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Zusammenfassung: In einem Versuch mit 60 weiblichen entwéhnten Sprague-
Dawley-Ratten wurde geprift, ob marginaler Zinkmangel direkte Auswirkungen
auf die Serumimmunglobulinspiegel IgM und IgG, zeigt. Die Ratten wurden in 6
Behandlungsgruppen zu je 10 Tieren eingeteilt. Zwei Kontrollgruppen (73,7 ppm
Zn) und die beiden marginalen Zinkmangelgruppen (4,3 ppm Zn) wurden ad libi-
tum mit einer halbsynthetischen Diat auf Caseinbasis versorgt. Die Tiere zweier
weiterer Gruppen erhielten pair-fed zu den Mangeltieren eine Kontrolidiat mit
ebenfalls 73,7 ppm Zn. 15 Tage nach Verflttern dieser Didten wurde jeweils eine
Gruppe der unterschiedlich versorgten Tiere mit einem fir Ratten apathogenen
Rinderenterovirus (0,2 ml pro Ratte) i.m. infiziert. 3 Wochen spéter wurden alle
Tiere mit Ether betdubt und dekapitiert. Die Infektion der Ratten mit dem bovinen
Rinderenterovirus blieb ohne Einfluf auf den Immunglobulin(Ig-)Spiegel. Auch
der marginale Zinkmangelzustand, wie er in der vorliegenden Untersuchung auf-
trat, fithrte bei den Versuchstieren zu keinen Verédnderungen in der IgM- und IgG,-
Konzentration des Serums. Es bleibt zu untersuchen, ob andere Immunglobulin-
klassen eher auf marginalen Zinkmangel ansprechen oder welchen Einfluf ein
extremer Zinkmangel bei der Ratte austibt.

Summary: The purpose of this experiment was to examine the effects of a
marginal zinc deficiency on serum immunoglobulin (Ig) IgM and IgG, levels. 60
weanling female Sprague-Dawley rats were divided into six groups of ten animals
each. Two control groups (73.7 ppm Zn} and two zinc-deficient groups (4.3 ppm Zn)
were fed a semisynthetic casein diet ad libitum. The animals of two further groups
received the control diet (73.7 ppm Zn) pair-fed to the zinc-deficient animals. After
15 days the rats of one group of each treatment were infected im. with a single
injection (0.2 ml) of a bovine enterovirus, apathogenous to rats. 3 weeks later, all rats
were anesthetized with ether and decapitated. Infection of the rats with the bovine
enterovirus had no effect on the serum immunoglobulin level. The marginal zinc
deficiency did not alter the IgM and IgG, serum concentrations at all either. It
remains to be examined whether other Ig-classes will react to marginal zinc defi-
ciency. Also, the effect of severe zine deficiency on the humoral immune system
must be studied.

Schliisselwérter: marginaler Zinkmangel; humorale Immunitat; Immunglo-
buline der Ratte

Key words: marginal zinc deficiency; humoral immunity; rat immunoglobulins

915



Kukral u, a., Marginaler Zinkmangel und humorale Immunitét 127

Einleitung

Ungentigende alimentire Zinkversorgung kann bei Mensch und Tier zu
Entwicklungs- und Wachstumsstorungen sowie zu einer eingeschrankten
Funktion des zelluldren Immunsystems fithren (Fraker et al. 1977; Golden
et al. 1978). Ob auch die humorale Immunitét bereits durch einen margina-
len Zinkmangel beeinfluBit wird, sollte in vorliegendem Rattenversuch
Betestet werden. Der Zinkstatus der Tiere wurde mit Hilfe der Messung
von prozentualer Zinkbindungskapazitat, Aktivitit der alkalischen Phos-
bhatase und der Zinkkonzentration im Serum und Femur ermittelt. Als
Parameter zur Beurteilung der humoralen Immunitit dienten die IgM-
und IgQG;-Konzentrationen im Rattenserum. Durch eine Infektion der
Tiere mit einem fir Ratten apathogenen Virus sollten die Serumimmun-
globulin-Spiegel kiinstlich erhdht und mégliche Interaktionen mit der
differenzierten Zinkversorgung erfaB3t. werden. Inwieweit die Immun-
globulin-(Ig-)Konzentrationen des Serums mit den im marginalen Zink-
Mmangelzustand eventuell veridnderten himatologischen Werten korre-
lieren, wurde ebenfalls untersucht.

