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Vergleichende Untersuchungen zur Bestimmung von Gesamtprotein und Albumin im Serum von

Mensch, Affe, Hund und Ratte
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Zusammenfassung: Serumalbumin wird mit vier verschiedenen Farbreagenzien (Proteinbindungsreagenzien) bei
Mensch und Tier bestimmt. Die Resultate werden mit den entsprechenden Ergebnissen aus Elektrophorese und
Biuretmethode verglichen, wobei Versatol als Standardserum dient. Bei der Albuminbestimmung mit 2-(4-Hydroxy-
azobenzol)-benzoesdure- und Bromkresolpurpur-Reagenz zeigen Affe (Rhesus), Hund (Beagle) und Ratte deutliche
Bindungsdifferenzen, wihrend die Bromkresolgriinmethode solche Differenzen nur bei der Ratte aufweist.

Die Albuminkonzentration ist bei Mensch, Affe und Ratte gleich hoch, der Totalproteingehalt hingegen nur bei

Mensch und Affe.

A comparative study of total protein and albumin in man, monkey, dog and rat employing different analytical

methods

Summary: In the present study, serum albumin was determined colorimetrically in three animal species and in man
with the help of four currently used dye-reagents (protein binding reagents). The results were compared with those
obtained from corresponding electrophoretic and biuret determinations, using Versatol as a standard-control through-

out. Using 2-(4-hydroxyazobenzene)-benzoic acid and bromocresol purple as reagent for the albumin determinations,
~ species-specific differences from the electrophoretic results were found. No such differences occurred with bromo-

cresol green, except in rats.

There was no significant difference in albumin concentrations between man, monkeys and rats. Total protein con-

centration was only similar in man and monkeys.

Einfiihrung
Fiir die Routinebestimmung von Serumalbumin stehen

uns heute im wesentlichen zwei Moglichkeiten zur Ver-
fugung, Elektrophorese und kolorimetrische Verfahren.

Letztere bedienen sich der Tatsache, dal Azofarbstoffe
wie z. B. 2-(4-Hydroxyazobenzol)-benzoesiure Bromkre-
solgriin, Bromkresolpurpur, Methylorange, Methylrot
und Spectu AB-2(1) mit Albumin, entsprechend dessen
Bindungskapazitit fiir diese Stoffe, Albumin-Azofarb-
stoffkomplexe bilden, die photometrisch bestimmt
werden konnen. Von diesen Farbstoffen hat in der Ver-
gangenheit 2-(4-Hydroxyazobenzol)-benzoesiure (2—5)
als Albuminreagenz die verbreitetste Anwendung ge-
funden. Dies mag natiirlich einer der Griinde sein,

da} man auch seine Nachteile am besten kennt:
schlechte Korrelation mit anderen Methoden, Inter-
ferenzen mit Bilirubin, Fettsduren und Arzneimitteln,
wie Salicylaten, Sulfonamiden und Penicillin (5—7),
sowie ,,Speziesunterschiede* (8—9). All diese Erkennt-
nisse waren gerade in letzter Zeit fiir verschiedene
Autoren Anla8, die Bromkresolgriin-Methode (1, 7, 10,
11, 12) und die Bestimmung mit Bromkresolpurpur
(13) zu empfehlen.
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Uber die routinemifige Verwendbarkeit letzterer
Methoden bei Laboratoriumstieren ist unseres Wissens
in der einschlédgigen Literatur nichts beschrieben. Ziel
vorliegender Arbeit ist es deshalb, diese bestehende
Liicke zu schliefen, aus Griinden der Qualitdtskontrolle
die wechselseitige Verwendung von Tier- und Human-
serum zu priifen, Speziesdifferenzen aufzuzeigen und
die fiir das Tierlaboratorium giinstigste Methode heraus-
zufinden. Auch steht im Hintergrund die Problematik
der Verwendung eines einheitlichen Standards bei ver-
schiedenen Spezies im Rahmen multipler Analysenver-
fahren. Auf mogliche Interferenzen mit Arzneimitteln
soll im Rahmen dieser Arbeit hingewiesen, jedoch in
praktischen Versuchen nicht eingegangen werden.

