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Zusammenfassung

Mit Hilfe der Celluloseacetat-Elektrophorese kénnen Proteine des
Serums getrennt und der Albumin, a-, 8- oder 7y -Globulin Frakti-

DiagnostiSChe Bedeutung on zugeordnet werden. Das auf Celluloseacetat-Folie getrennte Se-

rumeiweif$bild kann dem Untersucher einen schnellen Uberblick

de]_‘ Serumprotein—Elektro— tiber absolute Konzentrationsinderungen und relative Verschicbun-

gen der Serumproteine zueinander erméglichen. Die Vorteile dieses

phorese auf Celluloseacetat_ Trennverfahrens liegen in der kurzen Untersuchungszeit, der einfa-

R . P chen Handhabung durch gebrauchsfertige Folien und Auftragstem-
f l b m f d pel sowie der geringen Menge von benétigtem Untersuchungsmate-
oli€ €1 er rial. Begrenzt wird die Aussage des Verfahrens durch die relativ gro-
be Trennung der Serumproteine. Die Vielzahl der verschiedenen

Corinna Flothow und E. Deegen Serumproteine wird je nach Tierart in 5 bis 10 Fraktionen unter-
teilt, so daf eine Aussage iiber Konzentrationsinderungen eines ein-
Klinik fiir Pferde, Tierirztliche Hochschule Hannover zelnen Proteins nicht méglich ist.

Obwohl die elektrophoretische Trennung von Serumproteinen auf
Celluloseacetat-Folie in der diagnostischen Medizin seit Jahren eta-
bliert ist, gibt es keine zusammenfassende Untersuchung iiber An-
wendbarkeit und Aussage dieses Verfahrens beim Pferd.

Unter Elektrophorese versteht man die Wanderung gela- An Hand von Literaturangaben und eigenen Untersuchungen
dener Teilchen in einem elekerischen Feld. konnte cine grobe Zuordnung verinderter Serumeiweiflbilder von
Mit Hilfe elektrophoretischer Verfahren kénnen Proteine Plerden zu bestimmten Krankheitstypen vorgenommen werden.

Die mogliche Aussage beschrinke sich allerdings auf Hinweise auf
das Stadium einer Erkrankung (akuc, subakut, chronisch), eventuell
beteiligte Organsysteme (Leber, Niere) oder auf Hinweise auf neo-

eines Gemisches auf Grund ihrer Ladung getrennt und ver-
schiedenen Fraktionen zugeordnet werden.

Jedes Serumprotein besitzt eine typische Ladung. Diese La- plastische Verinderungen. So kann die Celluloseacetat-Elektropho-
dungen bewirken unterschiedliche Wanderungsgeschwin- rese unter Beriicksichtigung der cher allgemeinen Aussage fiir den
digkeiten der Proteine im Trennmedium des elektrophore- Untersucher eine diagnostische Hilfe darseellen.

tischen Systems, was letztendlich zur Trennung des Gemi-

sches fithrt. Das Trennmedium besteht aus einer Pufferls- Schliisselwdrter:  Elektrophorese Celluloseacerat-Folie
i . Pferde Serumproteine
sung, deren Elektrolyte den Stromfluf§ bei relativer Kon- Erksankungen
stanz des pH-Wertes und der lonenstirke erst ermoglicht.
Der pH-Wert iibt einen direkten Einfluff auf die Ladung
der Proteine und damit auf RiChtung und GCSChWindigkeit Diagnostical Value of Serum-Celluloseacetat-Electrophoresis
der Wanderung aus. Werden z. B. die Proteine, wie bei der in Horses
S'erumproFelnelektrophorese auf Celluloscfacetat—Folie iib- Cellulose acetate electrophoresis is a method used to determine se-
lich, auf einen pH-\X/ert von 8,6 bzw. 9,2, je nach Wahl des rum proteins and separate them into Albumin, «-, 8- and
Trennmediums gepuffert, kann davon ausgegangen wer- v-globulin fractions. The densitometric trace of electrophoretic
den, daf die Proteine negativ geladen vorliegen und gleich- scan analysis is able to show changes in absolute quantity of serum

protein and changes of relative protein concentration between frac-
tions. Because of the ready-made cellulose acetarte strips it is an easy
to handle and rapid method of evaluating blood protein fractions.

gerichtet anodenwirts wandern.
An ein elektrophoretisches Trennverfahren werden zwei

wesentliche Forderungen gestellt. "Zum einen soll ein Another advantage of this analysis is the small quantity of serum
schneller, unter Umstinden grober Uberblick iiber das Pro- needed for examination. A disadvantage however is the limited abi-
teinmuster von Korperfliissigkeiten gewonnen werden, der lity of this method to separate serum protein. Dependent on the

species only five to ten fractions can be separated by cellulose aceta-
te electrophoresis. It is not possible to examine only one specific
protein and how its concentration is affected by disease.

Cellulose acetate electrophoresis has found widespread use as a dia-

dem Kliniker eventuelle Hinweise auf krankhafte Verinde-
rungen geben kann. Das Verfahren muff fiir die Rourine-
diagnostik also einfach, schnell und sicher zu handhaben

sein. Zum anderen kann das Verfahren fiir Wissenschaft gnostical aid in veterinary medicine. However there has been no
und Forschung wertvolle Erkenntnisse liefern, wenn eine comprehensive study of its diagnostical value with respect to equine
méglichst genaue und feine Differenzierung der Protein- medicine. By means of reports from other sources and the author’s

own analyses it was possible to divide abnormal equine electropho-

fraktionen bzw. ,Spots“ erfolgt. ) . . ‘ e .
retic serum protein profiles into an approximate classification of di-

Eine MOghChkClt die Qualicit der Proteintrennung zu be- seases based on changes in serum protein concentrations.

einflussen, llegt in der Wahl des Tr'aigers. Ein Tr'dger stabili- Cellulose acetate electrophoresis is useful as a diagnostical aid in the
siert das Trennmedium mechanisch, ohne die Proteintren- differentiation of chronic and acute inflammatory diseases. It can
nung u beeinﬂussen und erméglicht reproduzierbare also provide information on the existence of malignant cancer and

possibly afflicted organs (liver, kidneys).
Cellulose acetat electrophoresis is a helpful additional laboratory
technique which shows serious changes in serum protein.

quantitative Aussagen. Die Trigerelecktrophorese hat mit
Einfithrung der Papierelektrophorese die klassische, triger-
freie Elektrophorese weitestgehend abgelsst.

