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1. EINLEITUNG UND PROBLEMSTELLUNG

Threonin gehdrt zu den neutralen Aminoséuren und wurde erst 1938 identifiziert. Threonin ist
essentiell fiir Sdugetiere und Vogel. Eine optimale Versorgung mit Threonin ist demnach fiir
Erhaltung und Wachstum notwendig. FEine Threoninkatabolisierung, die einen
unwiderruflichen Verlust an dieser Aminosiure darstellt, ist deshalb moglichst zu vermeiden.
Threonin kann in pflanzlichen Rationen auf Getreidebasis limitierend sein und liefert {iber
seinen Abbau zugleich Vorstufen fiir die Synthese von Glycin und Serin. Threonin ist beim
Abbau teilweise glukoplastisch und dient einer Energiespeicherung in Form von Glucose in
der Leber und im Muskelgewebe. Threonin wirkt lipotroph und wirkt einer starken
Fetteinlagerung in die Leber entgegen. Dariiber hinaus ist Threonin bedeutsam fiir das
Immunsystem (Synthese von Immunoglobulinen und Antikorpern) und ein wesentlicher

Bestandteil von Kollagen und Elastin.

Eine genaue Kenntnis der Faktoren, die den Threoninstoffwechsel kontrollieren, ist
notwendig, um eine bessere Basis flir die Optimierung der Threoninbedarfsdeckung zu
schaffen. Die Mechanismen des Threoninabbaus zu kennen und zu quantifizieren, ist dabei
von besonderer Bedeutung. Die Threonindehydrogenase stellt in diesem Zusammenhang
offensichtlich ein Schliisselenzym der Leber dar. Beim Threoninabbau durch die
Threonindehydrogenase entsteht Glycin. Die de novo Synthese von Glycin aus Threonin kann
den metabolischen Bedarf fiir Glycin liber den Threonindehydrogenase-Weg teilweise decken.
Da Glycin eine essentielle Aminosdure beim wachsenden Kiiken darstellt und fiir die
Synthese von Purinbasen (Harnsduresynthese) notwendig ist, konnte dieser

Threonindehydrogenase-Weg beim Kiiken von besonderer Bedeutung sein.

Ziel der vorliegenden Untersuchungen ist deshalb, die Threonindehydrogenase-Aktivitét als
Kriterium fiir die in der Leber stattfindende Katabolisierung von Threonin unter den

Bedingungen Threonin limitierter Didten bei Kiiken und Laborratten zu priifen.



Dabei sollten folgende Schwerpunkte in den Mittelpunkt gestellt werden:

1. Einfluss unterschiedlicher Proteinniveaus auf die Threonindehydrogenase-Aktivitit unter

den Bedingungen Threonin limitierter Futtermischungen bei Kiiken und Laborratte.

2. FEinfluss unterschiedlicher Protein- und Threoninniveaus auf die Threonindehydrogenase-
Aktivitidt unter den Bedingungen Threonin limitierter Futtermischungen bei Kiiken und

Laborratte.
3. Einfluss unterschiedlicher Glycin- und Threoninniveaus der Futtermischungen auf die
Threonindehydrogenase-Aktivitit unter den Bedingungen einer Threoninlimitanz beim

Kiiken.

4. Einfluss des Alters auf die Threonindehydrogenase-Aktivitit beim Kiiken.



2. LITERATURUBERSICHT

2.1 Besonderheiten des Protein- und Aminosiuren-Stoffwechsels bei Laborratten und

Kiiken

Fiir ausgewachsene Laborratten sind folgende Aminosduren essentiell: Histidin, Isoleucin,
Leucin, Lysin, Methionin, Phenylalanin, Threonin, Tryptophan und Valin. Fiir wachsende
Laborratten ist auch Arginin essentiell. Das wachsende Kiiken hat die gleichen essentiellen
Aminosduren wie die wachsende Laborratte. Fiir das Gefliigel ist Arginin aufgrund des
fehlenden Eigensynthese-Mechanismus im Ornithinzyklus eine essentielle Aminoséure.
Zusétzlich ist Glycin eine essentielle Aminosdure beim wachsenden Kiiken (BAKER et al.,
1968; KIRCHGESSNER, 1992). Daher ist Glycin im Aminoséduren- Stoffwechsel bei Kiiken
von grofler Bedeutung (COON et al., 1974; SCHUTTE et al., 1997). Serin spielt ebenfalls
eine wichtige Rolle beim Kiiken, weil Glycin aus Serin durch Serin-Hydroxymethyl-
Transferase gebildet werden kann. Deshalb wird zur Bewertung des Versorgungsgrades in der
Gefliigelerndhrung héufig eine gemeinsame Betrachtung von Glycin und Serin vorgenommen.

(NRC, 1994; SCHUTTE et al., 1997).

Bei der Laborratte wird Ammoniak aus dem Aminosiurestoffwechsel in der Leber iiber den
Harnstoffzyklus in Harnstoff tiberfiihrt. Der Harnstoff wird in die Niere transportiert und mit
dem Harn ausgeschieden. Beim Kiiken fehlt das Enzym zur Bildung des Carbamylphosphats
(Carbamylphosphat-Synthetase). Deswegen kann der Harnstoffzyklus nicht ablaufen. Beim
Kiiken erfolgt die Eliminierung des Stickstoffs durch Einbau in Purinbasen iiber Harnsaure.
Zuerst werden die aus dem Glutamin gelieferten zwei Aminogruppen an den Purinring
angefligt. Danach wird das Glycin an diesen Purinring gebunden. Aspartat gibt eine
Aminogruppe an den Purinring ab. Das erste Zwischenprodukt mit einem vollstindigen
Purinring ist die Inosinséure. Die Inosinsidure wird iiber Adenosin zu Inosin. Das Inosin wird
zu einer Purinbase, Hypoxanthin, und D-Ribose hydrolysiert. Diese gebildeten Purine sind
nicht nur als Bausteine der Nucleinsduren, sondern auch als Zwischenprodukte der N-
Ausscheidung bedeutend. Der weitere Stoffwechsel geht von Xanthin {iber eine
Xanthinoxydase zur Harnsdure, die beim Kiiken {iber die Nieren ausgeschieden wird. Bei der
Laborratte wird die in deutlich geringerem Umfang gebildete Harnsdure durch Uratoxidase
weiter in das Ausscheidungsprodukt Allantoin umgewandelt und exkretiert (PUSCHNER und
SIMON, 1988; NELSON und COX, 2000).



2.2 Die Rolle der Leber im Aminosauren-Stoffwechsel

Die Leber entzieht der Zirkulation (Portalvene) einen erheblichen Teil der aus dem
Darmkanal resorbierten Aminosduren fiir den Aufbau korpereigener Proteine, fiir die
Energiegewinnung und fiir zahlreiche andere Biosynthesen. Die Leber erneuert ihren
Proteinbestand fortlaufend. Die Leberproteine haben deshalb einen sehr hohen Turnover mit
einer mittleren Halbwertszeit von nur wenigen Tagen. In der Leber werden auch die meisten
Blutplasmaproteine synthetisiert. Aminosduren konnen ins Blut gelangen und in andere
Organe gebracht werden, wo sie als Bausteine flir die Biosynthese der Gewebeproteine
verwendet werden. Die Aminosduren sind Vorstufen bei der Biosynthese der Purin- und
Pyrimidinbasen der Nucleotide und bei der Synthese speziellerVerbindungen, wie Porphyrine,
Hormone und andere stickstoffhaltigen Verbindungen. Der Umfang der Proteinsynthese in der

Leber ist vom Entwicklungsstadium, der Erndhrung und der Leistung abhéngig.

Die Bedeutung der Leber im Stoffwechsel der Aminosduren und der Proteine wurde von
SCHENCK und KOLB (1990), DEVLIN (1997) und NELSON und COX (2000) wie folgt

zusammengefaft:

- Abbau der Aminosduren und Synthese des Harnstoffs

Uberschiissige Aminosiduren werden in der Leber abgebaut. Der Abbau der essentiellen
Aminoséduren ist im wesentlichen auf die Leber beschrinkt. Eine Ausnahme machen die
verzweigtkettigen Aminoséduren, die vorwiegend in peripheren Geweben verstoffwechselt
werden. Die Aminosduren, die nicht fiir die Proteinsynthese in der Leber Verwendung finden,
werden desaminiert und zu Acetyl-CoA und Ubergangsverbindungen des Citratcyclus
abgebaut. Diese Ubergangsverbindungen kénnen durch die Gluconeogenese in Glucose und
Glycogen umgewandelt werden. Acetyl-CoA kann fiir die Bildung von ATP-Energie iiber den
Citratcyclus oxidiert oder zur Neusynthese von Fettsduren verwendet werden. Die
Aminosiuren werden auch durch Transaminierung umgebaut, was eine Ubertragung der NH,-
Gruppe auf eine 2-Oxosdure bedeutet. Sie werden auch zu primiren Aminen decarboxyliert,

die zum Teil als Bausteine verschiedener Substanzen wichtig sind.

Der beim Abbau der Aminoséduren frei werdende Ammoniak wird von der Leber iiber den

Harnstoffzyklus zum ungiftigen Harnstoff umgesetzt. Die Purinbasen werden in der Leber



iiber Hypoxanthin und Xanthin zu Harnsdure abgebaut. Bei Haustieren wird in der Leber die
Harnsédure durch die Uricase in groBer Menge in Allantoin iiberfiihrt. Der Ammoniak wird in
der Gefliigelleber durch die Harnsduresynthese entgiftet. Dies findet zum Teil auch in den

Nieren statt.

- Die Synthese von nicht essentiellen Aminosduren

Die nicht essentiellen Aminosduren konnen in der Leber gebildet werden, wenn die

Resorption von nicht essentiellen Aminosduren nicht bedarfsdeckend ist.

- Spezielle Biosynthesen

In der Leber findet die Bildung von Kreatin und Cholin statt. Durch Methylierung wird das
Kreatin gebildet, das an das Blutplasma abgegeben und von der Muskulatur aufgenommen
wird. Cholin wird bei unzureichender Cholin-Resorption aus Serin und Methionin

synthetisiert.

- Synthese von Albuminen, Lipoproteinen, Glycoproteinen und Transportproteinen fiir

Vitamine und Spurenelemente.

Eine wichtige Aufgabe der Leber besteht darin, Plasmaeiwei3e aufzubauen. Die Leber bildet
auch die Albumine und die meisten o- und [(-Globuline einschlieflich der
Gerinnungsfaktoren und Transportproteine, wie Coeruloplasmin fiir Kupfer und Transferrin
fiir Eisen. Die Leber synthetisiert verschiedene Glycoproteine und wichtige Transportproteine

wie Lipoproteine.

- Die Synthese der Gallensduren und die Synthese von mehr als 1000 verschiedenen

Enzymen, deren Wirkung durch verschiedene Metabolite und Hormone reguliert wird.

- Abbau des Himoglobins in den Kupfferschen Sternzellen und Abbau der Peptidhormone.



2.3 Stoffwechsel des Threonins bei Laborratten und Kiiken

Threonin ist essentiell, da es nicht an Transaminierungen teilnimmt und deshalb vom
tierischen Organismus nicht synthetisiert werden kann. Es ist beim Abbau gluco- und
ketoplastisch. Die potentiellen Wege des Katabolismus von L-Threonin beziehen die

Aktivititen von drei verschiedenen Enzymen ein.

2.3.1 Enzyme fiir den Threoninabbau

- Threoninaldolase (EC 4.1.2.5; TA)

Die Threoninaldolase kommt zytosolisch vor. Der Abbau des Threonins findet durch die
pyridoxalphosphathaltige Threoninaldolase statt, wobei Glycin und Acetaldehyd entstehen.
Das Acetaldehyd kann durch eine Aldehyd-Dehydrogenase in aktivierte Essigsdure iiberfiihrt
werden. Die Threoninaldolase kann nach Beobachtungen von MELTZER und SPRINSON
(1952) bei der Ratte L-Threonin in Glycin tberfithren. Threoninaldolase ist das gleiche
Protein wie Serin-Glycin-Hydroxymethyltransferase (EC 2.1.2.1), die die Interkonversion von
Glycin und Serin (SCHIRCH und GROSS, 1968) katalysiert. Einige Untersuchungen (BIRD
und NUNN, 1983; YEUNG, 1986; PAGANI et al., 1991) haben gezeigt, dass die Bedeutung
der Aktivitit der Threoninaldolase in der Rattenleber tiberschitzt wurde und daB dieses
Enzym tatséchlich sehr wenig oder keine Aktivitét fiir die Katabolisierung von L-Threonin
bei Ratten besitzt. Der K,,-Wert von Threonin-Aldolase fiir L- Threonin und Pyridoxal 5’-
phosphat in der Rattenleber betrdgt 20 mM (MALKIN und GREENBERG, 1964) und 0,11
mM (KARASEK und GREENBERG, 1957).

- Threonindehydratase (EC 4.2.1.16; TDH)

Threonindehydratase ist ebenfalls zytosolisch. Durch Threonindehydratase kann Threonin
unter Abspaltung von H,O und NH;3 in a-Ketobutyrat bei der Ratte (INOUE und PITOT,
1970) und beim Menschen (AKOPOV et al., 1979) iiberfiihrt (FREEDLAND und AVERY,
1964) und anschlieBend oxidativ in Propionyl-CoA und CO, gespalten werden. Propionyl-
CoA kann dann zu Succinyl-CoA weiterreagieren. In der Rattenleber werden Threonin und
Serin durch eine allgemeine zytosolische Dehydratase desaminiert (GOLDSTEIN et al., 1962).
Dies ist weitgehend abhingig von der Didt und der hormonalen Regulation (INOUE et al.,



1971). Ein Katabolismus von L-Threonin durch Threonindehydratase scheint, auBer im
Zustand der Gluconeogenese (BIRD und NUNN, 1983; BALLEVRE et al., 1991), ebenfalls
von geringer Bedeutung zu sein. Die K,-Werte der Threonindehydratase fiir L-Threonin und
Pyridoxal 5'-phosphat in der Rattenleber betragen 87 mM und 0,37 pM (NAKAGAWA und
KIMURA, 1969).

- Threonindehydrogenase (EC 1.1.1.103; TDG)

Die Threonindehydrogenase ist ein mitochondriales Enzym (URATA und GRANICK, 1963;
GREEN und ELLIOT, 1964; DALE, 1978). Threonindehydrogenase wird in der
Mitochondrien-Matrix gefunden und bildet anscheinend einen 16slichen Komplex mit 2-
Amino-3-Oxobutyrat CoA Ligase (Glycin Acetyltransferase ; EC 2.3.1.29; TRESSEL et al.
1986), der die Umwandlung von 2-Amino-3-Oxobutyrat zu Acetyl-CoA und Glycin
katalysiert (McGILVRAY und MORRIS, 1969; DALE, 1978; BIRD und NUNN, 1979).
Aminoaceton, das einzige bekannte Stoffwechselprodukt von 2-Amino-3-Oxobutyrat, wird
bei der Ratte (GREEN und ELLIOT, 1964) und beim Menschen (MAUZERALL und
GRANICK, 1956) nicht enzymatisch gebildet (LAVER et al., 1959). Die K,-Werte der
Threonindehydrogenase fiir L-Threonin in der Kiiken-, Ratten- und Schweinleber betragen
8,4 mM (AOYAMA und MOTOKAWA, 1981), 10,6 mM (BIRD und NUNN, 1983) und 5,0
mM (TRESSEL et al., 1986) und die K,-Werte fiir NAD" in der Kiiken-, Ratten- und
Schweinleber liegen bei 0,98 mM (AOYAMA und MOTOKAWA, 1981), 80 uM (BIRD und
NUNN, 1983) und 0,1 mM (TRESSEL et al., 1986).

Threonindehydrogenase aus der Kiikenleber ist ein Monomer und hat ein Molekulargewicht
(MG) von 88.000. Das pH-Optimum liegt zwischen 8,6 und 8,7 und der isoelektrische Punkt
des Enzyms durch Elektrofocusing bei 5,9 (AOYAMA und MOTOKAWA, 1981).
Threonindehydrogenase aus der Schweineleber ist ein Tetramer, das aus identischen
Untereinheiten von MG = 25.000 besteht. Das pH-Optimum liegt zwischen 8,0 und 8,4 und
der isoelektrische Punkt des Enzyms durch Elektrofocusing bei 5,5 (TRESSEL et al., 1986).

Weiterhin wurde die TDG bei verschiedenen Organismen und Tierarten untersucht (u.a.
Froschleber: HARTSHORNE und GREENBERG, 1964; Arthrobacter: McGILVRAY und
MORRIS, 1971; Escherichia coli: BOYLAN und DEKKER, 1981; Ziegenleber: RAY und
RAY, 1985).



2.3.2 Die besondere Bedeutung der Threonindehydrogenase

Der Abbau von Threonin iiber die Threonindehydrogenase ist ein bedeutender Weg der
Threoninoxidation, dabei entsteht Glycin (BAKER et al. 1972) aus Threonin. Durch diesen
Weg kann der metabolische Bedarf fiir Glycin gedeckt werden. Fiir wachsende Kiiken ist
Glycin essentiell und somit fiir eine optimale Protein-Synthese und den Protein-Ansatz
notwendig. Beim Gefliigel wird der zu exkretierende Stickstoff durch Einbau in Purinbasen
iiber die Harnsdure ausgeschieden, dabei wird Glycin als Baustein benétigt. Glycin ist zwar
eine nicht essentielle Aminosdure fiir die meisten Sdugetiere, dennoch bendtigen einige
Proteine eine hohe Menge Glycin fiir ihre Synthese (z.B., Kollagen, eins der reichlich im
Korper vorhandenen Strukturproteine). Folglich haben junge Tiere fiir das Wachstum hohe
Anforderungen an die Glycinversorgung. Die Angaben von BALLEVRE et al. (1991) zeigen,
dass Glycin auch fiir das Wachstum der Ferkel begrenzend werden kann und eine
Threoninerginzung die Wachstumsrate der Ferkel, die eine Glycin-limitierte Diét erhielten,
verbesserte. Die de novo Synthese von Glycin iiber den Abbau von Threonin kann demnach

den Glycinbedarf liber den TDG-Weg teilweise decken (Le FLOC'H et al. 1994).

BIRD et al. (1984) errechneten, aufgrund von in-vitro Studien mit intakten hepatischen
Mitochondrien von Ratten, dall bei ausreichender Versorgung mit L-Threonin mindestens
65% des katabolisierten Threonin in Glycin und Acetyl-CoA umgewandelt werden. Die
Threonindehydrogenase ist fiir 87% beim Abbau des Threonins in der Leber von normal
gefiitterten Ratten (BIRD und NUNN, 1983) und fiir ca. 80% des abgebauten Threonins in der
Schweineleber  verantwortlich (BALLEVRE et al., 1990). Die Aktivitit der
Threonindehydrogenase wurde in isolierten hepatischen Mitochondrien von Kiiken bei
Threonin-Imbalanz (NIESS, 1978; TORRES et al., 1999) und hohen Proteingehalten
(TORRES et al., 1998) in der Diét signifikant gesteigert (DAVIS und AUSTIC, 1994 und
1997).

Der Anteil des Threonins, der entweder von der Threonindehydrogenase oder der
Threonindehydratase oxidiert wird, ist offenbar beim Mensch im Gegensatz zum wachsenden
Schwein und der Ratten unterschiedlich. Nach Angaben von BIRD et al. (1982) ist die
Threonindehydrogenase-Aktivitdt in der Menschenleber deutlich niedriger als die in der

Rattenleber. Die Threonindehydratase-Aktivitdt lag dabei sehr niedrig. Nimmt man an, dal3



die K,-Werte der zwei Enzyme der gleichen Ordnung wie die bei der Ratte sind, ist die
Threonindehydrogenase in vitro das quantitativ wichtigere Enzym. Beim menschlichen
Sdugling wurde geschitzt, dal 44% der gesamten Threoninoxidation durch den
Threonindehydrogenase-Weg hervorgerufen wird (DARLING et al., 1999). Dies steht im
Gegensatz zu den Studien mit Schweinen von BALLEVRE et al. (1990), in denen die Glycin-
Produktion ca. 80% der gesamten Threoninoxidation umfaflte. Das Ferkel wichst ca. viermal
so schnell wie der menschliche Siugling (PENCHARZ et al., 1996). Infolge ihrer hoheren
Wachstumsgeschwindigkeit konnen Schweine demnach auch einen hoheren Bedarf an Glycin
fiir die Proteinsynthese haben. Bei erwachsenen Menschen belduft sich die gesamte
Threoninoxidation iiber den TDG-Weg auf nur 7-11 %, gemessen mit Hilfe einer konstanten
Infusion iiber 4 Stunden mit L-[1-"*C] Threonin und [ISN]Glycin (DARLING et al., 2000).
Diese altersbedingten Unterschiede konnen mit einem relativ h6heren metabolischen Bedarf

an Glycin beim Sdugling zusammenhéngen.

