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1825 (Sauria: Agamidae)
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Abstract. As only little information about the blood chemistry of reptiles is available, a contribution for the establish-
ment of standard values of serum parameters from Uromastyx acanthinurus is given. The sera were tested for their con-
tents of total protein, glucose, triglycerides, cholesterol, uric acid, urea, creatinine, bilirubin, aspartate aminotrans-
ferase, alanine aminotransferase, -y-glutamyl-transferase, iron, and calcium. In a countercurrent electrophoresis the serum
proteins were separated according to their electrophoretic mobility. Additionally, the molecular masses of the proteins
were determined by a discontinuous polyacrylamid gel electrophoresis in the presence of sodiumdodecylsulfate. By
means of these techniques the albumin and the 7S-antibodies from the Spiny-tailed lizard sera were characterized.

Zusammenfassung. Seren von Afrikanischen Dornschwinzen (Uromastyx acanthinurus) wurden chemisch-
analytischen und elektrophoretischen Untersuchungen unterzogen um einerseits den Gehalt der Seren an esamtproteinen
und den wichtigsten klinischen Parametern zu messen und andererseits die Mobilitét der Serumproteine festzustellen.
Zusatzlich wurden die Molekulargewichte des Albumins und der Antikérper in einer SDS-PAGE bestimmt.

Einleitung

Die Bestimmung der klinisch-chemischen Parameter von Seren sowie die Quantifizierung der
Serumproteine stellen wichtige diagnostische Hilfsmittel in der Human- und, in zunehmen-
dem Malle, auch in der Veterindrmedizin dar. Bedauerlicherweise sind allerdings von den
meisten Reptilienarten, obwohl einige davon beliebte Zoo- und Heimtiere sind, kaum Daten
iiber die Serochemie und iiber die Immunbiologie bekannt. Wir haben daher versucht, die
Normalwerte bestimmter chemischer Parameter aus Seren von Afrikanischen Dorn-
schwinzen (Uromastyx acanthinurus) zu ermitteln, wichtige Proteine aus diesen Seren zu
isolieren und zu charakterisieren.
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Material und Methoden

Die zu unserer Untersuchung herangezogenen Dornschwiénze (Nr. 1-3, Angaben zu den Tieren
siche Tab. 1) kamen zwischen 1974 und 1979 als Jungtiere in unseren Besitz, vermutlich stam-
men sie alle aus Marokko. Seitdem wurden die Tiere in konventioneller Terrarienhaltung ge-
pflegt. Die Punktion erfolgte in der von Joger et al. (1986) beschriebenen Methode Anfang
Juli 1986. Die gewonnene Blutmenge schwankte zwischen 200 und 800 pl. Nach dem Zentri-
fugieren bei 200 g (10 min) wurde das Serum abpipettiert und bei 4° C gelagert. 20 pl Serum des
Tieres Nr. 2 wurde auf 1 ml mit Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS; 0,116 M, pH 7,2) aufge-
spiilt und mit Polydthylenglykol (PEG; a.m.u. 6 kDa) versetzt (Endkonzentration des PEG:
50%). Die gefallten Globuline wurden gesammelt, reprézipitiert, gewaschen und in 20 pl PBS ge-
16st. Mit den Seren und mit den geféllten Globulinen (Ig) wurden, soweit wie mdglich und sinn-
voll, folgende Untersuchungen durchgefiihrt:

1. Gesamteiweiflbestimmung:

Die Proteinbestimmungen wurden mittels des Protein Assays (Bio Rad. Lab., Wien, Oster-
reich) nach Vorschrift des Herstellers durchgefiihrt. Serumalbumin vom Rind wurde als Stan-
dard benutzt.

2. Klinisch-chemische Bestimmungen:

Die klinisch-chemischen Bestimmungen wurden in einem Zentrifugalanalyser (Cobas Mira, La
Roche, Wien) nach Vorschrift der Herstellerfirma und mit Reagenzien von La Roche durch-
gefiihrt. Es wurde der Glucose-, Triglyceride-, Cholesterin-, Harnsdure-, Harnstoff-, Creati-
nin-, Bilirubin-, Aspartat-Aminotransferase- (GOT), Alanin-Aminotransferase- (GPT), T-
Glutamyltransferase- (GGT), Eisen- und Calciumgehalt der Seren gemessen.

3. Bestimmung der Komplementaktivitét der Seren:

10 pl von jedem Serum wurden mit 100 pl des Hamolytischen Systems einer Komple- mentbin-
dungsreaktion (Hammelerythrozyten und komplementbindende, lysierende Kaninchenantikér-
per gegen diese roten Blutkorperchen, geeigneter Puffer; Hersteller: Hygiene-Institut der Uni-
versitit Wien) gemischt. Nach 60 min bei 37° C wurde die Reaktion mit freiem Auge abge-
lesen und beurteilt.

