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Aus dem lns$1tut f~r Tierzuch$ und T~erf~tterung der Un~versi~ Bonn 
(Direktor Prof. Dr. H. Havermann)  

Kobalt- und Vitamin B12-Stoffwechsel beim Huhn 

I. Dialysierbarkeit yon e~ Blz aim dem Caecum in vitro 

Von K.  H.  M~NxE 

Mit 3 Abbildungen und 2 Tabellen 

(Eingegangen am 9. September 1960) 

Es ist seit langem bekannt,  dab aueh im Intes t inum des Niehtwiederkiiuers eine 
mil~robielle Synthese yon B-Vitaminen stattf indet (ScHwEIGV.RT U. a. 1945). 
Der Ort der Vitamin Bl~-Synthese ist beim H a h n  das Caecum (MENKE 1960a) 1. 
Ob die bier gebfldeten Vitamine aber  auch resorbiert und verwertet  werden 
kSnnen, ist bis heute noch nieht eindeutig gekl~rt. W~hrend die Ffitterungs- 
versuehe yon MORG~ und JUDXIN (1957) und ]:~AENEL U.a. (1959) eine 
Verwertung aus dem Caecum mSglich erscheinen lassen, konnten JACKSON 
und Mitarb. (1955) bei Hfihnern naeh Injekt ion yon radioakt ivem Vitamin 
BI~ in abgebundene Caeca keine nennenswerte Resorption feststellen. Aueh 
wir fanden naeh Verabreichung yon radioakt ivem CoClz nach 12 Stunden nur 
0,02% der verabreiehten Radioakt ivi t~t  als Cobalaminc in dcr Leber, obwohl 
die Caeca zur gleichen Zeit 1 0 ~  der Dosis in Cobalaminbindung, davon ein 
sechstel als reines Vitamin B12, enthielten (MENKE 1960a) 1. 

In  Versnchen fiber die Extrahierbarkei t  yon Cobalaminen aus tierischem 
Gewebe und aus Darminhal t  und K o t  yon Hfihnern fanden wir in letzteren 
Substanzen eine wesentlich bessere Dialysierbarkeit  als in den Organen und 
Geweben (M.ENKE 1960b). Die 6~ Cobalamine im Caecum-Inhalt  
konnten z .B .  zu 98~/o abdialysiert werden, w~hrend im Darmgewebe selbst 
nur  etwa 2 0 ~  der Cobalamlne ( 6 5 ~  der radioaktiven Verbindungen, also 
vornehmlich e0CoCl~) dialysierbar waren. Die Tatsache, dab dennoeh nur  
versehwindend geringe Mengen aus dem Darminhal t  in das Gewebe fibergehen, 
ffihren LEE und WOnTERn~K (1955) auf  eine starke Fixierung yon Kobal t  und 
Cobalaminen an Bakterien im Darm-Lumen zuriiek. Diese Deutung legt die 
Vermutung nahe, dal3 die wachstumstimulierende W~rkung einiger Antibiotika 
mi t  einer verringerten Bindung yon selbstsynthetisiertem Vitamin B~2 an 
die Bakterien des Caeeums zusammenh~ngt,  so daft naeh Verffitterung yon 

1) l~Tach letzten Untersuchungen ist es zweifelhaft, ob die im Ionenaustauschchro- 
matogramm der Cobalamlne aus dem Caecum in der Position des Cyanocobalamins ge- 
fundene Substanz mlt dem Vitamin identlsch ist, da diese sich im Elektropherogramm 
bei pH 8 und pI-~ 10 unterschiedlieh verhalten. :Die biologische Aktlvit/~t der ges 
Substauz konnte noch nicht naehgeprfif~ werden. 
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Antibiotika dem Tier mehr  von diesem Vitamin zugef~hrt wiirde. Voraus- 
setzung w~tre allerdings, dab (]as Darmgewebe keine Barriere fiir die Diffusion 
des Vitamins darstellt, da eine aktive Resorption in diesen Darmabsehni t ten 
ja  nicht mehr  stat tfmdet.  U m  diese Frage n~her zu untersuchen, wurden 
Dialysierversuche mi t  frischen Caeca unter  variierenden Bedingungen vor- 
genommen. 