Heute stehen mit Trigern wie der Celluloseacetatfolie Keywords: Electrophoresis Cellulose accrate
(CAF), Agarosegel, Polyacrylamidgel oder Agargel Systeme Horses Serum protein
zur Verfiigung, die wesentlich kiirzere Laufzeiten als die Pa- Diseases

pierelektrophorese benstigen.

Pferdeheilkunde 10



58 Serumprotein-Elektrophorese
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Abb. 1a: Auf Celluloseacetat-Folie elektrophoretisch getrenntes
Serumprotein eines klinisch gesunden Pferdes. Die auf der Folie
fixierten Proteine sind durch proteinspezifische Farbung mit Pon-
ceau Rot zu erkennen. Zur Orientierung dient das Albumin an der
Anode, dessen hohe Konzentration durch die starke Anfarbung
deutlich wird (eigene Untersuchung, 1993).

Fig. 1a: Ponceau Red stained and cleared celluloseacetate strips
of serum protein of a clinically normal horse after electrophoretic

seperation . The high concentration of albumin (strong colouring)
on the anodic side serves as an orientation point (authors exami-
nation, 1993) .

Bei den erwihnten Trigern kommt es, wie oben beschrie-
ben, nur durch Ladungsunterschiede der Proteine zur Auf-
trennung derselben. Daneben gibt es Triger wie Stirkegel
oder Polyacrylamidgel, bei denen zusitzlich ein Molekular-
siebeffekr eintritt. Bei diesen Trigern kommt es neben der
Trennung durch Ladungsunterschiede weiterhin zur Tren-
nung auf Grund von Gréfle, Gestalt und Gewicht der Ei-
weifdstoffe, bedingt durch Porengréfle und Hohlraumvolu-
men des Gels.

Ein genaues, aber aufwendiges Verfahren stellc die
Immunelektrophorese als Kombination von Elektrophorese
und Agargelprizipitation dar. Bei diesem Verfahren wird
nach der elektrophoretischen Auftrennung ein definiertes
Immunserum parallel zur Wanderungsrichtung der Protei-
ne aufgetragen. Dieses diffundiert im Gel und wird nach
der Reaktion mit den Proteinen als Prizipitationslinic
sichtbar und quantifizierbar.

Serumprotein-Elektrophorese auf Celluloseacetatfolie

(CAF)

Wie schon erwihnt, gehért die Celluloseacetatfolien-Elek-
trophorese (CAE) zu den Trigerelektrophoresen ohne Mo-
lekularsiebeffeke. Das Hohlraumvolumen und die Poren-
grofle der Folien gestatten den Proteinen eine freie Wande-
rung im Trennmedium.

Die Celluloseacetatfolien-Elektrophorese besteht aus fol-
genden Teilschritten:

1. Gewinnung der Serumproben

2. Applikation definierter Serummengen an der kathoden-

Abb. 1b: Elektropherogramm aus Abb. 1a, das durch Integration
der photometrisch ermittelten Fraktionskonzentrationen als Ex-
tinktions-Orts Kurve dargestelit ist.

Fig. 1b: Densitometric trace of electrophoretic scan analysis of
the same serum as Fig. 1a, determined with a densitometer
equipped with an integrator.

nahen Seite der puffergetrinkten Celluloseacetatfolie in
der Trennkammer
3. Elektrophoretische Trennung der Proteine
(hier mit einer Spannung von 200 Volt iiber 30 Minu-
ten)
4. Fixierung und Firbung der getrennten Fraktionen
Photometrische Auswertung und quantitative Bewer-
tung des Elektropherogramms;
Angabe der Proteinkonzentration der Fraktionen in
prozentualen Anteilen und durch Integration als Ex-
tinktions-Orts-Kurve;
nach Bestimmung der Totalserumproteinkonzentration
(2.B. durch Refraktometrie) erfolgt die Berechnung der
absoluten Proteinkonzentrationen der Fraktionen in
Gramm/Liter.
Abb. 1a zeigt ein mit diesem Verfahren erstelltes Elektro-
pherogramm eines klinisch gesunden Pferdes und dessen
Darstellung als Extinktions-Orts-Kurve (Abb.1b)
Der Vorteil der CAE liegt in der cinfachen Handhabung
durch gebrauchsfertige Folien und Auftragstempel, der
kurzen Untersuchungszeit (ca. 1 Stunde), sowie der gerin-
gen Probenmenge ( 5 ul ) . Problematisch ist die einheitli-
che und vergleichbare Fraktionseinteilung und die
Interpretation der Werte durch verschiedene Untersucher,
worauf spiter niher eingegangen werden wird.

N

Serumproteine und deren Verteilung in den Fraktionen

Die Proteine des Serums stellen ein heterogenes Gemisch
von nahezu 100 Proteinen dar (Liffler, Petrides 1985). Mit
der CAE kénnen je nach Tierart 5 bis 7 Fraktionen ge-
trennt werden. So muf§ jede Fraktion aus einem Gemisch
verschiedener Proteine bestehen. Fiir die Interpretation
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Abb. 2: Darstellung einer Extinktions-Orts Kurve humanen Se-
rums nach elektrophoretischer Trennung auf Celluloseacetat-Fo-
lie. Die einzeln beschriebenen Proteine wurden mit weiterfihren-
den Untersuchungen identifiziert und den elektrophoretisch ge-
trennten Fraktionen zugeordnet. Obwohl langst nicht alle Serum-
proteine aufgefUhrt sind, wird doch ein Eindruck der Vielfalt der
Fraktionszusammensetzung vermittelt (Thomas, 1981).