Es werden die vier bekanntesten Verfahren der Albu-
minbestimmung, Elektrophorese, 2-(4-Hydroxyazoben-
zol)-benzoesiure-Verfahren (mit und ohne Zusatz von
Detergenzien), Bromkresolgriin- und Bromkresolpurpur-
Methode, sowie die Proteinbestimmung mit Biuret-
reagenz, vergleichend bei verschiedenen Spezies unter-
sucht. Im nachfolgenden Text soll anstelle der ausge-
schriebenen Bezeichnungen die in Literatur und Rou-
tine gebriduchlichen Abkiirzungen verwendet werden:
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i i i i i ittels HABA-, BCG- und BCP-
. 1. Meth vergleich zwischen Elektrophorese und photometrischen Albummbestxmm}mgen mitte] A-,
Teb-1 }l;’:ag:::ign bgei Mensch, Affe, Hund und Ratte (Mittelwerte von §¢ und 59 pro Spezies + Standardabweichung)

Spezies Totalprotein Albumin (g/1) v
Elektro- HABA (ohne  HABA HABA (mit Bx:pngkxesol- Bromkroesol-
&/ phorese Detergenz) (mit Brij) Levor IV) griin purpur
. 323 11£2
Ratte 64 * 4 46 * 3 32*t 2 li*t 2 gg*t 3 ok ok * %k
!
Hund 582 313 1722 152 31+4 322 81
xR K% *K ¥ —_ —_ * Kk
‘ 42+ 2 473 38:4
Affe 74 + 3 47 +4 EZ: 2 i’l: 4 42 ¢ 38 :
Mensch 71+3 44 + 4 30t3 15«:3 45+ 3 46+ 5 3217

*: Signifikanz der Unterschiede zwischen photometrischer Albuminbestimmung und Elektrophorese (gleiche Spezies).

(*p <0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
®: Detergenzzusatz nach Vorschrift.

HABA fiir 2-(4-Hydroxyazobenzol)-benzoesiure, BCG
fiir Bromkresolgriin und BCP fiir Bromkresolpurpur.

Material und Methoden
Apparaturen

Blutzentrifuge (MSE); Technicon-Autoanalyzersystem mit einge-
bautem Eppendorf-Photometer (Einkanalsystem); Mikrophorese-
system (Cellogel als Triger); W+W-Schreiber 4201 mit Integra-
tor (Dr. Vaudaux, Basel); Zeiss-Scanner M4 QII.

Reagenzien

HABA-Dye (6 mmol/l) T 21-0179-07 (Technicon Genf); For-
maldehyd (3999, 370 g/kg!); Eisessig (90063); Natriumacetat
(6267); Natriumhydroxid (6498); Kaliumjodid (5043); Kalium-
natriumtartrat (8087); Kupfersulfat (2791); Bromkresolgriin
(8121); Bromkresolpurpur (3025); Brij-35 (Atlas Chemie,
Essen); Methanol (6009); 5,5-Didthylbarbitursiure (Na-Salz)
(6318); Ponceau S (Fluka 81460); Barbital (276); Levor IV
(Technicon Genf).

Methoden

Totalprotein wurde mit Biuretreagenz (14), Albumin mit
HABA- (4) (mit und ohne die Detergenzien Brij und Levor IV),
mit Bromkresolgriin- (12) und mit Bromkresolpurpurreagenz
(13), nach den Angaben der Literatur, am Autoanalyzer be-
stimmt. Die elektrophoretische Auftrennung von Serumeiweifs
fir die Albuminbestimmung wurde auf Cellogel bei 230 Volt
durchgefiihrt. Bei Mensch, Affe und Hund betrug die Laufzeit
21 Minuten; bei der Ratte mufdte diese zwecks besserer Auf-
trennung auf 30 Minuten verlingert werden. Die bei der Elek-
trophorese verwendete Pufferlosung enthielt im Liter 7,28 mmol
Didthylbarbitursiure und 49,5 mmol Na-Diithylbarbiturat

(pH 8,6); Farbelosung (Ponceau S), Entfirbe- und Transparent-
16sung wurden nach der Vorschrift der Firma Chemetron Milano
(fir Cellogel) hergestellt. Alle statistischen Berechnungen wur-
den mit dem t-Test nach Student durchgefiihrt.

Blutaufbereitung

Die Blutentnahme erfolgte je nach Eigenart der Spezies
* (56 und 59): beim Menschen (gesunde Probanden, 20—40 Jahre)
aus den Vena cubitalis, beim Affen (indische Rhesusaffen,

L]
1 Wenn nicht anders vermerkt, wurden Reagenzien p. a. der

Firma Merck Darmstadt verwendet.

‘ etwa 2—3 Jahre alt) aus der Vena saphena magna, beim Hund

(Beagles, 6—7 Monate alt) aus dér Vena brachialis und bei
SPF-Ratten (OFA-Sandoz, 8 Wochen alt) retroorbital. Das
Serum wurde durch 5 min Zentrifugieren bei 4000 g gewonnen.

Standard- und Kontrollserum

Als Standard- bzw. Kontrollsérum wurde Versatol der gleichen
Charge (Cosmopharm Ziirich) verwendet, auf welchem auch
alle Berechnungen von Protein- und Albuminwerten basieren.
Die Resultate wurden mit Hilfe von Standardkurven ermittelt
(vier Standards mit linear steigender Konzentration). Es wur-
den Doppelbestimmungen und daneben ,,Absolutmessungen‘
in Form von Extinktionsmessungen durchgefihrt.