2.3.3 Die Lokalisation der Threoninoxidation in verschiedenen Geweben

Die Aktivitdten von Threonindehydratase und Threoninaldolase sind hauptsichlich in der
Rattenleber (KARASEK und GREENBERG, 1957) zu finden. Die Threonindehydrogenase-
Aktivitit beschrankt sich nicht ausschlieBlich auf die Rattenleber. Bei Ratten ist auch eine
spezifische Aktivitit von TDG im Gehirn, in den Nieren und im Herz (10 bis 30 % der
Leberaktivitit) beobachtet worden. (GREEN und ELLIOTT, 1964). DAVIS und AUSTIC
(1994) zeigten bei Ratten, daB3 eine TDG-Aktivitdt in vielen Geweben (z.B Leber, Pankreas,
Gehirn, Muskel, Milz, Nieren, Herz und Darm) verbreitet ist. Wegen des relativen
Masseanteils der Organe befinden sich ca. 87% der Gesamtkorper TDG-Aktivitdt in der
Rattenleber (BIRD und NUNN, 1983).

Le FLOC'H et al. (1995) stellten fest, dass bei einer didtischen Unterversorgung mit Threonin
ein groBer Teil der Threoninoxidation extrahepatisch verlaufen kann. In vitro-Messungen der
spezifischen Aktivitdit von TDG in den unterschiedlichen Geweben von Schweinen haben
gezeigt, dall das Enzym besonders in der Leber und im Pankreas vorkommt. In den anderen
Geweben konnte praktisch keine Aktivitdt ermittelt werden. Dieses Resultat wurde in vivo mit
der Messung einer hoheren Glycinanreicherung und einer hoheren spezifischen Radioaktivitét
in diesen Geweben als im Plasma nach einer Infusion mit markiertem Threonin bestétigt (Le

FLOC'H et al., 1997). Dies ist in Ubereinstimmung mit den Daten aus Experimenten von Le
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FLOC'H et al. (1995 und 1996). Obgleich die spezifischen Aktivititen der TDG in vitro in
der Leber und im Pankreas dhnlich waren, finden sich in der Schweineleber mehr als 90 % der
Gesamtaktivitét. Folglich kann angenommen werden, dall die Leber das Gewebe ist, in dem

die grofte Menge an Threonin in vivo oxidiert wird, wenn die Versorgung mit Threonin nicht

limitierend ist (Le FLOC'H et al., 1997).

Die Rolle des Pankreas im Threoninstoffwechsel beim Kiiken ist von DAVIS und AUSTIC
(1982a) beschrieben worden. Bei dieser Spezies lag die spezifische Aktivitit von TDG im
Pankreas fiinffach hoher als in der Leber. DAVIS und AUSTIC (1982a und 1994) zeigten
ebenfalls, da3 die TDG-Aktivitdt beim Kiiken in den gleichen Geweben wie bei der Ratte
lokalisiert ist und die Aktivitdt in der Leber und im Pankreas im Vergleich mit anderen

Geweben sehr hoch ist.

2.4 Der Threoninstoffwechsel in Beziehung zum Threonin-Versorgungsgrad

Eine bedarfsdeckende Threoninversorgung ist fiir Erhaltung und Wachstum notwendig. Die
Threoninoxidation stellt einen irreversiblen Verlust von Threonin aus Futter- und
Korperproteinen dar. Bei Schweinen begrenzt die Threoninversorgung oft das Wachstum
(FULLER et al., 1989). Kenntnisse zum Threoninstoffwechsel sind deshalb notwendig, um
eine optimale Threoninversorgung bei geringer Oxidationsrate im FEinklang mit einer

zweckméBigen Ausschopfung des Leistungspotentials zu erreichen.

2.4.1 Kiiken

Fir Kiiken liegen nur wenige Untersuchungsbefunde zu diesem Thema vor, von denen

zunéchst zwei besonders wichtige Versuche genauer dargestellt werden sollen.

In Untersuchungen von DAVIS und AUSTIC (1982b) zeigte sich bei einer Erhdhung des
Threoningehaltes von 0,6 auf 1,8% in der Kiikendiét kein signifikanter Anstieg der TDG-
Aktivitit. Die Ergédnzung von L-Threonin zur Basaldiit hatte auch keinen signifikanten Effekt

auf Lebendmassezunahme bzw. Futteraufnahme der Kiiken im Vergleich zur Basaldit

(Tabelle 1).
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Tab. 1: [Einfluss unterschiedlicher Threoningaben auf Wachstum und
Threonindehydrogenase-Aktivitit in der Leber von Kiiken
(modifiziert nach DAVIS und AUSTIC 1982b).

Erginzung Futter- Thr-Konzentration
Lebendmasse- TDG-
zur aufnahme Plasma Leber
zunahme (g/d) Aktivitiat*
(g/d) (umol/dl) | (umol/g)
Basaldiat
e 20,6% XP 9,19 18,0 ab 17,4 0,815 0,42
e 0,6% Thr**
+0,2% L-Thr 9,86° 18,2° 46,6 1,215 0,47
+0,4% L-Thr 9,592 17,9% 106,6 1,950 0,57
+0,8% L-Thr 9,82? 18,1 318,5 2,805 0,72
+1,2% L-Thr 10,02 18,3% 576,5 3,860 0,57

*numol Aminoacetonbildung pro 30 min/ g Leber ** Threonin in der Basaldiit ist erstlimitierend.

Die TDG-Aktivitit von Kiiken, die die Basaldidt oder die Basaldidt ergéinzt mit kristallinem
Threonin erhielten, zeigte keine signifikanten Unterschiede. Die Ergénzung von 1,14%
kristallinem L-Threonin zur Basaldiét hatte auch keinen Effekt auf die Lebendmassezunahme
oder Futteraufnahme der Kiiken im Vergleich zur Basaldidt. Die Kiiken, die mit der
proteinreichen Diédt oder der proteinreichen Didt abziiglich 0,15% kristallinem L-Threonin
gefiittert wurden, hatten hohere Lebendmassezunahmen und eine bedeutend héhere TDG-

Aktivitat im Vergleich zur Basaldidt oder der Basaldidt plus 1,14% Threonin (Tab. 2).

Die Verabreichung einer Futtermischung mit hohem Proteingehalt fithrte zu einem Anstieg
der hepatischen TDG-Aktivitit von Kiiken (AOYAMA und MOTOKAWA, 1981). Demnach
wird die hepatische TDG-Aktivitdt beim Kiiken vom Proteingehalt des Futters, nicht aber
vom Threoningehalt im Futter beeinflusst (DAVIS und AUSTIC, 1997).
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Tab. 2: Einfluss unterschiedlicher Threonin- und Rohprotein-Gaben auf Wachstum und

Threonindehydrogenase-Aktivitit in der Leber von Kiiken (modifiziert nach
DAVIS und AUSTIC 1997).

Gruppe Lebendmasse- Futteraufnahme | TDG-AKktivitit*
zunahme (g/ 72 h) (g/ 72 h)
Basaldiit
o 22% XP 14 40 48
e 0,6% Thr
Basaldiit
+1,14% Thr 15 40 63,7
(1,74% Gesamt-Thr)
Hoch-Protein
51% XP 18 330 206,7%+°
(1,74% Gesamt-Thr)
Hoch-Protein
" SI%XE 19 3580 206,6%*°

-0,15% Thr
(1,59% Gesamt-Thr)

**Die Werte sind signifikant unterschiedlich von dem entsprechenden Wert fiir die Basal-Diit
Gruppe: P<0,01 ; *"Die Werte sind signifikant unterschiedlich von dem entsprechenden Wert fiir
die Basaldiit *,P<0,05; °,P<0,01.; * nmol Aminoaceton- plus Glycinbildung pro 15 min/ mg Protein
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2.4.2 Laborratte
Aus einem Rattenversuch berichten KANG-LEE und HARPER (1978), dass die beobachtete

Anderung der Threoninoxidation Abhingigkeiten vom Threoningehalt im Futter aufweist

(Abb. 1).
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Abb. 1: Effekt steigender Threoningehalte auf die in vivo Threoninoxidation bei Ratten
(modifiziert nach KANG-LEE und HARPER 1978).

Wie gezeigt werden konnte, verringert sich in diesen Untersuchungen die oxidierte
Threoninmenge stufenweise bis zu einem Threoningehalt von ca. 0,5%, dann erhoht sie sich
deutlich mit zunehmender Threoninsupplementation. Die Threoninmenge fiir maximales
Wachstum lag im Bereich ansteigender Threoninoxidation. KANG-LEE und HARPER
(1978) zeigten unter Einsatz von L-[U-'*C]Threonin auch, dass bei Ratten eine niedrige
Oxidationsrate fiir Threonin in einem Versorgungsbereich fiir maximales Wachstum (ca.
0,5% Threonin) gegeben ist. Bei hoherer Threoninversorgung stieg die Oxidationsrate von
Threonin an. Die Threonindehydratase-Aktivitdt in der Leber erhohte sich bei einem
Threoninanstieg im Futter nicht. Im Gegenteil, die TDH-Aktivitdt tendierte dazu, bei
Threoninzunahme in den Futtermischungen abzusinken. CHU und HEGSTED (1976) fanden,
dal} bei Ratten die TDH-Aktivitdt durch die Hohe der Threoninaufnahme nicht beeinfluf3t
wird, sondern durch einen Anstieg der Proteinaufnahme erhoht wird. KANG-LEE und
HARPER (1977) haben auch gezeigt, dass Histidin nur geringfiigig oxidiert wird, bis die
Histidinversorgung fiir maximales Wachstum ausreichend ist. Die Oxidation erhoht sich

schnell bei einer Histidinaufnahme iiber dieses Niveau hinaus. Ahnliche Beobachtungen sind
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mit Lysin von BROOKES et al. (1972, 1973), mit Methionin von AGUILAR et al. (1974) und
mit Phenylalanin von KIM et al. (1983) gemacht worden.

Auf der anderen Seite zeigte BLOXAM (1975), dall Threonin bei niedriger Konzentration
nicht oxidiert wird, wenn sich die Raten fiir die Gluconeogenese und Harnstoftbildung durch
eine Threoninkonzentration iiber dem physiologischen Bereich erhdhen. Nach YAMASHITA
und ASHIDA (1971) wird bei Ratten, wenn sie mit Threonin und Lysin exzessiv versorgt

wurden, mehr Threonin als Lysin desaminiert.

Bei Ratten konnte in in vitro Versuchen von BIRD und NUNN (1983) kein Anstieg der
hepatischen TDG-Aktivitdit nach Versorgung mit hohen Proteingehalten in der

Futtermischung gefunden werden.

2.4.3 Schwein

Nach Angaben von Le FLOC'H et al. (1996) ist die in vivo Gesamt-Threoninoxidation zu
Glycin beim Schwein, errechnet aus den Plasmawerten iiber die Anreicherung und die
spezifische Radioaktivitit, niedrig und weitgehend konstant. Dies wird beobachtet, wenn die
geschitzte absorbierte Threoninmenge niedriger als bei 4 g/ Tag (LT-Gruppe) liegt. Bei

hoherer Threoninresorption stieg die Threoninoxidation deutlich an (Abbildung 2).

)
B4 A
(=
©
1,2
(O] [ |
" e : LT-Gruppe
c m : C-Gruppe A
2 | A : HT-Gruppe
© 08 u
2 A |
X
O 06 A
£
c
O 04
e |
L
F o2 L ° $
[}

Scheinbare Threoninresorption (g/d)

Abb. 2.: Einflul der scheinbar resorbierten Threoninmenge auf die in vivo
Threoninoxidation zu Glycin bei wachsenden Schweinen; Niedrig-Threonin-Diit (LT-
Gruppe; 4,71g/ kg Diit)(e), Kontroll-Diat (C-Gruppe; 5,94g/ kg Diit)(m), Hoch-
Threonin-Diiat (HT-Gruppe; 7,11g/ kg Diit)(A) (modifiziert nach Le FLOC'H et al.
1996).
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Wie aus Tabelle 3 hervorgeht, zeigt die TDG-Aktivitdt (in vitro) bei einer Hoch-Threonin
Didt (HT-Gruppe) trotz der exzessiven Threoninaufnahme im Vergleich zu der Niedrig-
Threonin-Didt  (LT-Gruppe) und Kontroll-Didt (C-Gruppe) keine signifikanten
Verdnderungen. Es war nicht moglich, eine Erhohung der TDG-Aktivitit durch
Threoniniiberschuss auszuldsen. Die TDG-Aktivitdt, die in der LT-Gruppe gemessen wurde,
war in der Leber und im Pankreas der Schweine niedriger als in der C-Gruppe (Tab. 3). Dies
konnte eine Konsequenz der niedrigeren TDG-Bereitstellung sein, die aus Aminosiuren-

Imbalancen bei Threoninmangel resultiert (Le FLOC'H et al., 1996).

Tab. 3. Threonin-Oxidationsraten zu Glycin und TDG-Aktivititen bei niedrigen
Threonin-Gehalten (LT-Gruppe), einer Kontroll-Diit (C-Gruppe) und hohen
Threonin-Gehalten (HT-Gruppe) in der Futtermischung (modifiziert nach Le
FLOC'H et al. 1996).

Thr-Oxidations- Plasma Threonin TDG-Aktivitat***
Diaten Rate zu Glycin* Flux** Leber Pancreas
LT 2,43 161° 2,10° 1
C 9,13 215" 3,75 3,1
HT 10,45° 268 3,00 2,9

* Die TDG-Aktivitdt wird als die Rate der Aminoacetonbildung ausgedriickt (umol/ min/ g Gewebe).
**Plasma Threonin Flux, berechnet aus der Anreicherung im Plasma, wihrend der Infusion von L-[1-"*C]
***Threonin errechnet (umol/ kg/ h).

2.4.4 Mensch

ZHAO et al. (1986) untersuchten die Threoninoxidation durch die Bildung von markiertem
CO, mit Hilfe einer konstanten Infusion von L-[1-"°C]Threonin bei gesunden, erwachsenen
Mainnern und unterschiedlicher Aufnahme von Threonin. Die Raten der Threoninoxidation
fielen mit verringerter Threoninaufnahme, wobei ein relativ konstantes Niveau bei einer
Aufnahme von 20 mg kg Tag™ erreicht wurde. Bei Erhohung der Threoninaufnahme iiber
den minimalen Bedarf, erhdhte sich der Anteil an markiertem *CO, linear (Tab. 4). Es wurde
keine Erhohung an markiertem [°C]Glycin im Plasma wihrend der Infusion von L-[1-
BC]Threonin beobachtet. ZHAO et al. (1986) stellten fest, daB die Konvertierung von
Threonin zu Glycin durch den TDG-Weg nicht von Bedeutung ist.
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Tab. 4. Plasma Threoninflux und Threoninoxidation bei adulten Mannern in
Beziehung zum Threonin-Versorgungsgrad (modifiziert nach ZHAO et al. 1986)

Threonin Aufnahme (mg/ kg/ d)

3 10 20 30 40 80 100
Plasma-
4149 40+7 59+7 7248 92421 177+8 | 180+37
Threoninflux
Threonin-
4+2 4+1 542 10+1 1143 25+4 28+8
Oxidation

Flux und Oxidation werden als pmol/ kg/ h ausgedriickt.

Tabelle 5 zeigt den Abbau von Threonin zu CO, und Glycin bei hohem Uberschuss an
Nahrungs-Threonin, das entweder als freie Aminosdure (+Thr) oder als proteingebundenes
Threonin (+P-Thr) gegeben wurde, bei sechs gesunden adulten Minnern nach einer

konstanten Infusion von L-[1-"*C]Threonin und [ISN]Glycin iiber 4 Stunden.

Tab. 5. Der Threoninkatabolismus zu Glycin und CO; bei adulten Miinnern,
(modifiziert nach DARLING et al., 2000; n = 6).

Diiiten
Kontrolle + Thr + P-Thr SD
Threoninaufnahme* 50° 126* 126" 8
Plasma Threoninflux* 99¢ 197° 154° 16
Plasma Glycinflux* 147 129 134 17
e Raten der Thr-Oxidation 1,6 3,5 3.4
zu Glycin* 1,3
e % des Gesamtabbaues 10 7 7
e Raten der Thr- 15° 49° 45°
Oxidation zu CO,* 5,9
e % des Gesamtabbaues 90 93 93

* umol - kg h!
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Die Threoninaufnahmen lagen bei den Didten +Thr und +P-Thr héher als bei der Kontrolldit.
Bei den Minnern, die die Didt +P-Thr verzehrten, lagen Plasmathreoninflux und
Plasmathreoninkonzentration niedriger als bei der +Thr-Diét. Die Threoninoxidation zu CO;
und Glycin war nicht unterschiedlich. Es gab keinen Unterschied beziiglich der Raten der
Threoninoxidation zu CO, bei den Méinnern, die die +Thr-Didt anstelle der +P-Thr-Diét
verzehrt hatten. Die Threoninoxidation zu CO, erhohte sich jedoch um das Dreifache bei
+Thr- und +P-Thr-Diéten im Vergleich zur Kontrolldidt. Der Threoninabbau zu Glycin zeigte,
daB er bei +Thr- und +P-Thr-Didten im Vergleich mit der Kontrolldidt hoher lag. Der TDG-
Weg umfafite nur 7-10% des Gesamtkatabolismus von Threonin und ist folglich ein eher
unbedeutender Weg bei erwachsenen Menschen. Bei Sduglingen erfolgt jedoch etwa 44% der
Threoninoxidation iiber den TDG-Weg (DARLING et al., 1999). Insgesamt werden 90-93%
des gesamten Threonins zu CO, abgebaut. Dieser Befund war vom Niveau der
Threoninaufnahme abhéngig und unabhéngig von der Proteinaufnahme (DARLING et al.,
2000).

Ausgehend vom vorliegenden Kenntnisstand sollte der Threoninstoffwechsel in Beziehung
zum Protein- und Threoninversorgungsgrad unter den Bedingungen Threonin limitierter
Didten bei Kiiken und Laborratten einer weiteren Untersuchung unterzogen werden und mit

Ergebnissen zur Threoninwirksamkeitsmessung in Bilanzversuchen verglichen werden.
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3. EIGENE UNTERSUCHUNGEN

Die  vorgenommenen  Untersuchungen  beim  Kiiken  waren  Teil  eines
Untersuchungskomplexes zur Ermittlung von Proteinansatzvermdgen und Threoninumsatz
(RIMBACH, Diss. in Vorbereitung). In der vorliegenden Arbeit erfolgt deshalb eine
Darstellung methodischer Grundsédtze und Ergebnisse in dem Umfang, wie sie zum

unmittelbaren Verstindnis der Untersuchungsbefunde erforderlich sind.

3.1 Versuchszielstellung

Ziel der Untersuchungen war, den Einfluss unterschiedlicher Protein- und
Threoninversorgung bei Kiiken und Laborratte auf die Threonindehydrogenaseaktivitit der
Leber zu priifen. In Anlehnung an methodische Arbeiten aus der Literatur sollten hierfiir
Weiterentwicklungen von in vitro Enzymaktivititsmessungen erfolgen. Da die
Glycinakkumulation in der Leber in diesem Zusammenhang eine wichtige Verwertungsgrofle
darstellt, sollte deren Variation in Abhdngigkeit von Alter und Glycinversorgung besonders

betrachtet werden.

Zur Losung der Problemstellung wurden insgesamt 3 Bilanzversuche beim Kiiken, 2
Bilanzversuche an der Laborratte sowie 2 Wachstumsversuche beim Kiiken durchgefiihrt.

Tabelle 6 gibt eine Ubersicht zum experimentellen Teil der vorliegenden Arbeit.
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Tab. 6: Ubersicht zur Versuchsplanung

Versuch Tierart und Haupt-
Art des Versuchs
Nr. Herkiinfte Proteintriger
Bilanzversuch mit Kiken,
1 ' HP-Sojaextraktionsschrot
XP-Steigerungsstufen Cobb 500
Wachstumsversuch mit XP- Kiiken,
2 . Weizenkleber + Weizen
und Thr-Steigerungsstufen Cobb 500
Bilanzversuch mit XP- und Kiken,
3 . HP-Sojaextraktionsschrot
Thr-Steigerungsstufen Cobb 500
Wachstumsversuch
Kiiken, Sojaextraktionsschrot, Fisch-
4 zur Priifung der
o Cobb 500 mehl, Mais und Weizen
Altersabhédngigkeit
Bilanzversuch mit Glycin- Kiiken,
5 _ Weizenkleber + Weizen
und Thr- Steigerungsstufen | Cobb 500
Bilanzversuch mit Laborratte, _
6 ' ‘ Kasein
XP-Steigerungsstufen Wistar
Bilanzversuch mit XP- Laborratte,
7 . . Weizenkleber
und Thr-Steigerungsstufen Wistar

3.2 Tierhaltung

3.2.1 Kiiken

Die Versuche wurden mit ménnlichen Kiiken (Geschlechtertrennung durch Federsexen) des
Genotyps Cobb 500 (Lieferant: WIMEX Agrarprodukte Dessau) durchgefiihrt. Am

Schlupftag wurden die Kiiken {ibernommen.