Fig. 2: Normal cellulose acetate electrophoretic profiles of human
serum proteins. Identification of solitary proteins within the cellulo-
se acetate separated fractions was done with more specific ana-
lyses . It is shown that every fraction contains a variety of different
proteins (Thomas, 1981) .

und Beurteilung des Elektropherogramms ist es notwendig,
die Proteinzusammensetzung der Fraktionen zu kennen,
um bei Verinderungen Riickschlisse auf die Art des
Krankheitsgeschehens ziechen zu kénnen. In der Human-
medizin sind solche qualitativen Bestimmungen mittels
Aussalzung, Chromatographie, Gelfiltration, Ultrazentrifu-
gierung, Elektrophorese und immunchemischer Methoden
schon frith durchgefiihrt worden (Wuhrmann und Wunder-
ly 1952, Hitzig 1963, Englhardr 1974, Kawai 1973). So
konnten fast 40 fiir den Kliniker bedeutende Proteine nach
ihrem relativen Molekulargewicht, ihrer Sedimentations-
konstante, ihrem isoelektrischen Punkt und ihrer elektro-
phoretischen Mobilitdt getrennt, identifiziert und ihre
Normkonzentration im Serum bestimmt werden.
Abbildung 2 (7homas 1981) zeigt die Extinktions-Orts
Kurve menschlicher Serumeiweifistoffe nach elektrophore-
tischer Trennung auf Celluloseacetat-Folie mit entspre-
chenden Proteinen. Diese Proteine wurden mit Hilfe weite-
rer Verfahren identifiziert und den entsprechenden Fraktio-
nen zugeordnet. Die biologischen Funktionen der meisten
Proteine sind bekannt und lassen sich weitestgchend auf
die analogen Proteine unserer Haustiere iibertragen. Die
Verteilung im Elektropherogramm zeigt allerdings je nach
Tierart einige Abweichungen, so daf§ eine Bestimmung fiir
jede Tierart im einzelnen notwendig ist.

Beim Pferd untersuchten Makimura et al. (1974) die auf
Celluloscacetatfolie getrennten 7 Serumproteinfraktionen
von gesunden Pferden zusdtzlich mit einer Disk-Elektro-
phorese in Polyacrylamidgel, wobei 20 Fraktionen unter-
schieden werden konnten. Bei der Kombination mit im-
munchemischen Methoden konnten 20 antigenetische
Komponenten gegen Pferdeserum identifiziert und ihre
Laufstrecke in den einzelnen Fraktionen bestimmt werden.

Entsprechende Ergebnisse konnte auch Marthews (1982)
aufzeigen, der Pferdeserum in Agarosegel elektrophoretisch
trennte. Die Zuordnung von Alpha-2-Makroglobulin, IgG,
[gM, IgA, und IgG(T) wurde im Vergleich mit den Ergeb-
nissen der Austauschchromatographie von  Vaermann,
Querinjean und Heremans (1971) durchgefiihrt.

Diese Untersuchungen und Ergebnisse anderer Autoren
sind in Tabelle 1 zusammengestellt und stellen die auf CAF
abgrenzbaren Fraktionen der Serumeciwei§stoffe des Plerdes
mit den entsprechenden Proteinen sowie deren biologi-
schen Funktionen dar.

Wie schon erwihnt, kénnen mit der CAE nur Fraktionen
als ein Gemisch verschiedener Proteine, nicht aber die ein-
zelnen Proteine identifiziert werden. Deren Zuordnung ist
aus Arbeiten mit weiterfithrenden Untersuchungen ent-
nommen.

Physiologische Finfliisse auf die Serumproteinzasammen-
setzung

Obwohl Perk und Loeb! 1960 einen Anstieg der Totalse-
rumprotein- und der Globulinkonzentration sowie einen
Abfall des Albumins nach Gabe von Diethylstilbostrol bei
Kilbern und Hithnern nachweisen konnten, ist nach Anga-
ben von Hort (1968), Kirk (1975) und Pierce (1975) kein
Einfluf} des Geschlechts auf die Zusammensetzung der Se-
rumproteine nachzuweisen. Verinderungen der Serumei-
weiflkonzentrationen werden jedoch in Abhingigkeit vom
Alter beobachtet. Insbesondere wihrend des ersten Lebens-
jahres beschrieben Bauer et al. (1985), Ekman (1975) und
Morgan (1972) grofle Schwankungen im Gamma-Globulin
Bereich. Bauer bezeichnet die Celluloseacetat-Elektropho-
rese als geeignete Untersuchungsmethode fir die IgG-Be-
stimmung im Fohlenserum, wobei die Beta-2- und Gam-
ma-Fraktionen fiir die zu ermittelnde [gG-Konzentration
summiert werden sollten. Der heute vorhandene IgG-
Schnelltest fiir Fohlen ist jedoch weniger aufwendig und
zeigt gute Ergebnisse in kiirzerer Untersuchungszeit. Gene-
rell steigt mit dem Alter der Totalserumproteingehalt und
die Globulinkonzentration, wogegen der Albumingehalt
abnimmt (Blackmore 1977, Dimopoulus 1961, Salutini und
Biagi 1977). Die Verinderungen ab dem dritten Lebens-
jahr sind jedoch so gering, dafl sie mit der CAE kaum er-
faflt werden konnen.