Ergebnisse

Die auf Versatol als Standard basierenden photometri-
schen Ergebnisse der Albuminbestimmung bei vier Spe-
zies sind in Tabelle 1 mit den Resultaten aus Elektro-
phorese und Totalproteinbestimmung verglichen. Unter
den hier gewihlten Standardbedingungen fiilhren beim
Menschen nur die detergenzhaltigen HABA- und BCG-
Reagenzien zu gleichen Albuminwerten wie die Elektro-
phorese. Beim Hund stimmen die Ergebnisse der
HABA-Methode (in Anwesenheit von Lévor IV) und
die des BCG-Verfahrens mit den elektrophoretischen
Resultaten iiberein; beim Affen zeigen sich nur mit
BCG-Reagenz die gleichen Serumkonzentrationén wie
bei der Elektrophorese. Nicht iibereinstimmende Werte
liefern simtliche photometrischen Bestimmungen bei
der Ratte. (Bemerkenswert bei diesem Tier ist die
schon erwahnte geringere Wanderungsgeschwindigkeit
bei der elektrophoretischen Trénnung von Albumin
unter den mit den iibrigen Spezies vergleichbaren Be-
dingungen). Von der Elektrophorese vollig abweichende
Werte zeigt bei allen untersuchten Spezies die Bestim-
mung mit BCP-Reagenz.

Um auszuschliefen, daB es sich um Relativdifferenzen
(z. B. zum Standard) handeln kénnte, haben wir an
zehn Tieren pro Spezies, neben den Autoanalyzerverfah-
ren, manuelle Messungen mit steigenden Mengen Serum
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Abb. 1. Abhingigkeit der Extinktion von der Albuminkonzentration (ausgedriickt in ul Serum/5 ml Testansatz: 10, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90 x1/S ml). Die Messungen wurden aus einem Scrumpool von 10 Individuen/Spczies durchgefiihrt.

a) Bromkresolgriin-Methode

b) 2-(4-Hydroxyazobenzol)-benzoesiure-

¢) Bromkresolpurpur-Methode

Methode

e——o Hund
x——x Ratte

* Grenze der genauen Ablesbarkeit

(10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ul/S ml Reagenz-
16sung) durchgefiihrt und die Extinktion gemessen. Die
Absorptionskurven (Abb. 1) zeigen die gleichen Spezies-

unterschiede wie die auf Versatol basierenden Resultate.

Gleichzeitig kann aus dieser Darstellung der Linearitits-
bereich, die Wiederfindungsrate und die Reproduzier-
barkeit der Methode fiir die manuelle sowie fiir die me-
chanisierte Analyse herausgelesen werden.

Tab. 2. Vergleichsstudie mit Werten der Elektrophorese (Eph)
und BCG bei Ratten (8/9 = 1:1) zur Ermittlung eines
mittleren Fehlerquotienten (F) bzw. Faktors

o—o Affe
a——a Mensch

Die Ergebnisse bei Ratten veranlafiten uns zu weiteren
Vergleichsstudien zwischen BCG und Elektrophorese.
Es sollte untersucht werden, ob dieser Unterschied in
den Ergebnissen zwischen Elektrophorese und BCG-
Methode sich auch bei groBeren, verschiedenen Kollek-
tiven reproduzieren 1488t. Die Untersuchungsergebnisse
in Tabelle 2 zeigen, dal bei Ratten das Verhiltnis der
Resultate Elektrophorese zu BCG relativ konstant
bleibt (1,47 % 0,16).

Die in Tabelle 1 auftretenden Speziesunterschiede im
Totalprotein- und Albumingehalt veranlafiten uns, diese
Differenzen statistisch zu iiberpriifen. Mit Hilfe des t-
Testes wurden die Konzentrationsunterschiede von

Spezies zu Spezies getestet. Die mittleren Differenzen
sind in Tabelle 3 dargestellt. Danach ist der Albumin-
gehalt bei den Spezies Mensch, Affe und Ratte nicht

signifikant voneinander verschieden. Bei Totalprotein
andererseits zeigen nur Mensch und Affe vergleichbare
Konzentrationen.

Diskussion

n Albumin (g/1) Quotient
Eph/BCG
Elektrophorese®*  BCG* _
Xts Xts F + AF
30 44,4 + 33 31,4+ 2,9 1,42+ 0,13
20 48,6 + 3,7 31,2+1,8 1,56 £ 0,15
20 49,1 + 3,9 32,1+ 2,0 1,54 + 0,13
20 46,1 + 4,6 314+ 1,6 1,48+ 0,17
10 45,6 + 2,7 34,4+ 2,5 1,33+ 0,11
100 46,7 + 4,1 31,8+ 2,4 1,47+ 0,16
n: Anzahl der Tiere
*, in beiden Fillen liegt eine'Normalverteilung der Werte
vor (ber. aus 100 Werten versch. Tiere)
X +s: Mittelwert + Standardabweichung; F + AF: Mittlerer

Fehlerquotient + Standardabweichung.