4. Serumelektrophorese (Gegenstromelektrophorese):

Die Serumelektrophorese wurde in einer in der Humanmedizin tiblichen Weise auf Cellulose-
acetatfolien mit Elektrophoresegeriten (Microzone Cell R-101, RD-2 Duostat) und Reagen-
zien der Fa. Beckmann (Wien) durchgefiihrt (Puffer: Barbitalpuffer pH 8,6; Laufzeit: 20 min
bei 23 mA const., 500 V). Die Proteine wurden mit Ponceau Rot gefarbt und die Intensitét der
Farbung mit einem R-112 Densitometer (Beckmann) bei einer Wellenldnge von 520 nm
gemessen.
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5. Molekulargewichtsbestimmung der Serumproteine mittels SDS-PAGE: Elektrophore-
sen mit Kunststoffgelen (Polyacrylamid; PAGE) als Trigermedien wurden zu sehr ef-
fizienten Methoden in der Proteingemischtrennung entwickelt. Die Zugabe von Natri-
umdodecylsulfat (SDS) zu den Puffern ermoglicht es, die Proteine ausschlielich nach
ihren Molekularmassen (a.m.u.) zu separieren und die a.m.u. exakt zu bestimmen.
Wir fiithrten eine diskontinuierliche SDS-PAGE nach Lammli (1970) durch, um zu-
sitzlich zur Molekulargewichtsbestimmung der wichtigsten Serumproteine auch die
Bandenmuster der Seren und der Globulinfraktion unter normalen und unter redu-
zierenden Bedingungen zu studieren. Die SDS-PAGE in Stichworten: Trenngel: ein
PAA-Gradientengel 7,5-12,5%; Sammelgel: 3%; Laufstrecke: 0 cm; Laufdauer: 556
Vh bei 20 mA const.; Proben: 5ul Serum bzw. Globulin in 50 pl Probenpuffer, in
einem Parallelversuch wurden die Proben mit 3 pl 2Mercaptodthanol ver-
setzt, kdufliche Standardproteine (Bio-Rad); Farbung: Coomassie-blue R-250;
eine detaillierte Beschreibung der SDS-PAGE-Technik und der Farbung findet sich in
HabBl et al. (1987).

Ergebnisse

Die klinisch-chemischen Parameter der Seren sowie einige Kenngroflen der untersuch-
ten Tiere sind in Tabelle 1 aufgelistet. In den Seren konnte keinerlei Komplement-
aktivitit festgestellt werden. Die Ergebnisse der Gegenstromelektrophoresen sind in Ab-
bildung 1, die der SDS-PAGE in Abbildung 2 dargestellt.

Diskussion

In der Literatur werden einige Werte fiir Serumparameter bei Reptilien angegeben: Ge-
samtprotein: 3000 bis 7800 mg/dl, fiir Uromastyx hardwickii: 3200 mg/dl (De Smet,
1978a); Glucose: >150 mg/dl, fir Uromastyx sp.: 120 mg/dl; Calcium: 9,2-11,6 mg/dl;
Harnstoff: <5 mg/dl; Harnsdure: im Normalbereich des Menschen (< 7 mg/d1); Ei-
sen: bis 209 pg/dl (Dessauer, 1970, 1974). Die von uns in den Dornschwanzseren er-
mittelten Werte fiigen sich sehr gut in diese Angaben ein, die hohen Glucosewerte
konnten eine Folge der Terrarienhaltung sein (Tabelle 1).

Obwohl im Serum von Agamen (Agama caudospinosa) komplementbindende Anti-
korper festgestellt wurden (Ingram und Molyneux, 1984a), scheinen Kreuzreaktionen zwi-
schen dem Komplementsystem dieser Echsenfamilie und jenem von Séugetieren
nicht aufzutreten oder nur sehr schwach ausgebildet zu sein (Ingram und Molyneux,
1984a, b). Die von uns untersuchten Seren zeigten keine Reaktion mit komplement-
bindenden Séaugetierantikdrpern, die Durchfilhrung handelsiiblicher Komplement-
bindungsreaktionen mit Dornschwanzseren konnte sich daher als nicht zielfithrend er-
weisen.

Gegenstromelektrophoresen von Seren verschiedener Reptilienarten fithren zu einer un-
terschiedlichen Zahl von Fraktionen (Dessauer, 1974; Ingram und Molyneux,
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Abbildung 1. Diagramme der Gegenstromelektrophoresen von Seren: hu ... menschliches Kontrollserum, 1-3 ... Se-
ren von Uromastyx acanthinurus, Tier Nr. 1-3, Ig ... Globulinfraktion des Tieres Nr. 2.

