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rungs- oder Futtermittel mit einer Beimengung von Phyto-
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ner Phytohaemagglutinin-Untereinheit, insbesondere die
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft ein Nahrungs- oder Fut-
termittel, insbesondere einen Fischfuttermittelzusatz.
Von entscheidender Bedeutung fiir die erfolgreiche
Aufzucht von Fischlarven ist das Nahrungsangebot
und die Nahrungsaufhahme wahrend der ersten Le-
bensstadien.

[0002] Trotz der enormen Fortschritte der For-
schung zur Herstellung geeigneter Futtermittel gibt
es immer noch fur die Zucht wichtige Fischarten, fir
deren frihe Larvenstadien ohne lebendes Zooplank-
ton als Startfutter entweder keine Aufzuchtmdglich-
keit besteht oder bei Verabreichung hergestellter Fut-
ter mit hohen Mortalitatsraten und Wachstumseinbu-
Ren zu rechnen ist.

[0003] Die Herstellung von Trockenfuttermitteln,
welche lebende Futtertiere von der ersten exogenen
Nahrungsaufnahme an ersetzen kénnen, ist nicht nur
wegen der hohen Kosten, die mit der Aufzucht des
Lebendfutters verbunden sind wichtig, sondern auch
wegen des Zieles, ein ausgewogenes gleich bleiben-
des Futter jederzeit anbieten zu kénnen, und damit
das Risiko von Fehlschlagen beim Aufbau von Nah-
rungsketten zur Larvenfiitterung zu minimieren. Da-
bei sind etwa 60% der gesamten Kosten einer Brut-
anlage sind auf die Bereitstellung der lebenden Fut-
terorgansimen zurlickzufihren, was die wirtschaftli-
che Notwendigkeit der Entwicklung eines effizienten
Ersatzfutters erklart.

[0004] Im Vergleich zu juvenilen und adulten Fi-
schen verfligen Fischlarven nach dem Schlupf tGber
einen noch sehr einfach organisierten Verdauungs-
trakt und ernahren sich aufgrund ihres hohen Prote-
inbedarfes Uberwiegend carnivor. Fir die Proteinver-
dauung im Jugendstadium kommen aufgrund des
fehlenden funktionstiichtigen Magens nur die alkali-
schen Proteasen in Frage. Darunter spielt die Aktivi-
tat der alkalischen Protease Trypsin eine Schlissel-
rolle.

[0005] Trypsin gehdért zur Gruppe der Serinprotea-
sen und nimmt eine wichtige Stellung unter den pro-
teolytischen Enzymen ein. Trypsin wird vom Pankre-
as als die inaktive Vorstufe Trypsinogen sezerniert
und das Enzym Enteropeptidase aktiviert. Dariiber
hinaus wird Trypsinogen autokatalytisch auch durch
Trypsin selber aktiviert. Der Bildungsort von Trypsi-
nogen sind die Azinuszellen, in denen die Proteine in
membranumhillten Granula gespeichert werden. Sie
sammeln sich in den Azinuszellen und werden bei
Stimulation dieser Zellen durch ein Hormonsignal
oder einen Nervenimpuls in das Duocdenum sezer-
niert.

[0006] Die Stimulation der Trypsinproduktion wird
bei ausgewachsenen Fischen durch das Hormon
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Cholecystokinin bewirkt. Cholecystokinin (CCK) ist
ein gastorintestinales Hormon, das eine physiologi-
sche Rolle bei der Regulierung der Nahrungsaufhah-
me spielt. Dem CCK wird eine Reihe von Funktionen
zugeschrieben, wie Aktivierung der Gallenblasen-
kontraktion, Hemmung des Chymusaustrittes aus
dem Magen, Stimulierung der pankreatischen En-
zymsekretion. Nach einer Mahlzeit erhoht sich die
CCK-Konzentration im Plasma. Beim Durchlauf der
Nahung durch den Verdauungstrakt werden gastroin-
testinale Peptide von Magen und Darm sezerniert,
welche die Pankreasenzymsekretion auslésen. An-
dererseits 16st Trypsin ein negatives Feedback-Sig-
nal aus, um die Freisetzung von CCK zu unterbre-
chen.

[0007] Es ist die Aufgabe der Erfindung, die intesti-
nale Nahrungsaufhahme zu verbessern, mdéglichst
dabei Mortalitat von Jungorganismen zu verringern
und dies bevorzugt mittels eines Nahrungs- oder Fut-
termittels, welche es ermdglicht, die Verdauungsent-
wicklung von — insbesondere marinen — Fischlarven
zu steigern und die Einsparung von Lebendfutter in
der Fischzucht erméglicht.

