
Kieckebusch, Vitamin A-Wa~hetums- und Leber~peichertest bei Ratten 221 

Aus dem Physiologi~h.cYtemisehen Institut. der Johanne~-Gutenberg-Univernlt~t Maim 
(Dirdaor: Prof. Dr. Dr. K.  Lang)  
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und fettl/Jslichen Priiparates 

Von W. KIECKEBUSOH 

Mit 3 Tabellen 

(Elngegangcn am 14. November 1960) 

Einleitung und Problemstellung 

Zwei V i t amin  A-Pr f i fme thoden  haben  sich yon  den violen en twicke l ten  
durchgese tz t :  Der  Waehs tums te s t ,  wie er  yon  der  U n i t e d  Sta tes  Pha rm acope i a  
a n e r k a n n t  wird und  der  Leberspeieher tes t ,  den GUOOE~J~IM U. a. (1944) ein- 
ffihr~en, mad der  yon  zahlre iehen Au to ren  abgewandelb wurde.  Aufgabe  vor-  
l iegender  Arbe i t  sollte es sehL Genauigkei t  und  Schwankmagsbrei te  beider  
Methoden  zu pri ifen u n d  mi t e inande r  zu vergleichen.  Gleichzeit ig wol l ten  wi t  
das W a c h s t u m  mad die Leberspe icherung bei dem pulver fSrmigen  wasser- 
15slichen Pa lmi t ins~urees te r  und  dem fet t lSsl ichen Vi t amin  A . a c e t a t  fests tel len.  

Methodik 
Friihzeitig entwShnte m~nnliche Ratten des Elborfclder Stammes, mit einem An- 

fangsgewicht yon 30--35g, erhielten boi einer Raumtemperatur yon 23~176 und 
50--60% rel. Luftfcuchtigkeit, in Drahtbodeneinzelk~figen, fiber die ganze Versuchsdauer 
ein Vitamin A-freles, in allen anderen Nahrungsstoffen ausreichendes Futter. Die Di~t 
setzte sieh aus folgenden Substanzen zusammen: 

vit aminfreies Casein 18% 
Reisst~rko 52% 
Kokosfett 1) 13 % 
Salzmischung Roche 5 % 
Zellulose 2 % 
Here 10 % 

Nachstehendo Vitamingabon wurden verabreieht:  

20 IE Vitamin D und 100 y Vitamin E/Tier]Woche. 0,02 g Cholinchlorid in 0,1 ml 
Wasser gelSst per os mit dot Pipe~to]Tier]Woche. Die Vitamin B-Komplex-LSsung er- 
hielten die Tiere auf das Futter aufgetropft. Die jeweilige Tagesdosis betrug: B 1 10y, 
B 2 40?, B 6 20y, Ca-Panthothenat 100y und Nicotinsgureamid 500 T. 

~) 8 Stunden bei 300 C mit Luft an der Wasserstrahlpumpe durchgeblason, um vor- 
handenes Vitamin A zu zorst6ren. 
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Dutch tCigliche W~tgung verfolg~en wir w~thrend der Vorperiode das Gewicht und die 
Futteraufnahme. Waehstumsstillstand t ra t  naeh ca. 3 Wochen ein. Zu diesem Zeitpunkt 
slnd allo KSrpervorriite an Vitamin A soweit orschSpft, dal3 analytiseh kein Vitamin A 
mehr nachzuweisen ist. Augensch/Cden treten noch nieht auL In  der Hauptperiode, dio 
wei~ere 4 Wochen dauerte, teilten wir die verwendeten M~nnehen (120 Tiere) in Gruppen 
zu je 30 Tieren auf. Die Rat ten  erhlelten mit  der Pipette in je 2 Versuchsgruppen 1,5 bzw. 
2,5 I E  Vitamin A/Tier/Tag, als wasserlSsllchen Palmitins~ureester bzw. fettlSsliches 
Vitamin A-Acetat  in 0,01 ml Wasser, oder Vitamin A-freiem AraehisS1 gelSst. Durch die 
t~igllche W~gung ~varen die Tiere so an den Menschen gewShnt, dal] siB das Vitamin 
schneU aufnahmen. 

