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 EINLEITUNG – BEDEUTUNG VON PRÄANALYTIK IN DER 

MESSUNG BESTIMMTER STOFFWECHSELHORMONE IM 

BLUT VON RATTEN  

Die Messung von Hormonen dient meist der Erforschung, Diagnostik und 

Therapiekontrolle von Erkrankungen. Unstimmigkeiten in den Konzentrationen 

dieser Analyten werden häufig der biologischen Variabilität zugeordnet und die 

präanalytische Variabilität als Ursache vernachlässigt. In der Humanmedizin wird 

die Präanalytik als ernstzunehmende Fehlerquelle bereits regelmäßig und mit 

steigendem Interesse untersucht. In der Veterinärmedizin gab es bereits auch erste 

Studien diesbezüglich, jedoch nur vereinzelt (BRAUN et al., 2015).  

Plebani beschäftigte sich mit präanalytischen Abläufen in Krankenhäusern und 

führte die meisten Abweichungen in Laboruntersuchungen auf Fehler während prä- 

und postanalytischen Prozessen und nur zu einem geringen Prozentsatz auf die 

eigentliche Analytik zurück (PLEBANI, 2006). Im Anschluss an solche Studien 

wurden Standardprotokolle (SOPs) für Probenentnahme, -vorbereitung, -transport 

und -aufbewahrung herauszugeben und versucht die Fehlerquote so gering wie 

möglich zu halten. Nach wie vor halten sich nur wenige Untersucher an diese 

Vorgaben, da nicht allen bewusst ist, wie stark die Messergebnisse während der 

Präanalytik beeinflusst werden können (LOEFFEN et al., 2012; SIMUNDIC & 

LIPPI, 2012). Für Blutentnahmen bei Ratten gibt es von verschiedenen 

Einrichtungen SOPs (TVT, 2009; JONES, 2012). In diesen Anleitungen wird meist 

nur auf die richtige Technik der Blutprobenentnahme eingegangen und weniger auf 

die Vor- und Nachbereitung der Arbeitsmaterialien. So können unter anderem die 

Auswahl des passenden Gefäßes, Hämolyse oder Lipämie die Konzentration des zu 

messenden Analyten beeinflussen (SHELL, 2014). Zusätzlichen Faktoren der 

Präanalytik, die das messbare Ergebnis der Proben auch beeinflussen können, 

werden in SOPs häufig nicht erwähnt. Deswegen ist es wichtig, auf dem Gebiet der 

Präanalytik noch mehr Aufklärung zu leisten. Sowohl die Auswahl des 

Untersuchungsmaterials, als auch dessen Bearbeitung durch Zusätze, stellen 

potentielle Faktoren dar, die die Konzentration des zu untersuchenden Analyten 

signifikant beeinflussen können. Andere Prozesse, wie Einfrier-Auftau-Zyklen und 

die ungekühlte Aufbewahrung des Probenmaterials bis zum Einfrierprozess, sind 
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ebenfalls einflussnehmende Komponenten. 

Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit intensiv auf die präanalytische 

Variabilität, im Speziellen in der Messung von Stoffwechselhormonen bei Ratten, 

eingegangen. Es soll aufgezeigt werden, welchen Einfluss unterschiedliche 

Untersuchungsmaterialien und Probenbearbeitungen auf die gemessenen 

Konzentrationen ausgewählter Stoffwechselhormone haben.  
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 L ITERATURÜBERSICHT  

1. analytische, biologische und präanalytische Variabilität  

Die drei Grundbausteine der Versuchsdurchführung sind Präanalytik, Analytik und 

Postanalytik. Die Präanalytik setzt sich zusammen aus Probenent-

nahme, -vorbereitung, -transport und -aufbewahrung. Die Analytik umfasst die 

Messung des zu untersuchenden Analyten und die Postanalytik beschreibt die 

Datenübertragung, Befunddarstellung und Diskussion der gemessenen Ergebnisse.  

Die Präanalytik variiert aufgrund biologischer, analytischer und präanalytischer 

Variabilität. Die Konzentration eines jeden gemessenen Hormons unterscheidet 

sich durch Divergenzen, die innerhalb dieser drei Variablen auftreten, unabhängig 

von der Analysemethode. Mit der biologischen Variabilität beschäftigen sich die 

meisten Studien, da hier das Interesse der Forschungsgruppen am größten ist und 

auch die Erforschung von Erkrankungen im Vordergrund steht. Die analytische 

Variabilität wurde in der Vergangenheit bereits umfangreich untersucht, unter 

anderem in Hinblick auf Kontamination oder Hämolyse von Blutproben (IJAZ et 

al., 2010; DAVIDSON, 2014).  

Es ist jedoch noch nicht vollständig geklärt, wie sich diese Faktoren der 

analytischen Variabilität auf Stoffwechselhormone bei der Ratte auswirken. 

Während der präanalytischen Phase werden aktuell die meisten Unstimmigkeiten 

detektiert. Schon mehrmals wurde in der Humanmedizin bewiesen, dass bis zu 77% 

der Messfehler während der präanalytischen Phase entstehen (PLEBANI, 2006; 

HOOIJBERG et al., 2012; DAVIDSON, 2014) und zusätzlich unterschiedliche 

Probenvorbehandlungen eine potentielle Fehlerquelle darstellen (BECAN-

MCBRIDE, 1999; BONINI et al., 2002; LIPPI et al., 2011). Sowohl die Auswahl 

des Untersuchungsmaterials, als auch dessen Bearbeitung mit Zusätzen und die 

nachfolgende Beeinflussung durch Einfrier-Auftau-Prozesse, stellen potentielle 

Faktoren dar, die die Konzentration des zu untersuchenden Analyten verändern 

können. Sie werden jedoch selten beachtet.  

Um auf das Potential möglicher Quellen für Konzentrationsänderungen von 

Hormonen aufmerksam zu machen, wurde in dieser Arbeit spezifisch auf die 

präanalytische Variabilität in der Messung von diversen Stoffwechselhormonen im 

Serum oder EDTA-Plasma von Ratten eingegangen. Es sollte gezeigt werden, 

welchen Einfluss unterschiedliche Untersuchungsmaterialien und 
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Probenbearbeitungen auf die gemessenen Konzentrationen spezifischer 

Stoffwechselhormone haben können.  

 

1.1. Analytische Variabilität 

Bisher am intensivsten erforscht ist der Bereich der analytischen Variabilität. 

Aufgrund unterschiedlicher Analysemethoden, wie Immunassay, Massenspektro-

metrie oder Western Blot, gibt es Varianzen in den Konzentrationen der 

gemessenen Analyten. Innerhalb dieser Methoden können wiederum 

unterschiedliche Arten der Hormonmessung zu verschiedenen Ergebnissen führen, 

je nachdem auf welche Weise das Hormon in dem jeweiligen Verfahren detektiert 

wurde. So gibt es zum Beispiel kompetitive und nicht-kompetitive Immunassays. 

Diese beiden Arten von Immunassays können mit unterschiedlichen Detektions-

möglichkeiten arbeiten, nämlich Radioaktivität, Enzymen, Fluoreszenz oder 

Chemilumineszenz (STRASBURGER & BIDLINGMAIER, 2005). Immunassays 

können sich sowohl innerhalb verschiedener Chargen als auch untereinander 

unterscheiden (BIELOHUBY et al., 2012; MANOLOPOULOU et al., 2012), 

weswegen es sinnvoll ist, für die Bestimmung der Parameter einer Versuchsreihe 

stets denselben Test, der gleichen Firma, aus einer Charge, zu benutzen. Um 

Pipettier- und Materialfehler ausschließen zu können, werden bei der Durchführung 

von Immunassays standardmäßig Konzentrationsbestimmung pro Probe doppelt 

durchgeführt. Der Variationskoeffizient gibt die Ungenauigkeit der Messmethode 

im Vergleich beider Analysewerte an und ist ein wichtiger Parameter in der 

Interpretation der Ergebnisse (PERRIG & AUJESKY, 2011). Des Weiteren sollten 

die Hormonmessungen stets von einem möglichst kleinen Personenkreis 

durchgeführt werden, um Fehler durch unterschiedliche Arbeitsweisen zu 

vermeiden (CARRARO & PLEBANI, 2007).  

 

1.2. Biologische Variabilität 

Die biologische Variabilität ist die zweite Varianzkomponente in der 

Probenanalytik. Sie entsteht durch interindividuelle Unterschiede, die durch 

genetische, epigenetische, andere endogene, sowie exogene Faktoren bedingt sind. 

Gängige Beispiele der genetischen Komponente stellen die Stoffwechsellage und 

die genetische Modifikation dar, ein epigenetischer Faktor ist das eigene Verhalten. 
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Zu den exogenen Komponenten werden die Nahrungsaufnahme, Jahreszeit und der 

zirkadiane Rhythmus gezählt und zu den endogenen Bedingungen das Alter, 

Geschlecht und der Zyklusstand (DHAHER et al., 2012; MANOLOPOULOU et 

al., 2012; RATTO et al., 2012). Laut dem Ministerium für Ernährung, 

Landwirtschaft und Verbraucherschutz wurden im Jahr 2011 für Tierversuche in 

Deutschland am häufigsten Mäuse (Mus musculus), Ratten (Rattus norvegicus) und 

Fische (Pisces), sowie Kaninchen (Oryctolagus cuniculus) und Meerschweinchen 

(Cavia porcellus) verwendet. Mäuse werden am häufigsten untersucht, gefolgt von 

Ratten. Bei Nagern, im Gegensatz zum Menschen, besteht der Vorteil, nahezu 

gleiche, kontrollierbare Bedingungen schaffen zu können. Variabilität in 

Messgrößen, die beim Menschen, u.a. durch unterschiedliche Lebens- und 

Ernährungsweisen, entstehen könnte, kann bei Nagetieren durch Standardisierung 

der Haltungsbedingungen erheblich reduziert werden. Durch Auswahl bestimmter 

Labortierstämme kann die genetische Varianz minimiert oder auch bewusst groß 

gewählt werden. Die Haltung, Ernährung und Probenentnahmen können ohne 

größeren Aufwand standardisiert ablaufen. Somit werden Nagetiere, aufgrund ihrer 

Größe, Lebensweise und ihres Lebenszyklus, häufig als Tiermodelle für 

Fragestellungen der biomedizinischen Forschung verwendet. 

Für diese Forschungsarbeit wurden größere Mengen Vollblut als 

Untersuchungsmaterial benötigt. Das maximal gewinnbare Blutvolumen von 

Mäusen hätte für diese Arbeit nicht ausgereicht, weswegen Ratten als Versuchstiere 

ausgewählt wurden. Männliche Ratten wiegen etwa 450-520 g, weibliche 250-300 

g. Sie haben ein Blutvolumen von 54-70 ml/kg (WOLFENSOHN & LLOYD, 

2003). Es gibt ingezüchtete Rattenstämme, Hybridratten aus Inzuchtlinien, sowie 

Auszuchtlinien, deren genetische Variabilität mit diesen speziellen Zuchtschemata 

möglichst groß gehalten wird. 

Die am häufigsten verwendeten Auszuchtstämme sind Wistar, Long Evans und 

Sprague Dawley. Die letzteren beiden stammen von der Wistar Ratte ab 

(STENGEL et al., 2010; FRAGA et al., 2011; PARADA et al., 2013). Für diese 

Arbeit wurden ausschließlich Wistar Ratten verwendet, über mögliche 

stammspezifische Unterschiede kann daher keine Aussage getroffen werden. 

Meist werden männliche Ratten als Versuchstiere ausgewählt, da sie geringeren 

hormonellen Schwankungen unterliegen als weibliche Tiere. Beim Menschen sind 

bereits viele Hormone mit sexueller Divergenz erforscht worden. Es wurde 

aufgeklärt, in welchem Ausmaß diese Hormone diverse Abläufe im Körper 
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beeinflussen können (MURRAY et al., 1975; GOOREN & GILTAY, 2013; 

MARTEL, 2013). Bei Ratten besteht diesbezüglich für viele Hormone noch 

Klärungsbedarf, obwohl schon einige untersucht worden sind (RANDS et al., 2012; 

HAGHIR et al., 2013). Für Versuche, die Einflüsse weiblicher Sexualhormone auf 

diverse Prozesse im Körper klären sollen, werden zwangsläufig weibliche Ratten 

verwendet. Oft bleibt von einer solchen Studie Untersuchungsmaterial übrig. Diese 

Proben könnten für weitere Studien verwendet werden, meist ist aber unklar, ob 

dieses Material zur Messung weiterer Stoffwechselhormone geeignet ist. Es ist 

fragwürdig, ob die Ergebnisse, aus Studien mit männlichen Ratten, bedenkenlos mit 

den Ergebnissen aus Messungen mit weiblichen Ratten oder Mischgruppen 

verglichen werden könnten (CHANOINE et al., 2006; TAKEO et al., 2009; 

REIMER et al., 2010; FRAGA et al., 2011).  

Einen weiteren Faktor der biologischen Variabilität stellt das Alter der 

Versuchstiere dar. Für die meisten Studien werden Ratten im Alter von 11-14 

Wochen verwendet (KINDEL et al., 2010; FRAGA et al., 2011). Bisher sind in der 

aktuellen Literatur kaum Hinweise auf altersabhängige Veränderungen von 

Hormonmesswerten bei Ratten zu finden. Folglich ist unklar, ob Messergebnisse 

von 11 Wochen alten Ratten, mit denen von 14 Wochen alten und älteren Tieren, 

bedenkenlos verglichen werden könnten.  

Zusammengefasst besteht für das Labortier Ratte noch Aufklärungsbedarf, 

inwiefern Faktoren der biologischen  und experimentell bedingten Variabilität die 

Messwerte von zirkulierenden Hormonen beeinflussen können.  

Für die Messung von Stoffwechselhormonen wird geraten Vollblut von nüchternen 

Ratten zu gewinnen, um fütterungsbedingte Varianz zu minimieren. Die OECD 

empfiehlt bei Ratten, zur Messung von verschiedenen Werten, wie Gallensäuren 

und Harnstoff, als auch anderer Werte der klinischen Chemie, einen Fastenzeitraum 

von 12-18 Stunden (OECD, 2008). Auch die „Society of Toxicologic Pathology“ 

hat Leitlinien zur Messung diverser Analyten in Hämatologie, klinischer Chemie 

und Urinanalyse bei Ratten herausgegeben und hält das Fasten „über Nacht“, das 

12 Stunden entspricht, für angemessen (WEINGAND et al., 1992). Im Jahr 2009 

haben Kale et al. die Auswirkungen der Fastendauer auf die Hämatologie und 

Standardwerte der klinischen Chemie bei Ratten untersucht. Sie haben bei den 

meisten Parametern, wie zum Beispiel Hämoglobin, Glukose und Triglyzeriden, 

signifikante Veränderungen nach 16-stündiger Fastendauer festgestellt, im 

Vergleich zum Fastenbeginn. Deswegen empfehlen sie eine Fastendauer von 
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maximal 16 Stunden für präklinische Studien (KALE et al., 2009).  

Aufgrund dieser unterschiedlichen Empfehlungen bezüglich der Dauer des Fastens 

von Ratten, sollte, gerade für neu entdeckte Hormone, geklärt werden, welche 

Fastendauer für die Messung dieser Analyten empfehlenswert ist. 

 

1.3. Präanalytische Variabilität 

Die präanalytische Variabilität beschreibt Unterschiede in Messwerten, die durch 

unterschiedliche Probengewinnung, -vorbehandlung und –aufbewahrung 

entstehen. Um diese Varianzkomponente zu reduzieren, geben verschiedene 

Hersteller von Immunassays Empfehlungen zur Probenbearbeitung heraus. Zum 

Beispiel den Hinweis Einfrier-Auftau-Zyklen zu vermeiden (m/rIGFBB-2 ELISA, 

Mediagnost, Reutlingen, Deutschland; Rat/Mouse GIP (total), Millipore, Billerica, 

U.S.A.) oder die Vorschrift, den Blutproben innerhalb von 30 Sekunden DPP-4-

Inhibitor zuzusetzen und die Proben anschließend sofort auf Eis kaltzustellen  

(Rodent Active GLP-1 (7-36) Specific ELISA Kit, Epitope Diagnostics, Inc., San 

Diego, U.S.A.). Darüber hinaus gibt es keine Angaben über eventuelle zusätzliche 

nötige präanalytische Schritte und wie sich eine Missachtung der gesetzten  

Vorgaben auf die Messergebnisse auswirkt. Diese Problematik kommt in 

Laboratorien auf, die aus vorangegangenen Studien bereits bearbeitetes 

Probenmaterial besitzen und dieses für weitere Studien verwenden wollen würden. 

 

1.3.1. Unterschiedliche Untersuchungsmaterialien 

Als Untersuchungsmaterialien werden in der Forschung mit Nagetieren in der 

Regel Serum, Plasma, Liquor, Urin und Gewebe diverser Organe verwendet. 

