r=-0,029 |r=-0,095
P=0,007 |P=0,131 |P=0,781 |P=0,353

N = 348 N =97 N =97 N =97 N =97
St3LS r=1 r=0,702 |r=0,05 |r=-0,031
P=0,000 |P=0,567 |P=0,764

N =97 N =97 N =97 N =97
St3LG r=1 r=0,031 |r=-0,065
P=0,760 |P=0,530

N =97 N =97 N =97
St3PS =1 r=0,656
P =0,000

N =97 N =97

St3PG =1
N =97

Tab. 4-9 zeigt die Korrelationen der mitochondrialen Atmungsraten mit den ADP/O-
Mall  flr
Sauerstoffverbrauch der Lebermitochondrien mit dem Substrat Succinat wies mittlere,
den ADP/O-Quotienten
Versuchsansétze auf. Weitere mittlere, teils hochsignifikante Korrelationen zeigten sich

Quotienten als die Effizienz der oxidativen Phosphorylierung. Der

samtlicher

teilweise hochsignifikante Korrelationen mit

zwischen der Atmungsaktivitdt und dem ADP/O-Quotienten der Lebermitochondrien mit
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dem Substrat Glutamat-Malat sowie der Atmungsaktivitat und dem ADP/O-Quotienten der

Pectoralismitochondrien mit dem Substrat Succinat.

Tab. 4-9: Korrelationen (r) zwischen dem mitochondrialen Sauerstoffverbrauch im Status
3 (St3) und dem ADP/O-Quotienten von Leber (L) - und Pectoralismitochondrien (P) unter
Verwendung der Substrate Succinat (S) und Glutamat-Malat (G) unter Angabe der
Signifikanz (P)

Merkmal |ADPOLS |ADPOLG |ADPOPS |ADPOPG
St3LS r=0265 |r=0260 |r=0222 |r=0279
P=0,009 [P=0,010 |P=0,029 |P=0,006
St3LG r=0178 |r=0391 |r=0192 |r=0,272
P=0081 [P=0,000 |P=0,060 |P=0,007
St3PS r=-0020 |r=-0024 |r=0213 |r=0,118
P=0844 [P=0816 |P=0036 |P=0,248
St3PG r=-0017 |r=-0,047 |r=0193 |r=0,125
P=0867 |[P=0644 |P=0058 |P=0,223

Tab. 4-10: Korrelationen (r) zwischen dem mitochondrialen Sauerstoffverbrauch im Status
3 (St3) und dem Atmungskontrollindex RCR von Leber (L) - und Pectoralismitochondrien
(P) unter Verwendung der Substrate Succinat (S) und Glutamat-Malat (G) unter Angabe

der Signifikanz (P)

Merkmal |RCRLS RCRLG RCRPS RCRPG
St3LS r=0,412 |r=0,163 [r=0,038 |r=-0,118
P=0000 |P=0,111 |P=0,712 |P=0,251
St3LG r=0274 |r=029% |[r=0059 |r=-0,219
P=0,007 |P=0,003 |P=0568 |P=0,031
St3PS r=-0,027 |r=0,007 |r=0205 |r=20,088
P=079% |P=0943 |P=0,044 |P=0,391
St3PG r=-0,002 |r=-0,100 (r=0,065 |r=0,248
P=098 |P=0329 |P=0530 ([(P=0,014
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Tab. 4-10 zeigt die Korrelationen der Atmungsrate der Mitochondrien mit dem
RCR, der ein MalR fur die Intaktheit der

Mitochondrienmembran ist. Die jeweiligen Atmungsraten aller vier Versuchsansétze sind

Atmungskontrollindex inneren
auf mittlerem Niveau teilweise hochsignifikant mit ihren RCR korreliert. Weiterhin
bestehen mittlere, signifikante bis hochsignifikante Korrelationen zwischen der
Atmungsaktivitat von Lebermitochondrien mit dem Substrat Glutamat-Malat und den RCR
der Ubrigen Versuchsansatze mit Ausnahme von Pectoralismitochondrien mit dem Substrat
Succinat.

In Tab. 4-11 sind die Korrelationen der Atmungskontrollindices RCR mit den ADP/O-
Quotienten dargestellt. Der RCR von Lebermitochondrien mit dem Substrat Succinat weist
hochsignifikante mittlere Korrelationen mit den ADP/O-Quotienten beider Ansétze mit
Lebermitochondrien sowie des Ansatzes mit Pectoralismitochondrien und dem Substrat
Glutamat-Malat auf. Der RCR der Lebermitochondrien mit dem Substrat Glutamat-Malat
ist mit dem ADP/O-Quotienten desselben Ansatzes hochsignifikant auf mittlerem Niveau

korreliert.

Tab. 4-11: Korrelationen (r) zwischen Atmungskontrollindex RCR und dem ADP/O-
Quotienten von Leber (L) - und Pectoralismitochondrien (P) unter Verwendung der
Substrate Succinat (S) und Glutamat-Malat (G) unter Angabe der Signifikanz (P)

Merkmal ADPOLS |ADPOLG |ADPOPS |ADPOPG
RCRLS r=0372 |r=0,289 r=0,084 |r=0,299
P=0,000 |P=0,004 P=0411 |P=0,003
RCRLG r=0,112 |r=0,306 r=0,073 |r=0,097
P=0276 |P=0,002 P=0475 |P=0,346
RCRPS r=-0,147 |r=-0,096 |r=0,062 |r=-0,075
P=0,152 |P=0,348 P=0,545 |P=0,468
RCRPG r=-0,075 |r=-0057 |r=-0,081 |r=-0,057
P=0464 |P=0,577 P=0430 |P=0,578
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45  Aktivitaten der ATPasen im Gehirn
45.1 ATPase-Aktivitat im Gehirn: Mittelwertvergleich der Linien N, Kund H

Die Gehirnproben der Wachtellinie N wiesen im Vergleich mit den Linien K und H eine
geringfugig hohere durchschnittliche Gesamt-ATPase-Aktivitéit auf, die im Versuchsansatz
ohne Ouabain bestimmt wurde (Tab. 4-12). Die Linie N erbrachte auch die hochste
durchschnittliche Aktivitat der Mg-ATPase.