3.2.1.1 Bilanzversuche

Die Durchfiihrung der Bilanzversuche erfolgte im Zeitraum vom Juni 1998 bis Januar 2001.
Die Bilanzmessungen wurden im Alter vom 15. — 25. Lebenstag (Versuch 1), 10. — 20.
Lebenstag (Versuch 3) bzw. 5. — 15. Lebenstag (Versuch 5) mit einer Vor- und

Sammelperiode von jeweils 5 Tagen (6 Tiere je Gruppe) vorgenommen. Die Tiere wurden bis
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zur Versuchsphase in Gruppen gehalten. Zum Versuchsbeginn reprédsentierten die
ausgewdhlten Tiere hinsichtlich Kérpermasseentwicklung den Mittelwert der zur Verfiigung
stehenden Tiergruppen. Die Bilanzversuche erfolgten in speziellen Stoffwechselkidfigen bei
Einzeltierhaltung. Eine stabile Raumheizung und Dauerbeleuchtung von 24 Stunden wurde in
der gesamten Versuchszeit gewihrleistet. Waihrend der Versuchsperioden lagen die
Raumtemperaturen bei 28° - 29°C fiir Bilanzversuch 1 bzw. 2 und bei 29° - 31°C fiir
Bilanzversuch 3. Die Fiitterung war restriktiv und in Pelletform. Wasser stand jederzeit zur
Verfligung. Die Exkrementsammlung erfolgte dreimal téglich ohne Saurevorlage. Die

Exkremente wurden unmittelbar nach der Sammlung bei - 18°C bis zur Analyse eingefroren.

3.2.1.2 Wachstumsversuche

Die Wachstumsversuche wurden im Zeitraum Juni 1999 bis Mai 2000 durchgefiihrt. Die
Versuchszeitrdume lagen in der Zeit vom 17. — 30. Lebenstag (Versuch 2) bzw. 7. — 49.
Lebenstag (Versuch 4). Die Tiere wurden bis zur EingewShnungsphase in Gruppen gehalten.
Zum Versuch représentierten die ausgewdhlten Tiere den Mittelwert der zur Verfiigung
stehenden Tiergruppen. Die Tiere wurden in Gruppenkéfigen gehalten. Jede Gruppe hatte
jeweils 3 Subgruppen, die zu je 10 Tieren eingeteilt waren. Jeder Kéfig bestand aus einer
Flache von 100 cm x 90 cm mit Futtertrogen und Rinnentranken. Wihrend der ersten Woche
lag die Raumtemperatur bei 31° - 32°C, wihrend der zweiten und dritten Woche bei 28° -
30°C und ab der vierten Woche lag sie bei etwa 26° - 27°C. Der Versuchsraum war gegen
AuBenlicht abgeschirmt und wurde wéhrend des Versuches 24 Stunden lang dauerbeleuchtet.
Die Tiere wurden in der Versuchsperiode ad libitum gefiittert. Wasser stand zur freien

Aufnahme zur Verfiigung.

3.2.2 Laborrattenversuche

Als Versuchstiere dienten ménnliche Albinoratten eines ingeziichteten Wistar Stammes aus

dem Klinikum der Universitdt Gottingen. Fiir die Versuche (Versuch 6 und 7) wurden 4 — 6

Wochen alte Ratten in einem Lebendmassebereich von etwa 115 — 145 g verwendet.
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3.2.2.1 Bilanzversuche

Die Ratten wurden im Alter von 21 Tagen vom Muttertier abgesetzt und bis zum
Versuchsbeginn in Gruppen gehalten. 5 Tage vor der Vorperiode erfolgte die Uberfiihrung der
Tiere in Stoffwechselkifige nach HORSZCZARUK und BOCK (1963), um sich
einzugewohnen. Es wurde in der Vorperiode angestrebt, eine moglichst geringe
Lebendmasseabweichung zwischen den Gruppen zu bekommen. Wéhrend der
Gewohnungsphase wurden die Tiere ad libitum mit einem Standardfutter (Altromin GmbH)
in Kuchenform gefiittert. Danach wurde das Versuchsfutter restriktiv in Mehlform verabreicht.
Die Versuchsperiode bestand aus einer 5-tdgigen Vorperiode und 6-tigigen Sammelperiode.
Wihrend der Sammelperiode wurden Kot und Harn in einer Vorlage 5%iger Schwefelsdure
getrennt tdglich einmal gesammelt und anschlieBend bis zur Analyse bei -18°C eingefroren.
Die Tiere erhielten taglich zur gleichen Zeit (9 Uhr) ihre Tagesration. Die Raumtemperatur
wurde bei 21 - 22 °C konstant gehalten und die relative Luftfeuchtigkeit lag bei etwa 60%.
Der Versuchsraum war auf einen Hell- und Dunkelrhythmus von jeweils 12 Stunden

eingestellt (MULLER, 1964; NEHRING et al., 1967; MADRY, 1989).

33 Futterkomponenten und Futterherstellung

3.3.1 Futterkomponenten

Die Rohrnédhrstoff- und Energiegehalte der Futtermischungen in den Bilanz- und
Wachstumsversuchen wurden nach den NRC-Empfehlungen fiir Gefliigel (NRC, 1994) und
fiir Laborratten (NRC, 1995) ausgerichtet.

In den Bilanzversuchen beim Kiiken wurden Sojaextraktionsschrot und Weizenkleber als
Proteintrdger eingesetzt, in den Wachstumsversuchen Sojaextraktionsschrot, Weizenkleber
und Fischmehl. In den Bilanzversuchen bei Laborratten fanden Kasein und Weizenkleber als
Proteintrdger Anwendung. Die Nihrstoffgehalte der Hauptkomponenten sind in den Tabellen

7 und 8 dargestellt.
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Tab. 7: Niahrstoffgehalte der in den Versuchen verwendeten Futtermittel (% TS)

Futtermittel TS (%) | XA XP XF XL Zucker | Stirke
HP-Sojaextrak-

tonsschrot 88,0 6,7 55,2 3,9 1,3 11,5 7,2
Weizenkleber 88,0 1,2 84,2 0,5 1,7 0,4 7,8
Fischmehl 91,0 21,6 67,5 1,0 6.8 ¥ ¥
Kasein 94,0 5,0 92,0 - 1,5 0,5 -
Mais 88,0 1,7 10,6 2,6 4,6 1,9 69,5
Weizen 88,0 1,9 13,8 2,9 2,0 3,2 67,5

* - nicht bestimmt

Tab. 8: Aminosidurezusammensetzung der Hauptkomponenten der Futtermischungen

(g/ kg TS)
Aminosiure HP-Sojaextral-) Weizen- Fischmehl | Kasein | Mais |Weizen
tionsschrot kleber

Lys 35,6 20,7 55,1 83,1 2.8 43
Thr 21,8 21,1 30,0 40,9 3,5 43
Met 7,5 11,9 20,2 28,7 2,0 2,4
Cys 8,6 19,8 6,4 4.4 2.2 3.3
Ser 27,7 37,4 28,2 55,5 4,7 6,8
Glu 101,6 281,0 91,4 2106 | 17,7 | 41,6
Pro 28,2 121,5 31,0 109,0 8,6 | 14,7
Gly 23,9 27,4 47,0 19,0 3,8 6,1
Ala 243 22,4 44,8 28,2 7,2 55
Val 27,0 38,5 34,7 66,9 4,7 6,4
Leu 43,6 57,4 51,9 93,2 11,9 | 9,9
Tle 26,4 29,5 29,5 50,0 33 5,0
Tyr 20,7 33,6 23,6 50,7 3,6 4.4
Arg 41,5 32,2 41,1 37,1 4,5 73
Phe 322 53,6 29,0 48,8 4.8 6,9
His 14,5 25,3 21,4 33,9 3,0 3,6
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3.3.2 Futterherstellung

Die Herstellung der Futtermischungen fiir die Gefliigelversuche erfolgte mit Chargenmischern
unterschiedlichen Fassungsvermogens der Fa. Lodige (Typ M20MK bzw. Typ FM130D1MZ).
Vor der Futterpelletierung (Pelletpresse Typ 3530 der Fa. Lister) erfolgte ein Wasserzusatz
entsprechend dem jeweiligen Wasserbindungsvermdgen. Das pelletierte Futter kam mit einem
mittleren Pelletdurchmesser von 2,2 mm zum Einsatz. Die Futtermischungen fiir Laborratten
wurden in einem Labormischer der Fa. Lodige hergestellt (Typ AD71NZ4) und in Mehlform

verabreicht.

34 Versuchsmischungen und Durchfiihrung der Versuche

In Tabelle 8 wurde die Aminosdurezusammensetzung der Hauptkomponenten der
Futtermischungen, die in den Versuchen eingesetzt wurden, bereits dargestellt. Die den
jeweiligen Versuchsfragen zugeordneten Futtermischungen werden nachfolgend bei der

Beschreibung der Einzelversuche detailliert beschrieben.

Zur Einstellung der jeweils gewlinschten Aminosdureverhéltnisse diente das ideale AS-
Muster nach BAKER und HAN (1994) als Orientierung fiir die Untersuchungen beim Kiiken.
Fiir die Untersuchungen an der Laborratte diente das ideale AS-Muster nach GAHL et al.
(1991) zum Vergleich.

Der AS-Ausgleich erfolgte iiber kristalline Aminosduren und wird in den Einzelversuchen

detailliert ausgewiesen.

3.4.1 Versuch 1 (Bilanzversuch Kiiken, N-Steigerungsversuch mit HP-

Sojaextraktionsschrot)

In diesem Versuch sollten gestaffelte N-Gehalte im Futter in ihrer Wirkung auf die TDG-
Aktivitidt untersucht werden. 6 Proteinstufen (5,5% - 33,0%) wurden in diesem Versuch

verwendet. Die eingesetzten Futtermischungen sind in Tabelle 9 aufgefiihrt.
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Tab. 9: Zusammensetzung der Futtermischungen im N-Steigerungsversuch mit Kiiken

(g/ kg FS)

Futtermischung 5,50% | 11,00% | 16,50% | 22,00% | 27,50% | 33,00%
XP XP XP XP XP XP

HP-Sojaextraktions- 112,00 | 224,00 | 336,00 | 448,00 | 560,00 | 672,00
schrot
Sojaol 15,00 15,00 15,00 15,00 115,00 | 150,00
Kartoffelquellstirke | 802,68 | 695,59 | 588,09 | 480,49 | 276,48 | 130,76
Cellulosepulver 18,00 14,50 11,00 7,50 0,40 0
Premix* 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
MCP 28,51 25,00 21,50 18,00 14,50 11,00
CaCoO; 10,30 11,10 11,90 12,70 13,50 14,30
NaCl 0,90 0,90 0,80 0,70 0,60 0,50
MgO 0,70 0,10 0 0 0 0
L-Lys-HCI 0,45 0,90 1,34 1,79 2,24 2,70
DL-Met 1,46 2,91 4,37 5,82 7,28 8,74
Aminosiuren- Lys [1] : Met+Cys [0,79] : Thr [0,56] : Trp [0,19] :
verhiltnis** Arg [1,06] :Gly [0,61] : Gly+Ser [1,31]
MENx (MJ/ kg T)*** 14,16 14,39 13,73 13,37 14,85 14,50

** Threonin war als limitierende Aminoséure eingestellt.
**% Schatzformel WPSA (1984) fiir N-korrigierte umsetzbare Energie.
* Zusammensetzung des Premix (Fa. Deutsche Vilomix) pro kg : 175 g Ca, 80 g Na.
Zusatzstofte pro kg Premix : 1.200.000 LE. Vitamin A, 300.000 L.E. Vitamin D3, 3.000 mg
Vitamin E, 200 mg Vitamin By, 480 mg Vitamin B,, 360 mg Vitamin B, 1.500 mg Vitamin By,
300 mg Vitamin K3, 2.700 mg Nikotinséure, 900 mg Calcium-Pantothenat, 90 mg Folsdure,
5.000 mg Biotin, 80.000 mg Cholinchlorid, 12.000 mg Mangan, 8.000 mg Zink, 5.000 mg Eisen,
3.000 mg Kupfer, 120 mg Jod, 55 mg Kobalt, 42 mg Selen, 10.000 mg BHT, 12.500 mg Monensin-Na.

Das Prinzip der Versuchsdurchfiihrung wurde unter 3.2.1.1 beschrieben. Es standen insgesamt
36 Tiere in 6 Gruppen zu je 6 Tieren zur Verfligung. Diese Untersuchung erfolgte im
Zeitabschnitt vom 15. — 25. Lebenstag. Am Ende des Bilanzversuches wurden alle Kiiken
durch cervicale Dislokation getdtet und die Lebern entnommen, um die TDG-Aktivitit zu

bestimmen. Die weitere Behandlung der Lebern ist unter 3.5.1 dargestellt.
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3.4.2 Versuch 2 (Wachstumsversuch Kiiken, 2 Protein- und 2 Threoninstufen mit

Weizen/Weizenkleber)

In diesem Versuch sollten 2 Protein- und 2 Threoninstufen in ihrer Wirkung auf die TDG-
Aktivitit untersucht werden. Die verwendeten Basaldidten sind in Tabelle 10 aufgefiihrt. Als
Proteintrdger wurden Weizenkleber und Weizen verwendet. Die AS-Zusammensetzung der
Basalmischungen wurde durch AS-Zusitze nach dem Ideal-Protein von BAKER und HAN
(1994) optimiert. Um Glycinmangel auszuschlieBen, wurde Glycin in beiden Proteinstufen

zugesetzt (Glycin+Serin insgesamt 1,90 % der FS; SCHUTTE et al., 1997).

Tab. 10: Zusammensetzung der Basalmischungen (g/ kg FS)

Futtermischung 18,50 % XP 22,50 % XP
Weizen 588,80 739,20
Weizenkleber 94,20 118,30
Weizenstirke 213,30 30,10
Sojaol 28,00 40,00
Premix** 10,00 10,00
MCP 20,50 18,00
CaCoOs; 12,00 13,00
NaCl 3,00 3,00
MgO 0,40 0
Celite 10,00 10,00
L-Thr 0,93 0
L-LyseHCI 6,14 7,71
DL-Met 1,49 1,87
L-Trp 0,24 0,30
L-Arg 2,83 3,62
L-Ile 0,97 1,20
L-Gly 7,20 3,70
Lys [1]: Thr[0,53]: Lys [1] : Thr [0,44] :
Aminosiuren-
Gly [1,30] : Gly+Ser Gly [0,89] : Gly+Ser

verhiltnis*

[2,02] [1,61]
MEx (MJ/ kg T) 15,40 15,06

* Threonin war als limitierende Aminosdure eingestellt.; Lys [1] : Met+Cys [0,75] : Trp [0,19]
: Arg [1,05] in den Basalmischungen. ** vergl. Tab.9



26

Tab. 11: XP-, Threonin-, Glycin- und Seringehalt der Futtermischungen (% FS)

Futtermischung A (Basal) B C (Basal) D
XP 18,5 22,5

Gly 1,22 1,05

Gly + Ser 1,90 1,90

Thr 0,50 0,65 0,52 0,67
dThr* 0,45 0,60 0,45 0,60

* wahr verdauliches Threonin (berechnet nach AminoDat 1.1, Degussa 1997)

Der Wachstumsversuch wurde im Zeitraum vom 17. — 30. Lebenstag durchgefiihrt. Parallel
zum Wachstumsversuch erfolgte eine Bilanzmessung (Sammelperiode im Alter vom 20. - 25.
Lebenstag). Aus den Ergebnissen des Bilanzversuches wurde die Thr-Wirksamkeit (bc™)
abgeleitet (GEBHARDT, 1980; LIEBERT et al., 1991; RIMBACH und LIEBERT, 2000;
RIMBACH et al., 2000). Das Verfahren der Versuchsdurchfiihrung wurde in Kapitel 3.2.1.2

beschrieben.

Am Ende der 14-tdgigen Wachstumsperiode wurden die Kiiken durch cervicale Dislokation
getotet und 6 Lebern je Gruppe entnommen, um die TDG-Aktivitit zu bestimmen (vergl.

3.5.1).

3.4.3 Versuch 3 (Bilanzversuch Kiiken, 2 Protein- und 2 Threoninstufen mit HP-

Sojaextraktionsschrot)

In diesem Versuch sollte die Frage geklirt werden, ob der im Vergleich zur
Proteinkomponente Weizen/Weizenkleber (Versuch 2) hohere Thr-Gehalt der Komponente
HP-Sojaextraktionsschrot Auswirkungen auf die TDG-Aktivitdt zeigt. Hierzu wurden analog
zu Versuch 2 jeweils 2 Protein- bzw. Threoninstufen gepriift (Tab. 13). Die verwendeten

Basaldidten sind in Tabelle 12 aufgefiihrt.
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Tab. 12: Zusammensetzung der Basalmischungen (g/ kg FS)

Futtermischung 16,50 % XP 22,00 % XP
HP-Sojaextraktions-

Schrot 336,00 448,00
Sojaol 15,00 15,00
Kartoffelquellstirke 587,77 480,05
Cellulosepulver 11,00 7,50
Premix** 10,00 10,00
MCP 21,50 18,00
CaCoO; 11,90 12,70
NaCl 0,80 0,70
L-Lys-HCI 1,63 2,25
DL-Met 4,40 5,80

Aminosidurenverhaltnis*

Lys [1] : Met+Cys [0,79] : Thr [0,55] : Trp [0,19] :

Arg [1,06] : Gly [0,60] : Gly+Ser [1,29]

MEx (MJ/ kg T)

13,73

13,37

* Threonin war als limitierende Aminosaure eingestellt. ** vergl. Tab.9

Tab. 13: XP-, Threonin-, Glycin- und Seringehalte der Futtermischungen (% FS)

Futter-
A (Basal) B C (Basal) D
mischung
XP 16,50 22,00
Gly 0,70 0,94
Gly + Ser 1,52 2,03
Thr 0,65 0,79 0,86 1,05

Es wurden 24 Tiere in 4 Gruppen zu je 6 Tieren aufgestellt. Der Versuch erfolgte im Zeitraum
vom 10. — 20. Lebenstag. Am Ende dieser Periode wurden die Lebern entnommen, um die
TDG-Aktivitdt zu bestimmen. Die weitere Behandlung der Leber erfolgte entsprechend dem

Kapitel 3.5.1.
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3.4.4 Versuch 4 (Wachstumsversuch Kiiken, praxisiibliche Futtermischungen)
Zur Klérung des Alterseinflusses auf die TDG-Aktivitdit wurde auf praxisiibliche

Futtermischungen im Rahmen einer Phasenfiitterung zuriickgegriffen (Tab. 14). Die

Untersuchung erfolgte im Zeitraum 7. - 49. Lebenstag.

Tab. 14: Zusammensetzung der Futtermischungen (g/ kg FS)

Futtermischung 22,74% XP 20,27% XP 18,60% XP
(Starter) (Mast 1) (Mast 2)
Weizen 400,00 410,00 350,70
Mais 200,00 250,00 350,00
Sojaextraktions- 240,00 200,00 160,00
schrot
Fischmehl 80,00 60,00 60,00
Sojaol 50,00 50,00 50,00
Premix 10,00 10,00 10,00
CaCoOs; 8,00 8,00 8,00
MCP 9,00 9,00 9,00
NaCl 1,20 1,10 1,10
DL-Met 1,50 1,70 1,00
L-Trp 0,30 0,20 0,20
MEx (MJ/ kg T) 14,44 14,67 14,89

Die Lebern wurden am 7., 21., 35. und 49 Lebenstag entnommen, um die TDG-Aktivitit zu

bestimmen. Die weitere Behandlung der Lebern erfolgte entsprechend dem Kapitel 3.5.1.
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3.45 Versuch 5 (Bilanzversuch Kiiken, 2 Glycin- und 2 Threoninstufen mit
Weizen/Weizenkleber)

In diesem Versuchskomplex war die Wirkung von Threoninzulagen bei differenziertem
Glycinniveau auf die TDG-Aktivitit in der Kiikenleber zu priifen. Die verwendeten
Futtermischungen sind in Tabelle 15 dargestellt. Die untersuchten Threonin- bzw.
Glycinstufen sind in Tabelle 16 zusammengefaf3t. Als Proteintrager wurden Weizenkleber und
Weizen verwendet. Die Gehalte von Glycin und Serin (Tab. 16) lagen jeweils bei 1,90%
(Futtermischung A und B) bzw. 1,55% (Futtermischung C und D).