Hormone werden bevorzugt in Serum oder Plasma gemessen. Dieses kann auf 

unterschiedliche Weise vorbehandelt werden, um die Molekülstrukturen der 

enthaltenen Proteine für die Aufbewahrungsphase zu stabilisieren oder um es für 

das entsprechende Messverfahren vorzubereiten. Durch Zusatz von 

Gerinnungshemmern, wie Ethylen-Diamin-Tetra-Essigsäure (EDTA; 1,2-2,0 

mg/ml Blut), Natriumfluorid (NaF), Lithiumheparinat (Li-H) oder Natrium-Citrat, 

entstehen Chelatkomplexe mit Kalziumkationen. Die für die Blutgerinnung nötigen 

Kalziumkationen werden in Chelatkomplexen gebunden und das Blut kann nicht 

mehr gerinnen. Das Plasma wird durch Zentrifugation und anschließendes 
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Separieren vom Blutkuchen gewonnen und ist für viele Untersuchungsmethoden 

verwendbar. Des Weiteren können andere Stoffe, wie zum Beispiel 

Proteaseinhibitoren, zugegeben werden, die Proteine vor dem Abbau schützen 

können. Proteasen spalten verschiedene Proteine und Molekülstrukturen und somit 

auch Hormone auf. Diese Fragmente können gegebenenfalls von einem Hormontest 

detektiert werden. Folglich sind die Messwerte höher als die tatsächliche 

Konzentration des intakten Hormons. Eine Ursache zu gering detektierter 

Hormonkonzentrationen könnte eine veränderte 3D-Struktur des zu bestimmenden 

Moleküls sein. Der Immunassay kann folglich das Hormon nicht mehr detektieren. 

Somit sollte vor der Messung des Analyten bekannt sein, ob und wie sich seine 

Struktur durch die Probenvorbehandlung verändern könnte.  

 

1.3.2. Verschiedene Blutentnahmetechniken 

Einen wichtigen Faktor der Präanalytik stellt die Entnahme des Blutes dar. Die 

Methode sollte möglichst stressarm und schnell erfolgen, um eine Verfälschung der 

Hormonkonzentrationen, zum Beispiel durch die Ausschüttung von 

Stresshormonen, zu vermeiden. Zu den verschiedenen Blutentnahmetechniken bei 

Nagern zählen die Dekapitation, Entfernung eines kleinen Teils der Schwanzspitze, 

Inzision oder Punktion der Schwanzvene und Punktion des retrobulbären 

Venenplexus oder der Vena jugularis (CONYBEARE et al., 1988; DIEHL et al., 

2001; TOFT et al., 2005; CHRISTENSEN et al., 2009; TVT, 2009). Je nach 

Entnahmestelle kann venöses, arterielles oder Mischblut gewonnen werden. Bisher 

ist noch nicht bekannt, inwieweit sich die Hormonkonzentrationen in venösem, 

arteriellen oder Mischblut unterscheiden und inwieweit die Messergebnisse, von 

Hormonen bei Nagetieren, von der Blutentnahmestelle bzw. –technik abhängig 

sind. 

1.3.3. Einhaltung einer ununterbrochenen Kühlkette 

Nach der Gewinnung von Serum- und Plasmaproben verweilen diese für 

gewöhnlich für einen gewissen Zeitraum ungekühlt oder auf Eis. Es ist technisch 

schwierig die gewonnenen Proben sofort weiterzubearbeiten. Bisher ist unklar, ob 

es essentiell ist, Probengefäße, für die Messung von Stoffwechselhormonen bei der 

Ratte, vorzukühlen, um eine möglichst schnelle Abkühlung der Probe zu erreichen. 

Auch ist strittig, ob das gewonnene Material bis zur sofortigen Weiterverarbeitung 
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ununterbrochen gekühlt und bei einer möglichst konstanten Temperatur aufbewahrt 

werden sollte. Es konnte keine entsprechende Studie diesbezüglich gefunden 

werden. Zusätzlich ist die Temperatur, bei welcher die Zentrifugation von Serum- 

und Plasmaproben stattfinden sollte, umstritten. Aus der aktuellen Literatur ist 

zusätzlich  nicht herauszulesen, ob das Probenmaterial, für die Messung von 

Stoffwechselhormonen bei der Ratte, bei einer bestimmten Temperatur 

zentrifugiert werden sollte. In der Humanmedizin gibt es diesbezüglich einige 

wenige Veröffentlichungen, die die Bedingungen für jedes Hormon einzeln 

validiert haben (VAN IERSSEL et al., 2010; YAE et al., 2012).  

Folglich ist bisher die Priorität einer ununterbrochenen Kühlkette, von der 

Probenabnahme bis zum Einfrierprozess, in der Hormonforschung bei der Ratte, 

noch nicht genauer untersucht. 

 

1.3.4. Zentrifugation 

Ein weiteres Thema stellen die Zentrifugationsbedingungen (Drehzahl, Dauer, 

Temperatur) dar. Für die Messung zirkulierender Hormonenkonzentrationen bei 

Ratten werden sowohl Serum als auch EDTA-Plasma untersucht. Bezüglich der 

Zentrifugationsbedingungen des Probenmaterials variieren die Literaturangaben 

und es scheinen noch keine Leitlinien diesbezüglich veröffentlicht worden zu sein. 

So geben Kindel at al. die Zentrifugation bei 4000 x g zehn Minuten bei 4°C an, 

Tseng et al. zentrifugieren ohne Geschwindigkeitsangabe 30 Minuten lang bei 4°C 

und Stengel et al. beschreiben, dass das Material bei 3000 x g 10 Minuten bei 4°C 

zentrifugiert wurde (TSENG et al., 1999; KINDEL et al., 2010; STENGEL et al., 

2010). In einem Buch aus der Veterinärmedizin wird, für die Trennung von Serum 

und Plasma von ihren zellulären Bestandteilen, ein Standardwert von 2000 x g 10 

Minuten, ohne Temperaturangabe, angegeben (SIROLIS, 2015). 

Für einzelne Hormone gibt es bereits Referenzbereiche für Zentrifugations-

bedingungen und Kühlung nach Probenentnahme. Laut diesen Autoren ist es jedoch 

unerlässlich, diese Referenzbereiche für jedes Hormon einzeln zu validieren (VAN 

IERSSEL et al., 2010; YAE et al., 2012; SCHAFER-SOMI et al., 2013). Hieraus 

wird ersichtlich, dass die Einflüsse der Zentrifugationsbedingungen, für die 

Hormonmessung bei der Ratte, noch intensiver untersucht werden sollten. 
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1.3.5. Schutz vor Proteolyse – der Zeitraum von der Blutentnahme bis zum 

Einfrieren 

Der Gesamtzeitraum von der Blutprobenentnahme bis zum Einfrieren des Serums 

und Plasmas sollte möglichst kurz gehalten werden, um die Proteine vor der 

Proteolyse zu schützen. Diesbezüglich haben Tvarijonaviciute et al. am Hund 

herausgefunden, dass acyliertes Ghrelin sehr instabil ist und innerhalb einer Stunde 

nach Probenentnahme gemessen werden sollte  oder das zu untersuchende Material 

zeitnah einzufrieren sei. Für die Messung von Gesamt-Ghrelin konnten die Proben 

hingegen, ohne Verfälschung des Messergebnisse, 6 Stunden bei Raumtemperatur 

oder bei 4°C aufbewahrt werden (TVARIJONAVICIUTE et al., 2013). Über die 

Aufbewahrung von Serum und Plasma zur Messung anderer Stoffwechselhormone, 

insbesondere bezüglich der Ratte, weist die aktuelle Literatur Lücken auf. In der 

Genetik haben Yae et al. unterschiedliche Aufbewahrungskonditionen nach dem 

Zentrifugieren und ihren Einfluss auf die Messung molekularer Marker von 

Koagulantien (lösliches Fibrin, Thrombin-Antithrombin-Komplex, Thrombo-

modulin und Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1-Komplex) untersucht. Sie 

konnten für einige Analyten einen Einfluss durch zu hohe Temperaturen feststellen 

(YAE et al., 2012).  

Folglich ist es wichtig zu wissen, welche Analyten instabil sind und keiner langen 

Bearbeitungszeit ausgesetzt werden sollten. Es ist anzuraten, die maximale 

Verweildauer bei Raumtemperatur eines jeden Hormons in Erfahrung zu bringen 

und inwieweit die messbaren Konzentrationen durch Proteolyse signifikant 

beeinflusst werden könnten.  

 

1.3.6. Einfrier-Auftau-Zyklen 

Nach dem Abtrennen von Serum und Plasma von ihren zellulären Bestandteilen 

werden Proben nicht immer aliquotiert, sondern teilweise in Einzelgefäße überführt 

und anschließend aufbewahrt. Bis alle Messungen einer laufenden Studie beendet 

sind, wird folglich das gleiche Probenmaterial mehreren Einfrier-Auftau-Zyklen 

unterzogen. Es ist durchaus möglich, dass die Probe zusätzlichen Einfrier-Auftau-

Zyklen unterzogen wird, wenn weitere Studien aus diesem Restmaterial 

durchgeführt werden. Einige Hersteller von Immunassays geben Empfehlungen 

heraus, wie oft eine Probe maximal vor der Messung mit ihrem Assay aufgetaut 

werden sollte, bis sich deren Messergebnisse in diesem Test verändern könnten. 
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Dies kann jedoch nicht verallgemeinert werden und sollte für jeden Assay einzeln 

validiert werden. So geben zum Beispiel Mediagnost und Millipore in den 

Anleitungen ihrer Enzymimmunassays zur quantitativen Bestimmung von IGFBP-

2 bzw. GIP total an, man solle unbedingt wiederholte Einfrier-Auftau-Zyklen 

vermeiden. Jedoch werden keine genauen Angaben darüber gemacht, ab wie vielen 

Zyklen das Ergebnis verfälscht wird (m/rIGFBB-2 ELISA, Mediagnost, 

Reutlingen, Deutschland; Rat/Mouse GIP (total), Millipore, Billerica, U.S.A.). Es 

gibt aktuell keine auffindbare Literatur, die sich mit Einfrier-Auftau-Zyklen von 

Stoffwechselhormonen bei der Ratte beschäftigt. Lediglich beim Hund haben 

Tvarijonaviciute et al. bezüglich der Untersuchung von Ghrelin herausgefunden, 

dass zur Messung von Gesamt-Ghrelin, egal, ob Serum, Plasma oder Plasma mit 

Zusatz von Proteaseinhibitoren, bis zu drei Einfrier-Auftau-Zyklen, keine 

Verfälschung der Messergebnisse zur Folge hatten (TVARIJONAVICIUTE et al., 

2013). Paltiel et al. haben 2008 die Konzentrationsveränderungen von bis zu 100 

Einfrier-Auftau-Zyklen mit menschlichem Plasma in großen Blutbildern und 

klinischer Chemie untersucht. Bis zu zehn Zyklen haben die untersuchten Analyten 

kaum beeinflusst, ab 30 Einfrier-Auftau-Zyklen traten signifikante Unterschiede in 

den Messergebnissen von freien Fettsäuren, AST und Triglyceriden auf. Natrium, 

Cholesterin und Vitamin E blieben stabil (PALTIEL et al., 2008).  

Somit ist es ratsam, für jedes Hormon das untersucht werden soll, die maximal 

mögliche Frequenz von Einfrier-Auftau-Zyklen zu kennen, bis sich dessen 

Konzentration in einem Immunassay verändert. Ideale Voraussetzungen werden  

geschaffen, wenn zu Beginn einer Studie geplant wird, wie oft Probenmaterial 

aufgetaut werden muss und dementsprechend das Serum oder Plasma auf eine 

bestimmte Anzahl von Probengefäßen verteilt wird.  

 

1.3.7. Detektion von Fehlerquellen in der Präanalytik 

In Bezug auf die drei oben genannten Einflussgrößen biologische, analytische und 

präanalytische Variabilität, ist die Präanalytik bisher mit Abstand am geringsten 

erforscht. Mit einer Fehlerquote von bis zu 70% (im Vergleich zu Analytik und 

Postanalytik) in der Humanmedizin hat die Präanalytik einen starken Einfluss auf 

Messergebnisse und deren Verwertbarkeit in Studien (BIELOHUBY et al., 2012). 

Seit geraumer Zeit wird die Präanalytik als ernstzunehmender gewichtiger Faktor 

realisiert und analysiert. Aktuell ist die Fehlerquote im Be- und Verarbeiten von 
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Probenmaterial nach wie vor hoch, weswegen darauf geschlossen werden kann, 

dass Vorkehrungen zur korrekten Ausführung der Präanalytik nur mäßig umgesetzt 

werden (BECAN-MCBRIDE, 1999; LAPOSATA & DIGHE, 2007; GILOR & 

GILOR, 2011; LIPPI et al., 2011). In der Messung von Hormonen ist diese 

Problematik bereits als Thema aufgegriffen worden (RAFF & SLUSS, 2008; 

BELLOMO et al., 2012). Es ist in den letzten Jahren ein verstärktes Bewusstsein 

für Fehlerquellen in der Präanalytik, insbesondere in der Humandiagnostik, 

entstanden. Im Forschungsbereich der Nagetiere wurde bislang nur wenig 

Aufklärung auf diesem Sektor geleistet, obwohl es in jedem Forschungsgebiet die 

gleiche Priorität einnehmen sollte (CHRISTENSEN et al., 2009). Einheitliche 

Blutentnahmeprotokolle, vor allem in der Forschung mit Nagern, sind noch nicht 

in jedem Labor Standard. Es wird Untersuchungsmaterial einer vorhergehenden 

Studie für Folge- oder Vergleichsstudien verwendet, ohne die Vorbehandlung des 

Materials in die Ergebnisse der Folgestudie einzubeziehen. Dieses Material ist 

womöglich unter anderen Bedingungen gewonnen oder bearbeitet worden. Folglich 

ist es riskant die Ergebnisse von unterschiedlichen Versuchsreihen miteinander zu 

vergleichen, da signifikante Unterschiede zwischen neu gebildeten 

Vergleichsgruppen unter Umständen nur auf unterschiedlicher Behandlung der 

Proben basieren. 

Um den Einfluss verschiedener Komponenten der Präanalytik aufzeigen zu können, 

werden einige mögliche Fehlerquellen dieser Problematik in der vorliegenden 

Arbeit untersucht. Es wird aufgezeigt, in welchem Ausmaß vorbehandelte Proben 

und die Verwendung unterschiedlicher Probenmaterialien, Konzentrationen von 

diversen Analyten bei der Ratte, beeinflussen können.  
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2. Untersuchte Hormone und deren Hormonsysteme 

2.1. GH-IGF-System 

Das GH-IGF-System ist ein komplexes Regulationssystem, das auf Wachstum und 

Zelldifferenzierung gesunder und maligner Zellen einwirkt. Diverse Vorgänge im 

Körper, wie zum Beispiel Wachstum, Glukose-, Protein- und 

Triglyzeridstoffwechsel, als auch Elektrolythaushalt, werden durch dieses System 

beeinflusst (NAWROTH & ZIEGLER, 2013). Die wichtigsten Komponenten des 

GH-IGF-Systems sind das Wachstumshormon (GH), der Insulin-Like Growth 

Factor-I (IGF-I), der Insulin-Like Growth Factor-II (IGF-II), Insulin-Like Growth 

Factor Binding Protein-1 bis -6 (IGFBP-1 bis -6), sowie die zwei IGF-Rezeptoren, 

der IGF-I-Rezeptor (IGF-I-R) und der IGF-II-Rezeptor (IGF-II-R).  

 

2.1.1. Wachstumshormon 

Das Wachstumshormon (Growth Hormone; GH) ist ein Peptidhormon und wird 

hauptsächlich in den α-Zellen der Adenohypophyse, unter Einfluss von Growth 

Hormone Releasing Hormon gebildet und in Vesikeln gespeichert (KLEINE & 

ROSSMANITH, 2010). Jeglicher Verbrauch von Energie im Körper stellt einen 

Stimulus für die GH-Produktion dar (NAWROTH & ZIEGLER, 2013), sowie ein 

erhöhter Laktatspiegel im Blut bei Ratten (SALGUEIRO et al., 2014). Die 

Ausschüttung von GH erfolgt pulsatil nach zirkadianer Rhythmik, wobei im Schlaf, 

vor allem im Tiefschlaf, die größte Ausschüttung stattfindet (DAVIDSON, 1987). 

Indirekt wirkt GH auf Zellproliferation und –differenzierung, durch Stimulation der 

IGF-I-Produktion in der Leber (JONES & CLEMMONS, 1995). Ein direkter 

Einfluss wird über den GH-Rezeptor in bestimmten Zielgeweben, wie Fett, 

Muskulatur und Knochen vermittelt. Beispielsweise auf Adipozyten wirkt es 

lipolytisch und bei Mäusen führt ein GH-Mangel zu vermehrter Fetteinlagerung ins 

Gewebe (BERRYMAN et al., 2011). 

 

2.1.2. IGF-I und IGF-II 

IGF-I und IGF-II wirken als Wachstumsfaktoren auf Zellproliferation und 

Zelldifferenzierung. Zirkulierendes IGF-I wird vorrangig durch Stimulation von 

GH in der Leber gebildet, wohingegen IGF-II von verschiedenen Geweben 
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produziert wird (KLEINE & ROSSMANITH, 2010). Die IGF-I-Konzentration im 

Blutkreislauf ist alters- und geschlechtsabhängig, weshalb bei der Auswertung von 

Tests zur Bestimmung von IGF-I, stets die biologische Variabilität zu beachten ist. 