Die Aktivitat der Na’-K*-ATPase lag bei der Linie H am hdchsten. Die Unterschiede
zwischen den Enzymaktivitdaten der drei Linien konnten nicht statistisch abgesichert

werden.

Tab. 4-12: Durchschnittliche Enzymaktivitaten von Gesamt-ATPase, Mg®*-ATPase und
Na'-K*-ATPase im Gehirn

Mittelwerte der ATPase-Aktivitat in pumol freigesezten P(i)/ mg Protein

und h
Linie n Gesamt-ATPase Mg-ATPase Na-K-ATPase
N 34 21,68 + 0,39 10,04 + 0,30 11,63 + 0,27
K 33 21,61 +0,29 10,00 + 0,21 11,61 + 0,25
H 30 21,61 +0,24 10,01 + 0,25 11,94+ 1,74
Gesamt 97 21,63+ 0,32 10,02 + 0,25 11,72 + 0,99
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45.2 Korrelationen zwischen den ATPase-Aktivitdten im Gehirn und anderen
Messergebnissen

In Tab. 4-13 sind die an 97 Tieren errechneten Korrelationen zwischen den verschiedenen
ATPasen untereinander und ihre Korrelationen mit der mitochondrialen Atmungsaktivitat
dargestellt. Die Ergebnisse der Aktivitatsmessungen fur die Gesamt-ATPase, die Mg-
ATPase und die Na*™-K*-ATPase sind untereinander eng korreliert. Dahingegen ergeben
sich keine statistischen Hinweise auf eine Korrelation der ATPase-Aktivitaten mit den
Messungen der embryonalen bzw. der mitochondrialen Atmungsaktivitat, der Intaktheit

der Mitochondrien oder der Effizienz der oxidativen Phosphorylierung.

Tab. 4-13:  Korrelationen (r) zwischen mitochondrialen Sauerstoffverbrauch im Status
3 (St3) von Leber (L) - und Pectoralismitochondrien (P) unter Verwendung der Substrate
Succinat (S) und Glutamat-Malat (G) und der Gesamt-, Mg- und Na-K-Atpase-Aktivitat
im Gehirn unter Angabe der Signifikanz (P)

Merkmal Gesamt-ATP Mg-ATP Na-K-ATP
r=0,114 r=0,127 r=-0,043
St3LS
P =0,265 P =0,217 P=0,674
r=0,146 r=0,136 r=-0,013
St3LG
P =0,153 P=0,183 P =0,902
r =-0,007 r=0,022 r=-0,054
St3PS
P =0,944 P=0,834 P =0,601
r=-0,013 r=-0,034 r=-0,041
St3PG
P =0,902 P=0,740 P =0,689
r=1 r=0,601 r=0,221
Gesamt-ATP
P =0,000 P =0,029
r=1 r =0,356
Mg-ATP
P =0,000
r=1
Na-K-ATP
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5 Diskussion

Die Tierhaltung in der Landwirtschaft ist in den vergangenen 30 bis 40 Jahren zunéchst
vom Wunsch nach Arbeitserleichterung und hoéherem Verdienst, spéter von effektiv
sinkenden Erzeugerpreisen bei gleichzeitig immer strengeren Anspriichen an die
Lebensmittelhygiene beeinflusst worden. Die Konsequenz hieraus war eine deutliche
VergrolRerung der Haltungssysteme mit hohen Tierzahlen und fortschreitender
Automatisierung (GUEMENE und FAURE, 2004).

Im gleichen Zeitraum hat sich in Europa auch fur lebensmittelproduzierende Tiere ein
zunehmendes  Tierschutzbewusstsein  entwickelt. Die intensive Tierhaltung zur
Lebensmittelproduktion mit industriellem Charakter ist immer wieder scharfer Kritik
ausgesetzt. Im Verstandnis vieler Verbraucher und Tierschitzer hat besonders die
kommerzielle Geflugelhaltung mit ihren hohen Tierzahlen ein negatives Image als
Inbegriff nicht artgerechter Massentierhaltung, so dass ihre Produkte teilweise boykottiert
werden (FAURE und MiLLs, 1995). Die Forderung nach artgerechter Tierhaltung steht
allerdings oft im Gegensatz zum Kaufverhalten der Konsumenten, die mehrheitlich die
billigste Ware favorisieren.

Der Tierschutz hat mit der Aufnahme in den Artikel 20a des Grundgesetzes als Staatsziel
(01.08.2002) in der Bundesrepublik Deutschland Verfassungsrang erhalten und ist nun
anderen Grundrechten gleichgestellt. Auf europdischer Ebene hat der Gesetzgeber
Verordnungen erlassen, die gewisse Mindeststandards in der Haltung von Nutztieren
garantieren sollen. Die herkdbmmliche Ké&fighaltung wird mit hoher Wahrscheinlichkeit ab
dem 01.01.2012 EU-weit verboten. Die Legehennenverordnung vom 13.3.2002 schreibt
Nester, Sitzstangen und Einstreu vor (FAURE, 1999; GUEMENE und FAURE, 2004).

Auf dem Geflugelsektor hat die ausschliel}lich produktionsorientierte Selektion der letzten
Jahrzehnte teilweise zu konstitutionellen Problemen der Tiere, aber auch zu
Verhaltensdefiziten wie vermehrter Aggressionsneigung gegen Artgenossen und erhdhter
Stressanfalligkeit geflihrt. Diesen unerwiinschten Nebeneffekten der Leistungszucht sollte
entgegengesteuert werden, um das Wohlergehen der Tiere und die Qualitat der Erzeugnisse
zu verbessern, ohne jedoch gleichzeitig die Produktion unwirtschaftlich zu machen.
(FAURE et al., 2003; FAURE und MiLLs, 1995 und 1998; GUEMENE und FAURE, 2004; JONES
und HOCKING, 1999; MIGNON-GRASTEAU und FAURE, 2002).