[0008] Die Aufgabe wird geldst durch ein Verfahren
mit den Merkmalen des Hauptanspruches. Die Unter-
anspriche geben vorteilhafte Ausfiihrungen wieder.

[0009] Das erfindungsgemalle Nahrungs- oder Fut-
termittel weist eine Beimengung von Phytohaemag-
glutinin und/oder von wenigstens einer Isoform einer
Phytohaemagglutinin-Untereinheit auf. Bevorzugt
wird vorgeschlagen, einen Fischfutterzusatz in einem
Fischfuttermittel mit einer Isoform ausgewahlt aus
der Gruppe E4, E3L, E2L2, EL3 und L4 einzusetzen.
Dabei kann aber eine erfindungsgemale Beimen-
gung auch die intestinale Nahrungsaufhahme auch
anderer Organismen positiv beeinflussen.

[0010] Das Fischfutter kann Trockenfutter sein und
als Futtermittel fr Fischlarven eingesetzt werden,
insbesondere um die larvalen Mortalitat bei Fischen
Zu verringern.

[0011] Allgemein kann Phytohaemagglutinin zur
Steigerung der Cholecystokininproduktion und/oder
Trypsinproduktion verwandt werden, wobei insbe-
sondere ein Verfahren zur Herstellung eines Arznei-
mittels zur Steigerung der Cholecystokininproduktion
und/oder Trypsinproduktion unter Verwendung von
Phytohaemagglutinin und/oder von wenigstens einer
Isoform einer Phytohaemagglutinin-Untereinheit vor-
geschlagen wird.

[0012] Mit der ersten exogenen Nahrungsaufnahme
tritt bei Fischlarven eine Phase ein, die in Bezug zu
den Uberlebensraten — insbesondere mariner Larven
—auch als ,kritische Phase" bezeichnet wird, da wah-
rend dieser Periode die héchsten Mortalitatsraten im
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Larvenstadium beobachtet werden. Die Ursachen lie-
gen vermutlich in den fur die Umstellung auf exogene
Nahrung notwendigen Anderungen im Metabolismus
(enormer Energieaufwand). Es konnte gezeigt wer-
den, dass mit Beginn der kritischen Larvalphase"
eine Abnahme der Trypsinaktivitat auftritt.

[0013] Es hat sich weiter gezeigt, dass die Trypsin-
aktivitat wahrend der ersten Larvenstadien ein Defizit
darstellt und, dass eine Manipulation bzw. Erhéhung
der CCK-Konzentration durch den Einsatz von Phy-
tohemagglutinin, dieses Defizit kompensieren kann.
Hier konnte erstmalig eine Interaktion zwischen der
Trypsinaktivitdt und der CCK-Konzentration bei
Fischlarven gezeigt werden. Es konnte nachgewie-
sen werden, dass der Zusatz von Phytohaemaggluti-
nin (einschliellich seiner Untereinheiten) zum Fisch-
futter eine Steigerung der CCK-Konzentration von
Fischlarven erzielt.

[0014] Zur gezielten Stimulation der CCK-Ausschiit-
tung wurde die tagliche Trockenfuttermenge der Lar-
ven mit mindestens 0,05% Phytohaemagglutinin an-
gereichert. Die behandelten Fischlarven zeigen
Wachstums- und Uberlebensraten vergleichbar mit
denen von Larven, die Lebendfutter bekommen ha-
ben. Die Anreicherung des Brutfutters fiihrt zu einer
Stimulierung der CCK-Ausschittung, und zu kon-
stanten Trypsinaktivitdten und steigert so die Verdau-
ungseffizienz von Fischlaven.

[0015] Phytchemagglutinin ist ein Lectin-Extrakt
aus roten Bohnen (Vaseolus vulgaris): alle Lectine
enthalten zwei oder mehr Bindungsstellen fur Koh-
lenhydrateinheiten, die fir die Agglutination von Ery-
throzyten und anderen Zellen verantwortlich sind.
PHA beinhaltet eine Familie von 5 Isolectinen (jedes
Isolectin ist ein Tetramer, das von nicht-kovalenten
Kraften zusammengehalten wird). Jedes Isolectin be-
steht aus 4 Untereinheiten (diese Untereinheiten
kann man in zwei verschiedene Typen unterteilen:
leucozyten-reaktive (L) und erythrozyten-reaktive
(E)), in 5 méglichen Formen: E4, E3L, E2L2, EL3, L4.
PHA-P ist die Proteinform von PHA, vor der Reini-
gung bzw. Trennung von Leucoagglutinin und Eryth-
roagglutinin. Zur Vermeidung toxischer Nebenwir-
kungen, ist die Dosis sowie der Reinigungsgrad
(Kombination der auftretenden Untereinheiten) ggf.
durch eine kurze Versuchsreihe an die Fltterungspa-
rameter anzupassen.

