Sonderdruck aus
Zeitschrift fiir Tierphysiologie, Tierernihrung und Futtermittelkunde

Band 46 (1981), Heft 1-2, S. 1-8
Alle Rechte, auch die der Ubersetzung, des Nachdrucks, der photomechanischen Wiedergabe und Speicherung in
Datenverarbeitungsanlagen, vorbehalten.
© 1981 Verlag Paul Parey, Hamburg und Berlin

Institut fiir Emahrungsphysiologie der Technischen Universitit Miinchen, Freising- Weibenstephan

Zur Essentialitit von Blei fiir das tierische Wachstum

Von ANNA M. RercHLMAYR-Lats und M. KIRCHGESSNER
Eingang des Ms. 22. 12. 1980

1 Einleitung

Erste Verinderungen infolge mangelnder Pb-Versorgung konnten an wachsenden Ratten
in Depletionsversuchen mit einer Pb-Konzentration von 45 ppb in der Diit in Form einer
mikrozytiren hypochromen Animie festgestellt werden. Dies setzte jedoch voraus, dafl be-
reits deren Miitter depletiert waren (RercHiMayr-Lats und KiRcHGESSNER 1981). Inwieweit
durch eine stirkere Depletion der Versuchstiere auch Wachstumsdepressionen induziert
werden konnen, sollte durch einen weiteren Generationenversuch mit einer Depletionsdiir,
die eine noch niedrigere Pb-Konzentration aufwies, untersucht werden. Verringertes
Wachstum gilt namlich allgemein als wesentlichstes Kriterium, um die Essentalitit eines
Spurenelements zu beweisen. In einem weiteren Versuchsansatz sollte untersucht werden,
ob Pb-Mangel entscheidend durch die Depletion in der Fotal- oder in der Siugezeit ausge-
prigt wird.

2 Material und Methodik

Versuchsaufbau

Sechs weibliche SPF-Sprague-Dawley-Ratten (Stamm Mus Rarttus, Miinchen) mit einem
Anfangsgewicht von 30 = 1 g wurden in eine Depletions- und in eine Kontrollgruppe ein-
geteilt. Mit ca. 200 g Lebendmasse wurden diese Weibchen (Pg) gedeckt. Die jungen Ratten
der F|-Generation wurden am 21. Lebenstag abgesetzt. Drei Tage nach dem Absetzen wur-
den die minnlichen Tiere geschlachtet, wihrend die weiblichen bis zum 38. Lebenstag wei-
tergefiittert und bis auf drei Tiere pro Gruppe getstet wurden. Diese drei weiblichen Rat-
ten pro Gruppe (Py) sollten eine F;-Generation produzieren und wurden daher mit einem
Gewicht von 200 g gedeckt. Die Ratten der F,-Generation wurden auf zwei Versuche ver-
teilt und zwar auf einen Depletion-Repletion-Versuch und auf einen Uberkreuzversuch.

Tiir den Depletion-Repletion-Versuch wurden die Wiirfe zweier Miitter aus der Deple-
tonsgruppe am 18. Lebenstag abgesetzt. Die Hilfte eines jeden Wurfes wurde nach dem
Absetzen weiterhin depletiert, wihrend die andere Halfte durch Pb-Zulage von 1 ppm Blei
zur Diit repletiert wurde. Die Ratten beider Gruppen (Depletion und Repletion) wurden
am 29. Lebenstag nach Athernarkose dekapitiert.
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Fiir den Uberkreuzversuch wurden jeweils die Wiirfe einer Mutter aus der Depletions-
gruppe bzw. aus der Kontrollgruppe halbiert und jeweils eine Hilfte des Wurfes unterein-
ander am Wurftag ausgerauscht, so daff 4 Gruppen resultierten (siehe hierzu Tabelle 1 bzw.
Abb. 4), Voraussetzung fiir diesen Versuch waren gleiche Wurftermine der beiden Mutter-
tiere. Die Ratten der F,-Generation aus diesem Versuch wurden am 21. Lebenstag abge-
setzt. Am Absetztag wurden die Mitter geschlachtet. Bis zum 30. Lebenstag wurden die
Ratten, die von der Depletionsmutter aufgezogen wurden (Gruppen DD und DK), nach
dem Absetzen weiterhin depletiert, wihrend die Ratten, die von der Kontrollmutter ge-
siugt wurden (Gruppen KD und KK), die Kontrolldiit erhielten.