Bei der zweiten yon uns durchgeftihrten Methode, dem Leberspolchertest, richteten 
wir uns nach der Arbeit  yon ~ s  u. a. (1956). Die Rat~en beJmmen wieder in 4 Gruppen 
zu 30 ]~iinnchen (also wiederum 120 Tiere), nach gleicher Vorperiode wie beim Wachstums- 
versuch, drel Tage hintereinander mit  der Pipette per os entweder 3 • 1000 I E  oder 
3 • 2000 I E  Vitamin A]Tier/Tag, jeweils des wasser- oder fettl6slichen Pr~par~tes. 
24 Stunden nach der letzten Gabe t6teten wir die Tiere dutch Genlckschlag, entnahInen 
und wogen die Lebern und bewahrten sle bis zur weiteren Aufarbeitung, die innerhalb 
10 Tagen erfolgte, bei - -150  C auf. (Nach 10 Tagen ist ein allmfitlliches Absinken der 
Konzentration um ca. 5--7%, jedoch ohne Regelm~01gkeit festzustellen.) Der Nachweis 
yon Vitamin A in den Rattenlebern wurde nach der Methode yon Mti~LEI~, BOLDI~GH, 
WODSACK, ZSCH-F-J.J.~ n. a., ~IDGEM.A.~ U. a., OSER U. a., abgewandelt nach H. Moor  
(1953), der die Carr-Priee-Reaktion zu Grunde liegt, durehgeffihrt. Die Blauf~rbung ma~en 
wir bei einer Wellenl~hage yon 610 mtz im Zeissphotometer. 

Den Vitamin A-Gehalt  lasen wir auf  elner, mlt  einem US-Standardpr~iparat herge- 
stell~en, Eichkurve ab. Die statistisehen Auswertungen ffihrten wir nach dem t-Test von 
STUDEnt ( F z s n ~  1956, FIS~Ea~ and YAT~S 1957) durch. 

Ergelmlsse  

I n  T a b e U e  1 s ind  d ie  M i t t e l w e r t e  ff i r  a l le  4 G r u p p e n  des  W a c h s t u m s t e s t e s  
z u s a m m e n g e f a B t .  

T a b e l l e  1 

Wachstumstest 

Gruppo I I I  I I I  IV 

Pr~parat H20-16sl. fottl6sl. HIO-16sl. fettl6sl. 

Dosis 1,5 I E  A 1,5 I E  A 2,5 IE  A 2,5 I E  A 

Anfangsgowich~ 94 g 09 g 85 g 101 g 
Endgewicht 168 g 155 g 150 g 155 g 

Zunahme 74 g 54 g 65 g 56 g 

A m  B e g i n n  d e r  v i e r w S c h i g e n  T e s t - W a c h s t u m s p e r i o d e  s t e h t  das  A n f a n g s -  
g e w i c h t .  D i e  E n d g e w l c h t e  s ind  d ie  e r r e i c h t e n  a b s o l u t e n  D u r c h s c h n i t t s w e r ~ c ,  
d ie  Z u n a h m e n  d ie  D i f f e r enz  z w i s c h e n  A_n_fangs- u n d  E n d g e w i c h t e n .  H i e r v o n  
b e r e c h n e t e n  w i r  d ie  W a h r s c h e i n l i c h k c i ~  p. S ie  e r g a b  e ine  S ign i f ikanz  y o n  
p ---- 0,01 ff i r  d e n  U n t e r s c h i e d  z w i s c h e n  d e r  g e r i n g e n  Dos i s  des  wasser -  u n d  des  
f e t t l 6 s l i c h e n  P r ~ p a r a t e s .  D i e  T i e r e  n a h m e n  be i  1,5 I E  des  wasse r lSs l i chen  
Vita .min A 20 g m e h r  zu ,  als  be i  1,5 I E  des  f e t t l S s l i c h e n  A - A c e t a t s .  ~ i i r  d ie  
h 5 h e r e  Dos i s  y o n  2,5 I E  A d e r  g l e i c h e n  P r ~ p a r a t e / T i e r / T a g ,  w u r d e  f/Jr d ie  
Z u n a h m e d i f f e r e n z  y o n  11 g ff i r  p = 0,02 e r r e c h n e t .  D ie se  W c r t e  ze igen ,  dal3 
be i  d e r  G a b e  y o n  1,5 I E  V i t a m i n  A,  d e m  t ~ g l i c h e n  M i n d e s t b e d a r f  d e r  R a t t e ,  
in  F o r m  des  b i e r  v e r w e n d e ~ e n  wasse r lSs l i chcn  P a l m i t i n s ~ u r e e s t e r s ,  d ie  b e s t e  
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Ausnutzung s~attfand. Bei Steigerung der Dosis um I IE/Tier/Tag sinkt die 
Differenz um 40%. 

