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Kobalt- und Vitamin B,,-Stoffwechsel beim Huhn

I. Dialysierbarkeit von *Co-Vitamin B,, aus dem Caecum in vitro
Von K. H. MENKE

Mit 3 Abbildungen und 2 Tabellen
(Eingegangen am 9. September 1960)

Es ist seit langem bekannt, daB auch im Intestinum des Nichtwiederkéuers eine
mikrobielle Synthese von B-Vitaminen stattfindet (ScEWEIGERT u.a. 1945).
Der Ort der Vitamin B,,-Synthese ist beim Huhn das Caecum (MENKE 1960a),
Ob die hier gebildeten Vitamine aber auch resorbiert und verwertet werden
konnen, ist bis heute noch nicht eindeutig geklirt. Wahrend die Fiitterungs-
versuche von MorgaN und JupriN (1957) und HAENEL u.a. (1959) eine
Verwertung aus dem Caecum moglich erscheinen lassen, konnten JACKSON
und Mitarb. (1955) bei Hiithnern nach Injektion von radioaktivem Vitamin
B,, in abgebundene Caeca keine nennenswerte Resorption feststellen. Auch
wir fanden nach Verabreichung von radioaktivem CoCl, nach 12 Stunden nur
0,029, der verabreichten Radioaktivitit als Cobalamine in der Leber, obwohl
die Caeca zur gleichen Zeit 109, der Dosis in Cobalaminbindung, davon ein
sechstel als reines Vitamin B,,, enthielten (MENEE 1960a)2.

In Versuchen iiber die Extrahierbarkeit von Cobalaminen aus tierischem
Gewebe und aus Darminhalt und Kot von Hiithnern fanden wir in letzteren
Substanzen eine wesentlich bessere Dialysierbarkeit als in den Organen und
Geweben (MENKE 1960b). Die 8Co-markierten Cobalamine im Caecum-Inhalt
konnten z. B, zu 989, abdialysiert werden, wihrend im Darmgewebe selbst
nur etwa 20%, der Cobalamine (659, der radioaktiven Verbindungen, also
vornehmlich %CoCl;) dialysierbar waren. Die Tatsache, da8 dennoch nur
verschwindend geringe Mengen aus dem Darminhalt in das Gewebe iibergehen,
fithren LEE und WoLTERINE (1955) auf eine starke Fixierung von Kobalt und
Cobalaminen an Bakterien im Darm-Lumen zuriick. Diese Deutung legt die
Vermutung nahe, da8 die wachstumstimulierende Wirkung einiger Antibiotika
mit einer verringerten Bindung von selbstsynthetisiertem Vitamin By, an
die Bakterien des Caecums zusammenhiingt, so dafl nach Verfiitterung von

1) Nach letzten Untersuchungen ist es zweifelhaft, ob die im Ionenaustauschchro-
matogramm der Cobalamine aus dem Caecum in der Position des Cyanocobalamins ge-
fundene Substanz mit dem Vitamin identisch ist, da diese sich im Elektropherogramm
bei pH 8 und pH 10 unterschiedlich verhalten. Die biologische Aktivitit der gefundenen
Substanz konnte noch nicht nachgepriift werden.



Menke, Kobalt- und Vitamin By,-Stoffwechsel beim Huhn 201

Antibiotika dem Tier mehr von diesem Vitamin zugefiihrt wiirde. Voraus-
setzung wire allerdings, daB das Darmgewebe keine Barriere fir die Diffusion
des Vitamins darstellt, da eine aktive Resorption in diesen Darmabschnitten
ja nicht mehr stattfindet. Um diese Frage niher zu untersuchen, wurden
Dialysierversuche mit frischen Caeca unter variierenden Bedingungen vor-
genommen.

Versuchsanordoung

Der erste Versuch (Abb. 1) wurde mit den Caeca von 9 frisch geschlachte-
ten Legehennen durchgefiihrt. Nach Entnahme der Caeca injizierten wir je
0,1 ml H,0 mit 15000 cpm %°Co-Vitamin B,, in das Lumen, massierten die
Losung vorsichtig ein und banden die Darmoffnung ab. Je ein Darm wurde
in ein Reagensglas der GréBe 200x 30 mm, enthaltend 80 ml Tyrode-Losung
bzw. Citrat-Puffer (Zusammensetzung s. Tab. 1) gelegt, mit einem Gummi.
stopfen verschlossen und in eine langsam rotierende Apparatur gespannt. die
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Abb. 1, Dialysierbarkeit aus den Caeca von Abb. 2. Dialysierbarkeit aus den Caeca von Junghennen,
Legehennen in Prozent des in das Darmlumen (2. Versuch), Mittel aus 8 Parallelen

injizierten *°Co-Vitamin B;; (1. Versuch)
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in einem auf 40° einregulierten Trockenschrank stand. Die verwendeten
Losungen waren ebenfalls auf 40° vorgewédrmt, um ein Abkiihlen der Blind-
dérme zu vermeiden. Die Caeca eines Huhnes wurden so auf die verschiedenen
Gruppen verteilt, da8 niemals 2 Diarme desselben Hubns in die gleiche Ver-
suchsgruppe kamen. Nach 3, 10, 23 und 46 Stunden gossen wir die Dialysate
ab und fiillten mit der gleichen Menge frischer Losung nach. Die Messung der
Dialysate und des nach 46 Stunden in den Dirmen noch enthaltenen radio-
aktiven Restes geschah mit einem Szintillationszahler mit flachem Kristall.