Ausfiihrunsgbeispiel

[0016] Larven von Oreochromis niloticus wurden
wahrend des letzten Stadiums der Dottersackphase
in die fir die Experimente vorgesehene Anlage ein-
gesetzt, eine Halterungsanlage.

[0017] Zur Aufzucht der Larven wurde ein SllRwas-
serdurchflulRsystem aufgebaut. Wahrend der gesam-
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ten Versuchszeit wurden konstante Raumtemperatur
(26 £ 1,4°C liegt im Optimalbereich dieser Fischart)
und Lichtverhaltnisse (12 h/Tag Beleuchtungsdauer,
mit einer Lichtintensitat von 1400 Lux, gemessen an
der Wasseroberflache) gewahrleistet.

[0018] Die Anlage bestand aus hellgrauen, quader-
formigen Halterungsbecken (ca. 184 dm* Gesamtvo-
lumen) aus Kunststoff (HDPE, Polyethylen hoher
Dichte). Als Hochtank diente ein kleineres, gleichfor-
miges HDPE-Becken (ca. 67 dm® Gesamtvolumen).
Die Auslaufrohre (PVC, Polyvinylchlorid) befanden
sich bei den Halterungbecken 21 cm, beim Hochtank
9 cm Uber dem Beckenboden, so dal} das Wasservo-
lumen der gefliliten Becken ca. 94 dm® bzw. 49 dm?
betrug. Um ein Entkommen der Larven zu verhin-
dern, war die Ablauféffnung mit Gaze (335 pm Poren-
weite) bespannt. Das Wasser wurde im Hochtank
vorgeheizt und Gber individuell regulierbare Zulaufe
(Klemmen an den Zulaufschlduchen) den Larvenbe-
cken dicht Ober der Wasseroberflaiche zugeleitet. In
jedem Becken wurde ein Belufterstein (Kieselguraus-
strémer, 5 x 2,5 cm), der durch einen Schlauch an die
zentrale Luftversorgung des Hauses angeschlossen
war, auf schwache Bellftung eingestellt. Die Be-
leuchtung erfolgte durch zwei parallel zueinander an-
geordnete Leuchtstoffréhren, die ca. 50 cm Uber der
Wasseroberflache angebracht waren und sich Uber
alle drei Versuchsbecken erstreckten. Der Wasser-
durchflu war in allen Becken gleich eingestellt und
betrug 0,3 dm®*Min.

[0019] Die stindliche Wassererneuerungsrate be-
trug somit 19% des jeweiligen Beckenvolumens (94
dmd).

Experimentelle Gruppen

[0020] Die Verteilung der Larven auf die einzelnen
Becken erfolgte so, daf} die Brut unterschiedlicher El-
terntiere nicht untereinander vermischt wurde. Drei
Gruppen wurden miteinander verglichen: Larven, die
mit lebendem Zooplankton (Artemia), Trockenbrutfut-
ter (kommerzielles Forellenbrutfutter), oder Trocken-
brutfutter angereichert mit PHA gefltter wurden.

[0021] Die Fltterung begann am Morgen nach der
Besetzung der Halterungsbecken. In dieser Arbeit
wurden die Artemia-Nauplien (Lebendfutter) zweimal
(10:30, 16:30), die Trockenfuttermittel dreimal taglich
verabreicht (10:30, 14:30, 16:30), so dal} alle Futter-
mittel ad libitum zur Verflgung standen.

Futter

[0022] Als Lebendfutter dienten Nauplien von Arte-
mia salina. Die Erbritung des Lebendfutters erfolgte
in zwei Imhoff-Glastrichtern (1 dm?® Wasservolumen);
die Einstellungen der abiotischen Faktoren, sowie die
abgewogene Menge an Cysten entsprachen den An-
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gaben des Herstellers fiir maximale Ausbeute. Pro
Glastrichter wurde alle zwei Tage ein neuer Brutan-
satz gestartet.