Die Errechnung des Quotienten Eph/BCG erfolgte aus
den Einzelwerten von fiinf verschiedenen Serieunter-
suchungen, wobei die mittleren Fehlerquotienten der
einzelnen Serien, sowie der aus allen Einzelwerten er-
rechnete Wert, angegeben wird. Die Untersuchungen
wurden an verschiedenen Tagen durchgefiihrt.
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Automatisierung, Standardisierung und Qualitdtskon-
trolle zwingen den Analytiker heute, sich wieder mehr
mit methodischen Grundproblemen auseinander zu
setzen. Dies trifft um so. mehr zu, wenn man durch
den Einsatz multipler Analyzersysteme mit einheit-
lichem Standard- bzw. Kontrollserum arbeiten will.
Anstelle des fiir Bestimmungen an Menschen speziell
empfohlenen Albuminstandards (5, 6, 13) haben wir
aus eingangs erwdhnten Griinden die Verwendbarkeit
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Tab. 3. Statistische Untersuchungen auf Interspeziesdifferenzen
von Totalprotein und Albumin bei Mensch, Affe, Hund

und Ratte (t-Test).

Speziesvergleich Total- Albumin (g/1)

Protein

1:7))) Elektro- BCG

— phorese _

aAX X AX
Mensch—Ratte + 17 -2 - 1°
Signifikanz *kx - -
Mensch—Hund +13 +13 +14
Signifikanz *kk *%% *k %
Mensch—Affe -3 -3 -1
Signifikanz - - —
Affe—Ratte +10 -1 0®
Signifikanz *AK - -
Affe—Hund +16 +16 +15
Signifikanz *k ok : Kok ok * %k
Hund-Ratte - 6 -15 -15°
Signifikanz *kK *okk *dk

AX: Speziesunterschiede in der Eiweifl- bzw. Albuminkonzen-
tration.

bei Ratten, berechnet unter Verwendung des Fehlerquo-
tienten

Signifikanz der Speziesunterschiede:

*: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001.

e,

eines Humanserums (Versatol) als Standard fiir die
Albuminbestimmung bei verschiedenen Spezies ge-
testet. Seine allgemeine Anwendbarkeit wird je nach
Methode durch verschieden stark auftretende Protein-
bindungsspeziesdifferenzen eingeschrinkt. Dabei kenn-
zeichnet sich die Bestimmung mit Bromkresolgriin-
Reagenz als das universell anwendbare Verfahren mit
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den geringsten Speziesunterschieden (Ausnahme Ratte);
dies wurde bereits bestitigt durch dhnliche Ergebnisse
bei Schwein, Rind, Pferd, Kaninchen und Schaf (1).
Allgemein aber darf gesagt werden, daf} die Albumin-
bestimmung auf der Basis von Protein-Farbstoffkom-
plexen in der Beurteilung ihrer Ergebnisse problema-
tisch werden kann und daher besonders in Zweifels-
fillen auf spezifischere Methoden zur@ifkgegtiffen wer-
den sollte (z. B. immunologische Bestimmungen, sofern
die entsprechenden Voraussetzungen gegeben sind);
denn wenn; dhnlich wie bei gewissen Arzneimitteln, die
Anwesenheit mehrerer Stoffe im Blut sowohl eine gegen-
seitige Verschiebung aus der Eiweifibindung, als auch
eine gegenseitige Verstirkung der Proteinbindung zur
Folge haben kann (15), sollte auch im Fall der Albumin-
erfassung auf Proteinbindungsbasis an dhnliche Interfe-
renzmoglichkeiten gedacht werden. Die in Tabelle 1 dar-
gesteliten Unterschiede in den Ergebnissen der Albumin-
werte mit und ohne Zusatz von Detergenzien sprechen
im Fall der Albuminbestimmung mit HABA fiir shn-
liche Hemm- und Verstirkungsmoglichkeiten in der
Proteinbindung. Sie konnten moglicherweise auch von
substanz- bzw. detergenzbedingten Anderungen in der
Sekundérstruktur des Albuminmolekiils herriithren. Ob
und wie weit andererseits jedoch Zusitze von Stoffen
bzw. gewissen Detergenzien substanz- und spéziesbe-
dingte Bindungsinterferenzen generell auszuschalten ver-
mogen, mu} Ziel weiterer umfangréicher Untersuchun-
gen bleiben. Die Unterschiede im Totalprotein- und Albu-
mingehalt, sowie die Unterschiede in der Proteinbindung
der hier verwendeten, relativ jungen, jedoch geschlechts-
reifen Tiere decken sich mit den von uns seit Jahren in
der Routine gemachten Beobachtungen.
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