Bidlingmaier et al. haben 2014 einen IGF-I-Assay für die Humanmedizin validiert 

und zusätzlich Referenzwerte diesbedzüglich aufgestellt. Frauen hatten über den 

kompletten Lebenszeitraum hinweg stets niedrigere IGF-I-Konzentrationen als 

Männer. Die IGF-I-Konzentration nimmt nach der Geburt leicht ab und steigt dann 

sofort stetig an, bis sie in der Pubertät einen Gipfel erreicht. Anschließend sinkt die 

IGF-I-Konzentrationen lebenslang ab (BIDLINGMAIER et al., 2014). IGF-I ist 

auch am Glukose- und Fettstoffwechsel beteiligt (JONES & CLEMMONS, 1995). 

Es kann, zusätzlich zum Insulin, die Aufnahme von Glukose in die Zellen, 

stimulieren. Dadurch wird die hepatische Glukoneogenese vermindert und die 

Glykogensynthese und Insulinsensitivität gesteigert (ZAPF et al., 1986; 

CLEMMONS, 2004). IGF-II stimuliert nicht nur Wachstums- und 

Differenzierungsvorgänge diverser Zellen, es reguliert auch überschießendes 

Wachstum und Entartung (KLEINE & ROSSMANITH, 2010). Holland et al. 

fanden 1997 bei Rindern heraus, dass IGF-II vermehrt in der fetalen Phase gebildet 

wird und ist für eine gesunde Embryonalentwicklung nötig ist (HOLLAND et al., 

1997). Bei Mäusen reduziert sich die IGF-II-Konzentration postnatal stetig. In 

dieser Lebensphase hat IGF-II Einfluss auf diverse endokrinologische Vorgänge in 

Leber, Niere und Darm und wirkt auf das Organwachstum von Hoden und 

Nebennieren ein (WOLF et al., 1994). Modi et al. entdeckten 2014 bei Mäusen eine 

autokrine Regulation der β-Zellen des Pankreas. Glutamin stimulierte die IGF-II-

Synthese und IGF-II-Sekretion, wodurch die Größe und Funktion der β-Zellen 

direkt gesteuert wurde (MODI et al., 2014). 

 

2.1.3. Insulin-like Growth Factor Binding Proteine -2 und -3 

Seit den 1980er Jahren wurden bisher sechs Insulin-like Growth Factor Binding 

Proteine (IGFBPs) identifiziert. Sie gleichen einander strukturell zu 35% und haben 

eine hohe Bindungsaffinität für IGF-I und IGF-II. Die IGFBPs hemmen die IGFs, 

haben aber auch IGF-unabhängige Effekte. Durch Steuerung der Bioverfügbarkeit 

von IGF-I und –II beeinflussen sie deren Effekte auf diverse Gewebe, abhängig 

davon in welchem physiologischen oder pathophysiologischen Zustand sich das 

Gewebe befindet und in welchem Gewebe die IGFs wirken sollen (SHIMASAKI 
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& LING, 1991; RAJARAM et al., 1997; WOLF et al., 2000). Um die Halbwertszeit 

der IGFs zu verlängern, werden diese in einem Tertiärkomplex gebunden. Dieser 

setzt sich meist aus einem IGF, einem IGFBP-3 oder IGFBP-5 und einer 

säurelabilen Untereinheit (ALS) zusammen. IGFBP-3 ist das wichtigste 

Bindungsprotein für IGF-I und IGF-II. 75-80% der IGFs werden in so einem 

Komplex gebunden, bis sie an IGF-Rezeptoren binden oder durch Proteolyse im 

Extrazellularraum abgebaut werden (ZAPF et al., 1986; LEROITH, 1996; 

DAUGHADAY, 2000). Neben ihrer Aufgabe als Bindungsproteine haben die 

IGFBPs weitere Wirkmechanismen. IGFBP-2 ist ein sensitiver Tumormarker für 

das Fortschreiten vieler maligner Tumorarten, obwohl die Höhe der Konzentration 

von IGFBP-2 im Blut keinen Hinweis auf ein erhöhtes Tumorrisiko beim Menschen 

darstellt (HOEFLICH et al., 2001). Eine hohe IGFBP-2-Konzentration bei 

Lungenkrebs lässt jedoch auf geringe Überlebenschancen schließen (GUO et al., 

2013). IGFBP-3 reguliert die Zellproliferation. Es fördert den apoptotischen Effekt 

in Krebszellen, entweder durch Sequestrierung von IGF-I und folglich eine 

verminderte Aktivierung des IGF-I-Rezeptors oder IGFBP-3 bindet direkt an 

vermeintliche Rezeptoren, die den Zelltod einleiten (SHAHJEE & 

BHATTACHARYYA, 2014).  

 

2.2. Inkretineffekt und Inkretinhormone 

2.2.1. Inkretineffekt 

Inkretine sind spezielle Hormone, die auf das endokrine Pankreas wirken und die 

Insulinausschüttung fördern. Der Inkretineffekt beschreibt die Tatsache, dass nach 

oraler Glukoseaufnahme die Insulinausschüttung, aus den β-Zellen der Langerhans-

Inseln, höher ist als nach einer isoglykämischen intravenösen Glukoseapplikation. 

Erstmals äußerten Benjamin Moore et al. 1906 die Vermutung, dass auch eine 

Reaktion in der Darmmukosa eine Insulinausschüttung aus dem Pankreas 

hervorruft (MOORE et al., 1906). Aktuell sind die zwei Hormone, Glucose-

dependent Insulinotropic Polypeptide (GIP) und Glukagon-Like Peptide-1 

(GLP-1), für den Anstieg des Insulinspiegels im Blutkreislauf nach oraler 

Glukoseaufnahme verantwortlich. Der Anteil des Inkretineffekts an der 

Insulinausschüttung beträgt 20-80% (SHUSTER et al., 1988; HOLST et al., 2008). 

Hierbei wird durch GIP, im Gegensatz zum GLP-1, bis zu 75% der 
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Insulinstimulation beim Menschen ausgelöst (NAUCK et al., 1993).  

 

2.2.2. Inkretinhormone GIP und GLP-1 

In den 70er Jahren wurde GIP als erstes Inkretinhormon entdeckt (BROWN et al., 

1970). Es wird von den K-Zellen sezerniert, die vor allem in Duodenum und 

Jejunum vorkommen (BUFFA et al., 1975; ORSKOV et al., 1987). Nach 

Nahrungsaufnahme steigt die GIP-Konzentration und im Folgenden wird die 

Insulinausschüttung, aus den β-Zellen des Pankreas, angeregt (CLEATOR & 

GOURLAY, 1975). Neben seiner Wirkung auf die Insulinausschüttung hat GIP 

auch einen positiven Einfluss auf die Knochenstärke und Kollagenqualität 

(MIECZKOWSKA et al., 2015).  

GLP-1 wurde als weiteres Inkretinhormon erstmals in Anglerfischen entdeckt 

(GHIGLIONE et al., 1984; SIEGENTHALER & BLUM, 2006). Es wird sowohl 

aus den A-Zellen des Pankreas als auch den L-Zellen des Ileums, Kolons und 

Rektums nach Nahrungsaufnahme sezerniert (EISSELE et al., 1992). Es fördert, 

wie GIP, ebenfalls die Insulinausschüttung aus dem Pankreas (GHIGLIONE et al., 

1984). Zusätzlich senkt es die Glukagonsynthese, reduziert die Magensaftsekretion 

und verzögert die Magenentleerung (ORSKOV, 1992). Nicht nur bei der 

Nahrungsaufnahme, sondern auch bei der Trinkwasseraufnahme spielt GLP-1 eine 

Rolle. Bei Ratten reduziert endogenes GLP-1 das Durstgefühl, über die 

Beeinflussung des Sättigungszentrums. Eine Wasseraufnahme durch Trinken hat 

einen direkten Einfluss auf die zentrale GLP-1-Bildung, flüssige Futteraufnahme 

hingegen wirkt auf die zentrale und periphere GLP-1-Genexpression. Folglich 

können einzelne Elemente des GLP-1-Systems, getrennt voneinander, auf die 

Verdauung verschiedener Nahrungsmittel unterschiedlich einwirken (MCKAY et 

al., 2014). 

Die kurze Halbwertszeit von zwei bis drei Minuten von GIP und GLP-1 im 

Blutkreislauf ist bedingt durch deren schnelle Inaktivierung. Während ihrer Passage 

durch die Leber werden GIP und GLP-1 abgebaut, bis ihre Metaboliten in den 

Nieren eliminiert werden (SARSON et al., 1982; SCHJOLDAGER et al., 1989; 

DEACON, 2004). 
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2.3. Weitere Stoffwechselhormone 

2.3.1. Insulin  

Insulin wird in den β-Zellen der Langerhansschen Inseln des Pankreas gebildet und 

in speziellen Vesikeln, die sich vom Golgi-Apparat abschnüren, gespeichert. Nach 

Nahrungsaufnahme erfolgt die Insulinausschüttung pulsatil in zwei Phasen. Die 

erste Phase erstreckt sich etwa über zehn Minuten und verläuft mit einer erhöhten 

Insulinausschüttung. In der anschließenden Phase erfolgt eine geringere 

Ausschüttung von Insulin in die Blutbahn, welche hingegen mehrere Stunden 

andauern kann. Nach der Ausschüttung zerfallen die Insulin-Hexamere in Di- und 

Monomere, wodurch sie an Insulinrezeptoren binden können (LÖFFLER G. et al., 

2007). Die Hauptfunktion des Insulins besteht im Transport der Glukose in die 

Zellen. Eine weitere Insulin-vermittelte Wirkung ist die Steuerung der 

Glukoseverwertung in den Skelettmuskeln und dem Fettgewebe. In der Leber 

steigert Insulin die Glykogensynthese, Lipogenese und Aminosäurebildung sowie 

in Muskel- und Fettzellen die Bildung von ATP (LÖFFLER G. et al., 2007; 

KLEINE & ROSSMANITH, 2010). Systemisch betrachtet kann eine akut 

auftretende hepatische Insulinresistenz zu Hyperglykämie und sogar zu einem sich 

anschließenden Myokardinfarkt bei Ratten führen (WANG et al., 2015a).  

 

2.3.2. Leptin 

Leptin wird hauptsächlich von Adipozyten synthetisiert, in geringerem Maße auch 

in Magenschleimhaut, Ovar, Mamma, fetalem Gewebe, Gehirn und Hypothalamus 

(MORASH et al., 1999; BRANN et al., 2001). Es zirkuliert, größtenteils 

proteingebunden, in der Blutbahn und wirkt auf Rezeptoren im zentralen 

Nervensystem, sowie in Pankreaszellen (SINHA et al., 1996). Die 

Plasmaleptinkonzentration korreliert positiv mit der Masse an Fettgewebe im 

Körper. Sowohl Fasten als auch Gewichtsverlust führen zu einer Abnahme der 

Leptinkonzentration im Blutkreislauf (MAFFEI et al., 1995). Eine erhöhte 

Leptinkonzentration reduziert das Hungergefühl im Sättigungszentrum des Gehirns  

über Rezeptoren im Hypothalamus (GELDSZUS et al., 1996; BLUM, 1997). Im 

Tiermodell wurde der Einfluss von Leptin auf neuronale Verknüpfungen 

untersucht. Leptin ist in der synaptischen Weiterleitung ein entscheidender Faktor 

für das Auftreten von Angstzuständen. Mit einer Antagonisierung des 
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Leptinrezeptors konnten Angstzustände bei Ratten vollständig reduziert werden 

(WANG et al., 2015b). 

 

2.3.3. Ghrelin 

Ghrelin wird hauptsächlich in den X/A-ähnlichen endokrinen Zellen der Mukosa 

des Magenfundus synthetisiert und endokrin sezerniert (DATE et al., 2000; WANG 

et al., 2002). Die aktive Form ist der acylierte Zustand (acyliertes Ghrelin, active 

Ghrelin) und die inaktive Form heißt Desacyl-Ghrelin. Sie ist im Gegensatz zur 

aktiven Form nicht über Serin mit der Oktanoylgruppe verestert (KOJIMA et al., 

1999). Eine hohe Ghrelinkonzentration stimuliert die Nahrungsaufnahme und bei 

Hungerzuständen wird dieses Hormon vermehrt ausgeschüttet. Neben seinen 

endokrinen Effekten wirkt Ghrelin auch parakrin und führt so zu einer Erhöhung 

der gastrointestinalen Motilität und zu Sekretion von Magensäure (MASUDA et 

al., 2000). In der Krebstherapie wurde die Wirkung von menschlichem Ghrelin auf 

den Gastrointestinaltrakt, nach Ganzkörperbestrahlung von Ratten, getestet. Nach 

Behandlung mit menschlichem Ghrelin zeigten die Tiere geringere gastrointestinale 

Schäden und die Sterblichkeitsrate sank im Vergleich zur Kontrollgruppe 

signifikant (WANG et al., 2015c).   
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 MATERIAL UND METHODEN  

1. Tiermodell und Haltung 

1.1. Tiermodell und Haltung der Versuchsreihe „präanalytische 

Varianz“ 

Neun Ratten des Stammes Wistar Han, männliche (n = 7) und weibliche (n = 2), 

zwölf Wochen alt (Charles River Germany, Sulzfeld), wurden in der Tierhaltung 

des Klinikums der Universität München, Medizinische Klinik und Poliklinik VI, 

gehalten. Die Tiere lebten einzeln in Polykarbonat-Käfigen (Makrolon® Typ 3, 

Bayer, Leverkusen; Maße: 37 x 21 x 15cm), die Raumtemperatur betrug 22 ± 1ºC, 

die Luftfeuchtigkeit 55 ± 10 %. Als Einstreu wurden Sägespäne (Lignocel® 

Sägespäne, J. Rettenmaier & Söhne, Rosenberg) verwendet. Die Ratten hatten 

pelletiertes Alleinfutter (ssniff® Futtermittel für Ratten und Mäuse, Spezialdiäten 

GmbH, Soest) und Wasser ad libitum zur Verfügung. Die Beleuchtungsperiode 

erstreckte sich von 9ºº bis 21ºº Uhr (MEZ) über zwölf Stunden. Der 

Akklimatisationszeitraum betrug zwei Wochen. 

 

1.2. Tierschutz und Genehmigung 

Alle Tierversuche standen im Einklang mit dem deutschen Tierschutzgesetz und 

wurden von der Regierung von Oberbayern unter dem Geschäftszeichen 55.2-1-54-

2531-105-09 genehmigt. 

 

1.3. Tiermodell und Haltung der Versuchsreihe „biologische Varianz“ 

Für eine weitere Versuchsreihe wurden männliche Ratten des Stamms Wistar Han 

gehalten, 16 Tiere im Alter von zwölf Wochen und 16 im Alter von einem Jahr. 

Auch sie lebten in Einzelhaltung in der Tierhaltung des Klinikum der Universität 

München, Medizinische Klinik und Poliklinik VI. Die Tiere wurden in 

Polykarbonat-Käfigen (Makrolon® Typ 3, Bayer, Leverkusen; Maße: 37 x 21 x 

15cm) mit einer Raumtemperatur von 22 ± 1ºC und Luftfeuchtigkeit von 55 ± 10% 

gehalten. Als Einstreu wurden Sägespäne (Lignocel® Sägespäne, J. Rettenmaier & 

Söhne, Rosenberg) verwendet. Die Ratten hatten pelletiertes Alleinfutter (ssniff® 
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Futtermittel für Ratten und Mäuse, Spezialdiäten GmbH, Soest) und Wasser ad 

libitum zur Verfügung. Die Beleuchtungsperiode erstreckte sich über zwölf 

Stunden und die Akklimatisationsperiode betrug zwei Wochen. 

 

2. Versuchsdurchführung 

2.1. Versuchsdurchführung der Versuchsreihe „präanalytische Varianz“ 

Zu Versuchsbeginn wurde den 14 Wochen alten weiblichen (n = 2) und männlichen 

(n = 3) Ratten, jeweils sechs Stunden vor der Blutentnahme, das Futter entzogen, 

die restlichen vier Ratten wurden nicht gefastet. Alle Tiere wurden vor der 

Blutentnahme gewogen (Sartorius Competence CP2201). Die Narkose wurde per 

Isofluran-getränkten Baumwolltupfern eingeleitet (1-Chloro-2,2,2-trifluoroethyl-

difluoromethyl-ether) (Florene Nr. B506, ABBOTT Inhalationsnarkotikum), die in 

ein Glasgefäß gelegt wurden, in dem sich das Isofluran gasförmig ausbreiten 

konnte. Das jeweilige Umsetzen der Tiere in die Schale der Waage bzw. in das 

Glasgefäß, zum Narkotisieren, geschah durch Griff an der Schwanzwurzel. In 

Narkose wurden die Tiere dekapitiert, das Blut aus den Arteriae carotides mit Hilfe 

eines Trichter aufgefangen und gleichmäßig auf, in Eis vorgekühlte, 

Polypropylenröhrchen (PPR) verteilt. Vier PPR für EDTA-Plasma (S-Monovette® 

2,7ml K3E, Sarstedt) wurden befüllt und sofort wieder auf Eis gekühlt. Ein PPR 

mit EDTA-Plasma und ein PPR für Serum (S-Monovette® 4,7ml Z-Gel, Sarstedt, 

Nümbrecht) wurden ungekühlt vorbereitet, befüllt und bis zum Einfrieren 

ungekühlt aufbewahrt. 