Tab. 15: Zusammensetzung der Futtermischungen (g/ kg FS)

Futtermischung A B | C D
XP-Gehalt 22% XP
Weizen 400,00 400,00 400,00 400,00
Weizenkleber 170,00 170,00 170,00 170,00
Weizenstirke 328,97 327,44 332,47 330,94
Sojaol 18,00 18,00 18,00 18,00
Pramix 10,00 10,00 10,00 10,00
CaCO; 10,00 10,00 10,00 10,00
MCP 25,00 25,00 25,00 25,00
NaCl 3,00 3,00 3,00 3,00
L-Lys-HCI 8,70 8,70 8,70 8,70
DL-Met 1,63 1,63 1,63 1,63
L-Gly 3,50 3,50 0 0
L-Thr 0 1,53 0 1,53
L-Trp 0,35 0,35 0,35 0,35
L-Arg 4,30 4,30 4,30 4,30
L-Ile 1,00 1,00 1,00 1,00
L-Val 0,55 0,55 0,55 0,55
L-Glu 15,00 15,00 15,00 15,00
Lys[1]: Lys[1]: Lys[1]: Lys[1]:
Aminosiuren- Thr [0,43] : Thr [0,56] : Thr [0,43] : Thr [0,56] :
verhiltnis* Gly [0,86] : Gly [0,86] : Gly [0,56] : Gly [0,56] :
Gly+Ser [1,64] |Gly+Ser [1,64] |Gly+Ser [1,34] [Gly+Ser [1,34]
MEx (MJ/ kg T) 14,89 14,89 14,89 14,89

* Threonin war als limitierende Aminosiure eingestellt. ; Lys [1] : Met/Cys [0,79] : Trp [0,19] : Arg [1,05]

in allen Futtermischungen.
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Tab. 16: Glycin-, Serin- und Threoningehalte der Futtermischungen (% FS)

Futtermischung A B C D

Gly mit Glycin-Zulage (0,98) ohne Glycin-Zulage (0,64)
Gly + Ser 1,90 1,55

Thr 0,49 0,64 0,49 0,64
dThr* 0,45 0,60 0,45 0,60

* wahr verdauliches Threonin (berechnet nach AminoDat 1.1, Degussa 1997)

Dieser Versuch erfolgte im Altersabschnitt vom 5. — 15. Lebenstag. Am Ende dieser Periode
wurden die Lebern entnommen, um die TDG-Aktivitit zu bestimmen. Die welitere

Behandlung der Leber erfolgte entsprechend dem Kapitel 3.5.1.

3.4.6 Versuch 6 (Bilanzversuch Laborratte, N-Steigerungsversuch mit Kasein)

In diesem Versuch sollten gesteigerte N-Gaben in ihrer Wirkung auf die TDG-Aktivitdt bei
Laborratten untersucht werden, um ggf. tierartabhéngige Unterschiede feststellen zu konnen.
Mit den Futtermischungen sollten in diesem Versuch 5 Proteinstufen von 0 - 24% erreicht

werden. Die verwendeten Futtermischungen sind in Tabelle 17 dargestellt.
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Tab. 17: Zusammensetzung der Futtermischungen (g/ kg FS)

Futtermischung 0% XP 6% XP | 12% XP | 18% XP | 24% XP
Kasein 0 65,00 131,00 196,00 261,00
Weizenstirke 730,00 650,76 567,80 475,90 384,20
Rohzucker 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Cellulose 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00
Sojadl 40,00 50,00 60,00 80,00 100,00
Mineralmischung** 60,00 60,00 60,00 60,00 60,00
Vitaminmischung*** 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00
DL-Met 0 0,80 4,30 7,80 11,20
L-Ile 0 0,34 0,70 1,10 1,40
L-Phe 0 2,70 5,40 8,00 10,70
L-Trp 0 0,40 0,80 1,20 1,50
Aminosiuren- Lys [1] : Met/Cys [1,07] : Thr [0,49] : Trp [0,22] : Ile [0,67] :
verhiltnis* Phe [1,11] : Gly [0,23] : Gly+Ser [0,9]

ME (MJ/ kg T) 15,66 15,67 15,66 15,92 16,21

* Threonin war als limitierende Aminoséure eingestellt.

** Inhaltstoffe der Mineralmischung (Fa. Altromin) pro kg : 146.068 mg Calcium, 97.355 mg Phosphor,
1.734 mg Mangan, 388 mg Zink, 2.931 mg Eisen, 85 mg Kupfer, 6,6 mg Jod, 2,1 mg Kobalt, 3,8 mg
Selen, 8.783 mg Magnesium, 39.229 mg Natrium, 116.487 mg Kalium, 10.536 mg Schwefel, 63.510
mg Chlor, 3,3 mg Molybdin, 70 mg Fluor, 0,07 mg Aluminium.

**% Inhaltstoffe der Vitaminmischung (Fa. Altromin) pro kg : 750.000 LE. Vitamin A, 25.000 L.E.

Vitamin D3, 7.500 mg Vitamin E, 1.000 mg Vitamin By, 1.000 mg Vitamin B,, 750 mg Vitamin B,
1,5 mg Vitamin By, 500 mg Vitamin K3, 2.500 mg Nikotinsaure, 2.500 mg Pantothensdure, 500 mg
Folséure, 10 mg Biotin, 50.000 mg Cholinchlorid, 5.000 mg P-Aminobenzoeséure, 5.000 mg Inosit,
1.000 mg Vitamin C, 37.100 mg Schwefel, 1,3 mg Aluminium.

Das Verfahren der Versuchsdurchfithrung wurde in Kapitel 3.2.2 beschrieben. Es wurden 30
Tiere in 5 Gruppen zu je 6 Tieren aufgestellt. Die Anfangslebendmasse der Tiere zu Beginn
der Vorperiode war durchschnittlich 118+5,8 g und am Anfang der Sammelperiode zwischen
106-140 g in den Gruppen. Die Tiere erhielten einmal téglich ihre Tagesration (12 g FS/ d).
Am Ende der 11-tigigen Bilanzperiode wurden die Laborratten mit CO, betdubt und getdtet.
Die 6 Lebern je Gruppe wurden entnommen, um die TDG-Aktivitit zu bestimmen. Die

weitere Behandlung der Lebern erfolgte entsprechend dem Kapitel 3.5.1.
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3.4.7 Versuch 7 (Bilanzversuch Laborratte, 2 Protein- und 3 Threoninstufen mit

Weizenkleber)

In diesem Versuch sollte der EinfluB von Threoninstaffelungen bei unterschiedlichem

Proteinniveau untersucht werden. Die Futtermischungen sollten in diesem Versuch 2 Protein-

und 3 Threoninstufen aufweisen (Tab. 18). Als Proteintrager wurde Weizenkleber verwendet.

Die AS-Zusammensetzung wurde nach dem Ideal-Protein der NRC-Empfehlung (1995)

optimiert.

Tab. 18: Zusammensetzung der Futtermischungen (g/ kg FS)

Futter- 12% XP- | 12% XP- | 12% XP- | 18% XP- | 18% XP- | 18% XP-
mischung 0,28% Thr|0,42% Thr|0,72% Thr|0,42% Thr|0,52% Thr|0,72% Thr
Weizenkleber 148,00 148,00 148,00 223,00 223,00 223,00
Weizenstirke 553,36 551,91 548,91 474,87 473,82 471,82
Rohzucker 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Cellulose 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00
Sojaol 55,00 55,00 55,00 50,00 50,00 50,00
Mineral 60,00 60,00 60,00 60,00 60,00 60,00
mischung
Vitamin-

20,00 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00
mischung
DL-Met 1,60 1,60 1,60 3,80 3,80 3,80
L-Thr 0 1,45 4,45 0 1,05 3,05
L-Ile 0,76 0,76 0,76 1,20 1,20 1,20
L-Leu 2,58 2,58 2,58 3,90 3,90 3,90
L-Lys-HCI 5,44 5,44 5,44 8,23 8,23 8,23
L-Phe 1,51 1,51 1,51 2,30 2,30 2,30
L-Trp 0,50 0,50 0,50 0,80 0,80 0,80
L-Val 1,25 1,25 1,25 1,90 1,90 1,90
Aminosiduren- |Lys[]]: Lys[1]: Lys[1]: Lys[1]: Lys[1]: Lys[1]:
verhiltnis* Thr [0,40] | Thr [0,61] | Thr [1,05] | Thr [0,40] | Thr [0,5] | Thr [0,69]
ME (MJ/ kg T) 16,54 16,46 16,42 16,46 16,46 16,37

ys 1] : Met/Cys [1,07] : Trp [0,22] : 1le [0,67] : Phe [1,11] : Gly [0,52]  Gly+Ser [1.06] 1n allen
* Lys [1] : Met/Cys [1,07] : Trp [0,22] : Ile [0,67] : Phe [1,11] : Gly [0,52] : Gly+Ser [1.06] in all

Futtermischungen.
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Es wurden 36 Tiere in 6 Gruppen zu je 6 Tieren aufgestellt. Die Anfangslebendmasse zu
Beginn der Vorperiode war durchschnittlich 144+10,3 g und am Anfang der Sammelperiode
zwischen 149-167 g in den Gruppen. Den Tieren wurde die Tagesration (14 g FS) einmalig
gefiittert.

Am Ende der Periode wurden die Lebern entnommen, um die TDG-Aktivitit zu bestimmen.

Die weitere Behandlung der Leber erfolgte entsprechend dem Kapitel 3.5.1.

3.5  Durchfiihrung der Analysen

3.5.1 Bestimmung der Threonindehydrogenase-Aktivitit

Nach der Leberentnahme wurden die Lebern mit 0,9% NaCl-Losung gereinigt, in Aluminium-
Folie verpackt, sofort in fliissigem Stickstoff gefrostet und anschlieBend bei -80°C tief
gefroren gelagert. Nach dem Auftauen wurden 2 g der zerkleinerten Leber mit 18 g eiskalter
Saccharose-Losung (0,25 M) unter Benutzung eines Teflon-Pestle-Homogenisators (POTTER
S., B. BRAUN) in einer Glasrohre homogenisiert. Die Mitochondrienfraktion konnte unter
Benutzung der Methode von SCHNEIDER und HOGEBOOM (1950), die nachfolgend kurz

zusammengefaft ist, aus dem Homogenat isoliert werden.

- Die Methode von SCHNEIDER und HOGEBOOM (1950)

20 g des Homogenats wurden 10 min bei 2.500 U/min (700 x g) zentrifugiert, um die Kerne,
unzerbrochene Leberzellen und rote Blutzellen zu sedimentieren. Das Sediment wurde einmal
gewaschen, indem es in 8 ml 0,25 M Saccharoseldosung resuspendiert und mit der gleichen
Geschwindigkeit noch einmal zentrifugiert wurde. Dieses Sediment wurde verworfen. Der
erste Uberstand und der gewaschene Uberstand wurden zweimal 10 min bei 6.800 U/min
(5.000 x g) zentrifugiert, um die Mitochondrien zu sedimentieren. Die Sedimente wurden
gesammelt. Durch Resuspendierung in 8 ml 0,25 M Saccharoseldsung wurde zweimal
gewaschen und die Uberstiinde und das Resuspendierte 10 min bei 15.000 U/min (24.000 x g)
noch einmal sedimentiert. Dieses Sediment wurde in Puffer resuspendiert und als

Mitochondrienfraktion definiert.



34

In den vorliegenden Untersuchungen wurden die Mitochondriensedimente in ca. 3 ml
Stammpufferlosung resuspendiert, um ca. 15 mg Protein pro 0,5 ml Mitochondrienfraktion zu
erreichen (Stammpufferlosung : pH 7,4, 10 mM Tris-HCI, 10 mM KH,;PO4, 110 mM KHCOs
und 5 mM MgCl,.6H,0). AnschlieBend wurde die Mitochondrienfraktion bei - 20°C zwei
Zyklen (Frieren + Auftauen + Frieren) der Methode von BIRD et al. (1984) unterworfen.
Nach dem Auftauen wurde die Mitochondrienfraktion (0,5 ml) in ein Kulturréhrchen
tiberfiihrt und anschlieBend in einem Wasserbad fiir 30 min bei 37°C unter vorheriger Zugabe
von 2 ml eines Mediums (pH 7,4: 10 mM Tris-HCI, 10 mM KH,PO4, 110 mM KHCO;, 5 mM
MgCl,.6H,0, 25 mM L-Threonin, 2,5 mM NAD', 1 mM CoA) inkubiert. Ein Blindwert
wurde ohne Inkubation unter den gleichen Bedingungen aufbereitet und der Wert nach 30 min
Inkubation subtrahiert. Nach 30 min wurde die Inkubation durch die Zugabe von 1 ml 0,92 M
Trichloressigsdure gestoppt. Anschlieend wurden die Rohrchen mindestens 30 min in Eis
gestellt, um besser zu separieren. Das ausgefillte Protein konnte durch Zentrifugation (4.000
U/min, 15 min) separiert und der Uberstand fiir die Glycin- und Aminoacetonbestimmung
verwendet werden. Die Enzymaktivitit wurde nach Modifikation der Methode von BIRD et al.
(1984) bestimmt. Das Prinzip der Enzymbestimmung erfolgte nach allgemeinen Methoden

(MATTENHEIMER, 1971; BERGMEYER, 1974; SUELTER, 1990).

- Aminoacetonbestimmung

Aminoaceton wurde unter Benutzung des kolorimetrischen Schnellverfahrens nach URATA
und GRANICK (1963) bestimmt. Fiir jede Probe waren drei Reagenzgldser (18 cm)
vorbereitet. Jedem Reagenzglas wurde 1,0 ml Natriumacetat-Puffer (1,0 M, pH 4,6) und 0,1
ml Acetylaceton zugegeben. Den Reagenzglisern wurde 1 ml Uberstand aus den zuvor
zentrifugierten Proben zugegeben und anschlieBend bei 100°C im Wasserbad 10 min gekocht.
Danach erfolgte die Abkiihlung bei Raumtemperatur. Zu jedem Reagenzglas wurden 2,0 ml
Ehrlich’s Reagenz (168 ml Eisessig, 40 ml 70% Perchlorsédure, 4 g p-Dimethylaminobenz-
aldehyd, 0,7 g HgCl,) nach URATA und GRANICK (1963) hinzugegeben. Nach 15 min
Reaktionszeit bei Raumtemperatur erfolgte die Messung der Absorption in einem

Spektralphotometer (Specord S 100, Analytik Jena) mit einer Wellenldnge von 553 nm.
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- Glycinbestimmung

Jeweils 0,2 ml Probeniiberstand fanden fiir die Glycinbestimmung Verwendung. 20 pl
Norleucin (20 nmol Norleucin pro Probe) wurden als interner Standard zugegeben und die
durch TDG akkumulierte Glycinmenge mit einem Aminosdureanalysator LC 3000 (Biotronik

GmbH Miinchen) bestimmt.

- Proteinbestimmung

Die Proteinkonzentration in der 0,5 ml Mitochondrienfraktion wurde nach der Biuret Methode
(LAYNE, 1957; COOPER, 1981; SUELTER, 1990) mit Rinderserum-Albumin als Standard

bestimmt.

Herstellung der Reagenzien

1. Biuret-Reagenz : In einem 1000 ml Glasbecher wurden 3,0 g CuSO4 <5H;0 und 9,0 g
Natrium-Kalium-Tartrat (NaKC4H406°4H,0) mit 500 ml 0,2 N NaOH-Losung geldst und
die Losung nach der Zulage von 5,0 g KJ mit 0,2 N NaOH-Ldsung in einem 1000 ml
Mefkolben auf 11 aufgefiillt.

2. Protein Standardlosung : 0,15 g Rinderserum-Albumin wurde mit destilliertem Wasser

geldst und in einem 50 ml MeBkolben aufgefiillt.

Proteinbestimmung mit der Biuret-Reaktion

Sieben (fiir Rinderserum-Albumin) und drei Reagenzrohrchen (fiir Proben) wurden
nummeriert und in einem Stinder aufgestellt. In jedes Rohrchen (fiir Rinderserum-Albumin)
wurde eins der folgenden Volumina einer Losung von Rinderserum-Albumin (3,0 mg/ ml)
eingesetzt : 0; 0,2; 0,4; 0,7; 1,0; 2,0; 3,0 ml. Den Proben wurden jeweils 0,1 ml
Mitochondrienfraktion zugesetzt. Jedes Rohrchen wurde mit einer entsprechenden Menge
destilliertem Wasser auf 3,0 ml aufgefiillt. Danach wurde 3,0 ml Biuret-Reagenzlosung in
jedes Rohrchen zugegeben. Die Losung wurde sofort mit Voltex kriftig gemischt. Die
Rohrchen ruhten fiir 30 min bei Raumtemperatur. Nach 30 min Reaktionszeit erfolgte die
Messung der Absorption in einem Spektralphotometer (Specord S 100, Analytik, Jena) mit

einer Wellenldnge von 540 nm.
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Die Proteinkonzentration der Proben wurde mit der Standard-Eichkurve von Rinderserum-

Albumin berechnet.

3.5.2 Berechnung der Threonindehydrogenase-Aktivitit

Die spezifische TDG-Aktivitdt insgesamt besteht aus der Summe von Aminoaceton- und

Glycinmenge, die wahrend 30 min Inkubation pro mg Protein akkumuliert wurde.

- Zur Berechnung der Aminoacetonmenge fand folgende Gleichung Anwendung:

Aminoaceton (nmol/ mg Protein) = AE der Probe - V- GV - 10°
(30 min) € * d * v * mg Protein

AE: Extinktionsdnderung, €: 7,4 + 10" [em? mol], d : 1 cm, v: Probevolumen im Test

(1 ml), V: Testvolumen (4,1 ml), GV: Gesamtvolumen der Probe (3,5 ml).

- Zur Berechnung der Glycinmenge wurde folgende Gleichung angewendet:

Glycin (nmol/ mg Protein) = gemessenes Glycin nmol/ ml + GV
(30 min) mg Protein

GV: Gesamtvolumen der Probe (3,5 ml).

3.5.3 N-Bestimmung

Die Stickstoffgehalte von Futter, Exkrementen (Kiiken) und Kot (Laborratten) wurden mit
dem Gerit FP 2000 (Fa. Leco) bestimmt. Dieses Gerét arbeitet elementaranalytisch nach dem
Dumas-Verfahren. Die Stickstoffgehalte des angesduerten Rattenharns wurden nach der
KJELDAHL-Methode mit Biichi-Gerédten bestimmt. Die Stickstoffgehalte wurden mit dem
Faktor 6,25 in Rohproteingehalte umgerechnet.

3.5.4 Aminosiurebestimmung
Diese Bestimmung erfolgte grundsétzlich nach VDLUFA (1988) : Die Futterproben wurden

in einem verschlossenen Glasgefdal mit 6 N Salzsdure fiir 24 Stunden im Trockenschrank bei

110°C hydrolysiert. Die Aminosduren der Futterproteine werden durch Hydrolyse der
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Peptidbindungen aus dem Protein freigesetzt. Um Methionin und Cystein quantitativ
bestimmen zu konnen, muss vor der Hydrolyse eine Oxidation mit Perameisensdure erfolgen.
Nach der Hydrolyse wurde das Hydrolysat im Eisbad abgekiihlt und mit Pufferlésung
tiberfiihrt. Unter weiterer Kiithlung wurde die Natronlauge unter Riithren zugegeben. Danach
wurde der Inhalt am pH-Meter mit HCI oder NaOH auf pH 2,2 bei 25°C eingestellt. Dann
wurde mit Pufferlésung gemischt und der interne Standard (Norleucin) zugegeben. Zu diesem
Ansatz wurde der Aminosduregehalt durch Ionenaustauscher-Chromatographie in einem

Aminosédureanalysator LC 3000 (Biotronik GmbH Miinchen) gemessen.
3.6 N-Verwertungsmodell und AS-Wirksamkeitsberechnung

In den durchgefiihrten Bilanzversuchen wurden alle Parameter auf Grundlage des N-
Verwertungsmodells von GEBHARDT (1966) verrechnet. Dabei wurde die Beziehung
zwischen Hohe der N-Aufnahme (x) und N-Retention (y) wie folgt beschrieben:

y=A(l-e™) (1)

wobel

y = (tdgliche N-Bilanz + N-Erhaltungsbedarf)/ LngO’67 (mg)

A = Maximalwert filir y (mg), abhéngig von Genotyp and Alter

b = Proteinqualitdtsmall und Parameter fiir Anstieg der N-Wirkungskurve; abhdngig von der
Proteinqualitit, unabhéngig von der N-Aufnahme

x = tigliche N-Aufnahme/ LngO’67 (mg)

e = Grundzahl natiirlicher Logarithmen

Nach der Logarithmierung von Gleichung (1) wurde der b-Wert als Ausdruck der

Proteinqualitit wie folgt berechnet:

b=[InA-In(A-y)]:x (2)
PNu=100"-[A (1 —¢™):x] (3)
Zur Standardisierung der PNu-Werte (Gleichung 3) mit Hilfe des N-Verwertungsmodells

wurde in den vorliegenden Kiikenversuchen eine tigliche N-Aufnahme von 3500 mg/

LngO’67 verwendet. Der verwendete A-Wert lag bei 3034 mg N/ Lng()’67 und der tdgliche N-
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Erhaltungsbedarf bei 500 mg N/ LngO’67 . Die Anpassung an altersabhingige A-Werte
erfolgte in Anlehnung an RIMBACH und LIEBERT (1999).

