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Ueber den Eintluss der Nahrung aut den Gehalt einiger
Proteiniraktionen im Blutserum der Ratten

Von T. Dabrowski, B. Doboszynska, Z. Ganowiak und J. Wierzchowsk:

(Aus dem Institut fir Lebensmitteluntersuchung der Med. Akad. in Gdansk
und Bezirkshygiene-Institut Gdansk)

Vor langer Zeit schon wurde man auf die verschiedene Struktur der Serum-
proteine aufmerksam. Hofmeister und Spiro bearbeiteten die heute schon klassi-
sche Methode der Bestimmung von Proteinfraktionen in Serum durch Aussalzen.
Das war der Anfang von Untersuchungen, die es spater ermoglichten, den Mit-
telwert der Fraktionen sowohl bei physiologischen als auch pathologischen Zu-
stinden zu ermitteln. Diese Werte, welche sogar im Bereich von Serum einer
Gattung verschieden waren '), wurden in der Diagnostik und Prognose einiger
Krankheiten angewendet.

Die Serumproteinfraktionen bestehen zu etwa 50 °/o aus Albuminen, welche
die Aufgabe eines Puffers haben, sowie aus und «, 3 und y Globulinen 2)3). Die
Untersuchungen von Keckwick bewiesen, dass die Albumine keinen einheitli-
chen Charakter besitzen, sondern in 3 weitere Fraktionen zerfallen, ahnlich wie
es Tiselius bei den Globulinen feststellte und von denen Raubert schon 12 Frak-
tionen trennte.

In der Literatur wurden eingehend die Veranderungen beschrieben, welche
in der Anordnung der einzelnen Serumproteinfraktionen bei Zufithrung von
Antigenen stattfinden. Dies gilt hauptsachlich fir die Produktion von Schutz-
stoffen, welche den Organismus vor Infektion schiitzen )%). Diese Schutzstoffe
sind mit den Serumproteinfraktionen, hauptsachlich y-Globulin, verbunden.
Einige Schutzstoffe binden sich auch mit der 3-Globulinfraktion. Nach den Un-
tersuchungen von Cohn sollen 98 °/o der Schutzstoffe mit der y-Globulinfraktion
verbunden sein. Die Veranderungen in der Anordnung der einzelnen Fraktionen
geben heute sehr wertvolle Hinweise tiber den Mechanismus der Krankheitsbe-
kampfung im Organismus.

Eine Steigerung des a-, B- und besonders des y-Globulingehaltes im Blut-
serum kann man bei vielen Krankheitsprozessen beobachten ¢)7). Anfangs hielt
man die Steigerung der Globulinfraktion (hauptsachlich y) fir eine Umgrup-
pierung innerhalb der Proteinfraktionen des Blutserums, bei welcher die Nah-
rung und das von aussen zugefithrte Protein ohne Einfluss waren.

(Albumin ——> Globulin)

Zahlreiche biologische Versuche (Cannon) zeigten jedoch, dass das Versagen
der Widerstandskrafte im Organismus nicht nur vom Krankheitszustand ab-
hangig ist, sondern auch von der in Bezug auf Proteine mangelhaften Erndhrung.
Dies kommt besonders bei jugendlichen Organismen zum Ausdruck, bei denen
infolge von gesteigertem Proteinverbrauch fiir Aufbauzwecke die Proteinreserve,
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welche unter anderem im Serum vorhanden ist, stets fehlt und der Zustand des
Proteinmangels ein stindiger wird. Dies ist auch der Grund fir die Anfalligkeit

dieser Organismen fiir viele Infektionskrankheiten sowie der Grund der hohen
Sterblichkeitsziffer ?).

Einige Autoren, wie Stickel 1), Dzialoszynski ') und Szurman 12) wiesen
auf die individuellen Schwankungen der einzelnen Proteinfraktionen des Blut-
serums bei verschiedenen Gattungen hin.

Wahrend der Arbeiten mit experimenteller Didt verschiedener Zusammen-
setzung bei weissen Ratten unternahmen wir den Versuch, die evidenten Diffe-
renzen in der Anordnung der einzelnen Serumproteinfraktionen dieser Tiere
im Verhaltnis zu einer sehr differenzierten Nahrung zu erfassen.

Szurman ) weist in seiner Arbeit auf die Moglichkeit einer Verdnderung
der Anordnung der Serumproteinfraktionen im Verhdltnis zum Alter und der
Ernahrung hin, bemerkt jedoch gleichzeitig, dass zum Unterschied von den viel
beschriebenen Verdnderungen des Blutserums nach Zufithrung verschiedener
Antigene nur sehr wenig Schrifttum vorhanden ist, welches die Verdnderungen
in der Anordnung der Serumproteinfraktionen auf Grund differenzierter Nah-
rung in Betracht zieht.