 

2.2. Versuchsdurchführung der Versuchsreihe „biologische Varianz“ 

In diesem Versuchsabschnitt sollte ein langer Zeitraum des Fastens untersucht 

werden. Um eine lange Fastenzeitspanne zu schaffen, wurden 

Blutentnahmezeitpunkte nüchtern von 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16 und 18 Stunden, 

in wachem Zustand, festgelegt. Den ersten acht Ratten wurde ab dem Zeitpunkt 0 

Blut entnommen, den zweiten acht Stück nach einer zehnstündigen Fastenperiode. 

Diese Aufteilung war nötig, da Ratten ein geringes Gesamtblutvolumen besitzen 

und eine derartige Anzahl Blutentnahmen auch nicht mit dem Tierschutzgesetz 

vereinbar sind. Einer Kontrollgruppe mit freiem Zugang zu Nahrung wurde jeweils 
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zu den gleichen Zeitpunkten Blut entnommen.  

Vor Versuchsbeginn wurden die Ratten gewogen (Sartorius Competence CP2201). 

Die Blutentnahme erfolgte zu den verschiedenen Zeitpunkten jeweils aus der 

Schwanzvene. Zu jedem Blutentnahmezeitpunkt wurden jeweils 400µl Vollblut in 

ein vorgekühltes Polypropylenröhrchen mit EDTA gefüllt. Dieses wurde im 

Anschluss mit 4µl DPP-4-Inhibitor (DPP-IV inhibitor®, Millipore, Billerica, 

Mass., USA) und 60µl Proteaseinhibitor (complete®, Roche, Schweiz) versetzt und 

bis zur weiteren Bearbeitung auf Eis gekühlt. Beim fünften Blutentnahmezeitpunkt 

wurden die Tiere, wie schon im ersten Versuch, narkotisiert und anschließend 

dekapitiert. Das Mischblut wurde in vorgekühlten PPR aufgefangen. Zu jedem 

Blutentnahmezeitpunkt wurde der Blutglukosespiegel mit Hilfe von Glukose-

Oxidase-Test gemessen. 

 

2.3. Probenaufbereitung 

2.3.1. Probenaufbereitung der Versuchsreihe „präanalytische Varianz“ 

In Abbildung 1 wird folgende Probenaufbereitung bildlich dargestellt. Ein EDTA-

PPR und Serum wurde separiert und ungekühlt bis zur weiteren Bearbeitung 

aufbewahrt. Die restlichen Proben wurden bis zur Zentrifugation auf Eis gekühlt. 

Ein EDTA-PPR blieb unbehandelt, zwei weitere EDTA-Plasmen wurden mit 

Proteaseinhibitor (Prot) (complete®, Roche, Schweiz), zu 15% des Vollblutes, 

versetzt, dem letzteren Röhrchen wurde zusätzlich DPP-4-Inhibitor (DPP-IV 

inhibitor®, Millipore, Billerica, Mass., USA) (DPP-4-inh.), zu 1% des Vollblutes, 

beigefügt.  

Zehn Minuten lang wurden die gewonnenen Vollblutproben bei 3000 

Umdrehungen pro Minute bei 4°C zentrifugiert (Heraeus Multifuge X3R 

Centrifuge, Thermo Scientific Inc., Rochester, U.S.A.) und anschließend mit Hilfe 

von Pipetten (Eppendorf Reference®, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) in 

Kryoröhrchen zu 1,8ml (Nunc Kryoröhrchen, Thermo Fischer Scientific Inc.) 

aliquotiert. Das Volumen des gewonnen Materials wurde gleichmäßig auf zehn 

PPR aufgeteilt. Folglich wird pro Analyse nur ein Probenröhrchen aufgetaut, um 

Einfrier-Auftau-Zyklen zu vermeiden. Das mit Prot vorbehandelte EDTA-Plasma 

aus dem letzten PPR, wurde nach dem Zentrifugieren zusätzlich mit 1-molarer 
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Salzsäure (HCl) des EDTA-Plasmas und Prot versetzt (20µl HCl / 100µl Plasma). 

Die Menge des gewonnenen Serums wurde gleichmäßig in zwei Hälften geteilt und 

darauffolgend jeweils in zehn PPR aliquotiert. Die Proben wurden bei -80°C 

aufbewahrt, wobei der eine Teil des Serums einen Auftau-Einfrier-Zyklus 

durchlaufen hat. Zehn Mal wurden diese Proben bis auf 22°C Zimmertemperatur 

aufgetaut und anschließend wieder bei -80°C eingefroren. Bis zum weiteren 

Gebrauch wurden diese Proben bei -80°C aufbewahrt. 

Somit wurden folgende Untersuchungsmaterialien in unterschiedlichen 
Bedingungen hergestellt:  

1. Serum (Serum) 

2. Serum nach zehn Mal einfrieren und auftauen (Serum frieren/tauen) 

3. EDTA-Plasma, das bis zum Einfrieren ungekühlt aufbewahrt wurde (EDTA  

ungekühlt) 

4. EDTA-Plasma, das während der Bearbeitung ununterbrochen gekühlt wurde 
(EDTA auf Eis) 

5. EDTA-Plasma, welches mit Prot versetzt und ununterbrochen gekühlt wurde 
(EDTA+Prot) 

6. EDTA-Plasma, das mit Prot und DPP-4-inh. versetzt und ununterbrochen gekühlt 
wurde (EDTA+Prot+DPP-4-inh.) 

7. EDTA-Plasma, welches mit Prot und HCl versetzt und ununterbrochen gekühlt 
wurde (EDTA+Prot+HCl) 

Die Zusätze wurden auf folgende Weise gewonnen: Prot wurde durch Lösen einer 

Tablette complete® mini in 1,5ml destilliertem Wasser hergestellt (150µl / 1ml 

Vollblut). DPP-4-Inhibitor (DPP-IV inhibitor®, Millipore) war in flüssiger 

gebrauchsfertiger Form vorhanden (10µl / 1ml Vollblut). 1-molare HCl entstand 

durch die Verdünnung von 5-molarer HCl (Salzsäure 5mol/l (5N), Apotheke 

Innenstadt Uni München, München, Germany) mit vier Teilen destilliertem Wasser 

(aqua ad iniectabilia Braun, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Germany). 
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DPP-4-inh.: DPP-4-Inhibitor 

  RT: Raumtemperatur 

          Prot: Proteaseinhibitor 

                  HCl: Salzsäure 

Abbildung 1: bildliche Darstellung der Probenvorbereitung der Versuchsreihe 

„präanalytische Varianz“ 

 

2.3.2. Probenaufbereitung der Versuchsreihe „biologische Varianz“ 

Das Probenmaterial wurde bis zur Zentrifugation auf Eis gekühlt. Das Blut wurde, 

sofort nach dessen Entnahme, mit Proteaseinhibitor (Prot) (complete®, Roche, 

Schweiz), 15% des Vollblutes und DPP-4-Inhibitor (DPP-IV inhibitor®, Millipore, 

Billerica, Mass., USA), 1% des Vollblutes, versetzt. Zehn Minuten lang wurden die 

gewonnenen Vollblutproben bei 3000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert 

(Heraeus Multifuge X3R Centrifuge, Thermo Scientific Inc., Rochester, U.S.A.) 

und anschließend das gewonnene Plasma, mit Hilfe von Pipetten (Eppendorf 

Reference®, Eppendorf, Hamburg, Deutschland), in Kryoröhrchen (Nunc 

Kryoröhrchen, Thermo Fischer Scientific Inc.) umgefüllt. Anschließend wurden die 

Proben bei -80°C bis zur weiteren Bearbeitung aufbewahrt. 
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2.4. Materialien 

2.4.1. Serum-Plasma 

Blutserum, kurz Serum genannt, besteht aus den flüssigen Bestandteilen des Blutes. 

Durch Zentrifugation von geronnenem Blut wird der Blutkuchen mit den zellulären 

Bestandteilen, wie Blutplättchen, roten und weißen Blutkörperchen, vom 

Überstand, dem Serum, getrennt. Das Serum, welches nun kein Fibrin mehr enthält, 

wird vom Blutkuchen abpipettiert und in ein anderes Gefäß überführt. Es besteht 

zu 91% aus Wasser (H2O). Den Rest bilden unter anderem Proteine, vor allem 

Albumin und Globuline, Elektrolyte, organische Säuren, Fette, Nährstoffe, 

Hormone und Stoffwechselendprodukte des Körpers. 

Blutplasma enthält im Gegensatz zu Serum noch alle Gerinnungsfaktoren. Es wird 

durch Zusatz von Gerinnungshemmern zu Vollblut gewonnen. Nach dem 

Zentrifugieren wird der Überstand abpipettiert und zur weiteren Verwendung 

aufbewahrt. 

 

2.4.2. Proteaseinhibitoren 

2.4.2.1. Allgemeine Proteaseinhibitoren 

Proteaseinhibitoren dienen der Hemmung von Peptidbindungshydrolasen, kurz 

Peptidasen, welche Enzyme sind, die Proteine und Peptide spalten. Plasmaproteine 

dienen der Aufrechterhaltung des kolloidosmotischen Drucks im Blutkreislauf, als 

Puffer zur Einstellung des pH-Wertes im Blut und als Transportmedium für 

Hormone und Enzyme. Proteaseinhibitoren verlangsamen somit die Spaltung der 

Proteine im Probenmaterial und führen damit zu verlässlicheren Messwerten als bei 

unbehandelten Proben.  

 

2.4.2.2. DPP-4-Inhibitor 

Der Inhibitor der Dipeptidylpeptidase-4, kurz DPP-4-Inhibitor (DPP-4-inh.), stellt 

eine spezielle Art von Proteaseinhibitor dar. Er hemmt das Enzym Dipeptidyl-

peptidase-4 (DPP-4), das regulär das Hormons Glukagon-Like Peptide 1 (GLP-1) 

abbaut. Solange der DPP-4-Inhibitor mit dem DPP-4 interagiert kann dieses GLP-1 

nicht abbauen. Durch Zugabe von DPP4-Inhibitor zu einer Blutprobe direkt nach 
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dessen Entnahme wird somit die Messung von intaktem GLP-1 aus diesem Material 

ermöglicht. 

 

2.4.3. Salzsäure  

Um in einer Probe acyliertes Ghrelin messen zu können wird aktuell dazu geraten, 

diese mit Salzsäure (HCl) anzusäuern (LIU et al., 2008). Ghrelin ist ein 

Peptidhormon, das in seiner aktiven Form an der dritten Aminosäure Serin, bei 

manchen Tierarten auch Threonin, mit Oktansäure verestert ist. Die Salzsäure 

verhindert die Abspaltung der Säuregruppe und somit den Übergang in die inaktive 

Form. Aktives Ghrelin kann folglich nur gemessen werden, wenn das Material 

angesäuert wurde. Gesamt-Ghrelin sollte nicht in angesäuerten Proben gemessen 

werden.  

 

2.5. Immunassays 

In einem immunchemischen Verfahren wird der Nachweis eines Analyten, wie zum 

Beispiel eines Hormons oder Proteins, in einer Antigen-Antikörper-Reaktion 

erbracht.  

Antigene sind Substanzen, ab einer Größe von etwa 5000 Dalton, an die sich 

Antikörper binden können. Auf diesen Antigenen befinden sich Epitope, welche 

spezifische Bindungsstellen unterschiedlicher räumlicher Struktur auf deren 

Oberfläche darstellen. An diese Epitope können Antikörper binden. Somit kann für 

jedes Epitop ein eigener Antikörper vom Immunsystem gebildet werden. 

Polyklonale Antikörper können an verschiedene, monoklonale nur an genau ein 

spezifisches Epitop binden. 

Die praktische Durchführung eines immunchemischen Nachweises kann auf 

unterschiedliche Arten erfolgen. Häufig wird ein sogenannter kompetitiver 

Immunassay verwendet, bei dem die Antigene des Untersuchungsmaterials mit 

markierten Antigenen aus einem Testreagenz um eine limitierte Menge Antikörper 

konkurrieren. Ein weiteres gebräuchliches Verfahren ist der Sandwich-Assay. 

Hierbei bindet das Antigen des Probenmaterials an einen festphasegebundenen 

Antikörper und wird anschließend von einem weiteren markierten Antigen 

detektiert. Hieraus ergibt sich für einen kompetitiven Assay in der Auswertung 

durch photometrische Messung eine sinkende Konzentrationskurve und für den 
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Sandwich-Assay entsprechend eine steigende Konzentrationskurve, bei jeweils 

steigenden detektierten Analyten.  

Jeder Assay hat eine individuelle Standardkurve, anhand der die Konzentration des 

jeweiligen Analyten in den zu untersuchenden Proben bestimmt wird. Die 

Standardkurve ergibt sich aus einer Verdünnungsreihe mit bekannten 

Konzentrationen, die zu Beginn eines jeden Tests auf der entsprechenden Testplatte 

neu erstellt wird. Die festgelegten Verdünnungsstufen der Standardkurve ergeben 

in jedem Testkit geringgradig voneinander abweichende photometrische 

Messwerte, weshalb für jede Mikrotiterplatte eine neue Verdünnungsreihe angelegt 

wird. Folglich können Ergebnisse zwar verglichen werden, unterliegen aber einer 

gewissen Inter-Assay-Varianz, die berücksichtigt werden muss. 

 

2.5.1. Ablauf eines Sandwich-Assays 

Wie in Abbildung 2 dargestellt, wird ein Antikörper auf einer Festphase 

immobilisiert und anschließend zu untersuchendes Probenmaterial zugegeben. Je 

höher die Konzentration von Antigen im Untersuchungsmaterial, desto mehr 

Antigen wird gebunden und später detektiert. Im nächsten Schritt, der Waschung, 

wird unspezifisch gebundenes Material entfernt und anschließend ein weiterer 

Antikörper (Tracer) zugegeben, der an die vorhandenen Immunkomplexe bindet. 

Nach dem Auswaschen des ungebundenen Tracers erfolgt eine Behandlung mit 

einem Enzym, das an einen weiteren Antikörper gebunden ist. Nach einem weiteren 

Waschgang wird im nächsten Schritt ein Substrat zugegeben, das vom enthaltenen 

Enzym umgesetzt wird und eine Farbreaktion auslöst. Diese Reaktion wird nach 

einem gewissen Zeitraum durch Zugabe einer Säure gestoppt und der gebildete 

Farbstoff photometrisch gemessen. Die farbliche Intensität wird nach dem 

Lambert-Beerschen Gesetz interpretiert und korreliert mit der Konzentration des 

gemessenen Antigens. 
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(1) Antikörper, mit dem die Mikrotiterplatte beschichtet wird 

(2) zu detektierende Probe bindet an den Antikörper 

(3) Tracer bindet an Antigen-Antikörper-Komplex 

(4) enzymgebundene Antikörper-Antigen-Antikörper-Bindung 

(5) das Enzym wird von einem Substrat umgesetzt; ein Farbumschlag entsteht 

Abbildung 2: schematische Darstellung des Ablaufes eines Sandwich-Assays 

 

Für die Untersuchung der verschiedenen Stoffwechselhormone wurden folgende 

Immunassays verwendet: 

Untersuchtes Hormon Hersteller der Immunassays 

GH Mediagnost 

IGF-I IDS 

IGF-II Mediagnost 

IGFBP-2 Mediagnost 

IGFBP-3 Mediagnost 

Gesamt-GIP Millipore 

GLP-1 Epitope Diagnostics 

Insulin ALPCO 

Leptin Mediagnost 

Acyliertes Ghrelin Millipore 

Gesamt-Ghrelin Linco-Research 

Tabelle 1: Herstellerverzechnis der verwendeten Immunassays 

 

2.5.2. Messung von IGF-I 

Als Beispiel für die Messung eines Immunassays wurde ein rat/mouse IGF-I ELISA 

von der Firma IDS, Boldon, Großbritannien durchgeführt. 

  

 

1                2            3                 4                 5 
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Die Vertiefungen der Mikrotiterplatte wurden mit monoklonalem anti-Rat IGF-I-

Antikörper beschichtet.  

Durchführungsvorschrift:  

1. Probenvorbereitung 

a. Plastik- oder Glasröhrchen bereitstellen und beschriften, jeweils eines für 

jede Kontrolle (Control) und jede Probe 

b. 25µl Kontroll- oder Probenflüssigkeit jeweils in die entsprechenden 

Röhrchen geben 

c. Jeweils 100µl Lösungsflüssigkeit (Releasing Reagent) in jedes Röhrchen 

füllen, alle gut mischen und bei 18-28°C 10 Minuten lang inkubieren lassen. 

d. 1ml Verdünnungsflüssigkeit (Sample diluent) in jedes Röhrchen füllen und 

wieder alles gut mischen. 