Die zum Teil im Rahmen dieser Arbeit vorgestellten Untersuchungen haben gezeigt, dass

viele Verhaltensmerkmale allein durch Selektion des phanotypischen Merkmals in die
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gewiinschte Richtung gesteuert werden kénnen. So wurden an japanischen Wachteln die
Stressanfalligkeit und die soziale Motivation erfolgreich beeinflusst (FAURE und MILLS,
1991; SATTERLEE und JOHNSON, 1988).

Eine Leidenssituation fur Tiere kann ebenfalls entstehen, wenn sie ein arttypisches
essentielles Verhalten nicht austben kénnen. Frustration, Leerlaufhandlungen und
mdoglicherweise Stereotypien sind die Folge. Beispiele fir solche Verhaltensweisen sind
das Nestbauverhalten oder die Staubbadeaktivitat. GERKEN (1983) zeigte an japanischen
Wachteln, dass sich die Staubbadeaktivitat der Tiere durch eine Zweiwegeselektion sehr
effektiv steigern oder verringern lasst. So entstanden innerhalb von drei Generationen die
Linien N und H mit niedriger bzw. hoher Staubbadeaktivitat sowie die unselektierte
Kontrolllinie K. Diese drei Linien unterscheiden sich im Merkmal Staubbadeaktivitat
hochsignifikant. Es ist davon auszugehen, dass die genetische Grundlage dieses Merkmals
bestimmte Abldufe im Organismus steuert, die letztendlich eine hohe oder niedrige
Staubbadeaktivitat zur Folge haben. Ein direkter Einfluss der Linienzugehorigkeit auf
unterschiedliche Leistungsparameter der Wachteln konnte allerdings beim Vergleich der

Linien N, K und H statistisch nicht nachgewiesen werden (GERKEN, 1991).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden an Wachteln der Linien N, K und H
Untersuchungen zur Quantifizierung der zellphysiologischen Effekte der Selektion auf
Staubbadeaktivitat durchgefihrt. Hierfir wurden Merkmale des Energiestoffwechsels
herangezogen, da dieser im Hinblick auf die allgemeine Aktivitat der Tiere und fur die
Muskelfunktion von besonderem Interesse ist.

Der embryonale Sauerstoffverbrauch ist ein Parameter des Energiestoffwechsels, der sich
an Bruteiern verhdltnismaRig einfach bestimmen lasst. Er hat sich in verschiedenen
Untersuchungen als guter Indikator fur die Vitalitat der VVogelembryonen sowie teilweise
flr die spétere Leistungsfahigkeit der Tiere erwiesen (GAULY, 1991; GAULY et al., 2001;
GROSCHL, 1998; HILLER, 1994; KESSLER, 1998, MEYER, 2002; REINER und DzAPO, 1995).
In der vorliegenden Arbeit Uberpriften wir die embryonale Atmungsaktivitat auf frihe
Unterschiede zwischen den Linien N, K und H.

Weiterhin untersuchten wir mégliche Auswirkungen der Selektion auf die mitochondriale
Atmungsaktivitdt bestimmter Gewebe. Schon mehrfach konnten Zusammenhange
zwischen dem  Energiestoffwechsel  landwirtschaftlicher ~ Nutztiere und  der
Atmungsaktivitat ihrer Mitochondrien nachgewiesen werden (Dzapo et al., 1973 und
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1983; DzarPo und WASSMUTH, 1977, 1979 a und b, 1982, 1983, 1984; SOMMER, 1986;
STEPHAN, 1993).

Zusétzlich zu den Messungen der embryonalen und mitochondrialen Atmungsrate wurde
an Gehirnproben der Wachteln die Aktivitat der Na'-K'-ATPase bestimmt. Dieser
membranstandige lonentransporter ist indirekt abhéngig von der ATP-Produktion der
Mitochondrien, verantwortlich fir den Aufbau des Membranpotentials an tierischen Zellen
und somit auch fur die Reizweiterleitung an Neuronen. Es wére daher denkbar, dass eine
Aktivitdtsdénderung  dieses  Membranproteins  eine  Rolle  bei  bestimmten
Verhaltensédnderungen spielt.

Die mdoglichen Einflussfaktoren auf die gewonnenen Untersuchungsergebnisse wurden
analysiert, wobei besonders die Rolle der Linienzugehdrigkeit interessierte. Es wurde eine
Korrelationsanalyse der Ergebnisse untereinander durchgefuhrt, um mogliche
Zusammenhange der unterschiedlichen Stoffwechselparameter zu beleuchten.

Analog zu anderen Autoren (GAULY, 1991; GROSCHL, 1998; KESSLER, 1998; REINER und
DzapPo, 1995) wurde zun&chst in einem Vorversuch der embryonale Sauerstoffverbrauch
taglich gemessen, um den Verlauf der embryonalen Atmungsaktivitdt bei Wachteln
darstellen zu kénnen. Die hierbei entstandene Kurve zeigt fur den 13. Bruttag einen ersten
Einbruch der Atmungsaktivitat. Bei Hihnern konnte eine ahnliche Stagnation um den
17./18. Tag beobachtet werden. Dieses Stadium der ersten Abflachung der
Verbrauchskurve wird als Phase 3 bezeichnet und ist im Uberschreiten der maximalen
Leistungsfahigkeit des Allantochorions begriindet, das gleichzeitig im Bereich des
Kikenkopfes von der Amnionhohle verdrangt wird (KESSLER, 1998). Nach einem erneuten
Anstieg des Sauerstoffverbrauchs am 14. Tag weist die Atmungskurve fir
Wachtelembryonen zum Zeitpunkt des internal pipping (IP) um den 15. Tag die fir
Nestflichter typische Plateauphase auf, wie sie auch von anderen Autoren regelmaRig
beobachtet wurde (GAuULY, 1991; GAULY et al., 2001; GROSCHL, 1998; HILLER, 1994,
HovyT, 1987; HoYT und RAHN, 1980; KESSLER, 1998; MEYER, 2002; REINER und DzAPO,
1995; VLECK et al., 1980; VLECK und VLECK, 1987).