Methodik der Untersuchungen

Fir die Untersuchungen, welche in 2 grundsatzlich verschiedene Versuche
geteilt werden konnen, wurden 7 Gruppen von weissen Ratten verwendet. Der
erste Teil der Versuche umfasste 4 Rattengruppen (A, B, C, D) gleichen Alters
(3 Wochen) und Gewichtes (40 bis 45 g). Jede Rattengruppe bestand aus 5 Rat-
ten und wurde im Verlauf von 6 Monaten mit verschiedener Diat geftttert:

Uersuch 1
Gruppe A Experimentelle Didt + Hering (frisch) |
Gruppe B Experimentelle Diat + Fischkonserve (Hering in Oel)
Gruppe C Experimentelle Diat

Gruppe D Zuchtdiat

Die experimentelle Didt bestand aus einer modifizierten Didt nach Steen-
bock. Die Zuchtdiat wurde nach den Anweisungen des Staatl. Hyg. Instituts
(Roczn. P.Z.H. t. VII, Nr. 3, Seite 210/1956) zusammengestellt.

Der zweite Teil der Versuche umfasste 3 Rattengruppen (weisse Ratten) von
gleichem Alter und Gewicht (5 Wochen, 50 bis 60 g), welche im Verlauf von
25 Tagen mit rachitogener Didt gefiittert und dann in folgende Gruppen geteilt
wurden:
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Oersuch 11

Gruppe 1 Rachitogene Didt + 0,1 ml Speisedl *)
Gruppe 2 Rachitogene Didt + 1 J. E. Vit. D2 in 0,1 ml Speisedl *)
Gruppe 3 Rachitogene Diat + 1,0g Fischkonserve (Hering in Oel) *¥)

*) Oral verabreicht

i ] 7
**) Unter Kontrolle mit 1 g Fischkonserve gefiittert } S Viexiaul roned Lol

Bei dieser Didt wurden die Ratten in einem Raum, welcher die Einwirkung
von Ultraviolettstrahlung (2,560 bis 3,130 A) verhinderte, gehalten. Sowohl Fut-
ter als auch Wasser wurden den Ratten ad libitum gereicht.

Das Blut wurde den Ratten nach der Methode von Rozanow 8) entzogen, mit
einer 2-ml-Record-Spritze in vorbereitete Zylinder gebracht und mit 3600 U/m
zentrifugiert.

Das zentrifugierte Serum wurde mit einer Veronal-Pufferlésung im Ver-
héltnis 1 : 3 verdiinnt. Das so vorbereitete Serum wurde in einer Elektrophorese-
Kammer auf die verschiedenen Gruppen fraktioniert. Zu den elektrophoreti-
schen Bestimmungen wurde ein stabilisierter Gleichrichter (Typ K.B.A.E.) mit
einer Plexiglas-Kammer benutzt. Die ganze Apparatur wurde von dem Lehr-
stuhl fiir Elektromedizinischen Apparatebau der TH Warszawa hergestellt
(Abb. 1). Der Gleichrichter hatte eine Maximalspannung von 600 V und eine
Maximalstromstirke von 120 mA. Die Kammer aus Plexiglas mit Graphitelek-
troden hatte folgende Masse: 40 > 20 X 10 cm.

T SR

Abb. 1
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Zur Elektrophorese wurde das Papier Whatman Nr. 1, in Langsstreifen vom
Format 3 X 38 cm geschnitten, angewendet. Vor dem Auftragen des Serums
wurden die Papierstreifen 2 mal mit der Veronal-Pufferlésung, welche auch in
der Elektrophorese-Kammer war, gesittigt.

Zusammensetzung des Veronal-Puffers (nach Michaelis):

29,43 g Veronal Natr.
19,43 g Na. acetat. 3 H20
180 ml 0,1 n HCI.

Das Ganze mit Wasser auf 3000 ml aufgefiillt.

Die so bereitete Pufferlésung hatte ein pH = 8,6, und eine Ionenstarke 0,1.
0,02 ml des verdiinnten Serum wurden mit einer haematologischen Mikropipette
auf die Papierstreifen aufgetragen. Nach dem Auftragen der Losung wurde die
Kammer sofort geschlossen und einem Strom von der Spannung 180V (4,5 V/cm)

und 0,5 mA fir 5 Stunden ausgesetzt. Die Kammertemperatur betrug durch-
schnittlich 20 Grad C.

Nach beendeter Fraktionierung des Serums wurden die Streifen 20 Minuten
bei einer Temperatur von 110 Grad C getrocknet. Die Farbung wurde mit einer
Azokarmin-B-Losung durchgefiihrt, welche folgendermassen zubereitet war:

0,75 g Azokarmin B wurden in 100 ml 50 °/o Methanol, dem 10 °/0 Eisessig
zugesetzt waren, gelost.