Versuchsanordnung 
Der erste Versuch (Abb. I) wurde mi t  den Caeca yon 0 friseh geschlaehte. 

ten Legehennen durehgefiihrt. 1~aeh En tnahme der Caeca injizierten wir je 
0,1 mI HzO mit  15000 cpm e0Co-Vitamin B12 in das Lumen, massierten die 
LSsung vorsiehtig ein und banden die DarmSffnung ab. Je  ein Darm wurde 
in ehl Reagensglas der GrSBe 200x 30 ram, enthaltend 80 ml  Tyrode-LSsung 
bzw. Citrat-Puffer (Zusammensetzung s. Tab.  1) gelegt, mi t  einem Gummi.  
stopfen versehlossen und in eine langsam rotierende Appara tur  gespannt, die 
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2 pH 4,25~ Citr. Ph. 
3 pH 6,0, Tyr. Aur. -20"  
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6 pH 5,0 Tyr. Ph. 
7 pH 6jO Tyc Pen. 
8 pH 6,0 Tyr. Aur. 
9 pH ~,o rF. o.z.  

Abb. 1. Dialysierbarkcit aus den Caeca yon 
Legehennen in Prozen~ des in das Darmlumen 

lnjizierten 'oCo-Vitamin B~= (1. Versueh) 
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I PH ~0 Tyr. 500mgAur . / l t r .  , InjeJttion 
2 p H 6,0 Tyr. 500 mg Aur./ l t r .  
3 PH 6,,0 Tyr. I00000 [,E, Pen./ l t r .  

" p H  6,0 Tyr. 100 mg Aur. / l t r .  
5 p H  6~0 Tyr. o.Z.  

Abb. 2. Dlatysicrbarkeit aus den Caecavon Junghennen. 
(2. Versuch). Mitre] aus 3 Parallelen 
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in einem auf 400 einregulierten Trockenschrank stand. Die verwende~en 
LSsungen waren ebenfalls auf  400 vorgew~rmt, uin ein Abkfihlen der Blind- 
dgrme zu vermeiden. Die Caeca eines Huhnes wurden so auf die verschiedenen 
Gruppen verteilt, dab niemals 2 D~irme dcsselben Hutms in die gleiehe Ver- 
suehsgruppe kamen. Naeh 3, 10, 23 und 46 Stunden gossen wir die Dialysate 
ab und fiillten init der gleiehen Menge frischer LSsung naeh. Die Messung der 
Dialysate und des naeh 46 Stunden in den D~rmen noch enthaltenen radio- 
ak~iven Res~es geschah mi~ einem Szin~iUa~ionszi~hler mit  flaehem Kristall. 

Im 2. und 3. Versuch (Abb. 2 und Tab. 2) behandelten wir die Caeca yon 
Junghennen nach dem gleichen Verfahren. Zur Kontrolle diente ein 4. Ver- 
such (Abb. 3) mig Dialysierschl/iuehen, die Caeeum-Inhalt und radloaktives 
Vitamin B12 enthielten. 

T a b e l l e  1 

Zoichenerkl/irung und  Zusammensotzung dot  verwandton Dialysierfliissigkeiten 

Citr. = 0,2-m.Na-Citrat-Puffer,  p~H 4,25 (105 g Zitroncnsro. 40 g NaOH, 250 ml 
1-n-HC1, ad  5 Itr. mi t  H20 ) eingestellg m i t  l~aOH und  HCI. 

Tyr.  = Tyrodo-LSsung (8 g NaC1, 0,2 g KCI, 0,2 g CaC12, 0,1 g MgCI~ X 6 H~O, 0,05 g 
NaH2PO a 1 g Glucose, 0,7 g !~aHCOa, 1100 ml H~O) eingestollt mlg lq'aOH 
und  HC1. 

P h  = 2 g Phcnol]l~r. 

Pen  = 100O00 I. E. Penici l l in/ l t r .  

St r  = 15 mg  Strep~omycin-Sulfa~/ltr. 

Aur. = 50 mg Aureomycin]l tr .  (soweit n ich t  anders  angegeben). 

o . Z .  = ohne Zusgtze 

- -200  = Caeca vor  Beginn der  Dialyse 24 h bei - - 2 0  o aufbewahrL 

T a b e l l o  2 
Dialysierbarkoit  aus den Caeca yon  J u n g h e n n e n  in Prozent  der in das Darmlumen  in- 
j izierten Menge 60 Co-Vitamin BI~. 3. Versuch. (r ~ rechtes Caecum, 1 ~ linkes Caecum) 

Tier  
:Nr. 

lr) 
1) 
20 

1) 
3r) 

1) 
4r) 

l) 
5r) 

l) 
6r) 

l) 
7r) 

l) 
8r) 

l) 
9r) 

1) 