0,67
' als

In den vorliegenden Rattenversuchen wurde ein Wert von 1200 mg N/ LM,
standardisierte tigliche N-Aufnahme verwendet. Ein Wert von 900 mg N/ LM%’ wurde als
A-Wert verwendet (vgl. GEBHARDT, 1963). Als tiglicher N-Erhaltungsbedarf (NEB)
konnten 180 mg N/LngO’67 (PAHLE et al., 1993) zugrundegelegt werden. Auf Basis der im
Limitierungsbereich bestehenden linearen Beziehung zwischen Konzentration der
limitierenden Aminosdure (c) und b-Wert wurde die Kennzahl bc™ als Ausdruck fiir die
Bewertung der Threoninwirksamkeit herangezogen (z. B. LIEBERT 1995; RIMBACH und

LIEBERT, 2000).
3.7  Statistische Auswertung

Biostatistische Priifungen der Mittelwerte erfolgten im Rahmen von SPSS fiir Windows,
Version 10,0 unter Verwendung des Student-Newman-Keuls Tests bzw. Turkey Tests bei
einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05. Unterschiedliche Hochbuchstaben der
Mittelwerte kennzeichnen signifikante Mittelwertdifferenzen bei dieser
Irrtumswahrscheinlichkeit. Mittelwerte wurden mit der Standardabweichung (£ SD)
angegeben. Die Threoninwirksamkeit beim Kiiken wurde unter Verwendung des LSD-Tests

bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 biostatistisch gepriift.
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4. ERGEBNISSE

In diesem Teil der Arbeit erfolgt zunichst eine konzentrierte Darstellung der Hauptergebnisse
der einzelnen Versuchskomplexe. Einzelwerte der Messungen sind im Tabellenanhang

ausgewiesen.

4.1 Versuch 1 (Bilanzversuch Kiiken, N-Steigerungsversuch mit HP-

Sojaextraktionsschrot)

In Tabelle 19 sind die Ergebnisse der TDG-Aktivititsmessung in der Leber nach

Verabreichung von Futtermischungen mit gestaffeltem Proteingehalt zusammengefasst.

Tab. 19: TDG-AKktivitiit in der Kiikenleber (n = 6), Versuch 1

XP- Stufen Mittlere TDG-Aktivitiit
(%) Lebermasse (g) (nmol/ 30 min/ mg Protein)
Aminoaceton | Glycin | Gesamtaktivitit

55 22,0 =43 0,18 0,77° 0,95
11,0 36,0+ 5,1 0,54° 0,71 1,25°
16,5 31,3+4,8 1,49° 0,98° 2,47
22,0 32,1 +3,4 8,91° 3,88° 12,79°
27,5 255+45 11,03 13,37° 24.,40°
33,0 27,6 4,2 28,70° 67,20 95,90

Unterschiedliche Hochbuchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p < 0,05; Tukey-Test)

Zur Verdeutlichung der Effekte ist der Einfluss des XP-Gehaltes der Diét auf den Verlauf der
TDG-Aktivitdt in Abbildung 3 dargestellt. Durch die Erh6hung des XP-Gehaltes im Futter
wird die TDG-Aktivitit der Leber gesteigert. Bis 16,5% XP zeigten sich keine signifikanten
Verdnderungen der TDG-Aktivitdt, bei dariiber liegenden XP-Gehalten wird die

Enzymaktivitit, trotz limitierter Threoninversorgung im Futterprotein, signifikant gesteigert.



40

120

100 -

80 == Aminoaceton /

=-Glycin
=& Gesamtaktivitat

60 -

40
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Proteingehalt in der Futtermischung

Abb. 3: Verlauf der TDG-Aktivitit in der Kiikenleber bei gestaffelter
Proteinversorgung.

4.2 Versuch 2 (Wachstumsversuch Kiiken, 2 Protein- und 2 Threoninstufen mit

Weizen/Weizenkleber)

Die Ergebnisse der TDG-Aktivititsmessung fasst Tabelle 20 zusammen.

Tab. 20: TDG-Aktivitiit in der Kiikenleber (n = 6), Versuch 2

TDG-Aktivitit
XP-/ Thr- Mittlere
(nmol/ 30 min/ mg Protein)
Stufen Lebermasse (g)

Aminoaceton | Glycin | Gesamtaktivitiit
18,5% XP a a )
045% dThr | -+2E40 2,58 1,71 429
18,5% XP - : :
+
0,60% dThr | /848 2,78 1,49 427
22.5% XP - : :
+
045% dThr | A08%20 3.9 2,62 6.52
22.5% XP - - .
+
0,60% dThr | /2 *%4° 5,88 5,57 11,45

Unterschiedliche Hochbuchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p < 0,05; Tukey-Test)
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Zur Veranschaulichung der XP- bzw. Thr-Effekte auf die TDG-Aktivitét sind die Messwerte
aus Tabelle 20 in Abbildung 4 graphisch dargestellt. Die Futtermischung mit 18,5% XP
(Basaldiit) zeigte bei der Thr-Zulage von 0,15% verdaulichem Thr (dThr) keine Verdnderung
der TDG-Aktivitait. Demgegeniiber war bei 22,5% XP nach Zulage von 0,15% dThr ein
signifikanter Effekt auf die TDG-Aktivitét festzustellen.

Die Wirkung einer vergleichbaren Anhebung des Threoningehaltes (0,45 % dThr — 0,60 %
dThr) war also abhidngig vom Proteinniveau der Futtermischung. Bei erhdhtem Proteinniveau

stieg die TDG-Aktivitdt wesentlich stirker an.

TDG-Aktivitit (nmol/ 30 min/ mg Protein)

18,5% XP 18,5% XP 22,5% XP 22,5% XP
0,45% dThr  0,60% dThr  0,45% dThr  0,60% dThr

Protein- und Threoningehalte in der Futtermischung

Abb. 4: Verlauf der TDG-Aktivitiat in der Kiikenleber bei differenziertem XP-/Thr-
Niveau (Versuch 2)

4.3 Versuch 3 (Bilanzversuch Kiiken, 2 Protein- und 2 Threoninstufen mit HP-

Sojaextraktionsschrot)

In Tabelle 21 sind die mittleren TDG-Aktivitdten in der Kiikenleber nach Verabreichung

starker differenzierter XP-Gehalte im Futter zusammengefasst.
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Tab. 21: TDG-Aktivitiit in der Kiikenleber (n = 6), Versuch 3

Mittlere TDG-Aktivitit
XP-/ Thr-
Lebermasse (nmol/ 30 min/ mg Protein)
Stufen
(@ Aminoaceton | Glycin | Gesamtaktivitiit
16,5% XP-0,65% Thr
242 £3.8 2,33% 1,45% 3,78°
(3,8 g Thr/ 16 g N)
16,5% XP-0,79% Thr
15,713 2,42° 1,45% 3,87
(4,7 ¢ Thr/ 16 g N)
22,0% XP-0,86% Thr
183+ 1,9 2,84% 2,86™ 5,71
(3,8 g Thr/ 16 g N)
22,0% XP-1,05% Thr b b b
13,1+1,6 5,71 4,62 10,33
(4,7 ¢ Thr/ 16 g N)

Unterschiedliche Hochbuchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p < 0,05: Tukey-Test)

In der Abbildung 5 und Tabelle 21 wird ein Einflul der XP-Gehalte der Diét bei gleicher Thr-
Konzentration im Protein auf die TDG-Aktivitdt deutlich. Die Thr-Zulage zur Basaldiit
(16,5%XP) von 0,65- (3,8 g Thr/ 16 g N) auf 0,79% Thr (4,7 g Thr/ 16 g N) zeigte keinen
Effekt auf die TDG-Aktivitdt. Andererseits war bei 22,0% XP und einer Thr-Zulage von 0,86-
(3,8 g Thr/ 16 g N) auf 1,05% Thr (4,7 g Thr/ 16 g N) ein signifikanter Effekt auf die TDG-

Aktivitdt nachzuweisen.

TDG-Aktivitdt (nmol/ 30 min/ mg Protein)

16,5% XP, 0,65% Thr  16,5% XP, 0,79% Thr  22,0% XP, 0,86% Thr 22,0% XP, 1,05% Thr

Protein- und Threoningehalte in der Futtermischung

Abb. 5: Verlauf der TDG-AKktivitat in der Kiikenleber bei differenziertem XP-/
Thr-Niveau (Versuch 3)
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4.4. Versuch 4 (Wachstumsversuch Kiiken, praxisiibliche Futtermischungen)

In Tabelle 22 sind altersabhingige Verdnderungen der TDG-Aktivitdt in der Kiikenleber
aufgezeigt. Dabei ist jedoch zu beriicksichtigen, dass in diesem Versuch eine altersabhéngige

Anpassung des XP-Niveaus vorgenommen wurde, so dass auch von diesem Faktor ein

Einfluss auf die TDG-Aktivitét ausgehen kann.

In der Abbildung 6 und Tabelle 22 wird der Einfluss der Altersabschnitte von Kiiken auf die
TDG-Aktivitdt der Leber dargestellt. Beim Kiiken im Alter von 1 Woche ist die TDG-
Aktivitat auf sehr niedrigem Niveau. Beim Kiiken im Altersabschnitt von 3 Wochen ist die
TDG-Aktivitdt signifikant erhoht, da Glycin und Aminoaceton im Vergleich mit anderen
Gruppen deutlich stiarker akkumuliert werden. Beim Kiiken im Altersabschnitt von 5 bis 7

Wochen ist die TDG-Aktivitit wieder riickldufig und muss mit differenzierten Anforderungen

an die Glycinbereitstellung weiter diskutiert werden (vgl. 5.4).

Tab. 22: TDG-AKktivitiit in der Kiikenleber (n = 6), Versuch 4

Alter nmol/ 30 min/ mg Protein
(Tag) Stufen masse ( 5 )
() Aminoaceton | Glycin | Gesamtaktivitit
22,70% XP-
7 5,3+0,9 1,57% 1,27% 2,83
(0,85% Thr)
20,30% XP- i i )
21 23,0+ 4,0 10,01 5,00 15,01
(0,75% Thr)
20,30% XP- b b
35 37,0+ 6,0 7,81°° 2,21% 10,02
(0,75% Thr)
18,60% XP-
49 40,3 +4,7 3,79% 0,58* 4,37%
(0,69% Thr)

Unterschiedliche Hochbuchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede ( p < 0,05: Tukey-Test)
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Abb. 6: TDG-Aktivitiit in der Kiikenleber (n = 6) in Abhiingigkeit vom Alter (Versuch 4)

4.5 Versuch 5 (Bilanzversuch Kiiken, 2 Glycin- und 2 Threoninstufen mit

Weizen/Weizenkleber)

Die Ergebnisse der TDG-Aktivitditsmessung in der Kiikenleber sind in Tabelle 23

zusammengefasst.
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Tab. 23: TDG-Aktivitiit in der Kiikenleber (n = 6), Versuch 5

TDG-AKktivitat

Gly-/ Thr- Lebermasse (nmol/ 30 min/ mg Protein)

Stufen (2)

Aminoaceton | Glycin | Gesamtaktivitit

ohne Gly-Zulage
(0,64% Gly) 7,1 £1,0 3,55° 3,24° 6,79°
0,45% dThr

ohne Gly-Zulage
(0,64% Gly) 11,2 £ 1,2 4,24° 5,40° 9,64
0,60% dThr

mit Gly-Zulage
(0,98% Gly) 6,3+0,7 3,52¢ 3,62° 7,14°
0,45% dThr

mit Gly-Zulage
(0,98% Gly) 144+1,0 8,77° 5,01° 13,78°
0,60% dThr

Unterschiedliche Hochbuchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede ( p < 0,05: Tukey-Test)

Bei vergleichbarem Rohproteingehalt der Futtermischungen (22,0 % XP) zeigte sich nach
Verabreichung der Futtermischungen ohne Glycinerginzung nur tendenziell eine Steigerung
der TDG-Aktivitit infolge der Anhebung des Thr-Gehaltes. Demgegeniiber war eine
signifikante Erhohung der TDG-Totalaktivitéit bei hohem Glycinniveau festzustellen.

Dieses Ergebnis ist iiberraschend, da bei der Glycinzulage nicht von einem erhohten
metabolischen Bedarf an Glycin als Ausldser fiir eine gesteigerte TDG-Aktivitét ausgegangen

werden kann.

In Abbildung 7 und 8 werden diese Zusammenhénge vergleichend dargestellt.
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Abb. 7: TDG-AKktivitit in der Kiikenleber bei differenziertem Threoninniveau (n = 6),
Versuch 5
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Abb. 8: TDG-AKktivitit in der Kiikenleber bei differenziertem Glycinniveau (n = 6),
Versuch 5
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Nach Verabreichung der Mischungen mit 0,45% dThr zeigte die Glycinzulage keinen
signifikanten Effekt. Bei 0,60% dThr zeigte die Akkumulation des Glycin nach Gly-Zulage
nahezu keine Veridnderungen. Infolge signifikanter Erh6hung der Aminoacetonakkumulation

war auch ein tendenzieller Einfluss auf die Gesamtaktivitit sichtbar (Abb. 8 und Tab. 23).

4.6 Versuch 6 (Bilanzversuch Laborratte, N-Steigerungsversuch mit Kasein)

Die Ergebnisse zur TDG-Aktivitit bei Proteinstaffelung fasst Tabelle 24 zusammen.

Tab. 24: TDG-AKktivitit in der Rattenleber nach gestaffelter Proteinversorgung; (n = 6)

XP- Leber- TDG-AKktivitit
Gruppen Masse (nmol/ 30 min/ mg Protein)
(%) ® Aminoaceton Glycin Gesamtaktivitit
0 58+1,1 437 1,17 5,54
6 72403 10,50 1,60° 12,11°
12 6.6+ 1,0 14,25 1,68 15,93
18 8,0+0,8 8,94% 1,29 10,23*
24 84+1,1 10,93 1,63 12,56

Unterschiedliche Hochbuchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede(p < 0,05; Tukey-Test)

In Abbildung 9 unterstreicht der Verlauf der TDG-Aktivitdt, dass im Bereich 0 — 24,0% XP
keine signifikante Verdnderung der Glycin-Akkumulation vorliegt. Die absolut hdchste
Gesamtaktivitit bei 12,0% XP resultiert aus einer sehr starken Aminoacton-Akkumulation.
Nach stufenweiser Erh6hung der Gesamtaktivitét bis 12,0% XP, wird bei hoherem XP-Gehalt
tendenziell ein Riickgang des Thr-Katabolismus angezeigt. Dieser Befund {iberrascht und

bedarf der Diskussion (vgl. 5.).
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Abb. 9: Verlauf der TDG-Aktivitit in der Rattenleber nach Proteinstaffelung (n = 6);
Versuch 6

4.7 Versuch 7 (Bilanzversuch Laborratte, 2 Protein- und 3 Threoninstufen mit

Weizenkleber)

Tabelle 25 fasst die Ergebnisse nach Thr-Staffelung bei abgestuftem Proteingehalt zusammen

und stellt einen Vergleich zu Thr-Wirksamkeitsparametern her.

Die gestaffelte Thr-Zufuhr erhohte bei 12,0% XP schrittweise die TDG-Aktivitdt. Analoge
Beobachtungen waren bei 18,0% XP festzustellen. Bei beiden Proteinstufen fiithrte die hochste
Thr-Zulage im Vergleich zum Basisniveau zu signifikanter Steigerung der TDG-Aktivitdt und
zeigten eine erhohte Thr-Katabolisierung an. Die Wirksamkeitsparameter indizieren bei der
jeweils hochsten Thr-Stufe den Bereich einer deutlichen Thr-Uberversorgung und weisen
demzufolge einen signifikanten Riickgang auf. Bei mittlerer Thr-Zulage war eine
Verschlechterung der Thr-Wirksamkeit noch nicht zu beobachten. Die Glycinakkumulation
war in allen Versuchsgruppen sehr niedrig und zeigte faktisch keine Beziehung zu den
Didtverdnderungen. Lediglich bei 18,0% XP und maximaler Thr-Zulage war ein signifikanter
Effekt zu erkennen, der jedoch insgesamt auf relativ niedrigem Niveau der

Glycinakkumulation lag.
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Tab. 25: TDG-Aktivitit in der Rattenleber nach Threoninstaffelung und

Threoninwirksamkeit (n = 6); Versuch 7

XP-/ Thr- | Thr-Wirk-| Leber- TDG-Aktivitt
Stufen samkeit Masse (nmol/ 30 min/ mg Protein)
(%) (b/c) € Aminoaceton | Glycin | Gesamtaktivitiit

12% XP 502*Y [ 9,3+0,8 7,707 0,86° 8,56°
0.28% Thr

12% XP 5277 19,7+0,5 9,96* 0,91* 10,87
0.42% Thr

12% XP 288°  [10,1+0,6 12,22 0,77* 12,99
0.72% Thr

18% XP 578" 110,5+0,7 10,59* 1,02* 11,60
0.42% Thr

18% XP 674°  |11,1+1.2 13,13 0,60 13,74
0.52% Thr

18% XP 445 110,3+1,0 15,16° 1,42 16,57°
0.72% Thr

Unterschiedliche Hochbuchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p < 0,05; Tukey-Test)
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Abb. 10: Verlauf der TDG-AKktivitit in der Rattenleber bei differenziertem XP-/Thr-

Niveau (n=6); Versuch 7
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In Abbildung 11 sind relative Verdnderungen und Verldufe von TDG-Aktivitit und Thr-
Wirksamkeit vergleichend dargestellt. Bei 12,0% XP (0,28% Thr) bzw. 12,0% XP (0,42%
Thr) verdnderte sich die Threoninwirksamkeit nicht signifikant, dies unterstiitzt bisherige
Befunde hinsichtlich gleichbleibender AS-Wirksamkeit im Limitierungsbereich. Die TDG-
Aktivitdt stieg in diesem Bereich nur tendenziell an. Hierin konnte ein vergleichbarer Verlauf
von Wirksamkeit und TDG-Aktivitit gesehen werden. Allerdings wird bei deutlicher
Uberschreitung des Limitierungsbereiches von Threonin bei 12,0% XP (0,72% Thr) sichtbar,
dass der signifikante Wirksamkeitsriickgang nur mit einem tendenziellen kontinuierlichen
weiteren Anstieg der TDG-Aktivitédt einhergeht. Bei 18,0% XP sind analoge Verdnderungen
der genannten Parameter festzustellen. Demnach zeigt die Verdnderung der TDG-Aktivitét
der Leber das Ende des Limitierungsbereiches von Threonin nicht in der erwarteten

Deutlichkeit wie die Messung der Thr-Wirksamkeit an.
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Abb. 11: Relative Verinderungen der Threoninwirksamkeit und TDG-Aktivitiit (18,0%
XP-0,72% Thr = 100) bei Laborratten; (n = 6)
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5. DISKUSSION

Nach der Darstellung der Untersuchungsergebnisse soll nachfolgend der Versuch
unternommen werden, die Resultate in vorliegende Arbeiten des Schrifttums einzuordnen und
zu diskutieren. Da insgesamt nur eine geringe Zahl einschlégiger Arbeiten vorliegt, muss sich

die Diskussion auf diese konzentrieren.

Dariiber hinaus soll bei der Ergebnisdiskussion verstirkt der Zusammenhang zwischen in
vitro Enzymaktivititsmessungen zum Threoninkatabolismus und zur Threoninwirksamkeit,
abgeleitet aus N-Bilanzmessungen, dargestellt werden. Dabei wird ein besonderer
Schwerpunkt auf den Vergleich von relativen Verdnderungen zwischen diesen Parametern
gelegt, da direkte Vergleiche in Anbetracht der unterschiedlichen methodischen Ebenen nicht

moglich sind.

5.1 Zusammenhinge zwischen Proteinniveau und TDG-Aktivitiit beim Kiiken

Durch die Erh6hung des XP-Gehaltes im Futter wurde die in vitro gemessene TDG-Aktivitit
der Leber erhoht (vgl. Tab. 19, Abb. 3). Dieser Befund, dass die Verabreichung einer
Futtermischung mit hohem Proteingehalt zu einem Anstieg der hepatischen TDG-Aktivitét
fiihrt, stimmt mit Aussagen von AOYAMA und MOTOKAWA (1981) iiberein. Trotz
schwacher Limitanz des Threonins im Rohprotein, aber bei bedarfsgerechter XP-Versorgung
und bei Versorgung iiber dem Bedarf wird die TDG-Aktivitdt erhoht. Ist der XP- und Thr-
Gehalt der Diédt deutlich unterhalb des Bedarfes, liegt die TDG-Aktivitdt auf sehr niedrigem
Niveau. Dieses Ergebnis stimmt mit Aussagen von BENEVENGA et al. (1993) und KIM et al.
(1983) iiberein, wonach eine minimale Oxidation von Aminosduren bei Futterkonzentrationen,
die unter dem Bedarf fiir hohe Wachstumsleistungen liegen, erfolgt. Andererseits resultiert
eine markant steigende Aminosdure-Oxidation bei Konzentrationen, die iiber den

Versorgungsanspriichen fiir intensives Wachstum liegen.