2. Alternative Probenvorbereitung bei kleineren Probenmengen von unter 25µl 

a. Plastik- oder Glasröhrchen bereitstellen und beschriften, jeweils eines für 

jede Kontrolle (Control) und jede Probe 

b. 10µl Kontroll- oder Probenflüssigkeit jeweils in die entsprechenden 

Röhrchen geben  

c. Die vierfache Menge des Probenvolumens an Lösungsflüssigkeit 

hinzugeben und alle Röhrchen gut mischen und bei 18-28°C 10 Minuten 

lang inkubieren lassen. 

d. Die 40-fache Menge des Probenvolumens an Verdünnungsflüssigkeit zu 

jedem Röhrchen geben und alles gut mischen. 

3. Assaydurchführung 

a. Jeweils 25µl jedes Standards, jeder Kontrolle und jeder Probe, in doppelter 

Ausführung, in die mit Antikörper vorbeschichteten Löcher der 

Mikrotiterplatte pipettieren. (Dies sollte innerhalb von 30 Minuten 

geschehen, um Fehlerquellen zu minimieren) 

b.  Jeweils 100µl Anti-Ratten-IGF-I-Biotin allen Löchern zufügen. 

c. Die Mikrotiterplatte mit einer klebenden Folie abdecken und für 2 Stunden 

bei 18-28°C auf einem Mikrotiterplattenschüttler inkubieren lassen. 

d. Die Mikrotiterplatte mit 300µl Waschlösung pro Loch 3x waschen und 

anschließend auf saugfähigem Untergrund abklopfen, um zurückgebliebene 

Waschlösung zu entfernen. 

e. Per Multipette 200µl Enzymkonjugat in jedes Loch pipettieren und bei 18-

28°C 30 Minuten inkubieren lassen.  



Material und Methoden    29 

f. Die Waschung wie in Schritt 3 d wiederholen. 

g. Jeweils 200µl TMB-Substrat per Multipette auf die Mikrotiterplatte 

auftragen und bei 18-28°C 30 Minuten inkubieren lassen.  

h. Jeweils 100µl Stopplösung per Multipette zu jedem Loch zugeben 

i. Photometrische Messung der Absorption eines jeden Lochs bei 450nm 

innerhalb von 30 Minuten nach Hinzufügen der Stopplösung. 

 

2.6. Glukose-Oxidase-Test 

Die Glukose wird in diesem Nachweisverfahren enzymatisch bestimmt. Die 

Glukose-Oxidase (GOD) oxidiert Glukose, unter Sauerstoffaufnahme, zu 

Glukonsäure und Wasser wird zu Wasserstoffperoxid reduziert (Abbildung 3). In 

einer nachgeschalteten, durch Peroxidase katalysierten,  Farbreaktion wird 

Wasserstoffperoxid wiederum zu Wasser reduziert. Die gebildete Konzentration 

des Wasserstoffperoxids kann elektrochemisch bestimmt werden, woraufhin 

Rückschlüsse auf die Höhe der Konzentration der Glukose gezogen werden können. 

 

 

         GOD 

Glu + H2O + O2 -----------> Glukonsäure + H2O2 

Glu: Glukose 

H2O: Wasser 

O2: Sauerstoff 

GOD: Glukose-Oxidase 

H2O2: Wasserstoffperoxid 

Abbildung 3: schematische Darstellung des Ablaufes des Glukose-Oxidase-Tests 

 

2.7. Statistische Auswertung 

Die Ergebnisse der Immunassays wurden in Microsoft Excel 2007 (Microsoft 

Corporation, Redmond, WA, USA) erfasst. Nach einer entsprechenden Korrektur, 

um den Verdünnungsfaktor der verwendeten Zusätze, wurden die Ergebnisse der 

ersten Versuchsreihe „präanalytische Varianz“ in ng/ml dargestellt (Gesamt-GIP in 

pM). Zur weiteren statistischen Analyse wurde das Programm GraphPad Prism 

(GraphPad Software, Version 5, Inc., La Jolla, California, USA) eingesetzt. Jedes 
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gemessene Hormon wird in einem Liniendiagramm veranschaulicht und absolute 

Messwerte, eines jeden einzelnen Tieres im jeweiligen Probenbearbeitungszustand, 

dargestellt. In jedem Diagramm ist der niedrigste messbare Wert, des verwendeten 

Immunassays, als Detektionsgrenze gekennzeichnet.  

Anschließend wurden die Probenbearbeitungszustände der verschiedenen Hormone 

miteinander verglichen, indem der Mittelwert aller Tiere in Relation zu dem von 

„Serum“ gesetzt wurde. Dies wurde in Säulendiagrammen dargestellt. Die 

Abweichung der Einzelmessungen vom Mittelwert wurden als 

Standardabweichung der Mittelwerte („Standard Error of the Mean“, SEM) 

angegeben. 

Nicht-parametrische Mann-Whitney-U Tests wurden zum Vergleich von zwei 

Probenbearbeitungszuständen verwendet, bei mehreren Untersuchungsgruppen 

wurden nicht-parametrische Kruskal-Wallis Tests zur statistischen Analyse  

durchgeführt. Das Ergebnis wurde als signifikant erachtet, wenn p<0,05 war. In den 

Grafiken bedeutet * p<0,05, ** p<0.01 und *** p<0,001. 

In der zweiten Versuchsreihe „biologische Varianz“ wurde zusätzlich die Fläche 

unter der Kurve für jedes Hormon (Area Under the Curve, AUC) bestimmt. 
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 ERGEBNISSE 

1. Untersuchung verschiedener präanalytischer Einfluss-

größen auf ausgewählte metabolische Hormone (Versuchs-

reihe „präanalytische Varianz“) 

1.1. Lebendgewichtmessung 

Die Ratten waren zum Zeitpunkt der Sektion 14 Wochen alt. Männliche (n = 7) und 

weibliche (n = 2) Tiere wurden untersucht. In Tabelle 2 werden die Gewichte der 

Ratten zum Zeitpunkt der Blutentnahme aufgeführt. 

Tier-Nr. Geschlecht Fütterungsstatus Gewicht [g] 

Ratte 1 weiblich 6 Stunden gefastet 208,1 

Ratte 2 weiblich 6 Stunden gefastet 230,1 

Ratte 3 männlich Fütterung ad libitum 377,6 

Ratte 4 männlich Fütterung ad libitum 354,2 

Ratte 5 männlich Fütterung ad libitum 370,0 

Ratte 6 männlich Fütterung ad libitum 369,6 

Ratte 7 männlich 6 Stunden gefastet 333,4 

Ratte 8 männlich 6 Stunden gefastet 368,1 

Ratte 9 männlich 6 Stunden gefastet 355,5 

Tabelle 2: Gewichte der Ratten der Versuchsreihe „präanalytische Varianz“ zum Zeitpunkt 

der Blutentnahme 

 

In dieser Versuchsreihe sollte eine möglichst große physiologische 

Konzentrationsvariabilität der untersuchten Parameter abgedeckt werden. Folglich 

wurden weibliche und männliche Ratten, die entweder für 6h gefastet wurden oder 

Fütterung ad libitum erhielten, untersucht. Die weiblichen Ratten wogen im 

Durchschnitt 219,1 g, die männlichen 361,2 g. Die männlichen Ratten wogen 

signifikant mehr als die weiblichen Ratten (p<0,001) und gefastete Ratten 
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unterschieden sich, bezogen auf das Gewicht, nicht signifikant von den Ratten mit 

ad libitum-Fütterung. 

In den folgenden Balkendiagrammen der Versuchsreihe „präanalytische Varianz“ 

wurde der Serumwert des entsprechenden Hormons auf 100% gesetzt und die 

restlichen Probenbearbeitungszustände wurden in prozentualer Relation zu diesem 

Wert dargestellt. 

 

1.2. Wachstumshormon 

Wie bereits 1976 von Willoughby et al. herausgefunden wurde, wird das 

Wachstumshormon bei der Ratte pulsatil ausgeschüttet (WILLOUGHBY et al., 

1976). Deshalb können die gemessenen Konzentrationen zu individuellen 

Zeitpunkten stark divergieren. In diesem Fall unterliegt Ratte 8 zum Zeitpunkt der 

Blutentnahme einem GH-Ausstoß.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 4 GH-Konzentrationen aller Ratten in den unterschiedlichen 

Probenbearbeitungszuständen. Die gestrichelte rote Linie stellt das Detektionslimit des 

Immunassays dar. 
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Abbildung 5: GH-Konzentrationen im Blut der Ratten unter den verschiedenen 

präanalytischen Bedingungen in Relation zur Referenzkonzentration von „Serum“. Im 

Zustand „EDTA ungekühlt“ wurden signifikant höhere GH-Konzentrationen als in 

„Serum“ gemessen. „EDTA+Prot+HCl“ lag unter der Detektionsgrenze (***p<0,001, 

Mittelwerte± SEM). 

 

In Abbildung 5 werden die GH-Konzentrationen in den unterschiedlichen 

Probenbearbeitungszuständen in prozentualer Relation zum Referenzwert „Serum“ 

dargestellt. Es gab keinen signifikanten Unterschied zwischen „Serum“ und „Serum 

frieren/tauen“, aber die GH-Konzentration in der „EDTA ungekühlt“-Gruppe war 

mehr als doppelt so hoch wie in der „Serum“-Gruppe (p<0,001). Innerhalb der 

Probenbearbeitungszustände von EDTA-Plasma gab es keine signifikanten 

Unterschiede, jedoch konnte GH, in den mit Salzsäure angesäuerten Proben, nicht 

gemessen werden. 

 

1.3. IGF-I 

IGF-I ist ein wichtiger Faktor für Wachstums- und Differenzierungsprozesse. Es 

spielt eine zentrale Rolle in der Zellproliferation und -differenzierung (FRAGO & 

CHOWEN, 2005) und seine Konzentration sinkt bei Säugetieren im 

Alterungsprozess (CARTER et al., 2002). Wie in Abbildung 6 zu sehen ist, lagen 

die gemessenen Einzelwerte von IGF-I der unterschiedlichen Ratten in den 
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verschiedenen Probenbearbeitungszuständen nahe beieinander, Ratte 1 und 2 

wiesen jedoch allgemein niedrigere Werte als die anderen Ratten auf. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 6: IGF-I-Konzentrationen aller Ratten in den unterschiedlichen 

Probenbearbeitungszuständen. Die gestrichelte rote Linie stellt das Detektionslimit des 

Immunassays dar.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 7: Vergleich der IGF-I-Konzentrationen in Relation zur Referenzkonzentration 

„Serum“. Es wurden signifikant höhere Konzentration im Vergleich von „EDTA 

ungekühlt“ mit „Serum“ (**p<0,01, Mittelwerte± SEM) sowie zwischen 

„EDTA+Prot+HCl“ und „EDTA ungekühlt“ ermittelt (*** p<0,001; Mittelwerte± SEM) 
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Wie in Abbildung 7 ersichtlich konnten in „Serum“ signifikant höhere IGF-I-

Konzentrationen gemessen werden als in der „EDTA ungekühlt“-Gruppe (p<0,01). 

Ein zehnmaliger Einfrier-Auftau-Zyklus von Serum, wie in der „Serum 

frieren/tauen“-Gruppe dargestellt, beeinflusste die gemessenen Werte von IGF-I 

nicht signifikant. Zwischen den verschiedenen Probenbearbeitungszuständen von 

EDTA-Plasma wurden, bis auf die „EDTA+Prot+HCl“-Gruppe, keine 

signifikanten Unterschiede detektiert. Diese Gruppe wies jedoch signifikant 

niedrigere IGF-I-Werte auf als die restlichen EDTA-Plasma-Gruppen auf 

(p<0,001). 

 

1.4. IGF-II 

IGF-II ist wichtig für das pränatale Wachstum und eine gesunde 

Embryonalentwicklung (BAKER et al., 1993; WANG et al., 1994). Zusätzlich kann 

IGF-II die Zellproliferation über den Insulinrezeptor fördern (MORRIONE et al., 

1997). Vergleicht man die IGF-II-Konzentration (Abbildung 9) von „Serum“ mit 

„Serum frieren/tauen“ so sind nach einem zehnmaligen Einfrier-Auftau-Zyklus 

signifikant höhere IGF-II-Werte (p<0,05) gemessen worden. Im Gegensatz dazu 

wurden signifikant niedrigere Werte im Vergleich von „Serum“ mit der „EDTA 

ungekühlt“-Gruppe gemessen (p<0,001). Innerhalb der Probenbearbeitungs-

zustände von EDTA-Plasma wurden keine signifikanten Unterschiede festgestellt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 8: IGF-II-Konzentration aller Ratten in den unterschiedlichen 

Probenbearbeitungszuständen. Die gestrichelte rote Linie stellt das Detektionslimit des 

Immunassays dar. 
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Abbildung 9: IGF-II-Konzentration in den verschiedenen Probenbearbeitungszuständen in 

Relation zum „Serum“-Wert. Es wurden signifikant höhere Konzentrationen von IGF-II in 

„Serum frieren/tauen“ (*p<0,05) und signifikant niedrigere Werte in „EDTA ungekühlt“ 

(***p<0,001) im Vergleich zu „Serum“ gemessen (Mittelwerte± SEM). 

 

1.5. IGFBP-2 

IGFBP-2 ist eines der Bindungsproteine für insulinähnliche Wachstumsfaktoren, 

welches im Blutkreislauf zirkuliert. Bei IGFBP-2-transgenen Mäusen konnte 

IGFBP-2 als negativer Regulator für das postnatalen Wachstums detektiert werden 

(HOEFLICH et al., 1999).  

Wie in Abbildung 10 zu sehen ist, wiesen weibliche Ratten grundsätzlich eine 

höhere Konzentration IGFBP-2 auf als männliche. Die Einzelwerte der 

unterschiedlichen Tiere divergierten nur geringfügig, weswegen von einem 

konstanten Spiegel im Blutkreislauf auszugehen ist. Vergleicht man die 

unterschiedlichen Probenbearbeitungszustände von IGFBP-2 (Abbildung 11), so 

stellte sich kein signifikanter Unterschied im Vergleich von „Serum“ mit der 

„Serum frieren/tauen“-Gruppe dar. Ebenso war kein signifikanter Unterschied 

zwischen den Materialien „Serum“ und „EDTA ungekühlt“ zu detektieren, sowie 

innerhalb der Probenbearbeitungszustände von EDTA-Plasma. 
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Abbildung 10: Darstellung der Einzelwerte der IGFBP-2-Konzentrationen aller Ratten. 

Die gestrichelte rote Linie stellt das Detektionslimit des Immunassays dar.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 11: IGFBP-2-Konzentrationen in den unterschiedlichen 

Probenbearbeitungszuständen in Relation zu „Serum“ als Referenzkonzentration 

(Mittelwerte± SEM). 

 

1.6. IGFBP-3 

Ein weiteres Bindungsprotein der insulinähnlichen Wachstumsfaktoren ist 

IGFBP-3. Es bindet, zusammen mit ALS, bis zu 80% der IGFs in einem Komplex 

und stellt somit deren Hauptspeicher für insulinähnliche Bindungsproteine im 
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Extrazellularraum dar (ZAPF et al., 1986; LEROITH, 1996; DAUGHADAY, 

2000). Bei der Einzelwertbestimmung von IGFBP-3 in Abbildung 12 divergierten 

die gemessenen Konzentrationen nur geringfügig, Ratte 1 und 2 hatten geringere 

Konzentrationen im Vergleich zu den anderen Ratten. Es ließ sich ein signifikanter 

Unterschied beim Vergleich von „Serum“ mit „Serum frieren/tauen“ herausstellen. 

Die gemessenen Werte von IGFBP-3 nach zehn Einfrier-Auftau-Zyklen („Serum 

frieren/tauen“) waren gegenüber „Serum“ signifikant höher (p<0,001). Ebenfalls 

mit einer hohen statistischen Signifikanz zeigte sich der Unterschied zwischen 

„Serum“ und „EDTA ungekühlt“ (p<0,001). Die gemessenen Werte von „Serum“ 

waren deutlich höher als jene von „EDTA ungekühlt“. Die verschiedenen 

Probenbearbeitungszustände von EDTA-Plasma („EDTA auf Eis“, „EDTA+Prot“, 

„EDTA+Prot+DPP-4-inh.“ und „EDTA+Prot+HCl“) zeigten alle signifikant 

niedrigere Werte im Vergleich zur „Serum“-Gruppe (p<0,001), jedoch differierten 

sie untereinander nicht (Abbildung 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 12: Darstellung IGFBP-3-Konzentrationen aller Ratten. Die gestrichelte rote 

Linie stellt das Detektionslimit des Immunassays dar. 
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Abbildung 13: IGFBP-3-Konzentrationen in den unterschiedlichen 

Probenbearbeitungszuständen in Relation zur Referenzkonzentration Serum. Es wurden 

signifikant höhere Konzentrationen von IGFBP-3 in „Serum frieren/tauen“ im Vergleich 

zu „Serum“ (***p<0,001) und signifikant niedrigere Werte in „EDTA ungekühlt“ im 

Vergleich zu „Serum“ (***p<0,001) gemessen (Mittelwerte± SEM). 