Uns interessierte bei diesem Versueh aueh, ob der Futterverzehr beim 
Ergebnis des WachsSumstestes eine Rolle spielt. Dazu bestimmten wit die 
Nahrungsaufnahme dutch t/~gliehe Einwaage und w6chentliche Riickwaage 
der gesammelten Reste. Die Futterefficiency erhielten wir, indem wir die 
Gewiehtszunahme in Gramm dutch die aufgenommene Futtermenge in Gramm 
dividier~en. 

Das Ergebnis dieser Auswertung ist in Tabelle 2 angegeben. 

Tabeile 2 

Futterefficiency 
Oruppe I I I  I I I  IV 
Pr~para$ H20-16sl. feStlSsl. H20-16sl. fettlSsl. 
Dosis 1,5 IE A 1,5 IE A 2,5 IE A 2,5 IE A 
Zeit in Ver- 
suchswochen 1--2 3--4 1--2 3--4 1--2 3--4 1--2 3--4 
Zunahrne 45 g 29 g 32 g 22 g 35 g 30 g 32 g 34 g 
Futteraufnahme 141 g 131 g 140 g 122 g 117 g 128 g 121 g 128 g 
Efficiency 0,319 0 , 2 2 2  0 ,228  0 , 1 8 0  0 ,300  0,234 0,264 0,118 

Da die FraBmengen in den beiden ersten Woehen in Gruppe I u n d  I I  prak- 
tisch gleich sind, wird deutlich, dab die Zunahmedifferenz yon 13 g a u f  den 
einzigen variierten Faktor,  die beiden in verschiedenen Medien gelSsten Vita- 
min A-Pr~parate, zuriickzufiihren ist. Fiir die 3. und 4. Woche ist in diesen 
Gruppen die Differenz geringer. Wenn man die Daten der Gruppen I I I  und IV 
vergleicht, sieht man wieder, dab sowohl in der 1. und 2. als auch in der 3. und 
4. Woche, beim fettl5slichen Vitamin A-Acetat die Futterefficiency niedriger 
ist. Dies ist nicht auf  eine geringere Futteraufnahme zurfickzufiihren. Die 
Mittelwer~e sind mit p ~- 0,001 sehr gut statistisch gesichert. 

Gruppe A 
Pr/tparat H~O-15sl. 
Dosls 3 • 1000 IE 
IE Vii-A/ 
Gesamtleber 1478 

Tabelle 3 

Leberspvichertvst 
B C D 

fettl6sl. HzO-16sl. fettlSsl. 
3 • 1000 IE 3 • 2000 IE 3 • 2000 IE 

1317 2957 3260 

Erg~nzend zu den Tabellenwerten ist zu sagen, dab die Einzeldaten ffir 
Gruppe A yon 1030-1820, fiir Gruppe B yon 673-2100, ffir Gruppe C yon 
1600-4800 und fiir Gruppe D yon 1580-4790 IE  Vitamin A/Rattenleber 
schwanken. 