Zucht und Haltung der Tiere

Die Ratten wurden in Makrolonkifigen in einem klimatisierten Raum bei einer relativen
Luftfeuchte von 55% und einer Temperatur von 23 + 1°C gehalten. Zur Zeit der Wiirfe
wurde die Temperatur auf 25 + 1° C erhsht. Der Raum wurde 12 Stunden am Tag im
Dimmerlicht gehalten. Die Makrolonkifige waren mit Plexiglaslaufrosten und -deckeln
ausgestattet. Die Tiere wurden tiglich gewogen und in einen frischen Kifig umgesetzt.
Zum Decken wurde jedes Weibchen 7 Tage mit einem Bock zusammengesetzt.

Reinigung und Zusammensetzung der Diit

Die Diit setzte sich aus Casein (20 %), Stirke (30%), Saccharose (32.1 %), Fett (8.7 %), Cel-
lulose (3%), Vitaminmischung (2%), Mineralstoffmischung (4%) und DL-Methionin
(0.2%) zusammen. Zur Mineralstoff- und Vitaminmischung sieche ReicHLmAYR-Lats und
KircHGESSNER (1981). Das Casein wurde in Anlehnung an eine Methode von PaLraur und
KircHGESSNER (1971) aus Magerquark hergestelle. Nach Zugabe von EDTA zur wiissrigen
Quarkmasse fillte man das Casein bei einem pH von 4.3 bis 4.1. Anschliefend wurde das
Casein mit dest. Wasser sowie Aceton und Methanol wiederholt gewaschen. Das Reinigen
von Stiarke und Cellulose erfolgte nach einer Methode von ScuNeGG (1975). Die Deple-
tionsdiit wies eine Pb-Konzentration von 18 + 5 ppb auf, wihrend die Kontrolldiit 1 ppm
Blei als (CH3;COO); Pb - 3H,0 enthielt. Fir die Muttertiere Py ab ca. 80 g Lebendmasse
sowie fiir die I,-Generation betrug die Pb-Konzentration der Depletionsdidt 30 £ 5 ppb.

Statistische Auswertung
Die Auswertung der Daten erfolgte varianzanalytisch. Die Signifikanzen wurden mit Hilfe

des multiplen t-Testes bestimmt. Die +-Werte stellen die jeweiligen Standardabweichun-
gen der Einzelwerte dar.

3 Ergebnisse

Die Muttertiere Py aus der Depletions- und der Kontrollgruppe zeigten bis zu dem Tag, an
dem ihre Jungen (F|-Generation) abgesetzt wurden, keine unterschiedliche Lebendmas-
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scentwicklung. Auch das Geburtsgewicht der jungen Ratten der Fj-Generation war zwi-
schen den beiden Gruppen nicht verschieden. Es betrug in der Depletionsgruppe 6.3 =+
0.4 g (n = 22) und in der Kontrollgruppe 6.4 £ 0.4 g (n =22). Wihrend der Siugezeit je-
doch war die Entwicklung der Lebendmasse der jungen Ratten von den Depletionsmiittern
im Vergleich zu denen der Kontrollmiitter stets verlangsamt, so daff am Lnde der Saugezeit
(Absetztag) eine Gewichisdepression von 11% resultierte (p < 0.025). Dabei betrug am
Absetztag die durchschnittliche Lebendmasse der Ratten aus der Depletionsgruppe 37.7 =+
6.1 g und die der Ratten aus der Kontrollgruppe 42.7 + 6.8 g. Die Lntwicklung der Le-
bendmasse dieser Ratten der F;-Generation vom Wurftag bis zum Absetztag ist in Abbil-
dung 1 dargestellt. Durch weitere Depletion der abgesetzten Ratten bis zum 38. Lebenstag

konnte die Gewichtsdifferenz erwei-

47 tert werden. Dic Entwicklung der
7 Kontrolitiere _./ Lebendmasse der Ratten vom Ab-
404 setztag bis zum 38. Lebenstag ist in
381 Abbildung 2 dargestellt. Am 38. Le-
3 1 benstag betrug die durchschnittliche
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P gruppe bei 3.9 g und in der Kontroll-
pEEh gruppe ber 5.0 g. Demnach war das
5 8 Wachstum Pb-depleticrter Ratten um