Im 2. und 3. Versuch (Abb. 2 und Tab. 2) behandelten wir die Caeca von
Junghennen nach dem gleichen Verfahren. Zur Kontrolle diente ein 4. Ver-
such (Abb. 3) mit Dialysierschlauchen, die Caecum-Inhalt und radioaktives
Vitamin B,, enthielten.

Tabelle 1
Zeichenerklidrung und Zusammensetzung der verwandten Dialysierfliissigkeiten

Citr. = 0,2-m.Na-Citrat-Puffer, pH 4,25 (105 g Zitronensre. 40 g NaOH, 250 ml
1-n-HC, ad 5 Itr. mit H,0) eingestellt mit NaOH und HCI.

Tyr. = Tyrode-Losung (8 g NaCl, 0,2 g KCl, 0,2 g CaCl,, 0,1 g MgCl, X 6 H,0, 0,05 ¢
NaH,PO, 1 g Glucose, 0,7 g NaHCO;, 1100 ml H,0) eingestellt mit NaOH
und HCL.

Ph = 2 g Phenol/ltr.

Pen = 100000 I. E. Penicillin/ltr.

Str = 15 mg Streptomycin-Sulfat/ltr.

Aur. = 50 mg Aureomyecinfltr, (soweit nicht anders angegeben).

0.Z. = ohne Zusitze

—20° = Caeca vor Beginn der Dialyse 24 h bei —20° aufbewahrt.

Tabelle 2
Dialysierbarkeit aus den Caeca von Junghennen in Prozent der in das Darmlumen in-
jizierten Menge 0 Co-Vitamin B,,. 8. Versuch. (r = rechtes Caecum, 1 = linkes Caecumn) °

Tier abdialysiert nach
Nr Tyrode-Lisung
: 3 Std. 10 Std. 23 Std. 46 Std.
Ir) pH 6,5 0. Z. 0,1 4,4 34,9 77,7
1) pH 6,5 Aur 0,3 5,5 29,9 79,9
2r) pH 6,56 o. Z. 0,9 9,2 35,3 61,1
1) pH 6,6 Aur 0,3 3,8 21,5 51,3
3r) pH 6,0 0. Z. 0,3 2.9 29,3 67,9
1) pH 6,0 Aur 0,3 2,6 14,9 51,3
4r) pH 6,0 o. Z. 0,3 0,8 3,2 28,2
)} pH 6,0 Aur 0,1 0,2 4,5 48,8
5r) pH 5,6 0.2Z. 0,4 2,4 20,0 75,0
1) pH 5,6 Aur 1,4 4,1 18,6 63,7
6r) pH 5,6 0. Z. 0,8 6,9 40,0 75,3
)] pH 5,6 Aur 1,8 3,7 25,9 81,9
r) pH 5,0 o. Z. 2,5 5,4 7.8 12,7
1§ pH 5,0 Aur 1,7 4,8 7,6 10,5
8r) pH 4,0 0. Z. 0,6 2,6 10,6 42,2
4] pH 4,0 Aur 0,6 2,5 11,0 50,9
9r) pH 4,0 0. Z. 0,6 1,6 2,5 7.9
1) pH 4,0 Aur 0,6 1,3 2,9 15,4
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Ergebnisse

Im ersten Versuch mit Caeca von %
Legehennen (Abb. 1) wurden in Tyrode- s0- .
Lbsung vom pH 6,0, ohne Zusitze, nach
4 Dialyseschritten und 46 Stunden nur
109, des injizierten Vitamin B, ab-
dialysiert, Nach Zusatz von Aureomycin
oder Penicillin stieg die Dialyserate ge- 794
ringfiigig (auf 14 bzw. 19%,), wihrend
Phenol einen deutlichen Anstieg ver- 60
ursachte (auf 369). Im zweiten Versuch
mit Junghennen (Abb. 2) bewirkten
100 mg Aureomycin je ltr. ebenfalls nur
eine geringe Steigerung der Dialysierbar-
keit, die nicht gesichert sein diirfte, 40
wihrend 500 mg Aureomyecin je ltr. oder
eine zusitzliche Injektion von gesét- 30
tigter, wiissriger Aureomycin-Lésung in
das Darmlumen ebenso wie die penicillin-
haltige Losung die Dialyserate verdop- 20+
peln. Im dritten Versuch (Tab. 2) ist
kein eindeutiger Effekt des Aureomyecins ;5 -
erkennbar. Hingegen fillt auf, daB die
Dialyserate von Tier zu Tier sehr stark
schwankt.Die Caeca der Hennen 4, 7 und 3 10 23 <6h
9 lieBen sowohl mit als auch ohne Aureo-
mycinzusatzin 3 Dialyseschritten weniger 1 pH 425 Citr 0.2,
als 10%, des Vitamins durchdiffundieren, 2 pH 425 citr. Ph.
wihrend zum gleichen Zeitpunkt die 3 PH 60 Tyr Aur
5