Die Streifen wurden fiir 20 Minuten in das Farbebad gebracht und dann mit
10 /o Essigsdure der tuberschussige Farbstoff eluiert. Nach dem Entfarben und
Trocknen wurden die Streifen in 4 mm breite Querstreifen geschnitten und mit
4 ml 0,1 n NaOH eluiert. Die Konzentration des eluierten Farbstoffes wurde
mit dem Pulfrich-Photokolorimeter bei Anwendung des Filters S 53 ermittelt.
Auf den Abb. 2, 83 und 4 sind die Proteinbanden sowie die Gauss’schen Kurven
zu sehen.
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E Albumin

Abb. 2

Elektropherogramm und Gauss’sche Kurve von Rattenserum. Fiitterung mit rachitogener
Diat (1. Gruppe). Verdinnung des Serums mit Michaelis-Puffer 1 : 1
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¢ Albumin

Abb. 3

Elektropherogramm und Gauss’sche Kurve von Rattenserum. Fiitterung mit rachitogener
Diat + 1 I. E. Vit. D2 (2. Gruppe). Verdunnung des Serums mit Michaelis-Puffer 1 : 3
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E Albumin

Abb. 4

Elektropherogramm und Gauss’sche Kurve von Rattenserum. Fiitterung mit rachitogener
Diit + 1 g Fischkonserve. Verdinnung des Serums mit Michaelis-Puffer 1 : 3
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Neben der elektrophoretischen wurde die papierchromatographische Frak-
tionierung des Serums angewandt. Eine Mischung von Butanol-Essigsaure und
Wasser im Verhiltnis 4 : 1 : 5 diente als Laufmittel. Papiersorte: Whatman 1.
Sprithmittel: Ninhydrin nach Roland **). Es wurden Seren von Ratten beider
Versuchsgruppen untersucht. Die Trennung einzelner Serumfraktionen ist in

den Abb. 5 und 6 gezeigt.

Y- Globulin —
a1-, a2-, 3-Globulin —
Albumin —

Abb. 5

Chromatogramm mit Trennung von Rattenserum der Gruppen A, B, C, D (1. Versuch).
Papiersorte Whatman Nr. 1
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Y-Globulin —

a1-, ¢2-, B-Globulin —

Albumin —

Abb. 6

Chromatogramm mit Trennung von Rattenserum der Gruppen 1, 2 und 3 (2. Versuch).
Papiersorte Whatman Nr. 1
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Auswertung der Ergebnisse

Aus dem Vergleich der Elektropherogramme sowie der aus ihnen abgeleite-
ten Gauss’schen Kurven, welche den Gehalt an Serumproteinfraktionen von 3

Rattengruppen des 2. Versuches darstellen, sind grundsatzliche Differenzen zu
ersehen.

In der ersten Gruppe (Abb. 2) ist bei den mit rachitogener Diat gefiitterten
Ratten eine deutliche Steigerung der Globulinfraktion festzustellen. Besonders
charakteristisch ist die Anordnung der B- und y-Globulinfraktionen, bei denen
die Extinktionskurve ein Maximum erreicht. Deutlich ist auch die leichte Stei-
gerung der ai- und as-Globulinfraktion zu erkennen. Der Gehalt an Albumin
ist etwas gesunken. Diese Anordnung der einzelnen Fraktionen ist auf die An-
wesenheit biologisch aktiver Serumproteinfraktionen (3- und y-Globulin), bei

Ratten, deren Didt zu Schutzreaktionen von Infektion disponiert, zuriickzufih-
ren.

Die Anordnung der Serumproteinfraktionen bei den Ratten der 2. Gruppe
(Abb. 3) zeigt keinen gesteigerten Gehalt der Globulinfraktion wie bei der ersten
Rattengruppe, es ist aber ein Unterschied im Gehalt der Albumine zu beobach-
ten, der hier hoher ist.

Bei der letzten Tiergruppe (Abb. 4) steigt dhnlich wie bei der ersten Gruppe
die Extinktionskurve der Globulinfraktion, mit dem Unterschied, dass der Ge-
halt der 8- und y-Globulinfraktion etwas niedriger ist und die «3-Globulin-
fraktion ganz fehlt. Der Gehalt der Albuminfraktion ist etwas niedriger als der
der zweiten Rattengruppe.

Die gleichzeitig ausgefiihrte Papierchrbmatographie der Serumproteinfrak-
tionen der im 2. Versuch verwandten Tiere (Abb. 6) zeigt eine Trennung, die
der elektrophoretischen sehr @hnlich ist. Im Trennungschromatogramm von Rat-
tenserum des ersten Versuches ist ebenfalls eine erhebliche Differenzierung der
untersuchten Fraktionen zu beobachten.