Material und Methoden
Versuchstiere

Der Versuch wurde mit 60 weiblichen entwoéhnten Sprague-Dawley-Ratten
durchgefiihrt, deren anfangliche mittlere Lebendmasse zwischen 40 und 50 g lag.
Wihrend einer Vorperiode von 28 Tagen wurden die Tiere mit einer Diat, die
14 ppm Zink enthielt (dieser Zinkgehalt entspricht etwa dem Bedarf einer wach-
Senden jungen Ratte) bis zu einem Gewicht von 159 g gefiittert. Aufgrund des
fortgeschrittenen Alters der Tiere konnte mit einer weitgehend abgeschlossenen
Ausreifung der Immunglobuline produzierenden B-Zellen gerechnet werden.
Durch den niedrigen Zinkgehalt in der Diit sollte eine Anlage von zu grofien
Zinkspeichern vermieden werden. Am Tag 29 begann die Hauptperiode mit einer
Einteilung der Tiere nach einem zweifaktoriellen Versuchsplan in 6 Behand-
lungsgruppen zu je 10 Tieren. Als Faktoren wurden die Zinkversorgung in 3 Stufen
und eine Infektion der Tiere mit dem fiir Ratten apathogenen bovinen Enterovirus
in 2 Stufen gewihlt. Zwei Kontrollgruppen (73,7 ppm Zn) und die beiden margina-
len Zinkmangelgruppen (4,3 ppm Zn) wurden ad libitum mit einer halbsyntheti-
schen Diat auf Caseinbasis (Roth et al. 1975) versorgt. Die Tiere zweier weiterer
Gruppen erhielten pair-fed zu den Mangeltieren die Kontrolldiit mit ebenfalls
73,7 ppm Zn. 15 Tage nach Beginn der Hauptperiode (Tag 44) wurde 30 Ver-
Suchstieren (jeweils einer Gruppe der unterschiedlich versorgten Tiere) ein Rin-
derenterovirus (Ecbo LCR-4, 10 BEL = 10. Passage) i.m. injiziert (Dosierung: 0,2 mV/
Tier)!). Die hier verwendeten Rinderenteroviren (Ecbo = enteric cytopathogenic
bovine orphan) wurden in Zellkulturen aus der Rinderlunge geziichtet. Eine Infek-
tion von Ratten mit dem bovinen Enterovirus verlduft apathogen, kann aber zu
einem Anstieg der Serumimmunglobuline fiithren. 3 Wochen nach der Infizierung
(Tag 65) wurden alle Tiere nach zwélfstindiger Nichterung unter Ethernarkose
dekapitiert.

——————

"1) Die Bereitstellung des Virus erfolgte freundlicherweise durch den Lehrstuhl
fl{l‘ Medizinische Mikrobiologie, Infektions- und Seuchenmedizin des Fachbereichs
Tiermedizin der Ludwig-Maximilians-Universitidt Minchen.
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Die Ratten wurden in metallfreien Kunststoffkifigen auf Glasrosten bei 23°C,
60 % relativer Luftfeuchte und zwolfstiindigem Licht-Dunkel-Zyklus gehalten. Die
Kafige wurden taglich maschinell gereinigt und mit deionisiertem Wasser gespiilt,
um eine Zinkeinschleppung tber das Wasser zu vermeiden. Das ebenfalls jeden
Tag erneuerte Trinkwasser (aqua bidest.) stand in 200-ml-Polyethylenflaschen, die
mit einem Saugrohr aus Glas versehen waren, ad libitum zur Verfiigung. Durch
Zusatz von 0,014 % NaCl p.a. erfolgte eine Angleichung an die durchschnittliche
Osmolaritat von Leitungswasser.