Wihrend der Graviditit und der Laktation kann bei Stuten
ein geringeres Totalserumprotein nachgewiesen werden
(Gill et al., 1984). Dies mag durch den Gravidititsstref} be-
dingt sein. Larson und Kenndal (1957) beschreiben bei der
Kuh einen Anstieg von Totalserumprotein, Gamma- und
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60 Serumprotein-Elektrophorese

Tab. 1: Biologische Funktionen und elektrophoretisches Wanderungsverhalten der Serumproteine des Pferdes
) . n
Fraktion Protein Autor (Pferde)
Albumin Braend 290 - Transport wasserunldslicher Substanzen
Efremov, 1965 — Erhalt des kolloidosmotischen Druckes
a-1-Globulin Orosomucoid Erikson, 1975 — unbekannt
a-Lipoprotein Hort, 1968 - Lipidtransport im Blut
a-2-Globulin Haptoglobin Matthews, 1982 50 - bindet Hamoglobin
Coeruloplasmin Okumura, 1980 180 — Kupfertransport
— oxydiert Fett (Bindung Apotransferrin)
a-2-Makroglobulin Erikson, 1975 - bindet Insulin, Trypsin, Plasmin
(Enzyminaktivierung)
a-Fetoprotein Lock, Mock, — bindet Ostrogen
Morgan, 1976 — erhdht bei Lebererkrankung
- B-1-Globulin Transferrin Ek, 1970 50 — Eisentransport im Blut
(schnell wandernder Phenotyp) wirkt bakteriostatisch
Pra-B-Lipoprotein (VLDL) Matthews, 1968 30 — Lipidtransport im Blut
B-2-Globulin B-Lipoprotein (LDL) Matthews, 1968 30 — Lipidtransport im Blut
Hamopexin Kaneko, 1980 — bindet freies Ham fur Transport zum
Abbau in die Leber
Transferrin (langsam Ek, 1970 50 — Eisentransport im Blut
wandernder Phenotyp) wirkt bakteriostatisch
lg G(T) Makimura, Tomoda, 45 — Antikdrper gegen Toxine und
Usui, 1975 infektidse Antigene
y-Globuline IG M (wandert in Makimura, Tomoda, 45 — Antikérper gegen korpuskulare Antigene
B-2- und a- Globulin) Usui, 1975 - Komplementaktivierung
g A Makimura, Tomoda, 45 — Antikérper zum Schutz der Schieimhaute
Usui, 1975 — aktiviert Komplement ,alternativ”
lg G Makimura, Tomoda, 45 - Antikérper gegen Toxine und geldste
Antigene
- Ag-Ak-Komplexe aktivieren Komplement

Beta-2-Globulinen ab dem 2. Monat ante partum mit ei-
nem Maximum um einen Monat a. p., der jedoch kurz vor
der Geburt rapide abfillt. Es kann davon ausgegangen wer-
den, daf} dieser Abfall mit dem Ubertritt der Immunglobu-
line in das Kolostrum zusammenhiingt und beim Pferd ent-
sprechend ablduft.

Die Fiitterung hat nur geringen Einfluff auf die Zusam-
mensetzung der Bluteiweilkorper (Pierce 1975, Olschewski

1969). Erst bei totaler Futterrestriktion iiber einige Tage
konnten Baetz und Pearson (1972) bei Ponies einen Anstieg
von Alpha-1-Globulin und B-Lipoprotein feststellen. In-
wieweit dies auch auf Pferde zutrifft, muff noch iiberpriift
werden.

Einen saisonalen Zyklus fiir Totalserumprotein, Alpha-2-
und Beta-1-Globulin konnte Gill et al (1985) fiir alle Pfer-
de nachweisen, fiir Albumin nur bei tragenden Stuten und
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Pferden bis in das zweite Lebensjahr, fiir Gamma-Globulin
nur bei Stuten und fiir Alpha-1-Globulin nur bei nicht-
graviden Stuten. Olschewski konnte 1969 an tragenden Stu-
ten ein Maximum der Totalserumprotein- und Gammaglo-
bulinkonzentration im Januar, der Albumine im Februar,
der Alpha-Globuline von Mirz bis Mai und der Beta-Glo-
buline im Mai feststellen.

Strefd jeder Art fithrt zu einem erhéhten Umsatz, was sich
in einem Abfall von Albumin und einem Anstieg von Al-
pha-2-Globulin zeigt (Kaneko 1980).

Normwerte des Serumeiweifibildes beim Pferd

Untersuchungen der elektrophoretisch ermittelten Serum-
proteinprofile verschiedener Tierarten haben ergeben, dafl
trotz individueller Schwankungen jede Tierart cine ty-

pische Verteilung und Anzahl von abgrenzbaren Fraktionen
besitzt (Green et al. 1982, Kaneko 1980). So ist es fiir die
diagnostische Anwendung der CAE notwendig, speziell
fir die jeweilige Tierart entsprechende Normwerte zu er-
mitteln.

Normwertangaben aus Untersuchungen verschiedener Au-
toren sind in Tabelle 2 aufgefiihrt. Auffillig ist die Varia-
tion der ermittelten Werte, sowie deren Interpretation
durch die Autoren. Besonders deutlich wird dies in der un-
terschiedlichen Fraktionseinteilung der Elektropherogram-
me, wie die Norm-Extinktions-Orts Kurven verschiedener
Autoren (Abb. 3) zeigen. So reicht die Anzahl der von den
zitierten Autoren unterteilten und benannten Fraktionen
von 4 (Yamaoka 1971) bis 10 (Bierer 1969). Weiterhin ge-
ben einige Untersucher die Werte der Fraktions-
konzentrationen als prozentuale Anteile des Serumge-
samteiweifles (Tabelle 2a), andere dagegen als absolute
Konzentrationen, errechnet aus der Gesamteiweiflkonzen-

Tab. 2a: Prozentuale Anteile der Proteinfraktionen am SerumgesamteiweiB bei klinisch gesunden Pferden

n
Autor (Pferde) | Albumin a-Globulin B-Globulin y-Globulin
Yamaoka, 1971 59 56,00 12,90 19,30 11,50
+4,48 +1,82 +3,83 +2,75
al a2
Ek, 1970 50 47,30 4,30 9,90 19,50 19,00
+4,00 +1,10 +1,90 +2,90 +3,30
al o2
Coffmann, 1968 20 47,00 14,00 13,00 9,00 17,00
al a2 B1 B2
eigene Unter- 82 56,12 2,95 7,49 9,39 7,45 17,16
suchung, 1993 +3,62 +0,64 +1,06 +2,13 +2,10 +2,86
alA alB a? B1 B2
Nahani, 1977 100 38,10 2,90 3,70 10,30 11,30 8,20 25,50
+0,60 || £9,00 =£1,40 +1,70 +2,00 +0,00 +3,70
Massip alA alB a2 B1 B2
Fumiere, 1974 98 45,40 4,60 2,80 13,20 13,20 7,70 13,50
alA alB a2A a2B B1 B2A B2B 1 y2
Bierer, 1969 10 43,00 2,22 3,12 12,8 5,61 11,90 3,45 3,69 12,10 2,18