Fur die Messungen im Hauptversuch wurden aufgrund des Kurvenverlaufs der 7. und der
12. Bruttag ausgewahlt, da in dieser Phase ein kontinuierlicher Anstieg der Atmungsrate
stattfand und vergleichbare Ergebnisse zu erwarten waren. Auch HILLER (1994) fuhrte bei
Hihnern Messungen an zwei Terminen durch, die Beginn und Ende der zweiten Phase der

Embryonalentwicklung markieren sollten.
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Insgesamt schlupften aus 369 befruchteten Bruteiern 308 Kilken. VVon den 61 Tieren, die
nicht zum Schlupf gelangten, starben 66 % erst nach dem zwdlften Bruttag ab und wurden
somit zu den ,,Steckenbleibern® gezahlt. Auch andere Untersuchungen verzeichneten die
hochsten Verlustraten in der letzten Phase der Brutzeit (HILLER, 1998; KESSLER, 1998),
was damit erklart werden kann, dass die weniger vitalen Kiken die Umstellung des
embryonalen Stoffwechsels auf Lungenatmung nicht erfolgreich bewaltigen. Die
Zugehorigkeit zu einer der Linien N, K oder H wirkte sich nicht signifikant auf die
Verlust— oder Schlupfraten aus.

Der durchschnittliche Sauerstoffbedarf pro Gramm Eifrischmasse Uber die gesamte
Brutzeit hinweg lag fir die Wachtelembryonen mit ca. 150 cm®*O,/gr in derselben
GroRenordnung wie der von Fasanenembryonen mit 148 cm®0O,/gr (GAuLY, 1991).
Deutlich weniger verbrauchten Hilhnerembryonen mit ca. 94 cm® O,/ gr (KESSLER, 1998),
Putenembryonen mit 77 cm®0,/gr (GROSCHL, 1998) und StrauBenembryonen mit
45 cm® O,/ gr (REINER und DzAPO, 1995).

Der embryonale Sauerstoffverbrauch wurde signifikant bis hochsignifikant von der
Eifrischmasse beeinflusst; schwerere Eier wiesen hohere Atmungsraten auf als leichte.
Anhnliche Zusammenhinge beobachteten GAULY (1991), GROscHL (1998) und MEYER
(2002) an Fasanen, Puten und Enten. Die Vitalitat der Wachtelembryonen war an beiden
Messterminen positiv. mit dem Sauerstoffverbrauch korreliert. Schlupffahige Tiere
verbrauchten signifikant mehr Sauerstoff als Tiere, die wéhrend der Brut abstarben. Auch
dies deckt sich mit den Ergebnissen anderer Untersuchungen (GAuLY, 1991; GAULY et al.,
2001; GROSCHL, 1998; HILLER, 1994; KESSLER, 1998; MEYER, 2002; REINER und DzAPO,
1995).

Sowohl am 7. als auch am 12. Bruttag zeigten sich die Embryonen der auf hohe
Staubbadeaktivitat selektierten Linie H in ihrem Sauerstoffkonsum den Linien N und H
signifikant bis hochsignifikant berlegen. Beide Male wies die Linie der niedrigen
Staubbadeaktivitat N den niedrigsten Mittelwert fir die embryonale Atmung auf, wéhrend
die Kontrolllinie K stets zwischen diesen beiden Extremen lag. Der Unterschied zwischen
den Linien N und K war am ersten Messtermin schon tendenziell nachweisbar, am zweiten
Messtermin dann hochsignifikant.

Der Faktor ,,Zugehorigkeit zur Linie N, K oder H“ hatte an beiden Bruttagen einen
hochsignifikanten Einfluss auf den embryonalen Sauerstoffverbrauch. Dies stellt einen
ersten Hinweis fur eine Auswirkung der Selektion auf den Energiestoffwechsel der

Wachteln dar. In welchen Organen diese Veranderungen lokalisiert sind, kann zu diesem
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Zeitpunkt noch nicht festgestellt werden, da die Messungen an Bruteiern stets den
Sauerstoffbedarf des gesamten Organismus widerspiegeln.

Dies konnte bedeuten, dass eine erhOhte Staubbadeaktivitdt mit einem generell
intensiveren Stoffwechsel einhergeht und dass Tiere mit niedrigerer Staubbadeaktivitat

auch einen niedrigeren Grundumsatz aufweisen.

Fur die Bestimmung der mitochondrialen Stoffwechselaktivitdt bot sich als
Probenentnahmestelle  die  Leber mit ihrer  beherrschenden  Stellung im
Intermediarstoffwechsel der Kohlehydrate, Proteine und Fette an. Fir die zahlreichen in ihr
lokalisierten Abbau- und Synthesevorgange bendtigt die Leber viel Energie in Form von
ATP und weist deshalb in ihren Zellen eine besonders hohe Mitochondriendichte auf. An
Lebermitochondrien lassen sich stellvertretend fir den gesamten Organismus
Verénderungen des Energiestoffwechsels und der Leistungsfahigkeit beobachten. Sie sind
schon mehrfach fir Untersuchungen verschiedener Geflugelarten herangezogen wurden
(BoBYLEVA-GUARRIERO et al., 1984; BROWN et al., 1986; GROSCHL, 1998; HILLER, 1994;
MEYER, 2002; SOMMER, 1986).

Als zweite Entnahmestelle fir Gewebeproben wurde der tiefe Brustmuskel (M. pectoralis
profundus) ausgewahlt, da er beim Staubbaden gewissermalien das ausfiihrende Organ ist.
So sollte geklart werden, ob eine Zunahme der Staubbadeaktivitat auch Ausdruck in einer
verénderten mitochondrialen Leistungsfahigkeit dieses Muskels findet.