Es besteht kelne, ffir einen Test erforderliche Haufung der Werte um den 
errechneten Mittelwert. Der hohe Wer~ fiir p----0,2 driiekt dies exakt aus. 
Mit dem Leberspeichertest konnten wir, wegen der groBen Streuung der Zahlen, 
die Verwertbarkeit der untersuehten Vitaminpr~parate nieht beurteiten. Eben- 
so konnten wit auch keine Differenz zwischen ihnen feststellen. 
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Diskussion 

D u t c h  die  s t a r k e  Beschleunig tmg des  W a c h s t u m s  be i  d e r  ger ingen Dosis  
yon  1,5 I E / T i e r / T a g  des wasser l f s l i chen  Pahni t iu~&ureesters  gegenfiber  d e m  
fe t t l f s l i ehen  Aee t a t ,  wi rd  die  F r a g e  naeh  der  Ursache  d ieser  W i r k u n g  aufge- 
worfen.  B~RNHARD U. a. (1955) f anden  be i  R a t t e n  m i t  F i s t e l n  im due tus  
thorae icus ,  d a b  wiissrige Suspens ionen  ebenso  g u t  wie V i t a m i n  A-01 u n d  besser  
als 51ige Suspens ionen  re so rb ie r t  werden.  Bei  den  y o n  uns  ve rwende t en  k le inen  
Mengen i s t  k a u m  anzunehmen ,  dab  d ie  Tiere  die  f e t t l f s l i chen  P r ~ p a r a t e  n ieh t  
genug  resorb ie ren  k f n n e n .  Diesem P r o b l e m  exper imenteU naehzugehen  ging 
fiber den  R a h m e n  unsere r  F r ages t e l l ung  h inaus ,  

N a e h  BERNH~RD U. a. (1952) u n d  A~ES u. a. (1956) werden  be i  hohen  
Dosen  5 0 - 6 0 %  des ve rab re i eh t en  V i t a m i n  A in de r  L e b e r  gespeieher~. Na t i i r -  
l leh muB die  Spe ieherung  n i ch t  m i t  dera  R e s o r p t i o n s u m f a n g  iden t i seh  sein. - -  
W i t  f anden  be im  Spe icher tes t  ca. 500/o der  Gaben  in  de r  Lebe r  wieder .  Unse re  
Ergebn i sse  s t i m m e n  n i ch t  m i t  den  Befunden  yon  LE~C~LEY U. a. (1947), d ie  eine 
ger inge S t r euung  der  W e r t e  angeben,  fiberein.  Die  R e s u l t a t e  y o n  SOBEL U. a. 
(1948), d ie  eine 2--3fache S p e i c h e n m g  bei  Ve rwendung  e iner  w~ssrigen Disper-  
s ion gegeni iber  e iner  51igen L f s u n g  fanden,  lieBen sieh d u t c h  unsere  E x p e r i m e n t e  
n i eh t  bes t~ t igen .  A u f  G r u n d  unserer  Ergebn i sse  des  Leberspe iehe r t e s t e s  dr/~ngt 
s ieh die F r a g e  auf :  I s t  eine N[ethode, die  be i  Gruppe n  zu  30 Tieren  zu ke inem 
s ign i f ikan ten  E rgebn i s  ffihr~, als Me thode  anzue rkennen  ? Fe rne r ,  h a t  e in  
b io logiseher  Tes t  e inen Sinn,  be i  d e m  die  2--4000fache NIenge des Mindes t -  
bedar fs ,  also eine ganz unphys io log ische  Dosis  gegeben wi rd  ? 

Der  F i r m s  Hof fmann  L a  Roche  d a n k e n  wir  ffir  d ie  Un~erstf i tzung,  die  uns 
d ie  Durchf i ih rung  de r  Versuche ermfgUchte .  

Zusammenfassunil 

1. Wir f'fihrten den Vitamin A-Waehstumstest mit dem wasserlfslichen Palmitin- 
s~urecster und dem fct$15slichen Vitamin A-Acetat durch. Die Tagesdosis betrug 1,5 bzw. 
2,5 IE]Ticr. Jede der 4 Gruppen bestand aus 30 Mfixmchen. Das Ergebnis wurde nach dem 
t-Test yon STUDEI~T ausgewertet. 

2. Unter den Bedingungen unsercs Experhnentes erhfht dcr wasserlfsliehe Palmitin- 
s/iureester das Waehstum gegeniiber dem fettlfsliehen A.Aeetat slgnifikant. Die Differenz 
ist bei der geringen Dosis von 1,5 IE am grfl3ten. Der Einflu/~ des Futterverzehrs auf das 
Wachstum wird diskutiert. 