Die prozentualen Normwertangaben der auf Celluloseacetat-Folie elektrophoretisch getrennten Serumproteine des Pferdes beziehen

sich auf die Serumgesamteiweikonzentration.
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Tab. 2b: Absolute Serumproteinkonzentrationen bei klinisch gesunden Pferden

Autor n TP Albumin a-Globulin B-Globulin y-Globulin
(Pferde) [9/] [9/1] [9/] (o] [o/]
al a?
Chabchoub,1993 18,00 68,70 32,00 3,00 7,00 17,00 10,00
+6,10 +6,00 +1,20 +1,70 +2,30 +£2,30
al a? B1 B2
eigene Unter- 82,00 63,60 35,77 1,79 4,79 6,05 4,86 11,28
suchung, 1993 +4,40 +2,60 +0,40 +0,90 +1,60 +£1,50 +2,30
al a? B1 B2
Matthews 9,00 64,70 31,40 1,90 6,50 9,20 5,70 10,00
Kaneko, 1966 +2,80 +2,40 +0,26 +1,30 +3,00 *1,10 +1,40
al a? B1 B2
Blackmore, 1977 98,00 72,00 28,00 5,20 10,30 9,80 7,30 9,90
+6,00 +3,00 +0,90 +1,80 +250 £1,90 +3,10
alA alB a2 B1 B2
Kirk,1975 14,00 75,30 27,00 3,00 2,10 8,20 12,70 8,20 14,10
+1,60 +0,60 +0,20 0,20 0,80 +1,10  £0,60 +0,60

Die Angaben in Gramm/Liter wurden aus der GesamteiweiBkonzentration des Serum berechnet.

tration (Tabelle 2b), an. Dies erschwert zusitzlich den Ver-
gleich der Angaben. So bieten Normwertangaben aus der
Literatur eine Orientierung, sollten aber nicht bedingungs-
los als Referenzwerte iibernommen werden. Vielmehr emp-
fiehlt es sich fiir jeden Untersucher, eigene Normwerte und
entsprechende Extinktions-Orts Kurven mit dem ihm zur
Verfiigung stehenden Gerit zu ermitteln.

Berurteilung auf Celluloseacetat-Folie (CAF) getrennter
Elektropherogramme

Aus den oben genannten Uberlegungen wird deutlich, daf§
die Fraktionseinteilung mit Hilfe der Extinktions-Orts
Kurve an erster Stelle fiir die Beurteilung steht.

Zur ersten Orientierung schligt Kaneko (1980) vor, den
Mittelpunkt des Elektropherogramms zu bestimmen, der
zwischen bzw. nahe der Abgrenzung von a2 zu B1 liegt.
Dieser Fixpunkt und das Wissen iiber die bei der entspre-
chenden Tierart normalerweise vorkommende Anzahl der
Fraktionen erméglicht dem Untersucher cine Einteilung

und Benennung des Elektropherogramms. Osbaldiston
(1972) benutzt die relative Migrationsstrecke der Proteine
zur Identifizierung der Fraktionen, wobei die Wanderungs-
strecke des Albumins vom Applikationsort als Bezugspunkt
bzw. als 100 % dient. Mit den eingeteilten und benannten
Fraktionen der Extinktions-Orts Kurve kann der Untersu-
cher einen schnellen Uberblick iiber Verschiebungen der
Fraktionskonzentrationen und absolute Konzentrationsin-
derungen der Serumproteine bekommen. Weicht die Kurve
von der Normalkurve ab, sollte auf folgende Verinderun-
gen geachtet werden (nach Thomas, 1981) :
— anomale Wanderungsgeschwindigkeit einer Fraktion
— Fehlen einer oder mehrer Fraktionen
— abweichende Form der Fraktionsgipfel
(z. B. asymmetrisch, einseitig spitz, rund, usw.)
— anodische und/oder kathodische Basisverbreiterung
einer Fraktion
— Schulterbildung
— Extra- und/oder M-Gradienten
Extragradienten sind Proteingipfel, die sich zusitzlich zu
den bei der jeweiligen Tierart typisch vorkommenden Frak-
tionen ausbilden. Sie kénnen zwischen zwei normal vor-
kommenden Proteinfraktinen liegen und damit die Anzahl
der Fraktionen erhshen oder direkt einer Proteinfraktion
aufsitzen und die Fraktionsanzahl konstant erhalten. Da ih-
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Abb. 3 a-f: Normkurven von auf Celluloseacetat getrennten Seren
Klinisch gesunder Pferde von verschiedenen Autoren erstellt,
Auffallig ist die unterschiedliche Beurteilung der Elektrophero-
gramme, d. h. die unterschiedliche Fraktionseinteilung je nach Au-
tor bzw. Untersuchung.

re Ursache in der extremen Vermehrung eines speziellen Se-
rumproteins liegt, stellen sich diese Gradienten in der Re-
gel als schmalbasiger Peak dar. Bei Erkrankungen wie Hy-
perlipoproteinimie, Himoglobinimie oder Myoglobini-
mie kann es zur Ausbildung solcher Extragradienten kom-
men. Ist das betroffene Protein ein Immunglobulin oder
ein Bruchstiick desselben, wird der Peak als M-Gradient
(Myelom, monoklonal) bezeichner.