Zugleich war in vorliegenden Untersuchungen festzustellen, dass trotz bestehender Limitanz
des Threonins, gemessen am Aminosdureverhdltnis zu Lysin, Methionin/Cystin, Tryptophan
und Arginin, der Threoninabbau ab einem XP-Gehalt von 22% signifikant erhoht war. Dies
bedeutet, dass der Threoninabbau wahrscheinlich einem allgemeinen Anstieg der
unspezifischen Katabolisierungsrate folgte. Diese Beobachtung unterstiitzt die von DAVIS

und AUSTIC (1997) mitgeteilten Befunde, wonach die zelluldre Konzentration auch anderer



52

Aminosduren neben Threonin Einfluss auf die TDG-Aktivitidt der Leber von Kiiken haben

kann.

So ist fiir vorliegende Befunde abzuleiten, dass der beobachtete Threoninabbau durch TDG
bei der Erhohung des XP-Gehaltes trotz der Limitanz des Threonins einem allgemeinen
Anstieg der unspezifischen Katabolisierungsrate zu folgen scheint und somit der stattfindende

Threoninabbau vorwiegend vom XP-Niveau beeinflusst wird.

In den von RIMBACH und LIEBERT (1999, 2000) durchgefiihrten N-Bilanzmessungen im
Rahmen von N-Steigerungsversuchen zeigte sich die Thr-Wirksamkeit jedoch erst beim
hochsten XP-Niveau signifikant verdndert. Die quantitative Bedeutung der TDG-

Aktivitatsveranderungen ist offensichtlich begrenzt.

In Abbildung 13 wird der Zusammenhang zwischen Threoninwirksamkeit und TDG-Aktivitit
durch Darstellung relativer Verldufe gegeniibergestellt. Der Anstieg der TDG-Aktivitét
zwischen 27,5% wund 33% XP ist zugleich mit signifikant geringerer relativer
Threoninwirksamkeit verbunden. Es ist anzunehmen, dass der bei 33% XP beobachtete
signifikante Riickgang der Gesamtwirksamkeit von Threonin mit einem sprunghaften
Aminoséure-Katabolisierungsanstieg in Verbindung steht. Daraus ldsst sich erkennen, dass
beim verstirkten Abbau von Threonin durch TDG die Thr-Wirksamkeit vermindert wird.
Allerdings zeigt sich auch, dass die bei niedrigen XP-Stufen beobachteten signifikanten
Verdnderungen der TDG-Aktivitit keine signifikanten Auswirkungen auf die Thr-
Wirksamkeit haben. Das Ergebnis unterstreicht die begrenzte quantitative Bedeutung der in

vitro gemessenen TDG-Aktivitit.
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Abb. 13: Relative Veridnderungen von Threoninwirksamkeit und TDG-AKktivitit
(33,00% XP =100) nach Proteinstaffelung; (n = 6)

5.2 Zusammenhinge zwischen Protein- und Threoningehalt der Futtermischungen und

TDG-Aktivitat beim Kiiken (Wachstumsversuch)

Durch eine Erhohung des Threoningehaltes von 0,45% auf 0,60% dThr zeigte sich nach
Futtermischungen mit 18,5% XP kein Effekt auf die TDG-Aktivitdt in der Leber (vgl. Tab.
20). Dieses Ergebnis stimmt mit den Aussagen von DAVIS und AUSTIC (1997) bei Kiiken,
wonach die hepatische TDG-Aktivitdt iiberwiegend vom Proteinniveau beeinflusst wird,
iiberein. Dieser Befund unterstreicht, dass die TDG-Aktivitdt im Bereich unterhalb der XP-
Bedarfsdeckung und bei Bedarfsdeckung durch eine Threoninzulage (NRC, 1994) primir
vom XP-Gehalt abhidngt. Bei den Mischungen mit 22,5% XP wurde durch die
Threoninanhebung von 0,45% auf 0,60% dThr eine signifikante Erhohung der TDG-Aktivitat
nachgewiesen. Dieser Befund kann mit den Ergebnissen von Le FLOC'H et al. (1994, 1996)
bei Schweinen in Verbindung gesehen werden, die die hepatische TDG-Aktivitit vom
Threoninniveau beeinflusst zeigten. Dies bedeutet, dass die TDG-Aktivitdt im Bereich der

XP-Bedarfsdeckung bei Threoninzulage vom Thr-Gehalt abhéngt. Bei vorliegenden
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Untersuchungen kann der Bedarfsbereich bei 0,49% dThr und 18,5% XP bzw. bei 0,54%
dThr und 22,5% XP (RIMBACH, Diss. in Vorbereitung) gesehen werden. Daraus lésst sich
orientierend ableiten, dass die TDG-Aktivitidt im Bereich unterhalb der XP-Bedarfsdeckung
auch bei Threoninzulagen stirker vom XP-Gehalt abhédngt, aber im Bereich optimaler XP-
Versorgung bei Threoninzulagen von dem erreichten Grad der Threoninbedarfsdeckung

deutlich beeinflusst wird.

Die Kiiken zeigten auch bei einer Didt mit 0,60% dThr einen signifikanten Anstieg der
hepatischen TDG-Aktivitit durch die Steigerung des XP-Gehaltes von 18,5% auf 22,5%.
Diese Ergebnisse stimmen iiberein mit den Befunden von Le FLOC'H et al. (1994), die in in
vitro Versuchen mit Bestimmung von Aminoaceton bei Schweinen nach einer Didt mit 0,52%
Thr einen signifikanten Anstieg der hepatischen TDG-Aktivitit bei der Anhebung des XP-
Gehaltes von 12,6% auf 15,6% zeigen konnten. Dieser Befund bedeutet, dass die TDG-
Aktivitdt im Bereich der optimalen Thr-Bedarfsdeckung primédr vom XP-Gehalt abhingt. Der
gleiche Anstieg des XP-Gehaltes in der Diét verursachte einen wesentlich geringeren Anstieg
der TDG-AKktivitdt bei einem Thr-Gehalt von 0,45% dThr. Diese Ergebnisse stimmen iiberein
mit den Aussagen von Le FLOC'H et al. (1994), wonach in den genannten Versuchen beim
Schwein die Didten mit 0,42% Thr einen wesentlich geringeren Anstieg der hepatischen
TDG-Aktivitdt bei der Anhebung des XP-Gehaltes von 12,6% auf 15,6% zur Folge hatten.
Dieser Befund bedeutet, dass die TDG-Aktivitdt im Bereich begrenzter Thr-Bedarfsdeckung
stirker vom Thr-Gehalt abhéngt, aber auch eine Tendenz zur Abhédngigkeit vom XP-Gehalt
besteht.

Parallel wurden Messungen zur Threoninwirksamkeit in den Futtermischungen vorgenommen
(RIMBACH und LIEBERT, 2000). Der unverdanderten TDG-Aktivitdt bei der Thr-Anhebung
von 0,45% auf 0,60% dThr bei 18,5% XP steht eine signifikant geringere
Threoninwirksamkeit gegeniiber (Abb. 14 und Tab. 20). Die zugelegte Thr-Menge konnte
offensichtlich nicht effizient verwertet werden, obgleich ein Zustand unterhalb der
Bedarfsdeckung erwartet werden konnte. Es ist zu vermuten, dass bei 18,5% XP im
Altersabschnitt von 17. - 30. LT nicht geniigend Gesamt-N (nicht-essentielle AS) vorhanden
war und somit den limitierenden Faktor fiir die Proteinsynthese insgesamt darstellte. Die
ausgebliebene Steigerung der TDG-Aktivitdt bei Thr-Zulage legt die Vermutung nahe, dass
das zugesetzte Threonin durch die TDG nicht oxidiert, sondern durch die

Threonindehydratase abgebaut worden sein konnte. Diese Annahme ist eine
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Erklarungsmdglichkeit, bleibt aber spekulativ. Der signifikante Anstieg der TDG-Aktivitit
bei Thr-Anhebung von 0,45% auf 0,60% dThr bei 22,5% XP ist ebenfalls mit einer
signifikant geringeren Threoninwirksamkeit verbunden. Diese Ergebnisse zeigen eine
vergleichbare Tendenz wie Ergebnisse von LEE und LIEBERT (2000) bei Kiiken, wonach
der Anstieg der TDG-Aktivitdit mit einer signifikant geringeren Threoninwirksamkeit
verbunden war. Die erhohte TDG-Aktivitit beim 22,5% XP-0,60% dThr gibt einen Hinweis
auf das Ende des Limitierungsbereiches von Threonin in den Futtermischungen mit 22,5% XP.

Diese Folgerung wird durch eine signifikant niedrigere Threoninwirksamkeit bestitigt.

Es kann vermutet werden, dass unterhalb der XP-Bedarfsdeckung durch die Threoninzulage
wahrscheinlich ein anderer Abbauweg (TDH-Weg) des Threonins die Thr-Wirksamkeit
vermindert und im Bereich optimaler XP-Versorgung bei der Threoninzulage ein Abbau von
iiberschiissigem Threonin durch die TDG erfolgt und zugleich die Thr-Wirksamkeit
vermindert wird. Auch hierbei muss zundchst von einer spekulativen Betrachtung

ausgegangen werden.
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Abb. 14: Relative Veridnderungen der Threoninwirksamkeit und TDG-AKktivitit (22,5%
XP-0,60% dThr = 100) bei verschiedenen Protein- und Threoninstufen in der

Futtermischung; (n = 6)
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5.3 Zusammenhinge zwischen Protein- und Threoningehalt der Futtermischungen und

TDG-Aktivitit beim Kiiken (Bilanzversuch)

Durch eine Erh6hung des Thr-Gehaltes von 0,65% (3,8 g Thr/ 16 g N) auf 0,79% Thr (4,7 g
Thr/ 16 g N) bei 16,5% XP haben sich keine signifikante Effekte auf die TDG-Aktivitét in der
Leber gezeigt (vgl. Tab. 21). Dieses Ergebnis stimmt wiederum mit Beobachtungen von
DAVIS und AUSTIC (1997) bei Kiiken tiberein, wonach die hepatische TDG-Aktivitdt vom
Proteinniveau beeinflusst wird. Bei den Didten mit 22,0% XP wird durch die Threoninzulage
von 0,86% (3,8 g Thr/ 16 g N) auf 1,05% Thr (4,7 g Thr/ 16 g N) eine Erhdhung der TDG-
Aktivitit signifikant nachgewiesen. Dieses Ergebnis stimmt mit den Aussagen von Le
FLOC'H et al. (1994, 1996) bei Schweinen iiberein. Wiederholt zeigte sich (vgl. Versuch 2),
dass die TDG-Aktivitit im Bereich unterhalb der XP-Bedarfsdeckung primér vom XP-Gehalt
abhiangt und in der Ndhe der XP-Bedarfsdeckung durch die Threoninzulage beeinflusst
werden kann. Damit zeigten Bilanzversuch und Wachstumsversuch iibereinstimmende

Befunde.

In parallel durchgefiihrten Bilanzmessungen (RIMBACH, Diss. in Vorbereitung) wurde die
Threoninwirksamkeit ermittelt. Abbildung 15 zeigt den Zusammenhang zwischen relativer
Verdnderung der Threoninwirksamkeit und TDG-Aktivitdt. Die unverdnderte TDG-Aktivitét
nach Anhebung des Thr-Niveaus von 0,65% auf 0,79% bei 16,5% XP steht einer signifikant
geringeren Threoninwirksamkeit gegeniiber (Abb. 15 und Tab. 21). Der signifikante Anstieg
der TDG-Aktivitit zwischen 0,86% und 1,05% Thr bei 22,0% XP ist auch mit signifikant
geringerer Threoninwirksamkeit verbunden. Die Beziehungen zwischen Threoninabbau und
Threoninwirksamkeit in diesem Bilanzversuch weisen &hnliche Verhéltnisse wie im

Wachstumsversuch (Versuch 2) auf.
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Abb. 15: Relative Veridnderungen der Threoninwirksamkeit und TDG-AKktivitit (22,0%
XP-1,05% Thr = 100) bei verschiedenen Protein- und Threoninstufen in der

Futtermischung; (n = 6)
5.4 Zusammenhinge zwischen Alter und TDG-Aktivitit beim Kiiken

Beim Kiiken lag im Alter von 7 Tagen eine sehr niedrige TDG-Aktivitdt vor (Tabelle 22).
Dieser Befund konnte mit geringer Futteraufnahmekapazitit, noch unzureichender

Ausbildung des Verdauungssystems und ggf. auch der Bedeutung des Dottersackes in dieser

Entwicklungsphase in Verbindung stehen.

Im Altersabschnitt von 3 Wochen wird die TDG-Aktivitit insgesamt stark erhoht und Glycin
vergleichsweise signifikant hoher akkumuliert. Der metabolische Bedarf an Glycin ist in

diesem Entwicklungsabschnitt offenbar deutlich stirker ausgepridgt. Dieser Befund stimmt
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prinzipiell mit Beobachtungen von MILLWARD (1998) in unterschiedlichen
Entwicklungsphasen des Menschen iiberein (Abbildung 16). Daraus ist abzuleiten, dass es
sich bei Erwachsenen um den minimalen obligatorischen metabolischen Bedarf fiir die
Erhaltung und bei Séugling um den maximalen metabolischen Bedarf fiir schnelles Wachstum
handelt. Dieser Befund stimmt auch mit den Aussagen von BALLEVRE et al. (1991) iiberein,
wonach Glycin fiir das Wachstum der Ferkel begrenzend wirken kann und durch eine
Threoninergidnzung eine Glycin-limitierte Didt aufgewertet wird. Die TDG-Aktivitét und die
akkumulierte Glycinmenge beim Kiiken im Altersabschnitt von 3 Wochen kann vermutlich

mit hoheren metabolischen Anforderungen fiir Glycin in Zusammenhang gebracht werden.

Lysinbedarf (mg/ g Protein)

Metabolischer Bedarf
> A fur schnelles Wachstum
60
94— Anpassung oxidativer Verluste,
Anpassungs- postprandialen Verbrauches und
bereich Rezyklierung von Lysin
—> \ 4 < , »
31 Metabolischer Minimalbedarf
1 Monat alt Erwachsene

Sdugling

Abb. 16: Aminosiuren-Bedarfsniveaus bei Sidugling und Erwachsenen (modifiziert von
Millward (1998)).

Die TDG-Aktivitdt im Alter von liber 5 Wochen und dariiber liegt auf deutlich niedrigerem
Niveau (Abb. 6 und Tab. 22). Dieses Ergebnis stimmt mit den Aussagen von BENEVENGA
et al. (1993) und KIM et al. (1983) iiberein, wonach die minimale Oxidation einer
Aminosdure bei Futterkonzentrationen, die unter dem Bedarf fiir maximales Wachstum
liegen, erfolgt. Dieser Befund deutet an, dass die TDG-Aktivitdit beim Kiiken im
Altersabschnitt von 5 bis 7 Wochen, vermutlich infolge eines niedrigeren metabolischen

Glycinbedarfs im Vergleich mit 3 Wochen alten Tieren, verringert sein konnte.
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Hiervon wire abzuleiten, dass im Altersabschnitt von 3 Wochen die hochsten metabolischen
Anforderungen fiir Glycin vorliegen. Allerdings kann diese Annahme durch vorliegende

Befunde nicht abschlieend belegt werden.

5.5 Zusammenhinge zwischen Glycin- und Threoningehalt der Futtermischungen und

TDG-Aktivitat beim Kiiken

Nach dem NRC (1994) liegt der empfohlene Glycin + Serin-Gehalt bei 1,25% fiir Kiiken bis
zum 21. Lebenstag. Nach Angaben von SCHUTTE et al. (1997) kann der Bedarf an Glycin
und Serin fiir hohe Wachstumsraten bei 1,8 - 1,9% fiir Rationen mit 13,4 MJ ME/ kg und
19 - 21% XP-Gehalt erwartet werden. Im vorliegenden Versuch betrug der Glycin + Serin-
Gehalt jeweils 1,55% bzw. 1,90% (ohne bzw. mit Glycinzulage) bei 22,0% XP fiir 10 - 15
Tage alte Kiiken.

Bei 1,55% Gly+Ser in den Futtermischungen (ohne Glycin-Zulage) und 22,0% XP zeigte die
Akkumulation von Glycin sowie Gesamtaktivitit der TDG bei Erhohung des Thr-Gehaltes
von 0,45% auf 0,60% dThr eine steigende Tendenz, jedoch ohne Signifikanz. Dieses Ergebnis
stimmt mit den Aussagen von LEE und LIEBERT (2001) beim Kiiken iiberein. Die TDG-
Aktivitit war bei Threoninzulage erhoht. Bei Glycin-Zulage (1,90% Gly+Ser) und 22,0% XP
im Futter wurde bei einer Erhdhung des Thr-Gehaltes von 0,45% auf 0,60% dThr die
Gesamtaktivitdt signifikant erhoht (Abb. 7 und Tab. 23). Eine Glycin-Zulage fiihrte
offensichtlich zur Stimulierung der TDG-Aktivitit.

Bei 22,0% XP-0,45% dThr in der Diédt zeigt die Akkumulation des Glycins und die
Gesamtaktivitidt der TDG bei Glycin-Zulage nahezu keine Verdnderungen (Abb. 8 und Tab.
23). Dieser Befund unterstreicht, dass im Bereich limitierter Thr-Bedarfsdeckung die Glycin-
Zulage auf die TDG-Aktivitit keinen Einfluss hat. Bei 22,0% XP-0,60% dThr in der Diét
zeigt die Akkumulation des Glycins durch TDG bei Glycin-Zulage fast keine Verdnderungen
und die Gesamtaktivitit zeigt lediglich eine steigende Tendenz. Dieser Befund bedeutet, dass
im Bereich der Thr-Bedarfsdeckung durch Glycin-Zulagen keine signifikante Wirkung auf die
TDG-Aktivitdt vorliegt.
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Es ldsst sich schlussfolgern, dass bei nahezu gleicher Akkumulation des Glycins und wenig
erhohter TDG-Aktivitdt bei Glycinzulage kein erhohter stoffwechselphysiologischer Bedarf
durch die TDG Rechnung getragen wird. Das bedeutet auch, dass die TDG nicht nur durch
Thr-Zulagen, sondern zugleich durch Glycin-Zulagen stimuliert wird. Glycin sowie
Glutaminsdure sind nach Le FLOC'H et al. (1994) als Substrat fiir die TDG teilweise

verwendbar.

In parallelen Untersuchungen wurden die Effekte auf die Threoninwirksamkeit ermittelt
(RIMBACH, Diss. in Vorbereitung), um die Zusammenhénge von Threoninabbau durch TDG
und Threoninwirksamkeit ohne und mit Glycinzulage zu quantifizieren. In 1,55% Gly+Ser-
Didten (ohne Glycin-Zulage) zeigte bei einer Erhohung des Thr-Gehaltes von 0,45% auf
0,60% dThr die TDG-Aktivitdit keine signifikanten Verdnderungen, auch die
Threoninwirksamkeit wurde nicht signifikant verdndert. Bei einer Glycin-Zulage (1,90%

Gly+Ser-Didten) wurde bei einer Erhohung des Threoningehaltes von 0,45% auf 0,60% dThr
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Abb. 17: Relative Verinderungen der Threoninwirksamkeit und TDG-Aktivitit (0,60%
dThr mit Gly-Zulage = 100) nach Glycin- und Threoninabstufungen in der

Futtermischung; (n = 6)
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die TDG-Aktivitdt signifikant erhoht und die Threoninwirksamkeit signifikant vermindert
(Abb. 17 und Tab. 23).

Dieser Befund stimmt trotz des unterschiedlichen Alters beim Kiiken mit dem Ergebnis des
Versuches 2 iiberein, bei dem durch die Erhohung des Threoningehaltes von 0,45% auf 0,60%
dThr bei 22,0% XP (1,90% Gly + Ser-Didten) die TDG-Aktivitit signifikant erhoht wurde

und die Threoninwirksamkeit signifikant abfiel.

Die tendenzielle Erhohung der TDG-Aktivitit ohne Glycin-Zulage bei Anhebung des Thr-
Gehaltes von 0,45% auf 0,60% dThr gibt einen Hinweis auf den Threonin-
Limitierungsbereich. Diese Folgerung findet Bestdtigung durch nicht signifikante
Verdnderungen der Threoninwirksamkeit. Die signifikant erhohte TDG-Aktivitdt durch
Glycin-Zulage bei Erhohung des Thr-Niveaus von 0,45% auf 0,60% dThr zeigt vermutlich
das Ende des durch Threonin limitierten Bereichs an. Dementsprechend liegt eine signifikant

niedrigere Threoninwirksamkeit vor.

In den Futtermischungen mit 0,45% dThr zeigte die TDG-Aktivitét bei Glycin-Zulage und die
Threoninwirksamkeit kaum Verdnderungen. In den Futtermischungen mit 0,60% dThr wurde

die Threoninwirksamkeit signifikant vermindert (Abb. 18 und Tab. 23).

Die durch Glycin-Zulage geringfiigig erhohte TDG-Aktivitidt bei 0,45% dThr und nahezu

unverdnderte Threoninwirksamkeit lassen den Limitierungsbereich erkennen.
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Abb. 18: Relative Verinderungen der Threoninwirksamkeit und TDG-AKktivitit (mit
Gly-Zulage, 0,60% dThr = 100) nach Glycin- und Threoninabstufungen; (n = 6)

Nach den Ergebnissen von Abbildung 17 und 18 werden TDG-Aktivitdt und Thr-Wirksamkeit
in der Nédhe der Thr-Bedarfsdeckung vom Glycin- wie Threoningehalt beeinflusst.
Interessanterweise zeigt sich bei Darstellung relativer Werte (Abbildung 17 und 18) bei TDG-
Aktivitidt und Thr-Wirksamkeit eine ausgepriagte Wirkung der Thr-Zulage.