1984b, c; Will, 1975). Die Mobilitdt dieser Fraktionen kann zwar untereinander und
mit jener von Humanseren verglichen werden (Masat und Dessauer, 1968; Will,
1975), eine ungepriifte Homologisierung einzelner Banden erscheint uns jedoch nicht zu-
lassig, da sich die Bandenmuster der verschiedenen Seren deutlich unterscheiden.
Durch die von uns durchgefiihrte Abtrennung der Globulinfraktion vom Restserum ist
es moglich, den Albuminpeak zu lokalisieren. Die Albuminmenge im Serum scheint
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Abbildung 2. Zeichnung der SDS-PAGE-Ergebnisse: M ...
nurus Nr. 1-3, Ig ... Globulinfraktion des Tieres Nr. 2, + ...
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Markerproteine, 1-3 ... Seren von Uromastyx acanthi-
Proben mit 2-Mercaptoéthanol.

vom Wassergehalt des Lebensraumes abhéngig zu sein (Dessauer, 1974), doch ist sie in
Reptilienseren durchwegs niedriger als in Humanseren (Masat und Dessauer, 1968, eigene
Ergebnisse). Durch die Variabilitit des Albumingehaltes in Dornschwanzseren lassen sich
die Unterschiede in den Mustern der Serumelektrophoresen zwischen den eigenen Unter-
suchungen und Literaturangaben miihelos erkldren (Dessauer, 1970). Das (fast) voll-
stindige Fehlen einer Fraktion mit einer Mobilitdt dhnlich jener von hu-

Tabelle 1. Ergebnisse der chemisch-analytischen Studie an Seren von Uromastyx acanthinurus. nd ... keine Da-

ten vorhanden.

Tier Nr. 1 2 3
Geschlecht a Q Q
Korperldnge (cm) 29,6 28 24,5
Gewicht (g) 245 200 115
Gesamteiweill (mg/100 ml) 4660 nd nd
Glucose (mg/100 ml) 172 158 222
Triglyceride (mg/100 ml) 114 330 110
Cholesterin (mg/100 ml) 392 310 516
Harnséure (mg/100 ml) 6,08 4,06 4,96
Harnstoff (mg/100 ml) 1,8 3,0 2,2
Creatinin (mg/100 ml) 0,12 0,26 0,2
Bilirubin (mg/100 ml) 0,26 nd nd
GOT (U/1) 16 nd nd
GPT (U/T) 16 nd nd
GGT (U/1) 10 nd 10
Eisen (ng/100 ml) 104 90 116
Calcium (mg/100 ml) 11,1 12,4 13,3
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manen y-Globulinen in den Seren gesunder Agamen wurde auch von anderen Auto-
ren festgestellt (Dessauer, 1974; Ingram und Molyneux, 1984c¢). Es wird vermutet, daf3
die niedermolekularen Serumantikérper von Reptilien (= IgG/IgY) in der "p-
Fraktion (B2)" zu finden sind (Ambrosius und Rudolph, 1978), wohingegen das Auf-
tauchen von IgM-Antikorpern (auch bei Reptilien ein Anzeichen fiir eine akute Krank-
heitsphase?) zum Entstehen eines (erhohten) "y-Globulin"-Peaks fiihrt (Ingram
und Molyneux, 1984b).

Die Diskussion der Ergebnisse der SDS-PAGE gestaltet sich schwierig, da keine Er-
fahrungen mit der Auftrennung von Reptilienseren mittels dieser Technik vorliegen.
Es kann allerdings festgehalten werden, daB ein Hauptteil der Serumproteine im Mo-
lekularmassenbereich zwischen 60 und 68 kDa zu liegen kommt. Das Fehlen dieser
Proteine in der Globulinfraktion (Abb. 2) fiihrt zur begriindeten Annahme, daf} es sich
dabei um die Albumine handelt. Das Molekulargewicht von U. acanthinurus-
Albumin ist somit deutlich kleiner als von De Smet (1978b) angegeben (fiir Squamata: 74
kDa), liegt jedoch in dem von Masat und Dessauer (1968) fiir Reptilien ermittelten Be-
reich (65-75 kDa). Die Globulinfraktion zeigt eine starke Bande bei 168 kDa; dieses a.m.u.
entspricht exakt der GrofBe von IgY-Serumantikdrpern (Ambrosius und Rudolph,
1978). Ein weiterer Hinweis auf das Vorliegen von Antikdrpern ist der Zerfall dieser
Bande und das Auftreten einer neuen Bande (a.m.u. 60-70 kDa) nach Reduzierung der
Schwefelbriicken (Abb. 2: 1 +, 2 + , Ig + ). Dabei handelt es sich vermutlich um die
Schweren Ketten der Antikorper. Eine Erklarung fiir das abweichende Bandenmuster des
Tieres Nr. 3 (Abb. 2: 3 +) konnte nicht gefunden werden.

Danksagung. Frau Dr. Hannelore Dazinger danken wir fiir die freundliche Unterstiitzung bei der Durchfiihrung
der Gegenstromelektrophoresen und der analytischen Untersuchungen.
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