Im Chromatogramm der Gruppe A ist ahnlich wie in der Gruppe B die y-
Globulinfraktion nicht vorhanden. Die a1- und B-Globulinfraktionen sind deut-
lich erkennbar. Bezeichnend ist das Hervortreten der y-Globulinfraktion im
Serum der Rattengruppe C bei gleichzeitiger Senkung der Albumine. In der
B-Gruppe ist die Anwesenheit der y-Globulinfraktion nur schwach angedeutet.
Die vielfachen Verdnderungen der Serumproteinfraktionen konnen von ver-
schiedenen Faktoren verursacht werden 10)12)17),

In letzter Zeit wurde von Oganesowa %) der Einfluss der Rontgenstrahlen
auf den Gehalt der einzelnen Serumproteinfraktionen bei Ratten festgestellt.
Er lasst auch das strikte Verhéltnis dieses Einflusses von der Ernahrung beob-
achten. In heute schon klassischen Versuchen hat man bei Ratten mittels Protein-
diat grosse Mengen von Schutzkérpern produziert, im Gegensatz zu Ratten mit
Proteinmangel, welcher auf die Wirkung der Antigene zuriickzufithren war ?).
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In unseren Versuchen sind deutlich die Differenzierungen in der Anordnung
der Serumproteinfraktionen im Verhaltnis zur Nahrung zu erkennen. Charakte-
ristisch ist hier vor allen Dingen die Anordnung der Gauss’schen Kurven (Abb. 2
und 4) im Blutserum mit erhohtem Gehalt an y-Globulinfraktionen bei Ratten,
welche mit voller und modifizierter rachitogener Diat gefiittert wurden. Umge-
kehrt ist es, wie Homolka 1*) angibt bei einer D-Hypervitaminose, wo eine Sen-
kung der y-Globuline und eine Steigerung der «- und -Globuline zu beobachten
1st.

Die Steigerung des Gehaltes an y-Globulin bei diesen Ratten (Gruppe 1 und
C) lasst sich mit der Fahigkeit zur Produktion von Schutzkérpern erklaren.
Diese Fahigkeit ist weiter auf die reiche Proteindiat und gleichzeitige Einwir-
kung anderer Faktoren (D-Avitaminose), welche eine gesteigerte Widerstands-
reaktivitdt des Organismus’ verursachen, zurtickzufiihren.

Schlussfolgerung

1. In der Arbeit wurde der Einfluss der differenzierten Nahrung auf den Ge-
halt der einzelnen Serumproteinfraktionen der Ratten bewiesen.

2. Ratten, welche mit rachitogener Didt gefiittert wurden, zeigten einen gestei-
gerten Gehalt der Serumglobulinfraktion (y- und B-Globulin).

3. Ratten, welche einen Zusatz von Vitamin D, bzw. frischem Hering oder
Fischkonserve (Hering in Oel) erhielten, zeigten eine Senkung der Serum-
globulinfraktion.

Zusammenfassung
|

In der Arbeit wurde versucht, den Beweis zu erbringen, dass der Gehalt der einzel-
nen Serumproteinfraktionen unter anderem von der differenzierten Nahrung abhingig
ist. Es wurde von 7 Rattengruppen das Blut untersucht und elektrophoretisch sowie
mittels Papierchromatographie der Gehalt der Serumproteinfraktionen bestimmt. Ratten
mit rachitogener Didt wiesen im Serum eine Steigerung der Globulinfraktionen auf.
Bei einer Diat mit Zusatz von Vitamin D- frischem Hering sowie Fischkonserven (Hering
in Oel) erfolgte eine Senkung des Globulingehaltes bei gleichzeitiger Steigerung der
Albumine.

Résumé

On a essayé de montrer dans ce travail que les teneurs du sérum sanguin en diverses
fractions de protéines dépendent entre autres de I’alimentation.

Le sérum sanguin de 7 groupes de rats a été examiné et ses teneurs en diverses
fractions de protéines ont été déterminées par électrophérese et chromatographie sur
papier.

Les rats soumis a une alimentation engendrant le rachitisme présentent, dans le
sérum, une augmentation de la fraction des globulines. Avec une alimentation a laquelle
on a ajouté de la vitamine D, des harengs frais ainsi que des conserves de poisson (ha-
rengs a ’huile), il y a diminution des globulines et augmentation simultanée des albu-
mines.
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Summary

Examination of the influence of the diet on the various protein fractions contents
of the blood serum in rats, by means of paper electrophoresis and paper chromatography.
With a rickets producing diet there is an increase of globulines, whereas with a diet
containing vitamine D, fresh herrings and herrings in oil the globulines decrease and
the albumines increase.
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