Es ldsst sich aber auch feststellen, dass die TDG-Aktivitdt und die Thr-Wirksamkeit in der
Néhe der Thr-Bedarfsdeckung vom Glycingehalt beeinflusst werden. Diese Beobachtung

bedarf weiterer experimenteller Belege.

5.6 Zusammenhinge zwischen Proteinniveau und TDG-AKktivitit bei der Laborratte

Bei der Ratte wurde durch die Erh6hung des XP-Gehaltes im Futter die TDG-Aktivitét in der
Leber nicht erhoht (Abb. 9 und Tab. 24). Dass die Verabreichung einer Didt mit hohem
Proteingehalt nicht zwangsldufig zu einem starken Anstieg der hepatischen TDG-Aktivitit
fiihren muss, stimmt mit Aussagen von BIRD und NUNN (1983) iiberein. Die Relation der
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TDG-Aktivitit im Bereich von 12,0% XP und 24,0% XP war dhnlich der von BIRD und
NUNN (1983) beobachteten. Nach den Empfehlungen des NRC (1978) liegt der
Proteinbedarf fiir maximales Wachstum bei Ratten im Bereich von 12,0% XP, wenn hoch
verdauliches Protein mit ausgeglichenem Aminosduremuster verwendet wird. MERCER et al.
(1989) und PETERS und HARPER (1985) zeigten, dass 19% Kasein (ca. 17% XP) in der

Diét notwendig war, um 95% der maximalen Wachstumskapazitit auszuschopfen.

Trotz einer geringen Limitanz von Threonin im Rohprotein aber bei insgesamt
bedarfsdeckender XP- und Thr-Versorgung (18,0% XP und 0,75% Thr) und bei Versorgung
iiber dem Bedarf (24,0% XP und 1,0% Thr), wurde die TDG-Aktivitit nicht signifikant
erhoht. Dieser Befund bedeutet, dass die TDG-Aktivitit im Bereich des optimalen XP-
Bedarfs eine schwache Abhingigkeit vom XP-Gehalt hat. In dem optimalen XP-Bereich von
18,0% XP war die TDG-Aktivitdt niedrig. Dieser Befund stimmt mit den Aussagen von
KANG-LEE und HARPER (1978) iiberein, die bei Ratten unter Verwendung von L-[U-'*C]
Threonin eine niedrige Oxidationsrate von Threonin in einem optimalen Thr-
Versorgungsbereich fiir maximales Wachstum ermittelten. Danach, bei hdherer Thr-

Versorgung, stieg die Oxidationsrate von Threonin an.

Die Katabolisierung von Threonin verringerte sich jedoch signifikant, wenn der XP-Gehalt
von 12,0% auf 18,0% angehoben wurde. Das Verhiltnis der Gesamtmenge von Glycin und
Serin bei der 18,0%- bzw. 12,0% XP-Diit war 1,5:1, d. h. die 18,0% XP-Diét enthielt die 1,5-
fach hohere Menge an Glycin und Serin. Bei 18,0% XP in der Diét wird Threonin durch die
TDG offensichtlich in geringem Umfang zu Glycin abgebaut, da bei diesem Proteinniveau
ausreichend Aminosduren verfiigbar sind, um ein entsprechendes Wachstum sicherzustellen.
Nach Angaben von LEE und LIEBERT (2001) aus in vitro Studien (Inkubation mit 20 mM
Thr-Konzentration) mit Rattenlebern wurden ca. 10% des Threonins zu Glycin abgebaut.
Nach Ergebnissen von BALLEVRE et al. (1990) mit in vivo Studien beim Schwein wurden ca.
80% des Threonins zu Glycin abgebaut. Ferner errechneten BIRD et al. (1984), ausgehend
von in vitro Studien mit intakten hepatischen Mitochondrien von Ratten, dass bei
ausreichender Versorgung mit L-Threonin mindestens 65% des katabolisierten Threonins in
Glycin und Acetyl-CoA umgewandelt werden. Das bedeutet, dass mindestens 60% des
katabolisierten Threonins zu Glycin abgebaut werden. Hierbei zeigen sich grofle Unterschied
zwischen in vitro- und in vivo Messungen. Die in vivo Messung mit physiologischen

Konzentrationen an Threonin (ca. 0,35- und 0,2 mM) ist letztendlich erforderlich, um
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genauere quantitative Kenntnisse iiber den Threoninabbau zu Glycin durch die TDG zu
ermitteln. Trotzdem konnte nach Aussagen von BIRD et al. (1984) und BALLEVRE et al.
(1990) geschlussfolgert werden, dass ca. 60 - 80% des Threonins zu Glycin abgebaut werden
kann und dass eine de novo Synthese von Glycin aus Threonin durch den TDG-Weg fiir die
Deckung eines hoheren Bedarfs an Glycin als wichtiger metabolischer Weg in Frage kommt

(LE FLOC'H et al. 1994).

XP-Uberschiisse im untersuchten Bereich, so kann aus vorliegenden Untersuchungen
geschlossen werden, stimulieren den Thr-Abbau bei der Ratte iiber den TDG-Weg nicht. Es
liegen also keine Anzeichen fiir die zusdtzliche Stimulierung des Threoninabbaues durch
TDG bei differenziertem XP-Niveau vor. Dieser Befund unterscheidet sich deutlich von den

Beobachtungen beim Kiiken.

5.7 Zusammenhiinge zwischen Protein- und Threoningehalt der Futtermischungen

und TDG-Aktivitiat bei der Laborratte

Durch die Erhéhung des Thr-Gehaltes von 0,28% auf 0,72% bei 12,0% XP bzw. von 0,42%
auf 0,72% bei 18,0% XP erhohte sich der Threoninabbau signifikant (Abb. 10 und Tab. 25).
Dieser Befund lésst erkennen, dass die TDG-Aktivitdt im Bereich minimaler und optimaler

XP-Bedarfsdeckung vom Thr-Gehalt des Futters abhingt.

Im vorliegenden Versuch, in dem die Ratten mit Weizenkleber als Proteinquelle gefiittert
wurden, lag die TDG-Aktivitét bei 12,0% XP (0,72% Thr) nicht signifikant hoher als bei der
Didt mit 18,0% XP (0,42% Thr). In Versuch 6, in dem die Ratten mit Kasein als Proteinquelle
erndhrt wurden, lag die TDG-Aktivitit bei der Didt mit 12,0% XP (0,5% Thr) dagegen
signifikant hoher als bei der Didt mit 18,0% XP (0,75% Thr). Dieser widerspriichliche Befund
kann auch mit den verwendeten unterschiedlichen Proteintragern zusammenhéngen bzw. mit
Differenzen im Thr-Niveau. Insgesamt aber sind weitere Untersuchungen erforderlich, um

den genauen physiologischen Hintergrund zu eruieren.

Wie in Abb. 11 und Tab. 25 gezeigt wurde, hat die Threoninzulage von 0,42% (Thr-
minimaler Bereich) auf 0,72% Thr (Thr-optimaler Bereich) bei 12,0% XP (minimaler XP-
Bereich) die TDG-Aktivitét nicht weiter signifikant erh6ht. Demgegeniiber wurde bei Zulagen
von 0,42% auf 0,72% Thr bei 18,0% XP (optimaler XP-Bereich) die TDG-Aktivitit
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signifikant erhoht. Die beiden TDG-Aktivititen stehen mit dem Ende des
Limitierungsbereiches von Threonin in Verbindung. Diese Folgerungen wurden jeweils durch

eine signifikant niedrigere Threoninwirksamkeit bestatigt.

LEE und LIEBERT (2000, 2001) zeigten bei Kiiken, dass der Anstieg des Threoninabbaus
durch TDG mit signifikant geringerer Threoninwirksamkeit verbunden war. Das bedeutet,
dass der Threoninabbau in vitro mit der gemessenen Threoninwirksamkeit in Zusammenhang
stehen kann. Allerdings berechtigen die bisherigen Befunde nicht zu der Annahme, dass die in
vitro gemessene TDG-Aktivitit empfindlicher auf Thr-Wirksamkeitsunterschiede reagiert als

die Bilanzmessung selbst. Weitere Untersuchungen sind unverzichtbar.

5.8 Zum Threoninstoffwechsel von Laborratte und Kiiken in Abhiingigkeit von der

Protein-, Threonin- und Glycinversorgung

Durch die Erhéhung des XP-Gehaltes im Futter wurde die Leber-TDG-Aktivitéit beim Kiiken
deutlich erhoht. Bei Laborratten gab es keine Indikation fiir eine zusétzliche Stimulation der
Threoninoxidation durch TDG bei Erhohung des XP-Gehaltes in den Diédten (Abb. 19). Diese
Erhohung der TDG-Aktivitit beim Kiiken kdnnte eine Reflexion des hoheren Glycinbedarfes
fiir die Harnsdurebildung sein. Offensichtlich liegen also tierartabhingige Reaktionen der

TDG-Aktivitat vor.
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Abb. 19: Verlauf der Leber TDG-Aktivitit bei differenziertem Proteingehalt bei

Laborratte und Kiiken
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Beim Kiiken, im Bereich limitierter XP-Bedarfsdeckung, hidngt die TDG-Aktivitit bei
Threoninzulage stirker vom XP-Gehalt ab und im Bereich optimaler XP-Versorgung
verstarkt vom Thr-Gehalt; bei Laborratten im Bereich unterhalb der XP-Bedarfsdeckung
hauptsdchlich vom Thr-Gehalt. Beim Kiiken, im Bereich unterhalb optimaler XP-Versorgung,
konnte die Thr-Wirksamkeit bei der vorliegenden Threoninzulage beim Abbau {iber den
TDH-Weg des Threonins vermindert werden. Im Bereich optimaler XP-Bedarfsdeckung wird
die Thr-Wirksamkeit bei einer Threoninzulage beim Abbau des Threonins durch TDG
vermindert. Bei Laborratten, im Bereich minimaler- und optimaler XP-Bedarfsdeckung, wird
die Thr-Wirksamkeit bei der Threoninzulage beim Abbau des Threonins durch TDG

vermindert.

Die Thr-Wirksamkeit, die aus N-Bilanzmessungen mit dem exponentiellem N-
Verwertungsmodell abgeleitet wird, ist ein quantitatives MaB fiir die Thr-Verwertung. Die in
vitro Messung der TDG-Aktivitdt ist ein qualitatives Mal} fiir den Threoninabbau, dessen
Resultat nicht durchgédngig mit der in vivo Situation ilibereinstimmen muss. Vorliegende
Befunde weisen aber durchaus eine gewisse Indikatorfunktion aus, die zur Abgrenzung des

Threonin-Limitierungsbereiches genutzt werden kann.

DAVIS und AUSTIC (1997) haben gezeigt, dass auch die zelluldre Konzentration anderer
Aminosduren neben Threonin Einfluss auf die TDG-Aktivitdt der Leber von Kiiken haben
kann. Dies wird unterstiitzt durch die Untersuchung von Le FLOC'H et al. (1994), in denen
auch Glutaminséure die TDG-Aktivitdt von Schweinen erhdht, die mit einem niedrigen Thr-
Gehalt in der Diit gefiittert wurden. Dies wird auch unterstiitzt durch die Untersuchungen von
DAVIS und AUSTIC (1982b, 1994), in denen die hepatische TDG-Aktivitit nach der Zugabe
spezifischer Aminosduren oder einem Gemisch von essentiellen Aminosduren ohne Threonin
anstieg, was gleichzeitig die Mdglichkeit bietet, Threonin-Imbalanzen hervorzurufen. Nach
Angaben von SANCHEZ und SWENDSEID (1969) und DANIEL und WAISMAN (1969)
zeigt sich auch, dass iiberschiissiges Methionin die hepatische Threonindehydratase-Aktivitét
in Ratten erhoht. Dieser Befund kann auch nach Auffassung von GOLDSTEIN et al. (1962)
dadurch  erklart  werden, dass Serindehydratase, Threonindehydratase ~ und
Cystathioninsynthetase (STIPANUK und BENEVENGA, 1977) Eigenschaften ein- und
desselben Enzyms bei Ratten haben. Le FLOC'H et al. (1996) fanden, dass die meisten
Enzyme des Aminosdurenkatabolismus nicht nur durch ein spezifisches Substrat stimuliert

werden. Daraus ldsst sich schlieBlich ableiten, dass die TDG-Aktivitdt nicht nur durch
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Threonin, sondern auch durch andere Aminosduren oder auch durch andere Enzyme, die die
gleichen Eigenschaften aufweisen, stimuliert werden kann. Natiirlich schréankt diese

Besonderheit die Spezifik der Interpretation von TDG-Verdnderungen ein.

Grundsitzlich gilt dies natiirlich auch fiir die in vitro Aktivitdtsmessungen, die in vivo
Verhiltnisse infolge eines anderen Substrat-Enzym-Verhédtlnisses nur begrenzt reflektieren

konnen.

Als zusitzlicher Indikator zur erginzenden Beurteilung der aktuellen Stoffwechselsituation im
Komplex Thr — Gly — Ser sind jedoch, bei Beherrschung des methodischen Umfeldes,
Einsatzmdglichkeiten von in vitro Enzymaktivititsmessungen zu einer komplettierenden

Beurteilung des Ablaufes physiologischer Prozesse des Aminosdurestoffwechsels gegeben.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Ziel der vorliegenden Arbeit war es festzustellen, ob die unterschiedliche Versorgung mit
Protein (XP), Threonin (Thr) und Glycin (Gly) bei einer limitierten Threoninversorgung einen
Einfluss auf die Threonindehydrogenase-Aktivitdt (TDG-Aktivitit) in der Leber von Kiiken

und Laborratten hat.

Dazu wurden 7 Versuche mit federgesexten ménnlichen Cobb-Kiiken und weillen Wistar-

Ratten in verschiedenen Altersstufen und Lebendmassebereichen durchgefiihrt:

Versuch 1: Kiiken vom 15. — 25. Lebenstag bei unterschiedlichen Rohproteingehalten. Die
kalkulierten XP-Gehalte lagen bei 5,5%; 11,0%; 16,5%; 22,0%; 27,5% und 33,0%.

Versuch 2: Kiiken vom 17. — 30. Lebenstag bei XP-Gehalten von 18,5% und 22,5% mit

jeweils 2 Threoninstufen von 0,45% und 0,60% wahr facal verdaulichem Threonin.

Versuch 3: Kiiken vom 10. — 20. Lebenstag bei XP-Gehalten von 16,5% und 22,0% und einer
Steigerung des Threoningehaltes von 0,65% auf 0,79% Threonin bei 16,5% XP und
0,86% auf 1,05% Threonin bei 22,0% XP.

Versuch 4: Kiiken vom 1. — 49. Lebenstag in Bodenhalten bei praxisnaher Phasenfiitterung.
Die Priifung der Leber-Threonindehydrogenase erfolgte am 7., 21., 35. und 49.
Lebenstag.

Versuch 5: Kiiken vom 5. — 15. Lebenstag bei einem XP-Gehalt von einheitlich 22,0% und
Glycingehalten von 0,64% und 0,98% und wahr fiacal verdaulichen Threoningehalten
von 0,45% und 0,60% bei 0,64% bzw. 0,98% Glycingehalt. Die Gly+Ser-Gehalte
betrugen insgesamt 1,55% bzw. 1,90%.

Versuch 6: Weile Wistar-Ratten im Lebendmassebereich von 106 — 140 g bei XP-Gehalten
von 0%, 6,0%, 12,0%, 18,0% und 24,0%.
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Vesuch 7: Weille Wistar-Ratten im Lebendmassebereich von 149 — 167 g und XP-Gehalten
von 12,0% und 18,0% mit unterschiedlichen Threoningehalten von 0,28%, 0,42% und
0,72% bei 12,0% XP bzw. 0,42%, 0,52% und 0,72% bei 18,0% XP.

Am Ende des jeweiligen Vesuches wurden die Lebern von jeweils 6 Tieren entnommen und

fiir die Bestimmung der TDG-Aktivitét in vitro aufbereitet.

Die Threoninwirksamkeiten wurden aus N-Bilanzversuchen mit einem exponentiellen N-

Verwertungsmodell abgeleitet.

Folgende Ergebnisse wurden erzielt:

1. Durch die Erhohung der XP-Gehalte stieg die TDG-Aktivitit in der Kiikenleber ab 22,0%
XP in der Futtermischung trotz limitierter Threoninversorgung signifikant an. Die
Threoninwirksamkeit war unverdndert bis zu einem XP-Gehalt von 27,5% und fiel bei
33,0% XP signifikant ab. D. h. durch einen verstirkten Abbau von Threonin durch die

TDG erfolgte eine Verminderung der Thr-Wirksamkeit bei der Futtermischungen mit

hohem XP-Gehalt.

2. Bei einem XP-Gehalt von 18,5% und einem Anstieg der Thr-Konzentration von 0,45%
auf 0,60% dThr zeigte sich kein Einfluss auf die TDG-Aktivitét in der Kiikenleber, wohl
aber bei einem XP-Gehalt von 22,5% und einem Gehalt von 0,60% dThr war die TDG-
Aktivitdt in der Kiikenleber erhoht. Das konnte den Bereich angeben, in dem Threonin

nicht mehr limitierend wirkt.

3. Bei einem Gehalt von 16,5% XP und einem Anstieg der Thr-Konzentration von 0,65% auf
0,79% wurde kein Einfluss auf die TDG-Aktivitédt in der Kiikenleber ermittelt, dagegen
stieg die TDG-Aktivitdt bei einem Gehalt von 22,0% XP und einer Erhéhung des Thr-
Gehaltes von 0,86% auf 1,05% signifikant an.

4. Im Verlauf des Phasenfiitterungsversuches zeigten sich altersabhéngige Verdnderungen
der TDG-Aktivitdt, die mit Phasen eines besonders hohen metabolischen Bedarfes an

Glycin erklédrt weden konnen.
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5. Bei einem XP-Gehalt von 22,0% (Gly + Ser-Gehalt 1,55%) fiihrte die Erh6hung des Thr-
Gehaltes von 0,45% auf 0,60% dThr zu einer mehreren Akkumulation von Gly in den
Lebermitochondrien, jedoch nicht signifikantem Anstieg der TDG-Aktivitit. Bei 1,90%
Gly+Ser und 22,0% XP stieg die TDG-Aktivitit nach Thr-Zulage signifikant an. Dieser

Befund weist auf das Ende des Thr-Limitierungsbereiches hin.

6. Bei Laborratten lag die TDG-Aktivitdt bei einer proteinfreien Ration am niedrigsten,
erhohte sich bei einer XP-Steigerung bis 12,0% XP, verringerte sich geringfiligig bis
18,0% XP und stieg von 18,0% bis 24,0% XP tendenziell an. Insgesamt beeinflusste das
XP-Niveau die TDG-Aktivitét aber nur zufallig.

7. Der Anstieg des Thr-Gehaltes von 0,28% auf 0,72% bei 12,0% XP bewirkte einen
allmdhlichen Anstieg der TDG-Aktivitdt in den Rattenlebermitochondrien. Das trifft
ebenfalls fiir die Futtermischung mit 18,0% XP zu, allerdings auf einem etwas hoheren
Niveau. Die  TDG-Aktivitdt  wurde nahezu  ausschlieflich  durch  die
Aminoacetonakkumulierung moduliert. TDG-Aktivitdt und Thr-Wirksamkeit zeigten das
Ende des Thr-Limitierungsbereiches an. Die in vitro TDG-Aktivititen der Leber von
Kiiken und Laborratten wird demnach nicht nur durch die Thr-Konzentrationen im Futter
sondern auch vom XP-Gehalt und damit dem Angebot anderer Aminosduren sowie vom
Alter  beeinflusst. Da  offensichtlich  Zusammenhénge zur  unspezifischen
Katabolisierungsrate anderer Aminosduren bestehen, wird die Interpretation von TDG-
Verianderungen (in vitro) erschwert. Beziige zum Parameter Thr-Wirksamkeit sind mit
Einschriankungen deutlich geworden und miissen, bevor quantitative Aussagen moglich

sind, weiter erforscht werden.
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7. SUMMARY

Aim of this research was to determine the effects of different supply of crude protein (CP),
threonine (Thr) and glycine (Gly) on threonine dehydrogenase activity (TDG activity) in the
liver of chickens and laboratory rats under conditions of different threonine supply. A total of
7 experiments with feather-sexed male Cobb chickens and white Wistar rats were done in

different age periods:

Experiment 1: Chicken day 15-25, different CP contents. The calculated CP contents were
5.5%, 11.0%, 16.5%, 22.0%, 27.5% and 33.0%.

Experiment 2: Chicken day 17-30, 18.5% and 22.5% CP and 0.45% and 0.60% true fecal
digestible threonine (dThr).