Fig. 3 a~f: Normal celluloseacetate electrophoretic profiles of
equine serum proteins examined by different authors. The diffe-
rence in reported values is due to variation in where lines are dra-
wn to demarcate a-, 8- and y- globulin fractions.

Zuordnung der verinderten Serumeiweiflbilder des Pfer-
des zu Krankheitstypen

In der Humanmedizin teilten Wihrmann und Wunderly
schon 1952 Dysproteinimien nach ihrem Vorkommen bei
speziellen Erkrankungen sogenannten Konstellationstypen
bzw. Krankheitstypen zu.
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Als Kriterien fiir die Einteilung dienten vor allem die durch
elektrophoretische Trennung kenndich gemachten Verin-
derungen des Serumeiweiflbildes. Dabei wurden insbeson-
dere absolute Konzentrationsinderungen der Proteine, pro-
zentuale Verschiebungen der Proteinfraktionen zueinander
und Verinderungen der SerumgesamteiweifSkonzentration
beachter.

Die bei den Krankheitstypen angegebenen Beispiele aus Li-
teratur und eigenen Untersuchungen zeigen, daf§ sich viele
Erkrankungen beim Pferd mit entsprechenden Verinde-
rungen der Serumproteinkonzentrationen diesem Schema
zuordnen lassen. Bei den beschriebenen Fillen unserer ei-
genen Untersuchungen wurden die Diagnosen durch pa-
thologische, rontgenologische, endoskopische oder weitere
Laboruntersuchungen gesichert.

1. Typus der akuten Entziindung:

Bei dem Elektropherogrammm eines Pferdes mit einer aku-
ten Entziindung liegt die Gesamteiweiflkonzentration an
der oberen Grenze des Normalbereiches, die Fraktion der
Alpha-Globuline ist deutlich erhsht, wogegen die Albu-
minkonzentration vermindert ist. Ein Beispiel fir diesen

Typus zeigt Abb. 4.

2. Dypus der subakut-chronischen Entziindung

Bei diesem Typus ist bei eciner unverinderten
GesamteiweifSkonzentration die der Albumine leicht ver-
mindert. Die Gamma-Globulin- und eventuell die Alpha-
Globulin-Fraktion sind entsprechend erhoht. Coffimann
(1968) und Gerber (1980) (Abb. 5) beschreiben bei nach-
gewiesener, chronischer Equiner Infektigser Animic eine
Zunahme der Gamma-Globuline und eine Abnahme der
Albumine. Eine Zunahme der Gamma-Globuline bei chro-
nisch-obstruktiver Bronchitis wird von Chabchoub (1993)

Albumin a (1 B2 Y

Abb. 4: Typus der akuten Entzindung bei einer dreijahrigen Stute
mit eitriger Arthritis und Peritonitis (eigene Untersuchung, 1993).

Fig. 4: Electrophoretic profile of serum proteins of a three year old
mare with purulent arthritis and peritonitis as an example for acute
inflammatory diseases (authors examination, 1993).

erwihnt und konnte bei Patienten im Rahmen unserer Un-
tersuchung ebenfalls nachgewiesen werden (Abb. 6).

3. Dypus der Hepatitis

Bei einer akuten Erkrankung unter Mitbeteiligung der Le-
ber kommt es zu einem Anstieg der Beta-2- und Gamma-
Fraktion bei einer deutlichen Abnahme von Albuminen.
Das Gesamteiweil3 ist leicht vermindert. Ein Beispiel ist in
Abb. 7 (Kaneko 1980) dargestellt. Eventuell kann das Phi-
nomen des ,B-y -bridging“ beobachter werden (Kane-
£0,1980) (Abb. 8). Hierbei kann der Beta-2-Bereich nicht
mehr eindeutig vom Gamma-Bereich getrennt werden, was
durch einen Anstieg von IgM und/oder IgA hervorgerufen

werden kann.

Albumin o (1 B2 ¥

)

Albumin a1 @2 1 32 Y

Abb. 5: Typus der subakut-chronischen Entziindung bei einem
Fall von chronischer infektioser Anamie (Gerber, 1980).

Fig. 5: Electrophoretic serum protein pattern in a case of equine
infectious anemia as an example for chronic diseases
(Gerber, 1980).

Abb. 6: Erhdhung der Gamma-Globulin Fraktion bei einem Pferd
mit chronisch obstruktiver Bronchitis (eigene Untersuchung,
1993).

Fig. 6: An increase in y-globulins which characterize chronic in-
flammatory diseases in a case of chronic obstructive pulmonary
disease (authors examination, 1993).
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Abb. 7: Typus der Hepatitis (Kaneko, 1980).

Fig. 7: Typical electrophoretic profite of serum proteins of a horse
suffering from acute hepatitis (Kaneko, 1980).

4. Typus der Leberzirrhose

Bei vermindertem Gesamteiweifd kommrt es zu einer massi-
ven Abnahme der Albumine bei geringer Zunahme der
Gamma-Globulinkonzentration. Die Beta-Globuline sind
oft erhsht. Gerber (1980) zeigt einen Fall mit massiver Le-
berschidigung bei einem Pferd (Abb. 9).

5. Dypus des Okklusionsikrerus

Wiederum stellen sich die Albumine deutlich vermindert
dar. Die Alpha- Beta- und Gamma-Globuline nchmen
gleichmiflig zu bei normaler bis miflig verminderter Ge-
samteiweillkonzentration. Fiir diesen Erkrankungstypus
liegt fiir das Pferd keine Fallbeschreibung vor.

6. Typus des nephrotischen Systemkomplexes
Die Gesamteiweifl- wie auch die Albuminkonzentration ist
bei diesem Typus schr stark vermindert. Bei einer Vermeh-

Abb. 8: 3-y bridging bei einem Fall von Hepatitis (Kaneko, 1980).

Fig. 8: The phenomenon of B-y bridging in a case of acute hepa-
titis (Kaneko, 1980).

rung der Beta- und meist auch der Alpha-Globuline
kommt es zu einem Riickgang der Gamma-Globuline.
Auch hier muf8 leider auf ein Beispiel bei ciner anderen
Tierart, in diesem Fall beim Hund (Abb. 10) (Kaneko
1980) verwiesen werden.