 

1.7. Gesamt-GIP 

Wie bereits 1975 von Cleator und Gourlay herausgefunden wurde, ist die 

Konzentration von GIP abhängig von der Nahrungsaufnahme der Ratte 

(CLEATOR & GOURLAY, 1975). Im nüchternen Zustand sind die Werte niedriger 

als nach Nahrungsaufnahme. Bisher konnte nur Gesamt-GIP gemessen werden, da 

es noch keine verfügbaren Nachweismethoden für aktives GIP gab, jedoch wurde 

2011 von Troutt et al. ein Immunassay zur Messung von aktivem GIP validiert 

(TROUTT et al., 2011). In Abbildung 14 ist zu sehen, wie die Ratten mit ad 

libitum-Fütterung deutlich höhere Einzelkonzentrationen vom Gesamt-GIP 

aufwiesen als nüchterne Tiere. Im Vergleich der Probenbearbeitungszustände 

(Abbildung 15) war eine signifikant geringere GIP-Konzentration nach zehn 

Einfrier-Auftau-Zyklen von Serum („Serum frieren/tauen“) zu erkennen (p<0,001). 

Des Weiteren ist in Abbildung 15 ersichtlich, dass es keinen signifikanten 

Unterschied im Vergleich der „Serum“-Gruppe mit der „EDTA ungekühlt“-Gruppe 

gab und auch innerhalb der Probenbearbeitungszustände von EDTA („EDTA 

ungekühlt, „EDTA auf Eis“, „EDTA+Prot“, „EDTA+Prot+DPP-4-inh.“ und 

„EDTA+Prot+HCl“) ergaben sich keine signifikanten Unterschiede in der Messung 
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von GIP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 14: Darstellung der Gesamt-GIP-Konzentrationen aller Ratten. Die gestrichelte 

rote Linie stellt das Detektionslimit des Immunassays dar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 15: Gesamt-GIP-Konzentrationen in den unterschiedlichen präanalytischen 

Zuständen in Relation zur Referenzkonzentration „Serum“. Die GIP-Konzentrationen 

waren in „Serum frieren/tauen“ signifikant niedriger als in „Serum“ (***p<0,001, 

Mittelwerte± SEM). Es gab keine statistisch signifikanten Unterschiede im Vergleich von 

„Serum“ mit „EDTA ungekühlt“ sowie innerhalb der verschiedenen 

Probenbearbeitungszustände von EDTA-Plasma („EDTA auf Eis“, „EDTA+Prot“, 

„EDTA+Prot+DPP-4-inh.“ und „EDTA+Prot+HCl“). 

  



Ergebnisse    41 

1.8. Aktives GLP-1 

GLP-1 ist neben GIP das zweite Hormon, das am Inkretineffekt beteiligt ist. Es 

bewirkt eine verzögerte Magenentleerung und wirkt außerdem appetithemmend 

(WETTERGREN et al., 1993; TURTON et al., 1996). Im Blutkreislauf hat es nur 

eine kurze Halbwertszeit von zwei bis drei Minuten, in der es die Insulinsekretion 

stimuliert (JOHNSON, 1981), bevor es vom Enzym DPP-4 inaktiviert wird 

(SARSON et al., 1982; DEACON, 2004). Die gemessenen Einzelwerte von 

aktivem GLP-1 divergierten innerhalb der Individuen kaum, aber es ist schon in 

Abbildung 16 zu erkennen, dass durch Zugabe von Proteaseinhibitor, die gemessen 

Konzentrationen von diesem Hormon deutlich höher ausfielen als in den anderen 

Probenbearbeitungszuständen. In Abbildung 17 wird veranschaulicht, dass durch 

Zugabe von unspezifischen und spezifischen Proteaseinhibitoren mehr als dreifach 

so hohe Werte von aktivem GLP-1 gemessen werden konnten, im Vergleich zu 

Material ohne Zusatz von Proteaseinhibitoren. Der Vergleich von „Serum“ mit der 

„Serum frieren/tauen“-Gruppe zeigte keine signifikante Beeinflussung durch 

Einfrier-Auftau-Zyklen auf die messbaren Werte von GLP-1 und auch beim 

Vergleich von „Serum“ mit „EDTA ungekühlt“ waren die gemessenen Werte nicht 

signifikant unterschiedlich zum Vergleichsmaterial. Durch Zusatz von 

Proteaseinhibitoren zu den verschiedenen Proben konnten signifikant höhere Werte 

von aktivem GLP-1 in „EDTA+Prot“ und „EDTA+Prot+DPP-4-inh.“ als in „EDTA 

auf Eis“ gemessen werden (p<0,001), jedoch war es statistisch gesehen nicht 

relevant, ob zusätzlich zu einem allgemeinen Proteaseinhibitor ein spezieller 

DPP-4-Inhibitor zugegeben wurde. Das Vorhandensein von HCl in Proben, 

zusätzlich zum Proteaseinhibitor, reduzierte die messbare Konzentration von 

aktivem GLP-1 um über die Hälfte. 
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Abbildung 16: Darstellung der Einzelwerte von aktivem GLP-1 aller Ratten. Die 

gestrichelte rote Linie stellt das Detektionslimit des Immunassays dar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 17: Konzentrationen von aktivem GLP-1 in den verschiedenen präanalytischen 

Zuständen in Relation zur Referenzkonzentration „Serum“. Zwischen „Serum“ und 

„Serum frieren/tauen“ sowie „Serum“ und „EDTA ungekühlt“ wurden keine signifikanten 

Unterschiede gemessen. Durch Versetzung des Untersuchungsmaterials mit Protease-

inhibitoren stiegen die Werte der Gruppen „EDTA+Prot“ und „EDTA+Prot+DPP-4-inh.“ 

signifikant an (***p<0,001, Mittelwerte± SEM). 

 

1.9. Insulin 

Insulin ist essentiell für den Körper, um Glukose aus dem Blutkreislauf in die Zellen 

aufnehmen zu können. Es wird durch die Anwesenheit verschiedener Hormone, wie 
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Gastrin, Sekretin, GIP und GLP-1, nach Nahrungsaufnahme pulsatil aus den β-

Zellen des Pankreas ausgeschüttet. Seine Halbwertszeit beträgt ca. fünf Minuten 

und es wird entweder durch dessen Verbrauch in der Zelle oder durch die 

Glutathion-Insulin-Transhydrogenase gespalten (TOMIZAWA & VARANDANI, 

1965). Folglich zeigten Ratten, mit freiem Zugang zu Nahrung, höhere 

Insulinspiegel, als solche, die einer Nahrungskarenz von sechs Stunden ausgesetzt 

waren (Abbildung 19). Die gemessenen Insulinwerte in „Serum“ waren signifikant 

höher als in Serum nach zehn Einfrier-Auftau-Zyklen („Serum frieren/tauen“) 

(p<0,001), jedoch war es statistisch nicht signifikant, ob als Probenmaterial 

„Serum“ oder EDTA-Plasma („EDTA ungekühlt“) verwendet wurde. Auch gab es 

keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen 

Probenbearbeitungszuständen von EDTA-Plasma. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 18: Einzelwerte der Insulin-Konzentrationen aller Ratten. Die gestrichelte rote 

Linie stellt das Detektionslimit des Immunassays dar. 
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Abbildung 19: Darstellung der Insulin-Konzentrationen in den unterschiedlichen 

Probenbearbeitungszuständen in Relation zu „Serum“. In „Serum frieren/tauen“ wurden 

signifikant niedrigere Werte von Insulin gemessen als in „Serum“ (***p<0,001, 

Mittelwerte±  SEM). Es gab keinen statistisch signifikanten Unterschiede im Vergleich von 

„Serum“ mit „EDTA ungekühlt“ sowie innerhalb der verschiedenen 

Probenbearbeitungszustände von EDTA-Plasma („EDTA auf Eis“, „EDTA+Prot“, 

„EDTA+Prot+DPP-4-inh.“ und „EDTA+Prot+HCl“). 

  

1.10. Leptin 

Die Leptin-Konzentration im Blut der Ratten korreliert positiv mit der 

Fettgewebsmasse im Körper, wobei Fasten zu einer Abnahme von Leptin im 

Blutkreislauf führt (SHIMIZU et al., 1997; WEIGLE et al., 1997). Leptin wirkt auf 

das Sättigungszentrum im Gehirn und reduziert folglich das Bedürfnis der Ratte 

nach Nahrungsaufnahme (GELDSZUS et al., 1996). Obwohl die 

Leptinkonzentration im Blutkreislauf grundsätzlich alters- und 

geschlechtsabhängig ist, waren in den Untersuchungen dieser Arbeit keine deutlich 

geringeren Konzentrationen der weiblichen Ratten 1 und 2 im Vergleich zu den 

anderen Ratten zu erkennen (Abbildung 20). Bei genauerer Betrachtung der 

unterschiedlichen Probenbearbeitungszustände in Abbildung 21 waren im 

Vergleich von „Serum“ mit Serum nach zehn Einfrier-Auftau-Zyklen („Serum 

frieren/tauen“) in „Serum“ signifikant höhere Leptin-Konzentrationen (p<0,001) zu 

erkennen. Andererseits wurden im Vergleich von „Serum“ mit der „EDTA 

ungekühlt“-Gruppe in EDTA-Plasma signifikant niedrigere Werte von Leptin als 
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in „Serum“ gemessen. Innerhalb der Probenbearbeitungszustände von EDTA-

Plasma unterschieden sich die Leptin-Konzentrationen nur geringfügig, jedoch 

wurden signifikant höhere Leptin-Konzentrationen im Untersuchungsmaterial, das 

mit HCl angesäuert wurde („EDTA+Prot+HCl“), gemessen (p<0,01). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 20: Einzelwerte der Leptin-Konzentrationen aller Ratten. Die gestrichelte rote 

Linie stellt das Detektionslimit des Immunassays dar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 21: Darstellung der Leptin-Konzentrationen in den unterschiedlichen 

präanalytischen Zuständen in Relation zur Referenzkonzentration „Serum“. In „Serum 

frieren/tauen“ wurden signifikant höhere Werte von Leptin gemessen als in „Serum“ 

(***p<0,001). In „EDTA ungekühlt“ wurden signifikant niedrigere Werte als in Serum 

gemessen (***p<0,001). In „EDTA+Prot+HCl“ wurden signifikant höhere Werte von 

Leptin als in allen anderen Probenbearbeitungszuständen von EDTA-Plasma detektiert 

(**p<0,01, Mittelwerte± SEM). 



Ergebnisse    46 

1.11. Gesamt-Ghrelin 

Das Hormon Ghrelin fördert die Nahrungsaufnahme der Ratte durch Stimulation 

eines Hungergefühls. Folglich haben Ratten in Zeiten von Nahrungskarenz höhere 

Ghrelinspiegel im Blut, als solche mit freiem Zugang zu Nahrung (MASUDA et 

al., 2000). In Abbildung 22 zeigte sich kein Unterschied zwischen Ratten, die sechs 

Stunden gefastet hatten und solchen mit ad libitum-Fütterung, aber es wurden 

deutlich höhere Werte Gesamt-Ghrelin bei den weiblichen Tieren gemessen. Im 

Vergleich der Gesamt-Ghrelin-Konzentrationen in den einzelnen Probenbear-

beitungszuständen wurde in „Serum“ ein signifikant höheres Level als in „Serum 

frieren/tauen“ gemessen (p<0,001) und signifikant niedrigere Werte ergab die 

Gesamt-Ghrelin-Konzentration von „Serum“ im Vergleich zu „EDTA ungekühlt“ 

(p<0,05) (Abbildung 23). Bei genauerer Betrachtung der Aufarbeitungszustände 

des EDTA-Plasmas ist durch Ansäuerung mit HCl die messbare Konzentration von 

Gesamt-Ghrelin in EDTA-Plasma signifikant verringert worden (p<0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 22: Einzelwerte der Gesamt-Ghrelin-Konzentrationen aller Ratten. Die 

gestrichelte rote Linie stellt das Detektionslimit des Immunassays dar. 

 

 

 

 

  



Ergebnisse    47 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 23: Darstellung der Gesamt-Ghrelin-Konzentrationen in den unterschiedlichen 

Probenbearbeitungszuständen in Relation zu „Serum“. In „Serum frieren/tauen“ wurden 

signifikant geringere Gesamt-Ghrelin-Werte detektiert (***p<0,001), wohingegen in 

„EDTA ungekühlt“ signifikant höhere Werte als in „Serum“ gemessen wurden (*p<0,05). 

Innerhalb der Probenbearbeitungszustände von EDTA-Plasma konnten in 

„EDTA+Prot+HCl“ signifikant niedrigere Werte als in „EDTA+Prot“ und 

„EDTA+Prot+DPP-4-inh.“ gemessen werden (*p<0,05, Mittelwerte± SEM). 

 

1.12. Acyliertes Ghrelin 

Acyliertes Ghrelin stellt die aktive Form von Ghrelin dar, in welcher es die 

Freisetzung von GH stimuliert. Durch seine spezielle Molekülstruktur ist es 

anzuraten, das Material, in dem acyliertes Ghrelin gemessen werden soll, 

anzusäuern, um seine Molekülstruktur detektieren zu können (LIU et al., 2008). 

Folglich konnte es nur in „EDTA+Prot+HCl“ gemessen werden. In allen anderen 

Probenbearbeitungszuständen lag die Konzentration unter der Detektionsgrenze. 
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Abbildung 24: Darstellung der Konzentration von acyliertem Ghrelin in den 

unterschiedlichen Probenbearbeitungszuständen in Relation zu „Serum“. Acyliertes 

Ghrelin konnte nur in „EDTA+Prot+HCl“ detektiert werden. 

 

2. Untersuchung verschiedener biologischer Einflussgrößen 

auf ausgewählte metabolische Hormone (Versuchsreihe 

„biologische Varianz“) 

Es gibt diverse biologische Einflüsse auf die Konzentration verschiedener Hormone 

im Blutkreislauf. Es ist nicht möglich alle diese Einflüsse in einer Studie allein zu 

untersuchen, weswegen in dieser Versuchsreihe die Faktoren „Langzeitfasten“ und 

„Altersunterschied“ auf diverse Stoffwechselhormone bei der Ratte untersucht 

wurden. Die Blutentnahmezeitpunkte 8 und 18h wurden aus der Studie exkludiert, 

da sie durch eine andere Blutentnahmetechnik gewonnen wurden, auf die aber in 

dieser Versuchsreihe nicht weiter eingegangen werden soll. Des Weiteren war es 

aus tierschutzrechtlicher Sicht nicht möglich einer einzelnen Ratte zu 10 

verschiedenen Zeitpunkten Blut abzunehmen, weswegen zu den Zeitpunkten 0 bis 

8h den ersten 16 Ratten und zu den Zeitpunkten 10 bis 18h den weiten 16 Ratten 

Blut entnommen wurde. Den Ratten wurden im wachen Zustand das Blut aus der 

Schwanzspitze, durch Ausstreichen der Schwanzvene (Vena caudalis mediana) 

entnommen.  

In dieser Studie ist nicht darauf eingegangen worden in wie weit diese 

Blutentnahmetechnik bei den Ratten Stress verursacht und wie sich dieser auf die 

Konzentration der verschiedenen Stoffwechselhormone auswirkt. 
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Alter Zugang zu Nahrung Gewicht [g] 

jung Fasten 346,3  

jung Fasten 343,2  

jung Fasten 353,2  

jung Fasten 304,2  

jung Fasten 329,1  

jung Fasten 333,8  

jung Fasten 328,0  

jung Fasten 341,5  

   

jung Nahrung ad libitum 351,0  

jung Nahrung ad libitum 355,7  

jung Nahrung ad libitum 341,5  

jung Nahrung ad libitum 339,6 

jung Nahrung ad libitum 337,1  

jung Nahrung ad libitum 298,6  

jung Nahrung ad libitum 349,2  

jung Nahrung ad libitum 308,6  

   

alt Fasten 511,2  

alt Fasten 529,5  

alt Fasten 521,2  

alt Fasten 520,9  

alt Fasten 454,6  

alt Fasten 542,9  

alt Fasten 437,3  

alt Fasten 485,6  

   

alt Nahrung ad libitum 509,0  

alt Nahrung ad libitum 407,4  

alt Nahrung ad libitum 462,6  

alt Nahrung ad libitum 560,6  

alt Nahrung ad libitum 526,2  

alt Nahrung ad libitum 490,5  

alt Nahrung ad libitum 481,3  

alt Nahrung ad libitum 566,6  

Tabelle 3: Gewichte der Ratten der Versuchsreihe „biologische Varianz“ 
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2.1. Lebendgewichtmessung 

In Tabelle 3 sind die Gewichte der Ratten des Versuchs „biologische Varianz“ 

aufgeführt. Die untersuchten Tiere wurden über 18 Stunden gefastet, die 

Kontrollgruppe hatte jeweils den gesamten Zeitraum über freien Zugang zu 

Nahrung. Das Durchschnittsgewicht der jungen gefasteten Ratten betrug 334,9 g, 

das der jungen Ratten mit ad libitum-Fütterung 335,2 g. Bei den alten Ratten betrug 

das Durchschnittsgewicht der gefasteten Ratten 500,4 g und das derer mit freiem 

Zugang zu Nahrung 500,5 g. 