[0023] Um einen kontinuierlichen Nachschub zu ge-
wahrleisten, wurden die zwei Trichter jeweils um 1
Tag versetzt befillt. Nach 48 Stunden wurden die
Nauplien in kaltem Nordseewasser bei guter Durch-
lGftung bis zur Fitterung (maximal 6 Stunden) gehal-
tert. Der Inhalt eines Erbritungsbehalters wurde in-
nerhalb eines Tages verfittert. Dies entsprach 3 Nau-
plien pro ml Beckenvolumen.

[0024] An die mit Trockenfutter erndhrten Larven-
gruppen wurde taglich 10% ihres Gewichtes verfit-
tert. Als Trockenfutter wurde Forellenbrutfutter (Trou-
vit pro aqua® Brut 000, MILKIVIT, TROUW NUTRITI-
ON DEUTSCHLAND GMBH, Burgheim) in Form von
Granulat mit einer Korngréfie von 0,4-0,6 mm einge-
setzt.

[0025] Zur Berechnung der taglichen Rationen wur-
de in regelmafigen Abstanden das mittlere NalRge-
wicht von 10-20 Larven mit Hilfe einer Feinwaage
(Sartorius, Genauigkeit bei 0-42g: 5 Stellen nach
dem Komma) ermittelt. 10% dieses Mittelwertes mul-
tipliziert mit der verbliebenen Anzahl an Larven im je-
weiligen Becken, ergab die abzuwiegende Futter-
menge pro Tag.

[0026] Fir die Gruppe mit dem angereicherten Tro-
ckenfutter, wurde das Forellenbrutfutter mit salzfrei-
em Phytohemagglutinin PHA-P (SIGMA-ALDRICH,
Art. Nr. L-8754, lyophilisiert) vermischt. Die Verabrei-
chung des Lectins (0,004 g/d PHA-P) erfolgte nur bei
der ersten Tagesfltterung (10:30). Forellenbrutfutter
und PHA-P wurden dazu in einem Eppendorf-Reakti-
onsgefall auf der Feinwaage abgewogen und auf
dem Schiittler (Vortex) grindlich durchmischt.

Probenahme und Bearbeitung

[0027] Die Probennahme erfolgte stets morgens vor
der ersten Fitterung. Von jeder Futtergruppe wurden
taglich mit einer Glaspipette 20 Larven zusammen
mit etwas Beckenwasser in Eppendorf-Reaktionsge-
falke Uberflihrt, wobei die maximale Anzahl pro Reak-
tionsgefal® 10 Larven betrug. Die Larven wurden so-
fort bei —70°C schockgefroren, um eine enzymati-
sche Aktivitat bzw. Veranderung zu unterbinden. An
jedem Meltag wurde die zur Aufarbeitung bestimmte
Anzahl an Eppendorf-Reaktionsgefallen, die mit Lar-
ven gefiillt waren, aus der TiefkGhltruhe in eine mit
Eis gefiillte Plastikwanne gelegt und so bei ca. 0°C
langsam zum Auftauen gebracht. Die einzelnen Lar-
ven wurden mit destilliertem Wasser gespililt.

[0028] Ein Binokular (WILD, M5A, 141499) diente
zur Uberprifung der Vollstandigkeit des Darmtraktes,
sowie zur Bestimmung der Totalldnge (TL) mit Hilfe
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eines eingebauten MeRokulars (sechsfache Vergro-
Rerung: 25 Teilstriche = 4 mm). AnschlieRend wurde
jede Larve in ein Eppendorf-Reaktionsgefall Gber-
fihrt und mit 500 ypl TRIS-HCL-Puffer (0,1 Molar, pH
8,00) homogenisiert. Der 0,1 molare Puffer wurde mit
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (C,H,,NO,, MER-
CK, Art. Nr. 8382), Calciumchlorid-Dihydrat (CaCl, x
2H,0, MERCK, Art. Nr. 2382) und deionisiertem
Wasser angesetzt. Die Einstellung auf den ge-
wlnschten pH-Wert erfolgte mit 32%iger Salzsaure.
Die Homogenisierung erfolgte bei den Proben aus
dem ersten Versuch mit einem Mikropistill fir Eppen-
dorf-Reaktionsfale. Fir die Proben aus dem zweiten
Versuch wurde am hinteren Ende des Mikropistills ein
batteriebetriebener Motor (Pellet Pestle® Motor,
KONTES GLASS COMPANY) angebracht, der die
Homogenisierungszeit wesentlich verkirzte. Die Re-
aktionsgefale mit den ,Rohhomogenaten" wurden
dann in einer Kihlzentrifuge (Minifuge T, HERA-
KEUS) bei —2°C und einer Drehzahl von 6000/Min.
eine Stunde lang zentrifugiert.