164 22% reduziert (p < 0.001).
141 Dic Neugeborenen der T'5-Gene-
124 ration aus Depleuons- und Kontroll-
104 gruppe zeigten ebenfalls kein unter-
8 schiedliches Geburtsgewicht, Es be-
6l trug in der Depletonsgruppe 5.9 +
0.5g (n = 34) und in der Kontroll-
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Alter [Tagel Im  Depletion-Repletion-Versuch
Abb. 1. Lebendmasseentwicklung junger Ratten der konnte bei Ratten, dic nach dem Ab-
I';-Generation vom Wurflag bis Absetztag setzen repletiert wurden, im \er-

gleich zu den Depletionstieren cin
verbessertes Wachstum erzielt werden (Abbildung 3). Im Alter von 29 Tagen lag dic durch-
schuittliche Lebendmasse der Depletionstiere bei 62.3 £ 4.3 g und dic der Repletionsticre
um 12% hoher bet 70.6 = 5.7 g (p < €.001).

Im Uberkreuzversuch verlief die Entwicklung der Lebendmasse bei den Ratten der vier
Gruppen vom Wurfrag bis zum 16. Lebenstag dhnlich. Am 16. Lebenstag war dann eine
Abnahme in der Lebendmasse bei den Tieren, die von der Depletionsmutter gesiugt wur-
den (Gruppen DD und DK), zu beobachten. Ab diesem Wachstumseinbruch verlief dann
die Entwicklung der Lebendmasse der Ratten, dic von der Depletionsmutter stammten und
auch von ihr aufgezogen wurden (Gruppe DD), stets langsamer als bei den Ratten der an-
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deren Gruppen (DK, KK, KD),
wihrend sich die Ratten, die von
der Kontrollmutter stammten, je-
doch von der Depletionsmutter ge-
siugt wurden (Gruppe DK), rasch
erholten. Die Entwicklung der Le-
bendmasse dieser Tiere vom
16. Lebenstag bis zum Versuchs-
ende ist in Abbildung 4 dargestellt.
Am Versuchsende lag dann die
durchschnittliche Lebendmasse der
Tiere der Gruppe DD um ca. 15%
unter der der Gruppe KK (p <
0.025) und ca. 8% unter der der
Gruppen KD und DK (p < 0.05).
Die durchschnittliche Lebendmasse
der einzelnen Gruppen am Ver-
suchsende gehen aus Tabelle 1 her-

vor.

Abb. 4. Entwicklung der Lebendmasse
der Ratten aus dem Uberkreuzversuch

Alter [Tagel

Tabelle |

vom 16. Lebenstag bis Versuchsende

Lebendmasse 30tigiger Ratten aus dem Uberkreuzversuch

(F,-Generation)

Versorgung in der Fotalzeit —

e . Depletion Kontrolle
Siugezeit |
Depletion -DD - —DK - 7
65.2 70.5
+ 7.1 + 6.7
(n = 5) (n = 6)
Kontrolle —KD- —KK-
69.8 76.0
*+ 7.6 + 6.8
(n =5 (n = 6)
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4 Diskussion

In fritheren Depletionsversuchen konnten mit einer Depletionsdiit, deren Pb-Konzentra-
tion 45 ppb betrug, himatologische Verinderungen an Ratten der T-Generation, deren
Miitter zusitzlich depletiert wurden, induziert werden (Rricnimayr-Lars u. KIRCHGESSNER
1981). Gleichzeitig konnten Anhaltspunkte fiir eine homoostatische Regulation fiir Blei
aufgezeigt werden. Diese Beeintrichtigungen der Funktionen des Stoffwechsels bei subop-
timaler Pb-Versorgung sowie das Bestreben des Organismus nach Homoostasie sprechen
fiir die Essendalitic von Blei. Der endgiiltige Beweis der Issentialitit eines Elements ist je-
doch erst dann erbracht, wenn bei mangelnder Zufuhr dieses Elements die Stoffwechsel-
vorginge soweit gestdrt werden, dal auch ein vermindertes Wachstum als primires Man-
gelsymptom resultiert.