Bestimmungsmethoden

An frischgewonnenem Blut, das in heparinisierten 1,5-ml-Eppendorf-Reaktions-
gefafien aufgefangen wurde, erfolgte sofort die Messung von Erythrozytenzahl,
Hamatokrit und dem mittleren korpuskuléren Zellvolumen (MCV) mit einem Coul-
ter Counter (Fa. Coulter Electronics GmbH, Krefeld), ausgeriistet mit MCV/Hct-
Zusatzgerit. Die Bestimmung der Himoglobinkonzentration im Rattenblut wurde
mit einem Hamoglobinometer (Fa. Coulter Electronics GmbH, Krefeld) durch-
gefiihrt. Nach dem Ausbluten der Tierkérper erfolgte die Entnahme der Femora
die luftdicht in Polyethylenbeutel verschweiBt, tiefgefroren und bei —30°C gelager’E
wurden.

Die Serum-Proteinkonzentration wurde in Anlehnung an die modifizierte Biuret-
Methode von Inchiosa (1964) bestimmt. Die Messung der Aktivitit der alkalischen
Phosphatase (EC 3.1.3.1) erfolgte nach der ,,Optimierten Standardmethode* der
Deutschen Gesellschaft fur klinische Chemie mit Hilfe einer Testkombination der
Fa. Boehringer, Mannheim. Da nur eine begrenzte Menge an Rattenserum zur
Verfiilgung stand, wurden 30 statt der in der Testvorschrift angegebenen 50 pl
Probevolumen eingesetzt.

Die Bestimmung der Serumzinkkonzentration erfolgte nach Verdtnnung des
Serums mit bidest. Wasser im Verhaltnis 1:5 an einem Atomabsorptions-Spektral-
photometer Modell 300 der Fa. Perkin-Elmer, Uberlingen, direkt in der Flamme.
Die Femora wurden nach der Trockenmassebestimmung bei 105 °C in Platinschalen
bei 480 °C im Muffelofen trocken verascht. Es erfolgte die Aufnahme des Ruckstan-
des in HCl-saure Losung, um anschliefend die Zinkkonzentration ebenfalls mittels
AAS zu bestimmen. Die prozentuale Zinkbindungskapazitit des Serums wurde im
ll;lﬁkromaﬁstab nach den Arbeitsvorschriften von Roth und Kirchgef3ner (1980)

estimmt.

Modifizierte Immuneleketrophorese nach Laurell (Raketenimmunelektrophorese)

Die quantitative Bestimmung der Immunglobuline IgM und IgG, im Ratten-
serum erfolgte mittels einer modifizierten quantitativen zweidimensionalen
Immunelektrophorese nach Laurell (1966).

Da Immunglobuline (vor allem IgG und 1gM) bei pH 8,6 nur eine geringe, und
zwar sowohl kathodische als auch anodische Wanderungseigenschaft besitzen,
wurde das Probeserum mit Kaliumcyanat (KOCN) carbamyliert.

1 g Agarose, Typ I: Low EEO (Firma Sigma, USA) wurde in 100 m] 1:4 verdann-
tem Immunelektrophoresepuffer (Firma Bio-Rad, USA), pH 8,6, Ionenstarke 0,02 p
bei 96°C 20 Minuten im Wasserbad geldst, auf 56 °C abgekthlt und mit 100 (IgM-
Bestimmung) bzw. 200 ul (IgG,-Bestimmung) monospezifischen Antiserums gut
vermischt. Als monospezifische Antiseren wurden Anti-Rat IgM (Fc specific) und
Anti-Rat IgG, (subsets specific) (Firma Nordic Immunological Laboratories,
Niederlande) verwendet. Als Proteinreferenzserum kam gepooltes Rattenserum zur
Anwendung (Firma Nordic Immunological Laboratories, Niederlande), das auch
als Relativstandard eingesetzt wurde. Da die quantitative Bestimmung der
Immunglobuline sehr von den jeweiligen Untersuchungsmethoden und den Bedin-
gungen in den einzelnen Laboratorien abhéngt, ist ein Bezug auf aligemeingiitige
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Abb. 1. Testplatte (GelBond®-Film) zur IgM-Bestimmung im Rattenserum
(Raketenimmunoelektrophorese). 1-4 = Referenzserum (Siandardverdinnungs-
reihe: 1:6, 1.9, 1:12 und 1:18); 5-6 = Probe A (Verdiinnung: 1:8); 7-8 = Probe B
(Verdiinnung: 1:8)