 

2.2. Glukosekonzentration im Blut der Ratten 

Der Glukosespiegel im Blutkreislauf gesunder Ratten ist abhängig von der 

Nahrungsaufnahme und sinkt stetig, wenn diese keine Nahrung aufnehmen, bis die 

Glukoneogenese einsetzt (GOLDBLATT, 1929). In Abbildung 25 wird die 

Glukosekonzentration der untersuchten Ratten über den untersuchten Zeitraum von 

16 Stunden dargestellt. 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 25: Glukosekonzentration im Blut der Ratten zu den jeweiligen 

Blutentnahmezeitpunkten (Mittelwerte ±SEM). 
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Abbildung 26: AUC (Area Under the Curve) der Glukosekonzentration in jungen und alten 

Ratten über den gesamten Versuchszeitraum. Die AUC-Werte der jungen und alten Ratten 

im gefasteten und im nicht-gefasteten Zustand wurden mittels nicht-parametrischem Mann-

Whitney-U Tests verglichen (Darstellung: Mittelwerte ±SEM). Es gibt keine statistisch 

signifikanten Unterschiede zwischen jungen gefasteten und jungen Kontrolltieren sowie 

zwischen alten gefasteten und alten Kontrolltieren. 

 

2.3. Insulinkonzentration im Blut der Ratten 

Nachdem Banting und Best 1921 erstmals Insulin isolieren konnten wurden schnell 

auch dessen Hauptfunktionen erforscht. Insulin ist nötig, um Glukose in die Zellen 

aufnehmen zu können. Nach oraler Nahrungsaufnahme und der folgend hohen 

Glukosekonzentration im Blut haben gefastete Ratten stundenweise fortschreitend 

stetig geringere Insulinkonzentrationen im Blut als Kontrolltiere mit ad libitum-

Fütterung. Auf das Alter bezogen waren zwischen jungen und alten Ratten wie in 

Abbildung 27 ersichtlich, keine starken Unterschiede zu erkennen und auch in 

Abbildung 28, im Vergleich des Integrals per AUC (Area Under the Curve), war 

kein signifikanter Unterschied zwischen jungen gefasteten (jung/gefastet) und alten 

gefasteten (alt/gefastet) Ratten ersichtlich. Betrachtet man nur die gefasteten Tiere 

in Bezug auf eine lange andauernde Fastenperiode von 16h (Abbildung 29), so ist, 

im Vergleich zum Ausgangszeitpunkt, eine signifikant geringere 

Insulinkonzentration (p<0,01) in jungen langzeitgefasteten Ratten gemessen 

worden. Im Gegensatz hierzu gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen der 

Insulinkonzentration zu Beginn des Experiments im Vergleich zum Zeitpunkt nach 

der Langzeitfastenperiode bei alten Ratten. Bei genauerer Betrachtung der 
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Altersgruppen „jung“ gegenüber „alt“ ließ sich nach 16h eine signifikant höhere 

Insulinkonzentration in alten Ratten im Gegensatz zu jungen Ratten feststellen. Im 

Vergleich beider Gruppen (junge und alte Ratten) zusammen, wie in Abbildung 30 

dargestellt, wurde der Zwischenwert nach 6h mit dem Langzeitfastenwert nach 16h 

verglichen. Es zeigt sich ein signifikantes Absinken der Insulinkonzentration 

zwischen den Zeitpunkten 6h und 16h (p<0,5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 27: Insulinkonzentration im Blut der Ratten zu den jeweiligen 

Blutentnahmezeitpunkten (Mittelwerte ±SEM). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 28: AUC der Insulinkonzentrationen in jungen und alten Ratten über den 

gesamten Versuchszeitraum. Die AUC-Werte der jungen und alten Ratten im gefasteten 

und im nicht gefasteten Zustand wurden mittels nicht-parametrischem Mann-Whitney-U 

Test verglichen (Darstellung: Mittelwerte ±SEM). 
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Abbildung 29: Insulinkonzentration junger und alter Ratten nach Langzeitfasten 

(Zeitpunkt 16h) im Vergleich zum Startzeitpunkt (0h). Statistisch signifikant mit *p<0,05 

stellten sich die Gruppen „jung/gefastet“ gegenüber „alt/gefastet“ dar. Es wurde ein 

statistisch signifikanter Unterschied zwischen jungen langzeitgefasteten und alten 

langzeitgefasteten Ratten gefunden (*p<0,05).Die Werte der jungen und alten Ratten 

wurden mittels nicht-parametrischem Mann-Whitney-U Tests verglichen (Darstellung: 

Mittelwerte ±SEM, **p<0,01).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 30: Insulinkonzentration im Verlauf des Fastens. Der 6´ und 16´h-Wert wurden 

mittels nicht-parametrischem Mann-Whitney-U Tests verglichen und es ist statistisch 

signifikant, in Bezug auf den Insulinwert, ob eine Ratte 6 oder 16h gefastet wurde 

(*p<0,05; Darstellung: Mittelwerte ±SEM).  
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2.4. IGF-I-Konzentration im Blut der Ratten 

Während einer katabolen Stoffwechsellage, wie in einer andauernden 

Fastenperiode, kommt es zu einer Resistenz gegenüber GH in den Geweben und 

folglich zu einer geringeren IGF-I-Ausschüttung (BENTHAM et al., 1993). Des 

Weiteren stellt IGF-I einen Mediator für GH dar und wird für Zell-

proliferation, -differenzierung und -funktion benötigt (FRAGO & CHOWEN, 

2005). Folglich ist es in der juvenilen Lebensphase in höherer Konzentration im 

Körper der Ratte vorhanden als im Erwachsenenstadium (Abbildung 31). Im 

Vergleich des Integrals von IGF-I der Gruppen „jung/gefastet“ mit 

„jung/Kontrolle“ und „alt/gefastet“ mit „alt/Kontrolle“ wurden keine statistisch 

signifikanten Unterschiede detektiert. Ob die Tiere gefastet wurden oder freien 

Zugang zu Nahrung hatten und auch im Vergleich der „jung/gefastet“- mit der 

„alt/gefastet“-Gruppe konnten keine statistischen Signifikanzen bezüglich des 

Altersunterschiedes dargestellt werden (Abbildung 32). Bei genauerer Betrachtung 

der langzeitgefasteten Ratten in Abbildung 33 ließ sich kein signifikanter 

Unterschied zwischen gefasteten Ratten und solchen mit ad libitum-Fütterung 

darstellen und auch zwischen jungen und alten Tieren gab es keinen signifikanten 

Unterschied. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 31: IGF-I-Konzentration im Blut der Ratten zu den jeweiligen 

Blutentnahmezeitpunkten (Mittelwerte ±SEM) 
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Abbildung 32: AUC der IGF-I-Konzentrationen in jungen und alten Ratten über den 

gesamten Versuchszeitraum. Die AUC-Werte der jungen und alten Ratten im gefasteten 

und im nicht gefasteten Zustand wurden mittels nicht-parametrischem Mann-Whitney-U 

Test verglichen (Darstellung: Mittelwerte ±SEM). Es gab keine statistischen Signifikanzen 

im Vergleich der vier untersuchten Gruppen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 33: IGF-I-Konzentration junger und alter Ratten nach Langzeitfasten 

(Zeitpunkt 16h) im Vergleich mit Kontrolltieren (0h). Die Werte der jungen und alten 

Ratten wurden mittels nicht-parametrischem Mann-Whitney-U Tests verglichen 

(Darstellung: Mittelwerte ±SEM). Es wurden keine statistisch signifikanten Unterschiede 

zwischen jungen langzeitgefasteten und alten langzeitgefasteten Ratten detektiert. 

 

 



Ergebnisse    56 

2.5. Gesamt-Ghrelin-Konzentration im Blut der Ratten 

Das appetitanregende Hormon Ghrelin wird in Zuständen des Hungers in der 

Magenschleimhaut produziert, weswegen Ratten nach einem gewissen Zeitraum 

der Nahrungskarenz einen höheren Gesamt-Ghrelin-Spiegel im Blut aufweisen als 

Kontrolltiere mit uneingeschränktem Zugang zu Nahrung (KOJIMA et al., 1999). 

In Abbildung 35 sind die Durchschnittswerte der jeweiligen Gruppe zu jedem 

Blutentnahmezeitpunkt grafisch dargestellt. Im Weiteren werden die AUC der vier 

Versuchsgruppen einander gegenübergestellt und es wurden keine statistischen 

Signifikanzen im Vergleich der Gruppen untereinander detektiert. Folglich gab es 

keinen statistischen Unterschied bezüglich des Alters der Ratten, ihrer 

Nahrungsaufnahme oder des Fastens. Bei genauerer Betrachtung der Gesamt-

Ghrelin-Konzentrationen nach Langzeitfasten war zwar eine Tendenz zu erkennen, 

dass nach 16h die Gesamt-Ghrelin-Konzentration im Vergleich zur 

Ausgangssituation im Blut gestiegen ist, aber nicht im signifikanten Bereich 

(Abbildung 36). Des Weiteren konnte in dieser Grafik auch keine statistische 

Signifikanz bezüglich des Altersunterschiedes der Ratten herausgestellt werden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 34: Gesamt-Ghrelin-Konzentration im Blut der Ratten zu den jeweiligen 

Blutentnahmezeitpunkten 
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Abbildung 35: AUC der Gesamt-Ghrelin-Konzentrationen in jungen und alten Ratten über 

den gesamten Versuchszeitraum. Die AUC-Werte der jungen und alten Ratten im 

gefasteten und im nicht gefasteten Zustand wurden mittels nicht-parametrischem Mann-

Whitney-U Test verglichen (Darstellung: Mittelwerte ±SEM). Es gab keine statistisch 

signifikanten Unterschiede zwischen den Vergleichsgruppen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 36: Gesamt-Ghrelin-Konzentration junger und alter Ratten nach Langzeitfasten 

(Zeitpunkt 16h) im Vergleich mit Kontrolltieren (0h). Die Werte der jungen und alten 

Ratten wurden mittels nicht-parametrischem Mann-Whitney-U Tests verglichen 

(Darstellung: Mittelwerte ±SEM). Es wurden keine statistisch signifikanten Unterschiede 

zwischen jungen langzeitgefasteten und alten langzeitgefasteten Ratten detektiert. 
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2.6. Gesamt-GIP-Konzentration im Blut der Ratten 

GIP ist ein Hormon, das nach Nahrungsaufnahme im Duodenum ausgeschüttet 

wird. Es stimuliert die Insulinausschüttung und folglich ist seine Konzentration im 

Blutkreislauf nach Aufnahme von Nahrung erhöht und in nüchternem Zustand 

erniedrigt (BROWN et al., 1970; CREUTZFELDT, 1979). Während andauerndem 

Fasten sank in dieser Studie die Gesamt-GIP-Konzentration der Ratten stetig, 

wohingegen die Werte der Kontrolltiere mit freiem Zugang zu Nahrung, 

entsprechend ihrer Nahrungsaufnahme, divergierten (Abbildung 37). Im Vergleich 

der AUC der Gesamt-GIP-Konzentrationen der einzelnen Gruppen ließen sich 

zwischen jung/gefastet und alt/gefastet, sowie zwischen jung/gefastet und 

jung/Kontrolle, sowie zwischen alt/gefastet und alt/Kontrolle keine statistisch 

signifikanten Unterschiede detektieren (Abbildung 38). Bei genauerer Betrachtung 

langzeitgefasteter Ratten ließ sich ein Unterschied im Vergleich von jungen mit 

jungen langzeitgefasteten Ratten erkennen, der jedoch nicht signifikant war. Im 

Vergleich alter nicht gefasteter mit alten langzeitgefasteten Ratten war kein 

Unterschied zu erkennen (Abbildung 39). Bei der Messung von Gesamt-GIP 

machte es einen deutlichen Unterschied, ob Ratten 6 oder 16h gefastet wurden 

(Abbildung 40), da nach 6h die Gesamt-GIP-Konzentration im Blut kaum, aber 

nach 16h signifikant reduziert war (p<0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 37: Gesamt-GIP-Konzentration im Blut der Ratten zu den jeweiligen 

Blutentnahmezeitpunkten (Mittelwerte ±SEM). 
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Abbildung 38: AUC der Gesamt-GIP-Konzentrationen in jungen und alten Ratten über 

den gesamten Versuchszeitraum hinweg. Die AUC-Werte der jungen und alten Ratten im 

gefasteten und im nicht gefasteten Zustand wurden mittels nicht-parametrischem Mann-

Whitney-U Tests verglichen (Darstellung: Mittelwerte ±SEM). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 39: Gesamt-GIP-Konzentration junger und alter Ratten nach Langzeitfasten 

(Zeitpunkt 16h) im Vergleich mit Kontrolltieren (0h). Die Werte der jungen und alten 

Ratten wurden mittels nicht-parametrischem Mann-Whitney-U Test verglichen 

(Darstellung: Mittelwerte ±SEM). Es wurden keine statistisch signifikanten Unterschiede 

zwischen jungen langzeitgefasteten und alten langzeitgefasteten Ratten detektiert. 
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Abbildung 40: Gesamt-GIP-Konzentration im Verlauf des Fastens. Der 6 und 16h-Wert 

wurden mittels nicht-parametrischem Mann-Whitney-U Test verglichen und waren 

statistisch signifikant (*p<0,05; Darstellung: Mittelwerte ±SEM).  
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 DISKUSSION 

Die Erforschung, Diagnostik und Therapiekontrolle vieler Erkrankungen beinhaltet 

häufig die Messung verschiedener Hormone. Unterschiede in den Konzentrationen 

dieser Analyten werden hinsichtlich der biologischen Variabilität ausgewertet. 

Häufig wird jedoch übersehen, dass nicht nur die biologische Variabilität das 

Messergebnis beeinflusst, sondern auch weitere Faktoren, nämlich die 

präanalytische und die analytische Variabilität. In der Humanmedizin wird die 

Relevanz der Präanalytik als ernstzunehmende Fehlerquelle in der Messung von 

Hormonen mit steigender Tendenz beobachtet. Plebani untersuchte 2006 in 

humanmedizinischen Studien präanalytische Abläufe und führte die meisten 

Abweichungen in Laboruntersuchungen auf Fehler in prä- und postanalytischen 

Prozessen und nur zu einem geringen Prozentsatz auf die eigentliche Analytik 

zurück. Bis zu 70% der von Plebani analysierten Fehler fanden in der 

präanalytischen Phase statt. Als Konsequenz wurde, in den an der Studie 

teilnehmenden Krankenhäusern, das Personal intensiver geschult, um größere 

Sorgfalt bei der Probenentnahme und Beschriftung zu erreichen. Durch diesen 

bewussteren Umgang mit Probenmaterial konnten in einer weiteren Studie, die in 

der Präanalytik detektierten Fehler innerhalb von zehn Jahren signifikant reduziert 

werden (p<0,05), jedoch hätten immer noch 73% der aufgedeckten Fehler 

vermieden werden können (CARRARO & PLEBANI, 2007).  

Es gibt in der Literatur Empfehlungen zur Interpretation präanalytischer 

Bedingungen, jedoch sind diese zum aktuellen Zeitpunkt nur vereinzelt für 

verschiedene Parameter zu finden (GILOR & GILOR, 2011; LOMBARDI et al., 

2012). Für die Veterinärmedizin gibt es schon erste Veröffentlichungen bezüglich 

Präanalytik (BRAUN et al., 2015). Auch die amerikanische Organisation „D.C. 

Academy Veterinary Medicine“ hat auf ihrer Internetseite eine Leitlinie 

veröffentlicht in der Fehlerquellen der Präanalytik wie zum Beispiel Lipämie, 

Hämolyse und EDTA-Kontamination von Serum beschrieben werden. Die 

Organisation beschreibt weiter, welchen Einfluss diese Probenveränderungen auf 

gängige Untersuchungsparameter haben und wie sie vermieden werden können. 