7. Typus der malignen Tumore

Bei Erkrankungen die diesem Typus zugeordnet werden
koénnen, fillt die starke, ungeordnete Vermehrung der Glo-
buline insgesamt oder cinzelner Fraktionen bei niedrigen
Albuminwerten auf. Die Gesamteiweiflkonzentration liegt
im Normalbereich, kann aber bei lingerem Bestchen der
Krankheit erniedrigt sein, wie die beiden Beispiele unserer
eigenen Untersuchung aus Abb. 11 zeigen. Bei beiden Pfer-
den, die mit schwersten Allgemeinstorungen in die Klinik
eingestelle wurden, konnten metastasierende Magenkarzi-
nome festgestellt werden.

g1 B2 v

Albumin [e%

Albumin a1 23182771 Y2

Abb. 9: Typus der Leberzirrhose (Gerber, 1980).

Fig. 9: Electrophoretic profile of serum proteins of a horse with i-
ver cirrhosis (Gerber, 1980).

Abb. 10: Typus des nephrotischen Systemkomplexes beim Hund
(Kaneko, 1980).

Fig. 10: Electrophoretic serum protein pattern of a nephrotic syn-
drome in a dog (Kaneko, 1980).
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Abb. 11: Typus der malignen Tumore (eigene Untersuchung,
1993).

8. Typus des Gamma-Globulin-Plasmozytoms
Kennzeichnend ist eine hohe, schmalbasige Vermehrung
der Gamma-Globuline. Das Serumgesamteiweifd ist trotz
Verminderung der Alpha- und Beta-Globuline sowie der
Albumine stark erhsht. Beim Pterd ist wenig iiber Vorkom-
men monoklonaler Gammopathien bekannt. Cornelius et
al. (1959) berichten iiber Bence-Jones Proteinurie und
Plasmazelltumoren bei multiplen Myelomen, die durch ei-
nen monoklonalen Peak in der Gamma-Fraktion gekenn-
zeichnet sind. Schalm et al. (1974) beschreibt eine idiopa-
thische Gammopathie beim Pferd, bei der 73,2 % des er-
héhten Serumproteingehaltes (135 g/l) aus Gamma-Glo-
bulinen bestand (Abb. 12).

Es folgen nun einige Beispiele von Erkrankungen beim
Pferd, die sich nicht ohne weiteres in das humanmedizi-
nische Schema der Konstellationstypen von Wubrmann
und Wunderly einordnen lassen, die aber auf Grund ihrer
Bedeutung in der Pferdepraxis kurz dargestellt werden sol-
len.

Albumin o f31 B2 Y

Abb. 12: Typus des Gamma-Globulin-Plasmozytoms ( Schalm et
al., 1974).

Fig. 12: Electrophoretic serum protein pattern of a momoclonal
gammopathy in a horse (Schalm et al., 1974).

Fig. 11: Electrophoretic profiles of serum proteins of two horses
suffering from gastric cancer (author's examination, 1993).

Kombinierter Immundefekt (CID) als Beispiel fiir Storungen
des Immunsystems

Dieses autosomal-rezessive Erbleiden komme relativ hiufig
(bis 29%) beim Araberfohlen vor. Es geht mit einer Thy-
mushypoplasie einher und tritt klinisch durch erhshte In-
fektionsbereitschaft der Fohlen in Erscheinung. Bei den
elektrophoretisch  getrennten  Serumproteinen fillt die
niedrige Gamma-Globulinkonzentration auf. Abb. 13 zeigt
das von Kaneko (1980) beschriebene Proteinprofil eines
solchen Fohlens, das sekundir an Pneumonie erkrankt ist.
Strongylidose

Coffmann (1979), Patton et al. (1978) und Amborski
(1974) beschreiben einen Anstieg der Beta-Globuline und
einen Abfall der Albumine bei der natiirlichen und experi-

B

1

Albumin et a2 31 B2 Y

Abb. 13: Elektropherogramm eines Araberfohlens mit einem kom-
binierten Immundefekt (CID) und sekundarer Pneumonie (Kaneko,
1980). Neben der fUr das akute Geschehen der Pneumonie typi-
schen Erhdhung der Alpha-Fraktion fallt die geringe Gamma-Glo-
bulin-Konzentration auf.

Fig. 13: Electrophoretic profile of serum proteins of an arabian
foal suffering from combined immunodeficiency and pneumonia.
The increase in a -globulins is pathognomonic of acute inflamma-
tory disease and the decrease in y-globulins shows the immun-
odeficiency (Kaneko, 1980).
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Abb. 14: Elektropherogramm eines Ponies vierzehn Wochen
nach der experimentellen Infektion mit Strongylus vulgaris
(Patton, 1978).

Fig. 14: Electrophoretic profile of serum proteins of a pony expe-
rimentally infected with the Nematode Strongylus vulgaris (Patton,
1978).

mentellen Infektion mit Strongylus vulgaris (Abb. 14). Mit
immunchemischen Methoden konnte nachgewiesen wer-
den, dafl der Anstieg in der Beta-Region aus einer massiven
Vermehrung des IgG(T) resultiert.

Bei Fillen mit nachgewiesenem natiirlichen Strongyliden-
befall kam es auch nach unseren Beobachtungen zu einer
Konzentrationserhéhung im Beta-Bereich. Diese kann je-
doch mehr oder weniger ausgeprigt sein, so daff das Elek-
tropherogramm evt. keinen cindeutigen Hinweis auf eine

Infektion mit Strongyliden bietet (Abb. 15).