Mit den vorliegenden Untersuchungen konnten erstmals experimentell Wachstumsde-
pressionen infolge unzureichender Pb-Versorgung mit einer Depletionsdiit, die 18 ppb Pb
enthielt, an Rawen ausgelost werden. Ein verzogertes Wachstum trat aber erst dann bei den
Versuchstieren auf, wenn bereits die Miitter eine Pb-arme Diiit erhielten. In der I'1-Gene-
ration war das Wachstum der jungen Ratten von Depletionsmiittern im Vergleich zu denen
der Kontrollmiitter wihrend der gesamten Saugezeit stets verlangsamt. Dies weist darauf
hin, daf§ die Pb-depletierten Miitter bereits Veranderungen im Stoffwechsel aufweisen, die
zu einer unvollstindigen Versorgung der saugenden Ratten fithren.

Die in der I'{-Generation beobachteten Wachstumsdepressionen bei Pb-depletierten
Ratten konnten in der I';-Generation reproduziert werden, sie traten jedoch in abge-
schwichter Form auf. Der Grund dafiir wiire bei der Depletionsdiit zu suchen, die fiir die
Muttertiere Py ab ca. 80 g Lebendmasse eine etwas hohere Pb-Konzentration in der Deple-
tionsdidt aufwies. Moglicherweise stellten sich die Versuchstiere auch auf die niedrige Pb-
Versorgung durch erhohte Verwertung und verminderte Ausscheidung ein. Dies konnte
beispielsweise fiir das Clement Zink in Depletionsversuchen an Kiihen aufgezeigt werden.
Nach anfinglicher negativer Bilanz zeigten die Kithe im fortgeschrittenen Depletionssta-
dium sogar eine letcht positive Zn-Retention (KircHGEssNER und Sciiwarz 1976).

In einem Uberkreuzversuch, fiir den jeweils die Hilfte der Wiirfe einer Depletions- und
einer Kontrollmutter am Wurftag untereinander ausgetauscht wurden, zeigten dicjenigen
Ratten am Versuchsende die geringste Lebendmasse, die sowohl ante partum als auch post
partum depletiert wurden (Gruppe DD). Mangelnde Pb-Versorgung erst ab der Geburt
reichte dagegen nicht aus, um dhnliche Wachstumseinbriiche zu erzielen. Junge Ratten ei-
ner ausreichend mic Blei versorgten Mutter, die jedoch ab der Geburt von einer Pb-deple-
tierten Mutter aufgezogen wurden (Gruppe DK), wiesen nimlich am Versuchsende eine
hohere Lebendmasse auf als Ratten, die auch bereits in der fotalen Phase depletiert wurden
(Gruppe DD). Dies dirfte ein Beweis dafiir sein, dafi bei den Nachkommen depletierter
Miitter insgesamt weniger Bler gespeichert wird.

Durch Repletion von Ratten einer mangelnd mit Blei versorgten Mutter infolge Auf-
zucht tber eine ausreichend mit Blei versorgten Mutter (Gruppe KD) erhshten sich im
Vergleich zu Ratten, die nach der Geburt weiterhin depletiert wurden (Gruppe DD), die
Wachstumsraten, sie waren allerdings nicht so hoch wie bei Ratten, dic bereits prinatal
mehr Blei speichern konnten (Gruppe KK). Auch im Depletion-Repletion-Versuch konnte
bei Tieren, die nach dem Absetzen repletiert wurden, im Vergleich zu ihren Geschwistertie-
ren, die weiterhin depletiert wurden, ein verbessertes Wachstum beobachtet werden.
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Aus dem Uberkreuzversuch lifit sich ableiten, dafl die Depletion wihrend der fotalen
Entwicklung der Ratten von entscheidender Bedeutung fir das Auftreten von Pb-Mangel-
symptomen ist, wihrend die Versorgung mit der Milch Pb-depletierter Miitter in der Siu-
gezeit eine geringere Rolle spielen diirfte. Der Depletionseffekt bei Foeten von unzurei-
chend mit Blei versorgten Muttertieren bestatigt auch die Vermutung, daf} bei diesen Mut-
tertieren bereits Schiden im Stoffwechse] durch mangelnde Pb-Versorgung auftraten.