An den isolierten Mitochondrien wurde der Sauerstoffverbrauch wéhrend der oxidativen
Phosphorylierung gemessen. Als Substrate kamen in getrennten Versuchsansatzen
Succinat und Glutamat-Malat zum Einsatz, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten in die
Atmungskette eintreten. Mit den Ergebnissen dieser Messungen wurden anschlie3end der
Atmungskontrollindex RCR und der ADP/O-Quotient berechnet. Der RCR dient als
Kontrolle fiir die Unversehrtheit der mitochondrialen Membranen, wahrend der ADP/O-

Quotient ein Mal3 flr die Effizienz der oxidativen Phosphorylierung ist.

Die Atmungsaktivitat isolierter Lebermitochondrien mit dem Substrat Succinat im Status 3
betrug bei den drei Wachtellinien im Schnitt rund 39,6 uMol O,/g Protein und min.

Bei gleicher Gewebeart und Substrat fand GROscHL (1998) an Puten schwerer genetischer
Herkunft abh&ngig von Alter und Geschlecht Atmungsraten zwischen 17,4 und
23,0 uMol Oy/g Protein und min. HILLER (1994) beobachtete an Lebermitochondrien von

Legehybriden mit dem Substrat Succinat einen  Sauerstoffverbrauch  von
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49,7 uMol O,/g Protein und min. SOMMER (1986) fand an Legehybriden unterschiedlicher
genetischer Herkunft Werte von 34,0 bis 44,7 uMol O,/g Protein und min. Isolierte
Lebermitochondrien von Flugenten verbrauchten mit Succinat geschlechtsabhéngig
zwischen 82,3 und 93,4 uMol Oy/g Protein und min (MEYER, 2002). Bei diesem Vergleich
lag die Atmungsaktivitat der Wachtelmitochondrien aus der Leber mit dem Substrat
Succinat also im unteren Mittelfeld. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass in den genannten
Untersuchungen nicht nur andere Vogelarten, sondern zum Teil auch andere
Gewebemengen, Isolationsmethoden und Substratmengen eingesetzt wurden, was eine
direkte Vergleichbarkeit der Ergebnisse erschwert.

Die Atmungsrate der Lebermitochondrien mit dem Substrat Glutamat-Malat betrug fir die
drei Wachtellinien im Schnitt 29,4 uMol O,/g Protein und min. Auch SOMMER (1986)
beobachtete fiir dieses Substrat niedrigere Atmungsraten, die je nach genetischer Herkunft
zwischen 23,7 und 30 puMol O,/g Protein und min betrugen.

Die Atmungsrate der Lebermitochondrien zeigte mit dem Substrat Succinat einen Anstieg
der Werte von der Linie N uber die Linie K hin zur Linie H. Die Unterschiede zwischen
der Linie H und den Linien N und K waren hochsignifikant. Der Faktor ,,Linie* hatte einen
hochsignifikanten Einfluss auf diese Messergebnisse.

Die Werte flr die Atmungsaktivitat der Lebermitochondrien mit dem Substrat Glutamat-
Malat wiesen eine analoge Rangierung mit einem Anstieg von N tber K nach H auf, die
statistisch jedoch noch nicht abgesichert werden konnte.

Der Sauerstoffverbrauch von isolierten Mitochondrien des tiefen Brustmuskels (M.
pectoralis profundus) mit dem Substrat Succinat lag im Status 3 bei rund
31,2 uMol O,/g Protein und min und somit etwas niedriger als die Resultate der
Lebermitochondrien. Auch mit dem Substrat Glutamat-Malat war die Atmungsrate der
Pectoralismitochondrien im Status 3 mit rund 20,1 uMol O,/g Protein und min niedriger
als die der Lebermitochondrien. Zur Stoffwechselrate isolierter Pectoralismitochondrien
liegen bisher keine Vergleichswerte anderer Autoren vor.

Eine einheitliche Rangierung der Linien N, K und H konnte bei den Messungen an
Pectoralismitochondrien nicht beobachtet werden. Der Einfluss der Linienzugehdrigkeit

auf die Atmungsrate dieser Gewebeart war statistisch noch nicht abzusichern.

Der Durchschnittswert fiir den Atmungskontrollindex RCR lag fur die Lebermitochondrien

mit dem Substrat Succinat mit 1,73 etwas hoher als mit dem Substrat Glutamat-Malat
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(1,67) und bewegte sich in der gleichen GréRenordnung wie bei Puten, Hihnern und
Flugenten (GROSCHL, 1998; HILLER, 1994; MEYER, 2002). Lediglich SOMMER (1986)
stellte bei Legehybriden mehrfach eine entkoppelte mitochondriale Atmung mit Werten
unter 1 fest.

Die Pectoralismitochondrien wiesen mit 1,44 (Succinat) bzw. 1,39 (Glutamat-Malat)
geringere Werte auf. Insgesamt lag der RCR jedoch fur alle vier Versuchsansatze stets iber
1 und belegte somit die Intaktheit der mitochondrialen Membranen.

Die Linie H wies flr alle vier Versuchsansétze die hochsten Durchschnittswerte fur den
RCR auf, gefolgt von den Linien K und N. Die Unterschiede zwischen den
Selektionslinien N und H waren bei den Messungen an Lebermitochondrien mit Succinat
und an Pectoralismitochondrien  signifikant bis  hochsignifikant. Fir die
Lebermitochondrien mit Glutamat-Malat bewegten sie sich an der Signifikanzgrenze. Bei
grolReren Stichproben waére zu erwarten, dass samtliche Linienunterschiede die
Signifikanzgrenze Uberschreiten. Insgesamt zeichnen sich die Mitochondrien der Linie H
also durch einen geringeren Entkopplungsgrad bzw. eine groRere Intaktheit aus als die der
Linien N und K.

Die ADP/O-Quotienten der Wachtelmitochondrien bewegten sich im oberen Bereich der
fir andere Vogelarten gefundenen Werte (GROSCHL, 1998; HILLER, 1994; MEYER, 2002).
Dies spricht fir eine hohe Effizienz der oxidativen Phosphorylierung.