3. Beim Leberspeichertest arbeitetcn wir wieder mit 4 Rattengruppen zu je 30 Tieren. 
Verwendct wurden die gleichen Pr/Cparate wie beim Wachstumstest. Die Dosierung betrug 
3 • 1000 bzw. 3 • 2000 IE Vitamin A. 

4. Die chemisehen Analysen ergaben keine signifikanten )Iittelwerte und Differenzen 
in der Leberspeicherung zwischen den beiden Pr~paraten. Wit halten daher den Leber- 
speichortest als Methode fiir unzureichcnd. 

Summary 
1. We used the conditional vitamln-A growth technic with the watersoluble palmitinic 

acid ester and the fat-soluble vitamin-A acetate. The dayly level was 1.5 or 2.5 IU./rat. 
There were 4 groups with 30 males each. With the statistical test of STUI)EI~T we examined 
the results. 

2. Under the conditions of our experiments the water-soluble palrnitinlc acid ester 
riscd significantly the growth compared with the fat-soluble A-acetate. The greatest 
difference we got at  the small dose of 1.5 IU. The effect of the food consume on the growth 
is discussed. 
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3. F o r  t h e  l iver - s to rage  b ioes say  we u s e d  also 4 g roups  30 a n i m a l s  each .  W e  used  t h e  
s a m e  p r e p a r a t i o n  as  for  t he  g r o w t h  technic .  T h e  level  was  3 x 1000 or  3 x 2000 I U  
v i t a m i n  A. 

4. T h e  chemica l  ana l y se s  s h o w e d  no  s igni f icant  m e a n s  a n d  dif ferences  for  b o t h  sub-  
s t a n c e s  as  for  l iver - s to rage  is eoncerned .  I n  our  op in ion  t h e  l ive r . s to rage  t e s t  is n o t  ad-  
equa t e .  

Rgsu,m~ 

1. P o u r  le t e s t  de  c ro issance  n o u s  a v o u s  utflis~ l ' e s te r  d ' ae ide  de  la  pa lmi t i ne  h y d r o .  
so luble  e t  l ' a c6 t a t e  de  v l t a m i n e  A l iposeluble .  L a  dose  journal i~re  6 ta i t  1,5 e t  2,5 U I .  
C h a q u e  g roupe  cons l s t a i t  en  30 males .  N o u s  a e o n s  v6rifi~ les r e s u l t a t s  pa r  le t - t e s t  de  
~TUDENT. 

2. E n  c o m p a r a n t  r e s t e r  d ' ae ide  de  la p a l m l t l n e  h y d r o s o l u b l e  avec  l ' a e6 ta t e  de  v i t a -  
m i n e  A l iposoluble,  n o u s  a e o n s  t rouv6  s eus  les cond i t ions  de  n o t r e  e x p e r i m e n t ,  que  l ' e s te r  
de  l ' ac ide  do la  p a l m i t i n e  ~lbve la  crolssance.  L a  difference es t  la  p lus  g r a n d e  d a n s  les 
g roupes  qu i  o n t  requs  la pe t i t e  dose  de  1,5 U I .  L ' in f luenco  de l ' i nges t ion  q u a n t i t i v e  k la  
c ro i ssance  e s t  d iscut6e.  

3. P o u r  le t e s t  d ' a c c u m u l a t i o n  d a n s  la foie n o u s  a v o u s  exp~r imen tb  encore  avec  4 
g r o u p e s  de 30 m&les. N o u s  a e o n s  ut i l is6 los m ~ m e s  p rSpara t ions  que  p o u r  le t e s t  de  croissance.  
L a  dose  ~ta i t  3 X 1000 e t  3 • 2000 U I  d e  v i t a m i n e  A.  

4. P o u r  l ' a c c u m u l a t i o n  de  I s  f o b  les a n a l y s e s  c h i m i q u e s  m o n t r a i c n t  qu ' i l  n ' y  a pa s  
des  d i f ferences  e t  des  v a l e u r s  m o y e n n e s  s t a t i s t i q u e m e n t  s igni f ica t ives  en t r e  les d e u x  
p r~para t lons .  A cause  de  eela  n o u s  s e m m e s  d ' av i s ,  que  le t e s t  d ' a c c u m u l a t i o n  es t  insuf-  
f i san t  c o m m e  m 6 t h o d e .  
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