Enteritis als Beispiel fiir Proteinverlust

Bei Proteinverlust durch Nieren- oder Darmerkrankungen
wird von Irving (1966) cine Hypoalbuminimie beschrie-
ben. Auch Merritr (1976) hat bei 9 Pferden mic granulo-
matdser Enteritis niedrige Albuminwerte nachgewiesen. In-
teressant ist, daf§ die Globulinwerte bei den verschiedenen
Pferden von sehr niedrigen Werten bis zu leicht erhohten
reichen. Scrutchfield (1975) weist in diesem Zusammen-
hang auf die lingere Halbwertszeit von Albumin und Glo-
bulin im Vergleich zu anderen Serumproteinen hin. So
kénnen die Globuline insgesamt durch die hohere Synthe-
serate weniger erniedrigt sein als die Albumine.

Hufrehe

Edinger et al. (1992) zeigten bei 21 an Hufrehe erkrankten
Pferden ecine deutliche Abnahme der Alpha-1-Globulin
Fraktion und eine zum Teil gegenldufige Entwicklung der
anderen Fraktionen mit zunehmender Dauer des Krank-
heitsgeschehens auf. Yamaoka (1971) konnte diese Ent-
wicklung in einer Verlaufsuntersuchung ebenfalls zeigen.
Keine Verinderung stellte Kirk (1975) bei 2 Ponies mit
chronischer Hufrehe im Vergleich zu gesunden Ponies fest.

Abb. 15: Elektropherogramm eines Pferdes mit hochgradigem
Strongylidenbefall {eigene Untersuchung, 1993).

Fig. 15: Electrophoretic profile of serum proteins of a horse natu-
rally infected with the Nematode Strongylus vulgaris (authors ex-
amination, 1993).

Schlufifolgerungen

Wie aus der Einteilung in Anlehnung an die Klassifizierung
nach Wuhrmann und Wunderly und Abbildung 4 bis 15
deudich wird, kénnen zu einigen typisch verinderten Pro-
teinprofilen entsprechende Krankheitstypen zugeordnet
werden. Dabei muf§ aber beriicksichtigt werden, daff die
interindividuellen physiologischen Schwankungen der Se-
rumproteinkonzentrationen so grof§ sind, daf§ die Grenze
zum pathologisch verinderten Serumeiweiflbild schwierig
zu ziehen ist.

Ist eine deutliche Verinderung einer Fraktion erkennbar,
kann trotzdem héchstens ein Hinweis auf eine Erkran-
kung, in keinem Falle aber eine endgiiltige Diagnose abge-
lesen werden. Zuviele verschiedene Proteine, die bei der
gleichen Krankheitsform eventuell gegenliufige Konzentra-
tionsinderungen zeigen, sind in eciner Fraktion enthalten,
kénnen aber mit der CAE nicht einzeln identifziert wer-
den. Ein weiteres Problem bei der Beurteilung des Elektro-
pherogramms stellen subklinische Erkrankungen und ver-
schiedene Haltungsformen dar. Diese beeinflussen die Zu-
sammensetzung der Serumproteine, kénnen aber bei der
diagnostischen Anwendung dieses Verfahrens in der Pfer-
depraxis nicht erkannt und beriicksichtigt werden.
Aufgrund dieser Uberlegungen erscheint es sinnvoll, die
diagnostischen Erwartungen an die Celluloseacetatfolien-
Elekerophorese zu begrenzen.

Tabelle 3 gibt einige Krankheiten mit den entsprechenden
Verinderungen der Proteinfraktionen an, bei denen das
Elektropherogramm  diagnostisch nutzbare Hinweise lie-
fert.

Auch wenn die Celluloseacetatfolien-Elektrophorese der
Serumproteine des Pferdes keine endgiiltige Formulierung
einer Diagnose zuliflt, kann das Verfahren bei kritischer
Interpretation und unter Beriicksichtigung klinischer Erhe-
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Tab. 3: Typische Konzentrationsanderungen der Serumproteinfraktionen bei verschiedenen Erkrankungen des Pferdes

Erkrankung Alb. a-Globulin B-Globulin y-Globulin Gesamt-
eiweil3

~ akute Entziindung v AN - -- A

- chronische Entziindung v A - AN --

— maligne Tumoren A\ ANAN JAVAVAN AAN (V)

— Lebererkrankung \AAY -- A AA %

— Strongylideninfektion Vv A AN -- (V)

~ Immundefekt -- -- -- vV vV

— monoklonale Gammopathie \ v v AAN AANA

A = geringgradig erhoht v = geringgradig erniedrigt -- = keine Veranderung

AA = deutlich erhoht VYV = deutlich vermindert (A) = nicht verandert, evt. leicht erhoht

AAN = stark erhdht VVV = stark vermindert

bungen sowie weiterer Laboruntersuchungen eine diagno-
stische Hilfe darstellen und dem Untersucher cinen schnel-
len Uberblick iiber gravierende Verinderungen des Serum-
eiweif$bildes liefern.
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Corinna Flothow

Klinik fiir Pferde

Tieriirztlichen Hochschule Hannover
Bischofsholer Damm 15

30173 Hannover

Tel.: (0511)85670
Fax: (0511) 8567-688

Ultraschall fiir Tierarzte

Unser Gerdteprogramm, dessen Schallkopfe speziell fiir
die Anwendung bei GroB- und Kleintieren geschaffen
wurden.

ALOCA SSD-210 DX 1l /
Linearscanner mit hoher Auflésung, einfacher
Bedienung und hoher Mobilitat. Handlich

leicht (8 kg), schlanker Spezialschallkopf

5 MHz mit besonders langer Zuleitung (3 m)

fir die Gynékologie bei GroBtieren.

ALOCA SSD-500

flr die GroB- und Kleintierpraxis.

Linear-/Konvexsektor-Scanner, das tragbare
Gerat mit umfassenden Diagnostikieistungen

Gerne demonstrieren wir lhnen die
Leistungsfahigkeit unserer Gerate
in Ihrer Praxis! Rufen Sie uns einfach an.

[Eickemeyenr

Vet.-instrumente-Praxisbedarf

Telefon (07461) 7 20 54 - Telefax (07461) 15 740

EltastraBe 8 - D-7200 Tuttlingen

Pferdeheilkunde 10