Bis auf die Messungen an Pectoralismitochondrien mit dem Substrat Succinat zeigen alle
Versuche einen Anstieg der Werte von der Linie N uber K zu H, der allerdings bei einer

StichprobengréRe von 97 noch nicht statistisch abgesichert werden konnte.

Insgesamt lasst die Auswertung der mitochondrialen Parameter deutliche Unterschiede
zwischen den Linien N, K und H erkennen, die zum groRen Teil auch statistisch
abgesichert werden kénnen. Hierbei zeigt sich eine Uberlegenheit der auf hohe
Staubbadeaktivitat selektierten Linie H in der Atmungsaktivitat der Lebermitochondrien, in
der Intaktheit der Membranen sowie in der Effizienz der oxidativen Phosphorylierung. Die
Linienunterschiede sind trotz der vergleichsweise geringen StichprobengréfRe zumeist
signifikant; die Linienzugehorigkeit hat einen teilweise hochsignifikanten Einfluss auf die
Messresultate. Diese Ergebnisse sprechen flr einen positiven Zusammenhang zwischen der
Selektion auf Staubbadeaktivitdt und Parametern der mitochondrialen Atmung, der bei
hoheren Tierzahlen vermutlich noch deutlicher statistisch abgesichert werden kénnte. Die



Diskussion 91

herausragende Bedeutung der Leber fir die Gesamtstoffwechsellage des Organismus wird

bestétigt.

In den Aktivitatsmessungen der Na'-K*-ATPase in den Gehirnproben von 97 Wachteln
wies die Linie H die hochsten Durchschnittswerte auf. Fiir die Mg*-ATPase sowie fiir die
Summe der beiden Enzymaktivitaten (Gesamt-ATPase) war dies jedoch nicht der Fall, und
auch die Uberlegenheit bei der Aktivitit der Na'-K*-ATPase konnte nicht statistisch
abgesichert werden. Insgesamt ergaben sich weder einheitliche Rangierungen noch
statistisch abgesicherte Unterschiede zwischen den Linien N, K und H.

Aufgrund der entscheidenden Rolle der Na+-K+-ATPase beim Aufbau des
Membranpotentials tierischer Zellen und somit flr die Reizweiterleitung an Neuronen
hatten Verdnderungen ihrer Aktivitdt der Grund fir ein veréndertes Verhalten der
Wachteln sein konnen. Es gibt durchaus Hinweise auf eine Bedeutung der
Na+-K+-ATPase-Aktivitat fir Zustdnde erhohter oder herabgesetzter neurologischer
Erregbarkeit (Akagawa et al., 1980; Alexander et al., 1986; Dick et al., 1978; Glen, 1968;
Hokin-Neaverson et al., 1975 und 1976; Linnolia et al., 1983; Naylor et al., 1973; OAKNIN
et al., 1989; REDDY et al., 1989; SENGUPTA et al., 1980).

Ziel der aufgefuhrten Untersuchungen waren zumeist psychopathologische Zustande, die
mit deutlichen Stérungen des Membranpotentials in Verbindung gebracht wurden.

Die hohe oder niedrige Staubbadeaktivitat der Wachtellinien N, K und H stellt jedoch
keinen pathologischen Zustand dar, sondern eine mehr oder weniger starke
Merkmalsausprédgung innerhalb einer gewissen Varianz. Die Ergebnisse der Messungen
sprechen dafiir, dass die Aktivitit der Na'-K'-ATPase nicht der Grund fiir dieses
verdnderte Verhalten ist und umgekehrt die Selektion auf Staubbadeaktivitat keine
signifikanten Veranderungen in der Aktivitat der Na'-K*-ATPase bewirkt.

Die Korrelationsanalyse ergab eine geringe, jedoch hochsignifikante Beziehung
(P < 0,000) zwischen den Messwerten des 7. und des 12. Bruttages. Die Tendenz zu hoher
oder niedriger Atmungsaktivitat der Wachtelembryonen steht also schon zu einem friihen
Zeitpunkt der Entwicklung fest. Diese Korrelation passt zu der Beobachtung, dass sich
auch die Rangierung der Linien sowie die Uberlegenheit der schlupffahigen Wachteln tiber
die weniger vitalen Tiere bereits am 7. Bruttag abzeichnet.

Eine niedrige, aber hochsignifikante Korrelation wurde zwischen dem Sauerstoffverbrauch

am 12. Bruttag und dem mitochondrialen Sauerstoffverbrauch im Lebergewebe mit dem
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Substrat Succinat errechnet. Dies erscheint logisch, wenn man davon ausgeht, dass die
embryonale Atmungsaktivitat ein friher Indikator fir die Stoffwechsellage eines
Organismus ist. Der hohere Sauerstoffbedarf von Wachtelembryonen der Linie H ist
wahrscheinlich bereits auf eine intensivere mitochondriale Atmung zurtickzufthren.
KESSLER (1998) fand bei Huhnern meist positive, jedoch nicht signifikante Korrelationen
zwischen der embryonalen Atmungsrate am 13. Bruttag und der mitochondrialen
Stoffwechselaktivitat. Bei Puten war der embryonale Sauerstoffverbrauch nicht mit der
mitochondrialen Atmungsrate, wohl aber mit dem RCR und dem ADP/O-Quotienten
positiv verknlpft. Hieraus schlielt die Autorin, dass eine hohe embryonale
Atmungsaktivitat mit einer effektiven oxidativen Phosphorylierung einhergeht (GROSCHL,
1998). Die embryonale und die mitochondriale Atmung bei Flugenten waren signifikant
positiv. miteinander korreliert (MEYER, 2002). Diese Beobachtungen an anderen
Geflligelarten bestatigen Uberwiegend die Annahme, dass ein hoher embryonaler
Sauerstoffbedarf zumindest anteilig durch eine hohe mitochondriale Atmungsaktivitét
zustande kommt.