Experiment 3: Chicken day 10-20, 16.5% and 22.0% CP and different threonine levels.

Experiment 4: Chicken day 1-49, standard feeding program. Determination of liver threonine

dehydrogenase at days 7, 21, 35 and 49.

Experiment 5: Chicken day 5-15, 22.0% CP content, different glycine and threonine levels.

Experiment 6: White Wistar rats in live weight range from 106-140 g with CP contents of 0%,
6.0%, 12.0%, 18.0% and 24.0%.

Experiment 7: White Wistar rats in live weight range from 149-167 g and CP contents of
12.0% and 18.0% with different threonine levels.

At the end of the experiments the livers were taken from 6 animals for the in vitro TDG assay.

The threonine efficiency was calculated from results of N-balance trials with an exponential

N-utilization model.
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Summary of the Results:

1. The elevation in CP content caused a significant increase in TDG activity in the livers
of chickens starting at 22.0% CP in the feed mixtures despite a limited threonine
supply. Threonine efficiency remained unchanged up to an CP content of 27.5%,
dropping off significantly at 33.0% CP. This means that an intensified TDG-induced
breakdown of threonine caused a reduction in threonine efficiency in the feed mixtures

with a high CP content.

2. There was no effect on the TDG activity in the chick liver in the presence of an CP
content of 18.5% and an increase in threonine concentration from 0.45% to 0.60 %
dThr. However, TDG activity in the chick liver was elevated at an CP content of
22.5% and a 0.60% content of dThr. These findings might delineate the range in which

threonine no longer has a limiting effect.

3. At a content of 16.5% CP and an increase in the Thr concentration from 0.65% to
0.79%, no influence on TDG activity was determined in the chick liver. By contrast,
there was a significant increase in TDG activity when the CP content was 22.0% and

the Thr content increased from 0.86% to 1.05%.

4. During the course of the phase-feeding experiment, there proved to be age-dependent
changes in TDG activity that can be explained as phases in which a specifically high

metabolic need for glycine existed.

5. At an CP content of 22.0% (Gly + Ser content 1.55%), the elevation in Thr content
from 0.45% to 0.60% dThr led to an increased accumulation of Gly in the liver
mitochondria, but not to a significant increase in TDG activity. After adding Thr at
1.90% Gly+Ser and 22.0% CP, TDG activity increased significantly. This finding

would indicate the end of the Thr limit range.

6. In laboratory rats fed on a protein-free diet, TDG activity was at its lowest, increased
during an CP rise to 12.0% CP, decreased slightly down to 18.0% CP and showed a
trend to increase from 18.0% to 24.0% CP. Overall, the CP level only had a random
effect on TDG activity.
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7. The increase in Thr content from 0.28% to 0.72% in the presence of 12.0% CP caused
a gradual increase in TDG activity in rat liver mitochondria. This similarly applied to
the feed admixed with 18.0% CP, but at a higher level. The TDG activity was almost
exclusively modulated by amino acetone accumulation. TDG activity and Thr
efficiency would indicate the end of the Thr limit range. Accordingly, the in vitro
TDG activity in the livers of chicks and laboratory rats is not solely affected by the
Thr concentration in the feed, but also by the CP content and, hence, by the supply of
other amino acids and by the animal's age. Interpretation of the TDG changes (in
vitro) is difficult since there are apparent connections to the non-specific catabolism
rate of other amino acids. There is obvious, albeit limited evidence of connections to
the parameter of Thr efficiency. Further research is required before quantitative

conclusions can be drawn.
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9. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abb. Abbildung
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10. TABELLENANHANG

Tab. Al: TDG-AKktivitit in der Kiikenleber (n = 6), Versuch 1

XP- Stufen (%) | Lebermasse (g) TDG-Aktivitit (nmol/ 30 min/ mg Protein)
Aminoaceton Glycin Gesamtaktivitiit
5,50 20,49 0,09 0,75 0,84
28,71 0,06 0,85 0,91
26,05 0,07 0,75 0,82
18,49 0,29 0,70 0,99
19,35 0,29 0,74 1,03
18,86 0,25 0,85 1,10
MW 21,99 0,18 0,77 0,95
SD 4,31 0,11 0,06 0,11
11,00 38,93 0,75 0,72 1,47
37,93 0,68 0,71 1,39
39,76 0,31 0,54 0,85
38,95 0,28 0,89 1,17
34,30 0,68 0,70 1,38
26,35 0,52 0,72 1,24
MW 36,04 0,54 0,71 1,25
SD 5,12 0,20 0,11 0,22
16,5 30,11 1,27 0,95 2,22
34,82 1,54 0,87 2,41
22,22 1,40 1,39 2,79
34,41 1,94 0,88 2,82
32,65 1,25 0,93 2,18
33,66 1,55 0,88 2,43
MW 31,31 1,49 0,98 2,48
SD 4,76 0,25 0,20 0,27
22,00 27,81 9,11 3,07 12,18
36,22 7,89 2,65 10,54
30,45 9,12 3,08 12,2
34,61 10,07 2,35 12,42
29,26 9,38 4,61 13,99
34,10 7,88 7,52 15,4
MW 32,08 8,91 3,88 12,79
SD 3,36 0,87 1,95 1,68
27,50 21,97 8,13 7,29 15,42
18,37 11,03 13,37 24,4
27,08 9,53 18,98 28,51
30,43 7,53 10,17 17,7
26,52 14,79 12,72 27,51
28,36 15,16 17,67 32,83
MW 25,46 11,03 13,37 24,40
SD 4,46 3,29 4,42 6,68
33,00 28,35 28,81 64,62 93,43
34,22 - - -
29,18 26,68 63,01 89,69
26,49 28,62 62,99 91,61
21,48 30,62 77,87 108,49
25,96 28,75 67,51 96,26
MW 27,61 28,70 67,20 95,90
SD 4,20 1,40 6,24 7,44

- Ausreiller
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Tab. A2: TDG-Aktivitiit in der Kiikenleber (n = 6), Versuch 2

XP-/ Thr- Lebermasse (g) TDG-Aktivitit (nmol/ 30 min/ mg Protein)
Stufen Aminoaceton Glycin Gesamtaktivitit
18,5% XP- 40,96 2,93 2,68 5,61
0,45% dThr 30,71 - - -

29,80 1,16 1,01 2,17

34,70 1,66 1,87 3,53

34,13 4,04 0,68 4,72

35,02 3,10 2,30 5,40

MW 34,22 2,58 1,71 4,29

SD 3,95 1,16 0,85 1,43

18,5% XP- 44,39 - - -

0,60% dThr 41,11 1,61 0,16 1,77
31,51 2,87 0,92 3,79

38,07 4,38 2,04 6,42

33,49 3,57 1,77 5,34

38,04 1,49 2,54 4,03

MW 37,77 2,78 1,49 4,27

SD 4,75 1,25 0,95 1,75
22,5% XP- 39,61 6,66 4,41 11,07
0,45% dThr 38,61 4,01 3,53 7,54
39,76 1,65 1,47 3,12

42,85 5,04 4,13 9,17

40,39 4,71 0,56 5,27

43,62 1,34 1,61 2,95

MW 40,81 3,90 2,62 6,52

SD 1,98 2,06 1,61 3,31
22,5% XP- 32,53 3,88 4,53 8,41
0,60% dThr 34,53 7,60 6,68 14,28
36,25 6,76 4,43 11,19
45,25 8,31 7,15 15,46
- 5,62 6,54 12,16

38,82 3,10 4,10 7,20
Mw 37,48 5,88 5,57 11,45

SD 4,92 2,07 1,36 3,22

- Ausreiller
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Tab. A3: TDG-Aktivitit in der Kiikenleber (n = 6), Versuch 3

XP-/ Thr- Lebermasse (g) TDG-Aktivitit (nmol/ 30 min/ mg Protein)
Stufen Aminoaceton Glycin Gesamtaktivitit
16,5% XP- 19,30 2,11 0,82 2,93
0,65% Thr 26,60 4,65 1,46 6,11
20,70 1,12 1,9 3,02
27,00 2,74 1,63 4,37
27,20 1,01 1,45 2,46
24,20 2,32 1,46 3,78
MW 24,20 2,33 1,45 3,78
SD 3,40 1,33 0,36 1,33
16,5% XP- 16,20 2,88 1,26 4,14
0,79% Thr 15,40 0,96 0,58 1,54
17,20 3,16 2,94 6,10
13,60 4,01 1,02 5,03
- L11 1,45 2,56
16,00 2,43 1,44 3,87
MW 15,70 2,42 1,45 3,87
SD 1,30 1,34 0,89 1,84
22,0% XP- 18,00 2,84 2,86 5,70
0,86% Thr 19,80 2,45 2,56 5,01
19,70 3,24 1,53 4,77
17,00 4,63 4,20 8,83
20,00 3,20 3,75 6,95
15,40 0,69 2,28 2,97
MW 18,30 2,84 2,86 5,71
SD 1,90 1,44 1,09 2,24
22,0% XP- 12,50 - - -
1,05% Thr 13,00 6,52 5,37 11,89
14,20 5,75 3,31 9,06
10,70 3,28 2,76 6,04
13,10 6,47 4,04 10,51
14,80 6,54 7,62 14,16
MW 13,10 5,71 4,62 10,33
SD 1,40 1,40 1,94 3,05

- Ausreiller
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Tab. A4: TDG-Aktivitit in der Kiikenleber (n = 6), Versuch 4

Alter XP- Lebermasse (g) TDG-Aktivitit (nmol/ 30 min/ mg Protein)
(Tag) Stufen Aminoaceton Glycin Gesamtaktivitiit

22,7% XP- 6,40 1,47 1,48 2,95

7 0,85% Thr 4,00 2,92 0,50 3,42
6,00 2,20 0,76 2,96

5,30 0,54 3,20 3,74

5,70 1,56 1,28 2,83

4,60 0,71 0,39 1,10

MW 5,30 1,57 1,27 2,83

SD 0,90 0,90 1,04 0,92

20,3% XP- 25,50 - - -

21 0,75% Thr 29,50 14,10 5,50 19,60
19,50 14,42 6,44 20,86

22,00 5,41 2,60 8,01

20,00 4,83 4,31 9,14
21,00 11,29 6,15 17,44

MW 23,00 10,01 5,00 15,01

SD 4,00 4,63 1,57 6,01

20,3% XP- 41,00 7,82 2,20 10,02

0,75% Thr 53,70 4,29 1,76 6,05

35 32,30 7,82 2,20 10,02
43,70 12,88 2,51 15,39

32,30 9,85 3,82 13,67

40,60 4,21 0,75 4,96

MW 41,00 7,81 2,21 10,02

SD 8,00 3,32 1,00 4,09

49 18,6% XP- 37,50 3,16 0,38 3,54

0,69% Thr 38,30 - - -

46,40 4,87 0,09 4,96

33,90 3,78 0,59 4,37

44,50 1,61 1,00 2,61

41,30 5,52 0,84 6,36

MW 40,30 3,79 0,58 4,37

SD 4,70 1,53 0,36 1,42

- Ausreiler
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Tab. AS: TDG-Aktivitit in der Kiikenleber (n = 6), Versuch 5

Gly- / Thr- Lebermasse (g) TDG-Aktivitit (nmol/ 30 min/ mg Protein)
Stufen Aminoaceton Glycin Gesamtaktivitit

0,64% Gly- 6,40 2,34 3,15 5,49
0,45% dThr 6,90 3,38 5,34 8,72
8,90 2,49 2,00 4,49

7,10 1,71 2,40 4,11

7,00 5,22 2,73 7,95
6,30 6,17 3,83 10,00

MW 7,10 3,55 3,24 6,79

SD 0,90 1,77 1,21 2,43
0,64% Gly- 11,90 5,36 6,51 11,88
0,60% dThr 11,10 3,46 5,55 9,00
10,10 2,77 2,22 4,99
12,60 4,93 5,58 10,50

9,70 6,17 8,38 14,55

11,70 2,77 4,16 6,94

MW 11,20 4,24 5,40 9,64

SD 1,10 1,44 2,09 3,44
0,98% Gly- 6,60 2,88 1,95 4,83
0,45% dThr 6,10 5,54 6,56 12,10
6,20 2,61 2,71 5,33

6,50 3,11 1,90 5,02

5,20 4,44 4,82 9,27

7,00 2,54 3,76 6,30

MW 6,30 3,52 3,62 7,14

SD 0,60 1,21 1,82 2,93
0,98% Gly- 14,40 11,69 5,04 16,73
0,60% dThr 14,60 4,35 4,32 8,67
13,00 15,56 3,93 19,49

14,40 5,51 3,93 9,44
15,70 6,74 7,84 14,58
MW 14,40 8,77 5,01 13,78

SD 1,00 4,05 1,64 4,05

- Ausreiller
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Tab. A6: TDG-AKktivitit in der Rattenleber (n = 6), Versuch 6

XP- Stufen (%) | Lebermasse (g) TDG-Aktivitit (nmol/ 30 min/ mg Protein)
Aminoaceton Glycin Gesamtaktivitit

4,10 6,19 1,17 7,36

0 4,90 4,35 0,70 5,05
5,90 3,31 1,75 5,06

6,60 4,96 0,83 5,79

6,90 3,04 1,40 4,44

6,30 4,36 1,18 5,54

MW 5,80 4,37 1,17 5,54
SD 1,10 1,14 0,38 1,01
7,50 11,00 1,54 12,54

6 7,00 12,36 1,52 13,88
7,40 10,50 1,60 12,10

6,70 7,03 1,70 8,73

7,20 14,03 2,30 16,33

7,30 8,14 0,93 9,07

MW 7,20 10,51 1,60 12,11
SD 0,30 2,60 0,44 2,89
10,30 13,33 1,34 14,67

12 7,00 15,63 1,63 17,26
6,10 14,69 1,70 16,39

7,00 19,03 2,44 21,47

5,20 - - -

7,70 8,59 1,29 9,88

MW 7,20 14,25 1,68 15,93
SD 1,70 3,80 0,46 4,21
8,70 5,39 1,37 6,76

18 7,90 8,33 2,02 10,35
9,30 9,34 1,94 11,28

7,30 7,36 0,46 7,82

7,60 12,96 1,29 14,25

7,40 10,23 0,67 10,90

MW 8,00 8,94 1,29 10,23
SD 0,80 2,59 0,64 2,67
8,70 11,38 2,52 13,90

24 9,90 - - -

7,80 10,26 1,47 11,73

6,80 9,53 1,00 10,53
8,00 10,92 1,68 12,60

9,10 12,55 1,50 14,05
MW 8,40 10,93 1,63 12,56
SD 1,10 1,14 0,56 1,49

- Ausreifler
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Tab. A7: TDG-AKktivitit in der Rattenleber (n = 6), Versuch 7

XP-/ Thr- Lebermasse (g) TDG-Aktivitit (nmol/ 30 min/ mg Protein)
Stufen Aminoaceton Glycin Gesamtaktivitit
12% XP- 7,70 5,10 1,37 6,47
0,28% Thr 9,90 6,39 0,44 6,83
9,70 7,18 0,78 7,95
9,10 8,92 0,73 9,66
9,30 9,76 0,99 10,75
10,00 8,82 0,85 9,67
MW 9,30 7,70 0,86 8,56
SD 0,80 1,77 0,31 1,73
12% XP- 10,10 8,67 0,97 9,64
0,42% Thr 8,90 10,34 1,32 11,65
10,00 10,33 0,89 11,22
9,10 9,53 0,64 10,17
9,70 10,95 0,73 11,68
10,20 - - -
MW 9,70 9,96 0,91 10,87
SD 0,50 0,88 0,26 0,92
12% XP- 9,90 17,29 0,98 18,27
0,72% Thr 9,50 9,88 0,70 10,58
9,80 11,15 0,65 11,80
11,20 8,91 1,12 10,03
9,90 13,86 0,41 14,27
10,50 - - -
MW 10,10 12,22 0,77 12,99
SD 0,60 3,39 0,28 3,37
18% XP- 9,90 13,51 1,33 14,85
0,42% Thr 10,00 12,05 0,87 12,92
10,00 11,12 0,86 11,98
11,40 9,33 0,84 10,17
- 10,24 0,96 11,20
11,20 7,27 1,23 8,50
MW 10,50 10,59 1,02 11,60
SD 0,70 2,18 0,21 2,20
18% XP- 11,00 13,25 0,29 13,54
0,52% Thr 9,90 11,30 0,52 11,82
11,10 17,08 0,49 17,57
12,00 9,42 0,47 9,89
9,50 14,21 1,05 15,26
12,80 13,54 0,81 14,35
MW 11,10 13,13 0,60 13,74
SD 1,20 2,61 0,28 2,68
18% XP- 11,60 15,09 2,06 17,14
0,72% Thr 9,80 17,17 1,65 18,82
8,80 15,24 1,69 16,93
10,40 16,12 1,14 17,26
11,10 13,56 0,80 14,36
9,80 13,76 1,16 14,92
MW 10,30 15,16 1,42 16,57
SD 1,00 1,38 0,46 1,65

- Ausreiler



97

Tab. A8: N-Bilanzergebnisse, Versuch 6

XP- Mittlere N-Aufnahme N-Bilanz b-10° be™! PNu (%)*
Stufen (%) | LM (g) |[mg/LM kg"*/d] | [mg /LM kg"*'/d]
128 438 233 1402 335 61,06
6 132 429 215 1349 323 60,14
131 431 224 1379 330 60,67
141 411 231 1483 355 62,35
115 473 279 1505 360 62,68
123 451 245 1414 338 61,26
MW 128 439 238 1422 340 61,36
SD 9 21 22 60 14 1,00
152 808 548 2048 490 68,58
12 143 839 547 1968 471 67,93
145 834 542 1940 464 67,69
145 832 535 1900 454 67,33
148 733 475 1778 425 66,12
146 832 554 2034 487 68,47
MW 146 813 534 1945 465 67,69
) 3 41 29 99 24 1,00
156 1188 637 2004 479 68,23
18 152 1209 642 2019 483 68,35
157 1179 597 1686 403 65,09
155 1190 520 1263 302 58,52
157 1180 578 1565 374 63,53
144 1252 485 1072 256 54,27
MW 153 1200 576 1601 383 63,00
SD 5 28 63 385 92 6,00
140 1696 697 2164 518 69,41
24 152 1650 766 - - -
154 1637 695 2190 524 69,58
152 1651 566 1069 256 54,21
149 1671 548 990 237 52,14
161 1594 647 1575 377 63,67
MW 151 1650 653 1598 382 61,80
SD 7 34 84 574 137 8,00

- Ausreifler * Standardisiert fiir N-Aufnahme von 1200 mg/ LM kg™®"/ d
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Tab. A9: N-Bilanzergebnisse, Versuch 7

XP-/ Thr- Mittlere N-Aufnahme N-Bilanz b-10° be™! PNu (%)*
Stufen LM (g) | [mg/ LM kg"*"/d] | [mg/ LM kg" /d]
12% XP- 149 1029 442 1142 524 55,95
0,28% Thr 175 924 326 - - -
160 883 378 1095 502 54,84
144 1036 429 1089 499 54,69
150 1024 418 1065 489 54,11
166 959 400 1078 494 54,42
MW 157 976 399 1094 502 54,80
SD 12 64 42 29 13 1,00
12% XP- 171 967 549 1715 539 65,42
0,42% Thr 170 969 597 - - -
178 936 538 1709 537 65,35
158 1018 567 1739 547 65,69
169 973 535 1624 511 64,31
171 965 527 1597 502 63,96
MW 169 971 552 1677 527 64,95
SD 6 26 26 62 20 1,00
12% XP- 175 960 534 1643 304 64,56
0,72% Thr 170 920 507 1565 289 63,53
183 931 475 1397 258 60,97
191 905 474 1431 265 61,53
166 992 572 1818 336 66,54
178 949 500 1482 274 62,34
MW 177 943 510 1556 288 63,25
SD 9 31 38 157 29 2,00
18% XP- 164 1428 607 1451 656 61,85
0,42% Thr 163 1434 570 1251 566 58,29
172 1386 559 1242 562 58,11
179 1347 553 1249 565 58,25
156 1477 659 - - -
167 1396 551 1197 542 57,17
MW 167 1411 583 1278 578 58,73
SD 8 45 43 99 45 2,00
18% XP- 177 1376 704 - - -
0,52% Thr 171 1408 625 1596 589 63,95
180 1361 589 1417 523 61,31
187 1326 666 2118 782 69,10
167 1420 679 2181 805 69,52
179 1363 645 1822 672 66,58
MW 177 1376 651 1827 674 66,09
SD 7 34 41 328 121 3,00
18% XP- 189 1337 632 1736 471 65,66
0,72% Thr 175 1405 587 1360 369 74,47
181 1252 600 1611 437 64,15
176 1403 656 1885 511 67,19
175 1405 644 1761 477 65,93
178 1389 609 1509 409 62,73
MW 179 1365 621 1644 445 66,69
SD 5 61 27 190 51 4,00

- Ausreifer * Standardisiert fiir N-Aufnahme von 1200 mg/ LM kg™®"/ d
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