Insgesamt konnten in drei verschiedenen Versuchsansitzen durch mangelnde Pb-Ver-
sorgung bei Ratten Wachstumsdepressionen mehrfach reproduziert werden. Somit ist das
Element Blei fiir ein optimales Wachstum unentbehrlich. Zulagen von Blei zur Depletions-
didt bewirken normale Wachstumsraten. Auch eine Repletion nach vorausgehendem Man-
gel fihrt zu einer Normalisierung des Wachstums. Verzogerungen des Wachstums infolge
einer Depletion an Blei sowie Normalisierung des Wachstums nach Zulagen von Blei diirf-
ten als Beweis ausreichen, dafl Blei fiir Wachstum und Stoffwechsel essentiell ist.

Zusammenfassung

In einem Generationenversuch wurde untersucht, ob bei ausreichender Pb-Depletion
Wachstumsdepressionen an Ratten induziert werden konnen. Zu diesem Zweck wurde
durch Auswahl und Reinigung von verschiedenen Diitkomponenten eine Depletionsdiit
von 18 £ 5 ppb Blei hergestellt. Der Kontrolldidt wurde 1 ppm Blei zugelegt.

Wachstumsdepressionen infolge einer Pb-Depletion traten bei wachsenden Ratten der
Fy-Generation, deren Muttertiere bereits mangelnd mit Blei versorgt wurden, auf. Am
Ende der Siugezeit lag die durchschnittliche Lebendmasse der Ratten Pb-depletierter Miit-
ter um 11% niedriger als die der Ratten von Kontrollmittern. Durch weitere Depletion
nach dem Absetzen reduzierten sich die Wachstumsraten Pb-depletierter Ratten im Ver-
gleich zu Kontrolltieren um 22 %.

In der F,-Generation konnten die Wachstumsverzogerungen infolge unzureichender
Pb-Zufuhr reproduziert werden. Auflerdem konnte gezeigt werden, daf} durch Repletion
sich das Wachstum normalisierte. In einem Uberkreuzversuch, fiir den jeweils eine Hilfte
der Wiirfe einer Depletions- und einer Kontrollmutter am Wurftag untereinander ausge-
tauscht wurden, konnte nachgewiesen werden, dafl fiir die Ausprigung von Pb-Mangel bei
Ratten von Depletionsmiittern die Fotalzeit entscheidend ist.

Insgesamt konnte somit durch diese Untersuchung die Essentalitit von Blei fiir Wachs-
tum und Stoffwechsel bewiesen werden.

Summary

Essentiality of lead for growth and metabolism

In an experiment over generations it was tested whether growth depression could be indu-
ced in rats by severe Pb-depletion. For this purpose, a depletion diet was composed of se-
lected and purified ingredients. The concentration of lead in this diet was 18 = 5 ppb. The
control diet was supplemented with one ppm lead.

Growth depressions were ascertained in rats of the f|-generation whose mothers had al-
ready been supplied with suboptimal lead quantities. At the day of weaning the weight of
rats from lead-depleted mothers averaged about 11% less than the weight of control rats.
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Continued depletion after weaning led to growth rates which were about 22% reduced in
comparison with control rats.

Growth depression as result of lead depletion could be reproduced in the f,-generation.
Moreover, a normalization of growth by repletion could be shown in a cross over experi-
ment, in which one half of the litters of a lead-depleted mother and of a control mother
were changed among one another at the day of birth, the fetal stage was shown to be deci-
sive for the manifestation of lead deficiency in rats from a lead-depleted mother.

Altogether, the experiments demonstrate the essentiality of lead for growth and meta-

bolism.
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