Die hohe wund hochsignifikante Korrelation zwischen den Atmungsraten der
Lebermitochondrien mit den Substraten Succinat und Glutamat-Malat (iberrascht nicht, da
es sich um vergleichbare Gewebeproben handelt. Diesen wurden zwei Substrate zur
Verfligung gestellt, deren hauptsdachlicher Unterschied in ihrer Eintrittsstelle in die
Atmungskette besteht.

Aus den genannten Griinden waren die Ergebnisse fiir Pectoralismitochondrien mit
unterschiedlichen Substraten ebenfalls hoch bzw. hochsignifikant miteinander korreliert.
Es konnte keine signifikante Korrelation der Atmungsraten von Leber und Brustmuskel
miteinander nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse der Na'-K*-ATPase und der Mg*-ATPase sind hochsignifikant miteinander
korreliert, was ein Hinweis auf die funktionelle Abhéangigkeit der beiden Enzyme sein
konnte. Die enge Korrelation zwischen Na'-K'-ATPase, Mg'-ATPase und Gesamt-
ATPase erklart sich daraus, dass die letztere die Summe der beiden ersten darstellt. Es
konnten keine signifikanten Beziehungen zwischen den ATPase-Aktivitaten und den

verschiedenen Atmungsraten nachgewiesen werden.

Aus der vorliegenden Untersuchung ergeben sich deutliche Anhaltspunkte dafur, dass die
Selektion des Verhaltensmerkmals Staubbadeaktivitat korrelierte Effekte auf

zellphysiologischer Ebene mit sich gebracht hat. Auch Untersuchungen anderer Autoren
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haben gezeigt, dass die Selektion bestimmter Verhaltensmerkmale Auswirkungen auf
unterschiedliche Stoffwechselbereiche hat. Die Mitochondrien als Organellen des
Energiestoffwechsels spielen nach heutigem Kenntnisstand eine herausragende Rolle fir
die Leistungsfahigkeit, die Gesundheit und sogar das Altern und den Tod der Zellen. Wird
ihre  Funktionsfahigkeit beispielsweise durch Selektion herabgesetzt, kann dies
logischerweise nicht ohne Folgen auf das Wohlbefinden sowie die Produktivitit des
Gesamtorganismus bleiben. RegelméaRige Kontrollen wichtiger physiologischer Parameter
konnen dazu beitragen, moglichen negativen Konsequenzen einer solchen Selektion
entgegenzusteuern.

Es ist abzusehen, dass sich der Schwerpunkt dieser ziichterischen Uberwachung in Zukunft
immer mehr direkt auf Ebene der Genanalyse bewegen wird. Mit fortschreitender
Kartographierung des Erbgutes der Haustiere und der Entwicklung von Markern kénnen
Korrelationen einzelner Merkmale leichter erklart und moglicherweise beeinflusst werden.
Die Frage, welche Kkonkreten praktischen Vorteile sich aus der zichterischen
Beeinflussung arttypischer Verhaltensweisen wie der Staubbadeaktivitat ergeben, geht
uber den Rahmen der vorliegenden Untersuchung hinaus. Sicher soll nicht das Ziel sein,
die Tiere durch genetische Anpassung so weit zu verdndern, dass sie ohne
LeistungseinbufRen in einer nicht artgerechten Umgebung gehalten werden kénnen.
Stattdessen verspricht die gezielte Selektion bestimmter Verhaltensparameter in
Kombination mit artgerecht gestalteten Haltungsbedingungen die besten Fortschritte in
Bezug auf das Wohlbefinden und die Produktivitat landwirtschaftlicher Nutztiere.
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6 Zusammenfassung

Zielstellung der vorliegenden Arbeit war es, die Zusammenhange zwischen Verhalten und
Stoffwechselphysiologie néher zu beleuchten.

Als Versuchstiere dienten japanische Wachteln, die zuvor einer Zweiwegeselektion fir das
Merkmal Staubbadeaktivitit unterworfen worden waren. Die auf diese Weise entstandenen
Linien H (hohe Staubbadeaktivitdt), N (niedrige Staubbadeaktivitdt) und K (nicht
selektierte Kontrolllinie) unterschieden sich in diesem Merkmal signifikant voneinander.
Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden stoffwechselphysiologische und biochemische
Unterschiede der drei Linien untersucht, um etwas (ber die Konsequenzen der erfolgten
Selektion und umgekehrt Uber die mdoglichen Ursachen fir Varianz im Verhalten
herauszufinden.

Im ersten Versuchsabschnitt wurde am siebten und am zwolften Bruttag der embryonale
Sauerstoffverbrauch  als  Indikator der  Stoffwechselaktivitdit gemessen. Die
Linienzugehorigkeit beeinflusste die Ergebnisse hochsignifikant, wobei Embryonen der
auf hohe Staubbadeaktivitat selektierten Linie H stets Embryonen der Linien N und K in
der Atmungsaktivitat tberlegen war. Vitale Embryonen hatten an beiden Messterminen
einen signifikant hoheren Sauerstoffverbrauch als Tiere, die nicht erfolgreich schllpften.
Diese Beobachtung wurde regelméfiig auch von anderen Autoren gemacht. Die Ergebnisse
der Messungen legen nahe, dass die Selektion auf hohe Staubbadeaktivitat bereits beim
Wachtelembryo einen intensiveren Energiestoffwechsel und somit einen hdoheren

Sauerstoffbedarf zur Folge hat.

Im zweiten Versuchsabschnitt wurde an isolierten Mitochondrien der Wachteln der
Sauerstoffverbrauch wahrend der oxidativen Phosphorylierung gemessen. Die
Mitochondrien stammten aus der Leber bzw. aus dem Musculus pectoralis profundus. Als
Substrate der Atmungskette dienten Succinat bzw. Glutamat-Malat, so dass vier
unterschiedliche Versuchsanordnungen vorlagen. Mit den gemessenen Werten fur die
Atmungsaktivitdt wurden der Atmungskontrollindex RCR als Indikator fir die Intaktheit
der Mitochondrien und der ADP/O-Quotient als Mal fir die Effizienz der oxidativen
Phosphorylierung berechnet.