Normwerte nicht méglich. Fiir die vorliegende Untersuchung wurde deshalb eine
»Laborinterne Einheit®, kurz 1 LE, eingefiithrt. Dadurch wird ein Vergleich der
ermittelten Werte innerhalb des Versuchs maglich. Ein Vergleich mit auBerhalb
des Labors ermittelten Absolutwerten ist jedoch nicht zuldssig. Das gepoolte
Referenzserum erhielt willkiirlich den Titer 100 LE (100 Laborinterne Einheiten),
d.h., in 10 pl Referenzserum sind 100 LE der zu untersuchenden Immunglobulin-
klasse enthalten. Der Immunglobulingehalt der gemessenen Serumproben wurde
in relativen Einheiten (LE) bezogen auf das Referenzserum ausgedriickt. Jeweils
10 ml der antiserumhalligen Agarosemischung wurden auf GelBond®-Filme (Firma
LKB, Schweden) der Abmessungen 84 x 94 mm gleichmaBig verteilt. GelBond®-
Filme besitzen gegeniiber den sonst gebrauchlichen Glasplatten den Vorteil, daf3
sie bereits mit Agarose vorbeschichlet und fiir Dokumentationszwecke besser
Beeignet sind. Die Antigenkonzentrationen sowie die Verdiinnungen des Serums
wurden jeweils so gewéihlt, dali Prazipitate mit Ldngen um 50 mm entstanden. Die
Elektrophorese wurde mit einem Gerit der Firma LKB, Schweden, durchgefiihrt,
wobei die Feldstirke 2 V/em und die Laufzeit 16 Stunden betrug. Nach Beendigung
der Elektrophorese wurden die Platten vorsichtig mit H,-O dest. abgespiilt und
gepref3t. Anschlieend wurden die Platten mit physiologischer Kochsalzldsung
gewaschen und zur besseren Sichtbarmachung der Prazipitate mit Coomassie
Brilliant Blue R-250 (Fa. Serva) eingefirbt (sieche Abb. 1). Die Messung der
Prézipitatlange erfolgte von der Durchmessermitie der Auftragsstellen bis zur
Mitte der Peaks. Die quantitative Auswertung wurde tber eine Eichkurve durch-
gefihrt. Die Héhe der Préazipitate der mitgefiihrten Standardverdiinnungen wurde
gegen ihre Konzentrationen in ein Koordinatensystem eingetragen. Aus dieser
Bezugskurve konnten die Proteingehalte der Probenverdiinnungen abgelesen wer-
den. Da die Prizipitathéhe von vielen Faktoren beeinflufit wird, war es notwendig,
fir jede Platte eine Eichkurve aufzustellen. Um die Fehler bei der Langenmessung
gering zu halten, sollten die Prazipitatschleifen moglichst schmal und schlank sein.
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Tab. 5. IgM- und IgG;-Konzentrationen (LE) im Serum weiblicher nichtinfizierter
und infizierter Ratten unterschiedlicher Zinkversorgung.

Virusinfektion Zinkversorgung Mittelwert
Zn-Mangel- Kontrolltiere Kontrolltiere
Tiere pair-fed ad libitum

(4,3 ppm Zn) (73,7 ppm Zn) (73,7 ppm Zn)

IgM-Konzentration:

nichtinfiziert 51x12 42+ 12 48+ 10 47 +11
infiziert 43+ 13 37 8 46+ 15 42 +13
Mittelwert 47+ 13 40+ 10 47 +12
1gG,-Konzentration:

nichtinfiziert 6,7+3,0 8,4%5,8 72+6,2 74+5]1
infiziert 6,9+3,3 6,6+49 5,7+3,7 6,4+3,9
Mittelwert 6,8+3,1 7,56+53 6,50£5,0

Die Immunglobulinkonzentrationen im Serum der Ratten sind in der
Tabelle 5 in Relation zu einem Referenzserum angegeben, dessen Ig-
Konzentration gleich 100 LE (Laborinterne Einheiten) gesetzt wurde. Ein
Mittelwertvergleich zeigte keinen Einflufl der untersuchten Faktoren auf
den IgM- und IgG;-Gehalt im Serum der Tiere. Da die gemessenen Werte
innerhalb der Gruppen sehr grolen Schwankungen unterworfen waren,
ergaben sich keine statistisch sicherbaren Unterschiede.