Chemische Analyse

[0029] Die Messung der Trypsinaktivitat erfolgte flu-
oreszenzphotometrisch. Durch den Einsatz eines fir
dieses Enzym hochspezifischen Substrates, das an
ein fluoreszierendes Molekll gekoppelt ist, konnte
die katalytische Aktivitdt des Enzyms als Anstieg der
Fluoreszenz pro Zeiteinheit gezielt bestimmt werden.
Dieser ist proportional zur Trypsinmenge im Homo-
genat. Als synthetisches Substrat diente Na-benzo-
yl-L-arginin-4-methyl-coumarinyl-7-amid

(Z-Arg-MCA x HCI, BACHEM, 1-1130, Lagerung bei
—20°C). Es handelt sich hier um ein synthetisches
Amid, das an dem Fluoreszenzchromophoren 4-me-
thyl-coumarinyl-7-amid gekoppelt ist und vom Tryp-
sin am Arginin spezifisch gespalten wird.

[0030] Beider zur Messung der CCK-Konzentration
angewendeten Methode handelt es sich um ein Bio-
assaysystem zur Erfassung biologisch aktiver For-
men von Cholecystokinin (CCK). Das Prinzip der
Messung basiert auf der sekretionsauslésenden Ei-
genschaft von CCK auf isolierte Azinuszellen. Aus
dem Rattenpankreas gewonnene Azini sezernieren
in Abhangigkeit von der CCK-Konzentration Amyla-
se. Indem die Spezifitdt dieses Enzyms zu einem
synthetischen Substrat genutzt wird, kann seine ka-
talytische Aktivitat gemessen werden. Als syntheti-
sches Substrat wird 5-Ethyliden-(G,)-PNP (PNP =
p-Nitrophenol, G = Glucose) verwendet. Die quantita-
tive Bestimmung der Amylase erfolgte photometrisch
mittels eines Kit-Tests (Amyl, ROCHE).

Ergebnisse
[0031] Es konnte erstmalig eine Interaktion zwi-

schen der Trypsinaktivitdt und der CCK-Konzentrati-
on bei Fischlarven gezeigt werden. Durch den Zusatz
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von Phytochaemagglutinin (einschlieRlich seiner Un-
tereinheiten) zum Fischfutter, konnte eine Steigerung
der CCK-Konzentration und konstante Trypsinaktivi-
taten von Fischlarven erzielt werden. Der Auftritt von
negativen Effekten von PHA konnte in Bezug auf
Wachstum, Uberlebensraten und Trypsinogenakti-
vierung ausgeschlossen werden. Vergleichbares
Langen- und Gewichtswachstum zwischen allen un-
tersuchten Gruppen.

Patentanspriiche

1. Nahrungs- oder Futtermittel, gekennzeichnet
durch eine Beimengung von Phytohaemagglutinin
und/oder von wenigstens einer Isoform einer Phyto-
haemagglutinin-Untereinheit.

2. Fischfutterzusatz in einem Fischfuttermittel
nach Anspruch 0, dadurch gekennzeichnet, dass die
wenigstens eine Isoform ausgewahlt ist aus der
Gruppe E4, E3L, E2L2, EL3 und L4.

3. Fischfutterzusatz nach Anspruch 2, dadurch
gekennzeichnet, dass das Fischfutter Trockenfutter
ist.

4. Fischfutterzusatz nach einem der vorherge-
henden Ansprliche 2 oder 3, dadurch gekennzeich-
net, dass das Fischfutter ein Futtermittel fur Fischlar-
ven ist.

5. Verwendung eines Futtermittels nach einem
der vorhergehenden Ansprliche zur Verringerung der
larvalen Mortalitat bei Fischen.

6. Verwendung eines Nahrungs- oder Futtermit-
tels nach einem der Anspriche 0 bis 0 zur Verbesse-
rung der intestinalen Nahrungsaufnahme.

7. Verwendung von Phytohaemagglutinin zur
Steigerung der Cholecystokininproduktion und/oder
Trypsinproduktion.

8. Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels
zur Steigerung der Cholecystokininproduktion
und/oder Trypsinproduktion unter Verwendung von
Phytohaemagglutinin und/oder von wenigstens einer
Isoform einer Phytohaemagglutinin-Untereinheit.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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