Tyrode-LSsung 

pH 6,5 o .Z .  
pH 6,5 Aur  
pH 6,5 o .Z .  
pH 6,5 Aur  
pH 6,0 o .Z .  
p H  6,0 Aur  
p H  6,0 o .Z .  
pH 6,0 Aur  
p H  5,5 o .Z .  
p H  5,5 Aur  
pH 5,5 o .Z .  
pH 5,5 Aur  
p H  5,0 o .Z .  
p H  5,0 Aur  
p H  4,0 o .Z .  
p H  4,0 Aur  
pH 4,0 o .Z.  
pH 4,0 Aur  

3 Std. 

0,1 
0,3 
0,9 
0,3 
0,3 
0,3 
0,3 
O,l 
0,4 
1,4 
0,8 
1,8 
2,5 
1,7 
0,6 
0,6 
0,6 
0,5 

abdialysiert  nach  

10 Std. 23 Std. 

4,4 34,9 
5,5 29,9 
9,2 35,3 
3,8 21,5 
2,9 29,3 
2,6 14,9 
0,8 3,2 
0,2 4,5 
2,4 20,0 
4,1 18,6 
6,9 40,0 
3,7 25,9 
5,4 7,8 
4,8 7,6 
2,6 10,6 
2,5 11,0 
1,6 2,5 
1,3 2,9 

46 Std. 

77,7 
79,9 
61,1 
51,3 
67,9 
51,3 
28,2 
48,8 
75,0 
63,7 
75,3 
81,9 
12,7 
10,5 
42,2 
50,9 

7,9 
15,4 
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Ergebnisse 

Im ersten Versuch mit Caeca yon "/o 
Legehennen (Abb. 1) wurden in Tyrode- 90 
LSsung vom pH 6,0, ohne Zusi~tze, nach 
4 Dialysesehritten und 46 Stunden nur 80- 
10% des injizierten Vitamin ]312 ab- 
dialysier~. Naeh Zusatz yon Aureomycin 
oder Penicillin stieg die Dialyserate go- 70 

ringfiigig (auf 14 bzw. 19%), wahrend 
Phenol einen deutlichen Anstieg ver- 6o 
ursachte (auf 36%). Im zweiten Versuch 
mit Junghennen (Abb. 2} bewirkten 
100 mg Aureomycin je ltr. ebenfalls nur 50-  

eine geringe Steigerung der Dialysierbar- 
keit, die nieht gesiehert sein diirfte, 40- 
w~hrend 500 mg Aureomycin je ltr. oder 
eine zusiLtzliche Injektion yon ges~t- 30- 
tigter, wi~ssriger Aureomycin-LSsung in 
das Darmlumen ebenso wie die penicillin- 
haltige LSsung die Dialyserate verdop- 2o- 
peln. Im dritten Versueh (Tab. 2) ist 
kein eindeutiger Effekt des Aureomyeins t0 - 
erkennbar, ttingegen fs auf, dab die 
Dialyserate yon Tier zu Tier sehr stark 
schw&nkt.Die Caeca der Hennen 4, 7 und 
9 lieBen sowohl mit als aueh ohne Aureo- 
mycinzusatz in 3 Dialysesehritten weniger 
als 10% des Vitamins durchdiffundieren, 
wghrend zum gleiehen Zeitpunkt die 
Dialyserate bei den Tieren 1, 2, 3, 5 und 
6 zwisehen 15 und 40~/o lag. Inwieweit 
der pH-Wert der Tyrode-LSsung die 
Dialysierbarkeit des Vitamins im 3. Ver- 
such becinttul]t hat, ist nicht sieher er- 
kennbar. Ansieh li~13t sieh Vitamin Blz 

! 
2' 3 

' 1" I 
3 10 23 ,'6h 

1 pH 4,25 Citr. o.Z. 
2 pH 4,25 Citr. Ph. 
3 pH 6sO Tyr, Aur. 
4 p H  ~0 Tyr. aZ .  
5 p H  5,0 Tyr. Ph. 

Abb.  3. Dia lys | c rba rkc i t  yon  .o Co-Vitamin Btf  
aus  Caeeum-Inha l t  in Dialysierschl~uchon 
ni P rozen t  der  e lngcsetz ten Radloakt iv i t i t t .  

(4. Versueh).  l~llttel aus  3 Paral]elcn.  

bei pH 4--5 besser extrahieren als bei pH 6, in Tyrode-LSsung seheint 
dieser Effekt ]edoch nicht aufzutreten. In Citrat-Puffer vom pH 4,25 mit 
Phenolzusatz fanden wir im 1. Versueh (Abb. 1) eine Dialyserate yon 87% nach 
4 Sehritten. 