Diskussion

Schwerer Zinkmangel wird im besonderen mit Hypoplasie oder Unter-
entwicklung lymphatischen Gewebes (Miller et al. 1968; Quarterman
1974), Storung der Immunfunktion (Fraker et al. 1977; Fernandes et al.
1979), einer verdnderten Tumorhiufigkeit (Duncan et al. 1974; Pories et al.
1978) und einer verlangsamten Wundheilung in Verbindung gebracht. Die
Essentialitit des Zinks ist aber wahrscheinlich zuriickzuflihren auf dessen
funktionelle und strukturelle Rolle, die ihm bei einer Anzahl von soge-
nannten Metalloenzymen und Hormonen zukommt (Kirchgefiner et al.
1976; Chandra und Dayton 1982). Hierbei haben vor allem die fiir die DNA-
und RNA-Synthese unentbehrlichen Enzyme DNA-Polymerase, RNA-
Polymerase und Thymidinkinase fir die zelluldre und humorale Immuni-
tat eine wichtige Funktion. Sie beeinflussen sowohl! die rasche Prolifera-
tion immunkompetenter Lymphozyten als auch die Proteinbiosynthese.

Da ein extrem ausgeprigter Zinkmangel im Humanbereich nur selten
auftritt, ist vor allem die Reaktion des Organismus auf eine marginale
Zinkversorgung von Interesse. Es wird vermutet, dall ein marginaler
Zinkmangel beim Menschen sogar weltweit verbreitet ist, wobei Indu-
striestaaten wie z. B. die USA inbegriffen sind (Schlage und Wortberg
1972a, b; Hambidge et al. 1976; Sandstead und Vo-Kactu 1976; Klevay et al.
1979; Prasad 1979). Eine Ursache hierflir kénnte der Verzehr hochgereinig-
ter und industriell behandelter Lebensmittel sein, in denen der Spurenele-
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mentgehalt signifikant erniedrigt ist (Zook et al. 1970). Die vorliegende
S?udie befafite sich deshalb mit den Auswirkungen einer marginalen
Zlnkversorgung der Ratte auf deren IgM- und IgG-Konzentrationen im
Serum. In fritheren Arbeiten (Weigand und Kirchgefner 1977a, b; Roth
und KirchgeBner 1980) konnte gezeigt werden, daB Ratten, die eine Diét
mit 5 ppm Zink erhalten, als marginal versorgt zu betrachten sind, wie
auch in der vorliegenden Arbeit der um 14 % geringere Massezuwachs
(})<0,05) der marginal mit Zink versorgten Tiere gegeniiber den Ad-
libitum-Kontrolltieren belegt. Ein Einflu$ der Virusinfektion auf den
Masseansatz war dagegen nicht erkennbar.