In der Atmungsrate der Lebermitochondrien zeichnete sich eine signifikante Uberlegenheit
der Linie H ab. Der Einfluss der Linienzugehorigkeit auf die Messwerte war
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hochsignifikant. Die Bestimmung der Atmungsrate von Mitochondrien des M. pectoralis
profundus ergab keine einheitliche Rangierung der Linien.

Die Linienunterschiede fir den Atmungskontrollindex RCR waren trotz der geringen
Stichprobengrofie tendenziell bis hochsignifikant. In allen vier Versuchsansatzen war ein
Anstieg der RCR-Werte von der Linie N tber K hin zu H zu verzeichnen.

Auch beim ADP/O-Quotienten zeigte sich die Linie H in drei von vier Versuchsansatzen
den beiden anderen Linien tberlegen.

Im dritten und letzten Versuchsabschnitt wurde an Gehirnproben der Wachteln die
Aktivitat der Na™-K*-ATPase bestimmt. Dieses Enzym spielt eine entscheidende Rolle bei
der Reizweiterleitung an Neuronen. Es konnten keine signifikanten Linienunterschiede in
seiner Aktivitat nachgewiesen werden, und der Faktor ,Linie” hatte keinen signifikanten
Einfluss auf die Ergebnisse. Dies spricht dafiir, dass die Na'-K'-ATPase nicht
mitverantwortlich fiir Anderungen des Staubbadeverhaltens ist.

Zusammenfassend spricht einiges dafir, dass die Selektion von Wachteln auf hohe bzw.
niedrige Staubbadeaktivitat ihren Energiestoffwechsel signifikant beeinflusst hat. Hierbei
geht hohere Staubbadeaktivitdt mit erhohter Stoffwechselintensitat einher. Die Linie H
ubertrifft die Linien N und K signifikant beim embryonalen Sauerstoffverbrauch, bei der
Atmungsrate der Lebermitochondrien und bei der Effizienz der oxidativen
Phosphorylierung. Zuséatzlich weisen in dieser Gruppe die mitochondrialen Membranen
eine signifikant hohere Intaktheit als in den anderen Gruppen zu auf.

Generell kann die selektive Beeinflussung von Verhaltensmerkmalen zellphysiologische
und sonstige Effekte mit sich bringen, die nicht immer erwiinscht sind. Je friiher solche
Tendenzen erkannt werden, desto eher lassen sich zichterische Gegenmalinahmen
ergreifen.

Die Fortschritte auf dem Gebiet der Genanalyse erlauben gegenwartig immer wieder neue
Einblicke in die Zusammenhdange zwischen verschiedenen Merkmalen, die zum besseren

Verstandnis der Effekte von Selektion filhren konnen.
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7 Summary

The purpose of the present thesis was to learn more about the relationship between
behaviour and metabolic physiology.

The test animals were Japanese quail having undergone a bidirectional selection for
dustbathing activity. The selection had resulted in the lines H (high dustbathing activity), N
(low dustbathing activity) and K (not selected control line), who differed significantly in
this behaviour trait. In the present study birds of the three quail lines were tested for
physiological and biochemical differences to discover possible consequences of the
carried-out selection and possible reasons for variance in behaviour.

In the first test phase the prenatal oxygen consumption as an indicator for metabolic
activity was measured on the seventh and twelfth day of incubation. The factor “line” had a
highly significant influence on the results. Embryos of the line H selected for high
dustbathing activity constantly showed higher oxygen consumption than embryos of the
lines N and K. On both test days embryos with good vitality had a significantly higher
oxygen consumption than embryos that were not able to hatch successfully. This
phenomenon has also been observed by other researchers. It seems likely that the selection
for high dustbathing activity in the line H has resulted in an intensified energy metabolism

and consequently a higher oxygen consumption.

In the second test phase the oxygen uptake of isolated mitochondria during the oxidative
phosphorylation was examined. The mitchondria were taken from the liver and from the
Musculus pectoralis profundus respectively. Succinate and Glutamate-Malate were
provided as substrates for the respiratory chain, thus obtaining four test assemblies. From
the obtained results for the respiratory activity, it was possible to calculate the respiratory
control ratio RCR and the ADP/O-ratio, the first being an indicator for the mitochondrial
integrity, the second showing the degree of efficiency of the oxidative phosphorylation.
The oxygen uptake of liver mitochondria of the line H significantly surpassed the two other
groups. There was a highly significant influence of the factor “line” on these results. In the
respiration activity of mitochondria from the M. pectoralis profundus no clear line ranking
could be observed.

For the respiratory control ratio RCR there were tendentious line differences and highly
significant line differences in spite of the relatively small number of samples. The four test
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assemblies showed a correspondent line ranking with the lowest results for the line N, the
highest results for the line H and intermediary results for the line K.

The line H also showed the highest results for the ADP/O-ratios in three out of four test
assemblies.

In the third and last test phase the activity of the Na'-K*-ATPase (or sodium pump) was
examined in brain samples from the quail. This enzyme is essential for the signal
transduction in neurons. There was no evidence for significant line differences in its
activity, and the factor “line” did not have any significant influence on the obtained results.
Therefor the sodium pump does not seem to be responsible for any variance in the

dustbathing activity.

To sum up the results of the present study it is very likely that the selection of quail for
high or low dustbathing activity respectively has had a significant influence on their energy
metabolism. Higher dustbathing activity seems to be correlated to higher metabolic rates of
the birds. The line H significantly surpassed the lines N and K in the embryonic oxygen
uptake, in the respiration rate of liver mitochondria and in the efficiency of the oxidative
phosphorylation in liver and muscle mitochondria samples. In addition the integrity of its
mitochondrial membranes significantly excel the other groups.

The selection for behaviour traits can be responsible for cell physiological and further
effects that are not always desirable. It is important to recognize these adverse effects as
early as possible to take countermeasures.

The progressing analysis of many genomes presently leads to new insights into the
connections of certain gene loci to each other and to a better understanding of the effects of

selection.
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