Werden die Caeca vor Beginn der Dialyse 24 Stunden bei --20 ~ 
aufbewahrt, so ist ihre Durchl~tssigkeit fiir Vitamin B12 deutlieh ge- 
stiegen {60%). Aureomycinzusatz bewirkt eine weitere Steigerung auf 
80% (Abb. 1). 

Nimmt man an Stelle frischer Caeca cinfaehen Dialysiersehlaueh, ffillt 
diesen mit Caecum-Inhalt und setzt radioaktives Vitamin BI~ zu (Abb. 3), 
so ergibt sich eine maximale Dialyserate, die im 4. Sehritt schon fiber 90% 
erreicht. Dabei ist die Zusammensetzung des Dialysemediums (ptLWert, 
Antibiotika-Zusiitze) weitgehend ohne EinfluB. 
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Diskussion 

Die Ergebnlsse zeigen, dab die Permeabilit~t des frlsehen Caeeumgewebes 
fiir Vibamin B12 sehr goring ist. Antibiotikazusiitze zum Dialysemedium er- 
hShen die Diffusion nur  wenig. Offenbar ist die Bindung des Vitamins B12 an 
Bakterien im Darmlumen nut  yon sekund~rer Bedeutung ffir die Resorption. 
Bei Verwendung yon Dialysierschlaueh (Abb. 3) wurden in Tyrode-L6sung 
yore pH 6,0, ohne Zus~tze, sogar 83~/0 in 4 Schritten abdialysiert, gegeniiber 
89% naeh Zusatz yon Phenol und 900/o in CiSrat-Puffer pl~ 4,25 + Phenol. 
Aus frisehen Caeca diffundieren im gleiehen Zeitraum in Tyrode-L6sung 
pH 6,0, ohne Zus~tze, nur 10~/o. Die Wirkung des Phenols auf die Dialysier- 
barkeit diirfte in erster Linie auf der Denaturierung des Darmgewebes be- 
ruhen, nicht so sehr auf dem antibakteriellen Effekt. Da das Gewebe in Citrat- 
Puffer pH 4,25 ebenfalls sehneller abstirbt als in Tyrode-LSsung pH 6,0, kann 
auch die hShere Dialyserate in ersterem Medium so erkli~rt werden. SchlieBlieh 
bewirkt aueh die Unterkiihlung der Caeca auf- -200 ein friiheres Denaturieren 
des Gewebes. 

Die starken Schwankungen in den Einzelergebnissen, wie sic besonders 
in der Tab. 2 erkennbar sind, dfirften ebenfalls darauf  hindeuten, dal~ die 
~berlebensdauer der Caeca, die einmal yon der nie ganz konstant  zu haltenden 
Behandlung und zum anderen yon individueUen Eigenschaften des Tieres 
abhs der entscheidende Faktor  ftir die Dialysierbarkeit des Vitamin BI~ 
aus dem Caecum darstellt. Es ist somit unwahrseheinlich, dab Antibiotikazu- 
s~tze zum Fut te r  die Verfiigbarkeit yon hn Caecum synthetisiertem Vitamin 
BI~ erh6hen, da das entscheidende Hindernis in der geringen Permeabilit~t 
des lebenden Caeeumgewebes liegen diirfte. 

Fiir die teehnische Mitarbeit sei Fr~iulein URSULA U~BERG gedankt. 

Zusammenfassunff 

Nach Injckt ion yon radioaktivem Vitamin Blz in friseh entnommene Caeca wurden 
in Tyrode-L6sung ohne Zusatze (pi t  6,0, bci 40~ in 4 Sehrit ten und 46 Stunden nur 10~/o 
des Vitamins abdialysiert. Nach Ztmatz yon Aureomycin odor Penicillin sticg die Dialy- 
serate geringfiigig odor garnicht, in phenolhaltigen L6sungen oder in Citrat-Puffer vom 
pH 4,25 jedoch deutlich bis auf  90~o. Vorheriges Unterkiihlen der Caeca a u f - - 2 0  ~ erhShte 
ebenfalls die Durchl/issigkcit. Es wlrd gcfolgert, dab die Verwcrtung yon selbstsyntheti- 
siertem Vitamin BI~ aus dem Caecum nicht so sehr dutch die Bindung des Vitamins an 
Baktmrien als durch die gcr/nge Permeabilit/it des lcbenden Caeemngewebes behindert  
wird. 
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