Die humorale Immunitit eines Organismus wird durch die von B-
Lymphozyten produzierten Immunglobuline vermittelt. Dabei ist nach
einer Infektion zuerst der IgM-Spiegel im Serum erhéht, und erst in einem
Spiteren Stadium kdénnen auch veranderte Serum-IgG-Konzentrationen
gemessen werden. In der vorliegenden Untersuchung blieb die Virusin-
fektion ohne Auswirkung auf die Immunglobulinspiegel im Serum.
Weder die IgM- noch die IgG;-Konzentration zeigte am Ende der Ver-
suchsperiode Veranderungen zwischen nichtinfizierten und infizierten
Tieren. Die verabreichte Dosis war entweder zu gering, um Unterschiede
hervorzurufen, oder der Immunglobulinanstieg (z. B. IgM) war nur vor-
Ubergehend und nach Versuchsende nicht mehr mefbar. Eine Erhéhung
der Antikorperreaktion hitte vielleicht noch erreicht werden konnen,
wenn die Tiere nach einer bestimmten Zeitspanne (z. B. 3 Wochen) noch-
mals mit bovinen Enteroviren infiziert worden wiéren (,,Boosterreaktion*).
Aber auch die Stufenmittelwerte des Faktors Zinkversorgung waren hin-
sichtlich der Parameter IgM- und 1gG;-Konzentration nicht signifikant
voneinander verschieden. Hartoma et al. (1979) fanden bel ménnlichen
freiwilligen Probanden mit erhéhten bzw. erniedrigten Serumzinkspie-
geln ebenfalls keine verianderte IgM- und IgG-Serumkonzentration. Auch
bei marginal zinkdepletierten Rhesusaffen war wihrend einer zwlfmona-
tigen Versuchsphase kein Einfluf} eines Zinkmangels auf die Serum-IgG-
Konzentration festzustellen (Haynes et al. 1985). Ein wichtiger zu beriick-
sichtigender Faktor ist vor allem das unterschiedliche zeitliche Auftreten
der Immunglobulinklassen und der veranderliche Einfluf3 verschiedener
lymphatischer Organe, besonders der des Thymus, auf die Produktion
spezifischer 1g-Klassen. Ontogenetisch bedingt, treten die Immunglobu-
line in der Reihenfolge IgM, IgG und IgA auf.

Die unverinderte Ig-Konzentration in vorliegender Untersuchung kor-
reliert mit anderen Serumwerten, die ebenfalls keine Reaktion auf die
marginale Zinkversorgung zeigten. So waren die hdmatologischen Werte,
wie z. B. Erythrozytenzahl, Himatokrit, Himoglobin und MCV, ebenso
unveriandert wie die prozentuale Zinkbindungskapazitit, die Zinkkonzen-
tration und die Aktivitat der alkalischen Phosphatase des Serums. Die
marginale Zinkversorgung der Ratten Uber 35 Tage wirkte sich also nur
auf die Zinkkonzentration der Femora und auf den Massezuwachs aus.
Allerdings besteht die Moglichkeit, daB die bei leichter Zinkunterversor-
gung verinderte Stoffwechsellage dazu beigetragen hat, dall mit fortlau-
fender Versuchsdauer die Skelettspeicher entleert wurden. So wiesen die
Femora, die hier repriasentativ fiir das Skelett anzusehen sind, zu Ver-
suchsende nur noch 56 % vom Femurzinkgehalt der Pair-fed- bzw. Ad-
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libitum-Kontrolltiere auf, was den Depletionseffekt unterstreicht. Der
leichte Zinkmangelzustand wurde jedoch aufgrund einer erfolgreichen
Zinkmobilisierung aus den Femora abgeschwicht. Auch Aziz et al. (1985),
die zinkdepletierte Mause mit Bilharziose-Erregern infizierten, konnten
trotz unverdnderter Serumzinkkonzentration einen erniedrigten Femur-
zinkgehalt feststellen. Die Fihigkeit des Skeletts, in Zeiten einer ungenu-
genden Nahrstoffversorgung als Reservoir fir verfligbares Zink zu die-
nen, war schon oft Gegenstand kontroverser Diskussionen. So sind Tao
und Hurley (1975) der Ansicht, daf3 Zink sehr fest im mineralischen Teil
des Knochens gebunden ist und in der Regel auch in Zeiten einer Unter-
versorgung dem Stoffwechsel nicht zur Verfiugung steht. Andere Autoren
behaupten hingegen, dafl im Skelett gespeichertes Zink wihrend eines
Zinkmangels fur den Organismus bereitgestellt werden kann; wenigstens
bei wachsenden Tieren soll es zu einer aktiven Umbildung in den Kno-
chen kommen (KirchgefBner und Pallauf 1972; Roth und Kirchgefiner
1974, 1977; Calhoun et al. 1978; Wallwork et al. 1981; KirchgeBner et al.
1982).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dafl ein marginaler Zinkman-
gelzustand, wie er in vorliegender Untersuchung auftrat, bei Ratten kei-
nen direkten Einfluf3 auf deren IghM- und IgG;-Konzentration im Serum
auslibt. Inwieweit andere Immunglobulinklassen bei marginaler bzw.
mangelnder Zinkversorgung betroffen sind, bleibt noch zu untersuchen.
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