Do

80 -

504

Dialyserate bei den Tieren 1, 2, 3, 5 und PZ g_-z ?’; oﬁi'
6 zwischen 15 und 40%, lag. Inwieweit pH 60 Tyr Ph.
der pH-Wert der Tyrode-Losung die  apb, 3 Diatysicrbarkeit von % Co-Vitamin Bes

1 1 1 3 1 3 . aus Caccum-Inhalt in Dialyslerschliuchen
Dlaly swr}mrkmt des Yltan%ms lm 3. Ver ni Prozent der eingesetzten Radioaktivitdt.
such beeinfluflt hat, ist nicht sicher er- (4. Versucln. Mittel aus 3 Parallelen,

kennbar. Ansich lifit sich Vitamin B,,

bei pH 4—5 besser extrahieren als bei pH 6, in Tyrode-Losung scheint
dieser Effekt jedoch nicht aufzutreten. In Citrat-Puffer vom pH 4,25 mit
Phenolzusatz fanden wir im 1. Versuch (Abb. 1) eine Dialyserate von 879, nach
4 Schritten.

Werden die Caeca vor Beginn der Dialyse 24 Stunden bei —20°
aufbewahrt, so ist ihre Durchlissigkeit fiir Vitamin B,, deutlich ge-
stiegen (60%). Aureomycinzusatz bewirkt eine weitere Steigerung auf
809 (Abb. 1).

Nimmt man an Stelle frischer Caeca einfachen Dialysierschlauch, fiillt
diesen mit Caecum-Inhalt und setzt radioaktives Vitamin B;, zu (Abb. 3),
so ergibt sich eine maximale Dialyserate, die im 4. Schritt schon tiber 909,
erreicht. Dabei ist die Zusammensetzung des Dialysemediums (pH-Wert,
Antibiotika-Zuséitze) weitgehend ohne EinfluB.
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Diskussion

Die Ergebnisse zeigen, daB die Permeabilitdt des frischen Caecumgewebes
fiic Vitamin B,, sehr gering ist. Antibiotikazusitze zum Dialysemedium er-
hohen die Diffusion nur wenig. Offenbar ist die Bindung des Vitamins B,, an
Bakterien im Darmlumen nur von sekundéirer Bedeutung fiir die Resorption.
Bei Verwendung von Dialysierschlauch (Abb. 3) wurden in Tyrode-Lésung
vom pH 6,0, ohne Zusétze, sogar 83Y%, in 4 Schritten abdialysiert, gegeniiber
899%, nach Zusatz von Phenol und 90%, in Citrat-Puffer pH 4,25 4 Phenol.
Aus frischen Caeca diffundieren im gleichen Zeitraum in Tyrode-Lésung
pH 6,0, ohne Zusitze, nur 10%,. 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 schneller abstirbt als in Tyrode-Losung pH 6,0, kann
auch die héhere Dialyserate in ersterem Medium so erklirt werden. Schliefilich
bewirkt auch die Unterkiihlung der Caeca auf —20° ein fritheres Denaturieren
des Gewebes.

Die starken Schwankungen in den Einzelergebnissen, wie sie besonders
in der Tab. 2 erkennbar sind, diirften ebenfalls darauf hindeuten, dafl die
Uberlebensdauer der Caeca, die einmal von der nie ganz konstant zu haltenden
Behandlung und zum anderen von individuellen Eigenschaften des Tieres
abhingt, der entscheidende Faktor fiir die Dialysierbarkeit des Vitamin B,,
aus dem Caecum darstellt. Es ist somit unwahrscheinlich, daB Antibiotikazu-
sitze zum Futter die Verfiigharkeit von im Caecum synthetisiertem Vitamin
B,, erhdhen, da das entscheidende Hindernis in der geringen Permeabilitit
des lebenden Caecumgewebes liegen diirfte.

Fiir die technische Mitarbeit sei Friulein Ursura UMBERG gedankt.

Zusammenfassung

Nach Injektion von radioaktivem Vitamin By, in frisch entnommene Caeca wurden
in Tyrode-Lésung ohne Zusitze (pH 6,0, bei 40°), in 4 Schritten und 46 Stunden nur 109%,
des Vitamins abdialysiert. Nach Zusatz von Aureomycin oder Penicillin stieg die Dialy-
serate geringfiigig oder garnicht, in phenolhaltigen Lésungen oder in Citrat-Puffer vom
pH 4,23 jedoch deutlich bis auf 90%. Vorheriges Unterkiihlen der Caeca auf —20° erhdhte
ebenfalls die Durchléssigkeit. Es wird gefolgert, daB die Verwertung von selbstsyntheti-
siertern Vitamin B, aus dem Caecum nicht so sehr durch die Bindung des Vitamins an
Bakterien als durch die geringe Permeabilitdt des lebenden Caecumgewebes behindert
wird.
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