Zusätzlich haben sie eine Anleitung zur korrekten Probenentnahme der gängigsten 

Untersuchungsmaterialien herausgegeben (SHELL, 2014). Eine Lipämie kann die 

Messwerte von diversen Parametern wie Glukose oder Bilirubin falsch erhöhen 

oder zum Beispiel bei Albumin falsch erniedrigt darstellen. Hämolyse bedingt unter 
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anderem zu hohe Konzentrationen von Glukose, Hämoglobin oder Bilirubin 

(LABOKLIN, 2001). Auch die „American Association of Veterinary Laboratory 

Diagnostic Investigation“ hat nach einer Langzeitstudie in einem Labor für 

veterinärmedizinisches Probenmaterial eine Leitlinie zur Reduzierung der 

Fehlerrate während der präanalytischen Phase herausgegeben, jedoch wird in dieser 

Veröffentlichung nicht auf einzelne Parameter, sondern nur allgemein auf Fehler 

im Prozessablauf eingegangen (HOOIJBERG et al., 2012). Lippi et al. haben 2007 

im Namen der „Society of Clinical Biochemistry and Clinical Molecular Biology-

Italian Socitety of Laboratory Medicine-Italian Committee for Standardization of 

Hematological and Laboratory Methods“ für Italien nationale Richtlinien für die 

Präanalytik in der Humanmedizin herausgegeben, in denen das Management von 

fehlerhaftem Probenmaterial erläutert wird (LIPPI et al., 2007). Als 

beeinträchtigende Faktoren werden von Lippi die Verwendung von ungeeignetem 

Probenmaterial, Verwechslung von Proben, in vitro Hämolyse, Blutgerinnung, 

ungeeignetes Probenvolumen, falsche Probengefäße und Kontamination durch 

Infusionsflüssigkeiten definiert. Diese Fehler können laut Lippi et al. durch 

adäquate Schulung des Personals verringert werden. Somit ist in der Human- wie 

auch Veterinärmedizin bereits seit längeren Jahren die Präanalytik als potentielle 

Fehlerquelle ein Thema, das regelmäßig analysiert wird. Allerdings wurde dieses 

wichtige Themengebiet bislang in der biomedizinischen Grundlagenforschung, im 

Speziellen in der Erforschung von Stoffwechselhormonen bei Nagern, kaum und 

bislang nur unzureichend untersucht. Deswegen sollte in der vorliegenden Arbeit 

darauf eingegangen werden, wie stark diverse Aspekte der Präanalytik Einfluss auf 

die messbare Konzentration verschiedener zirkulierender Stoffwechselhormone bei 

der Ratte haben. Es konnte klar gezeigt werden, dass die Auswahl des 

Untersuchungsmaterials, dessen Bearbeitung, wie auch die Verwendung von 

Probenzusätzen die Konzentration des untersuchten Analyten signifikant 

beeinflussen können.  
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1. Auswirkung der Auswahl unterschiedlicher 

Probenmaterialien auf GH, IGF-I, IGF-II, IGFBP-2, 

IGFBP-3, Gesamt-GIP, aktives GLP-1, Insulin, Leptin und 

Gesamt-Ghrelin 

In dieser Studie wurde ein Vergleich von Serum- und EDTA-Plasma-

Konzentrationen verschiedener Hormone in der Messung mit demselben 

Immunassay durchgeführt. Gerinnungshemmer, wie zum Beispiel EDTA, können 

Komplexe ausbilden, vor allem mit Kalzium und anderen zweiwertige Kationen. 

Diese Kationen werden von vielen Enzymen zur Spaltung von Proteinen benötigt. 

Der enzymatische Abbau vieler Proteine in der Plasmaprobe wird somit durch 

gerinnungshemmende Stoffe, wie EDTA, verlangsamt. Dies hat bei diversen 

Analyten unterschiedlich hoch gemessene Konzentrationen in Serum und EDTA-

Plasma zur Folge. Nach der Auftrennung von Vollblut in Serum und Blutkuchen 

enthält das Serum, im Gegensatz zu EDTA-Plasma, noch Gerinnungsfaktoren und 

hat deswegen einen höheren Proteinanteil. Immunassays können sensibel auf diesen 

unterschiedlichen Proteingehalt in der Probe reagieren und abweichende Messwerte 

für Hormone ergeben (BIELOHUBY et al., 2012). In der bisherigen Literatur 

wurde die Beobachtung unterschiedlicher Konzentrationen verschiedener 

Stoffwechselhormone in direktem Vergleich von Serum zu EDTA-Plasma bereits 

beschrieben (YU et al., 1999; JAFRI et al., 2014). Bei Haustieren hat sich für die 

Messung gängiger Hormonwerte die Untersuchung von Serum etabliert. In der 

Forschung, gerade bei neu entdeckten Hormonen, wurden oft noch keine Standards 

entwickelt, aus welchem Probenmaterial diese Hormone gemessen werden sollen. 

Des Weiteren gibt es in der Forschung mit Nagetieren limitierte 

Blutentnahmemengen pro Tier und folglich häufig eingeschränkte Möglichkeiten 

unterschiedliches Probenmaterial zu gewinnen und zu untersuchen 

(WOLFENSOHN & LLOYD, 2003; IDEXX LABORATORIES, 2013; 

SYNLAB_LABORDIENSTLEISTUNGEN, 2013). In den Ergebnissen dieser 

Arbeit ist ein messbarer Unterschied der absoluten Konzentrationen zwischen 

EDTA-Plasma und Serum verschiedener Stoffwechselhormone zu erkennen. Es ist 

somit anzuraten keinen Vergleich der Hormone GH, IGF-I, IGF-II, IGFBP-3, 

GLP-1 und Leptin aus Serum zu solchen aus EDTA-Plasma anzustellen, da in 

dieser Studie signifikante Unterschiede in den Konzentrationen dieser Hormone 

zwischen Serum und EDTA-Plasma festgestellt wurden. Es kann empfohlen 
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werden in fortlaufenden Studien oder beim Vergleich zweier Studien darauf zu 

achten, stets das gleiche Untersuchungsmaterial zur Hormonanalytik bei der Ratte 

zu verwenden, um Konzentrationsabweichungen zu vermeiden, die durch 

Materialdivergenz bedingt sind. 

 

2. Einfluss des Zusatzes von Proteaseinhibitoren zu 

Blutproben auf GH, IGF-I, IGF-II, IGFBP-2, IGFBP-3,  

Gesamt- GIP, aktives GLP-1, Insulin, Leptin und Gesamt-

Ghrelin 

Durch sofortige Zugabe von Proteaseinhibitoren zu Vollblut nach der Blutentnahme 

werden im Probenmaterial enzymatische Abbauprozesse begrenzt (AYACHE et al., 

2006). Proteaseinhibitoren dienen der Hemmung von speziellen Enzymen, den 

Peptidbindungshydrolasen, kurz Proteasen, die Proteine und Peptide spalten. Es 

gibt vier Klassen von Proteasen (Serin-, Cystein-, Metallo- und Aspartatproteasen), 

die durch unterschiedliche Proteaseinhibitoren, wie zum Beispiel Aprotinin, EDTA 

oder Leupeptin, gehemmt werden können. Sie haben einen voneinander 

abweichenden Aufbau und unterschiedliche aktive Zentren. Der DPP4-Inhibitor, 

stellt eine spezielle Art von Proteaseinhibitor dar, da er den Abbau von Glukagon-

like Peptide 1 (GLP-1) durch das Enzym Dipeptidylpeptidase-4 (DPP-4) hemmt. 

Es nimmt den Platz des GLP-1 im aktiven Zentrum des DPP-4 ein und hemmt somit 

kompetitiv die Spaltung von GLP-1. Durch Proteaseinhibitoren werden folglich 

Spaltungsprozesse im Plasma aufgehalten und der Abbau der Proteine verlangsamt. 

Ayache et al. haben Plasmaproben von Menschen über zwei Stunden bei 

Raumtemperatur aufbewahrt bevor sie weiter bearbeitet wurden. Die Immunassays 

dieser Versuchsreihe detektierten höhere Konzentrationen der meisten untersuchten 

Proteine als gewöhnlich. Zusätzlich konnte Probenmaterial, das mit 

Proteaseinhibitoren versetzt worden war, über einen längeren Zeitraum hinweg bei 

Raumtemperatur aufbewahrt werden, ohne dass sich die Messergebnisse signifikant 

veränderten (AYACHE et al., 2006). Eine andere Arbeitsgruppe beschrieb in ihrer 

Studie den Einfluss von Proteaseinhibitoren, wie zum Beispiel Sulfonylhalogene, 

auf die Gelelektrophorese in der Bestimmung von Apolipoprotein und die daraus 

resultierenden falsch hohen Werte (SCHUCHARD et al., 2005). Für geplante 

Studien werden die zu verwendenden Proteaseinhibitoren entsprechend 
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ausgewählt, um möglichst geringe Abweichungen der Konzentration der zu 

untersuchenden Analyten zu erhalten. Vergleicht man die Ergebnisse von Ayache 

et al. und Schuchard et al. mit den Ergebnissen in dieser Studie, so kann die 

Notwendigkeit von Proteaseinhibitoren zur Messung ausgewählter Proteine 

bestätigt werden. Bei Betrachtung der von uns gemessenen Hormone in Ratten ist 

nur für die Messung von aktive GLP-1 die Zugabe von Proteaseinhibitoren nötig, 

um die Proteolyse der GLP-1-Moleküle durch DPP-4 zu reduzieren. Laut den 

Ergebnissen dieser Studie ist ein spezieller DPP-4-Inhibitor nicht nötig, um aktives 

GLP-1 messen zu können. Das spricht für einen gleichwertigen Ersatz des 

allgemeinen Proteaseinhibitors im aktiven Zentrum des DPP-4, wodurch DPP-4 

nicht nur durch den DPP-4-Inhibitor gehemmt werden kann. Der in dieser Studie 

verwendete allgemeine Proteaseinhibitor complete® (Roche, Schweiz) wird laut 

Hersteller zur Hemmung von Pankreasextrakt, Pronase, Thermolysin, 

Chymotrypsin, Trypsin und Papin eingesetzt (ROCHE, 2014). Es gab keinen 

signifikanten Unterschied der Konzentrationen zwischen den Probenmaterialien, 

die mit allgemeinem Proteaseinhibitor versetzt waren (EDTA+Prot) und solchen, 

die zusätzlich noch mit DPP-4-Inhibitor behandelt wurden (EDTA+Prot+DPP-4-

inh.). Da die Proteaseinhibitoren die Konzentrationen der anderen gemessenen 

Hormone nicht beeinflusst haben, ist es zu empfehlen, diese bei jeder 

Probenentnahme vorsorglich zuzufügen. 

 

3. Wirkung von Transport-, Bearbeitungs-, und 

Aufbewahrungskonditionen auf GH, IGF-I, IGF-II, 

IGFBP-2, IGFBP-3, Gesamt- GIP, aktives GLP-1, Insulin, 

Leptin und Gesamt-Ghrelin 

Diese Studie hat sich in einem weiteren Punkt mit der Beeinflussung von 

Zimmertemperatur, im Gegensatz zu Kühlung, von Blutproben auf Eis, im 

Zeitraum von der Probenentnahme bis zum Einfrierprozess, auf EDTA-Plasma 

beschäftigt. Es ist bekannt, dass die Proteolyse durch Kühlung der Blutproben 

verlangsamt wird. Jedoch war bisher noch unklar, ob sich während einer gängigen 

Bearbeitungsdauer von Blutproben die Konzentrationen verschiedener 

Stoffwechselhormone bei der Ratte signifikant verändern können. Im Vergleich 

von gekühltem zu ungekühltem Material konnte in den gemessenen 
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Konzentrationen in dieser Studie kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. 

Die enzymatische Aktivität in zimmerwarmen Proben hat die von gekühlten Proben 

nur geringfügig überstiegen, weswegen der Zeitraum des Bearbeitens des Materials 

in unserem Fall vernachlässigt werden konnte, aufgrund der schnellen Bearbeitung. 

Yae et al. haben die unterschiedlichen Aufbewahrungskonditionen nach dem 

Zentrifugieren und ihren Einfluss auf die Messung molekularer Marker von 

Koagulantien untersucht. Diese haben nach vier Stunden aus Plasma, welches unter 

den Bedingungen „ungekühlt“, „auf Eis“, „auf Eis nach dem Zentrifugieren“ und 

„Einfrieren nach dem Zentrifugieren“ gehalten wurde, verschiedene molekulare 

Marker der Koagulanz (lösliches Fibrin, Thrombin-Antithrombin-Komplex, 

Thrombomodulin und Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1-Komplex) gemessen. 

Sie konnten für mehrere molekulare Marker einen signifikanten Unterschied 

zwischen den verschiedenen Bedingungen herausfinden. Die Messung anderer 

Marker blieb jedoch von den unterschiedlichen Aufbewahrungskonditionen 

unbeeinflusst. Als optimale Vorbereitung der Proben wird von Yae et al. direktes 

Einfrieren nach dem Zentrifugieren empfohlen (YAE et al., 2012). Folglich ist es 

anzuraten Proben zur Messung von Hormonen zügig zu bearbeiten, um den 

Temperatureinfluss als präanalytischen Faktor möglichst gering zu halten. 

 

4. Folgen von mehrfachen Einfrier-Auftau-Zyklen auf GH, 

IGF-I, IGF-II, IGFBP-2, IGFBP-3, Gesamt- GIP, aktiv es 

GLP-1, Insulin, Leptin und Gesamt-Ghrelin 

Der Effekt von Einfrier-Auftau-Zyklen auf Serum und Plasma wurde mit der 

Einführung von Plasma- und Serumbanken in der Humanmedizin genauer 

untersucht. In diesem Zusammenhang ergab sich erstmals die Fragestellung, wie 

oft humanes Serum und Plasma einem Einfrier-Auftau-Zyklus unterzogen werden 

kann, ohne eine Beeinflussung der Messergebnisse von gängigen Analyten zu 

erfahren. Die Untersuchung von geschlechtsspezifischen Hormonen von Comstock 

et al. in Serum, wurde weniger stark durch Einfrier-Auftau-Zyklen beeinflusst als 

in Plasma. Des Weiteren konnte durch eine Messung nach drei, sechs und zehn 

Einfrier-Auftau-Zyklen eine stetige Reduktion der Konzentration diverser 

Spurenelemente, Sexualhormone und anderer Analyten nachgewiesen werden. 

Cholesterol stellte die einzige Ausnahme dar. Seine Konzentration blieb bis zum 
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zehnten Auftauvorgang stabil (COMSTOCK et al., 2008).  

Die Gruppe um Paltiel hat 2008 in einer Studie die Konzentrationsveränderungen 

bei bis zu 100 Einfrier-Auftau-Zyklen von menschlichem Plasma untersucht. Bis 

zu zehn Zyklen haben die untersuchten Analyten kaum beeinflusst, ab 30 Einfrier-

Auftau-Zyklen sind jedoch signifikante Unterschiede bei den Messergebnissen von 

freien Fettsäuren, AST und Triglyceriden aufgetreten, wohingegen Natrium, 

Cholesterin und Vitamin E stabil blieben (PALTIEL et al., 2008). Tvarijonaviciute 

et al. haben eine Gegenüberstellung von den Gesamt-Ghrelin-Konzentrationen in 

Serum, EDTA-Plasma, EDTA-Plasma mit Proteaseinhibitor und Plasma mit 

zugesetztem Heparin nach drei Einfrier-Auftau-Zyklen beim Hund untersucht und 

konnten während dieser drei Zyklen keine signifikanten Veränderungen detektieren 

(TVARIJONAVICIUTE et al., 2013). Im Gegensatz dazu konnte in dieser Studie 

„analytische Variabilität“ nach zehnmaligen Einfrier-Auftau-Zyklus eine 

gesunkene Konzentration von Gesamt-Ghrelin im Serum der Ratten gemessen 

werden. Ebenso haben sich in der Humanmedizin Yu et al. mit dem Einfluss von 

fünf Einfrier-Auftau-Zyklen auf die EDTA-Plasmalevel von IGF-I, IGF-II und 

IGFBP-3 sowie Livesey et al. mit GH, Insulin und weiteren anderen Hormonen 

beim Menschen beschäftigt (LIVESEY et al., 1980; YU et al., 1999). Es konnte 

kein signifikanter Einfluss wiederholter Einfrier-Auftau-Zyklen auf die 

gemessenen Konzentrationen der untersuchten Hormone festgestellt werden, 

lediglich auf Insulin (LIVESEY et al., 1980; YU et al., 1996). Vergleicht man die 

Arbeiten von Livesey et al. und Reyna et al. haben beide eine Reduktion der 

Konzentration von Insulin nach zehn Einfrier-Auftau-Zyklen gemessen, Livesey et 

al. in EDTA-Plasma und Reyna et al. in Serum (LIVESEY et al., 1980; REYNA et 

al., 2001). In dieser Studie „präanalytische Variabilität“ konnten die Ergebnisse von 

Livesey et al. und Reyna et al. bezüglich der reduzierten Insulinkonzentration nach 

zehn Einfrier-Auftau-Zyklen ebenfalls bestätigt werden. Für IGF-II, IGFBP-3 und 

Leptin wurden in dieser Studie nach zehn Einfrier-Auftau-Zyklen höhere 

Konzentrationen der Analyten im Vergleich zum unbehandelten Serumwert 

gemessen. Eine mögliche Ursache ist die Bildung von Proteinfragmenten, 

hervorgerufen durch das regelmäßige Auftauen der Proben. Im Immunassay 

könnten Molekülfragmente als ganze Moleküle detektiert werden und folglich 

falsch hohe Hormonkonzentrationen gemessen werden. Des Weiteren ist zu 

überprüfen, ob das Untersuchungsmaterial aus Serum oder EDTA-Plasma bestand, 

da zusätzlich matrixspezifische Unterschiede hinzukommen können (YU et al., 
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1996; TVARIJONAVICIUTE et al., 2013). Die Matrix ist das Medium, in dem die 

zu untersuchende Variable gelöst ist. Es gibt verschiedene physiologische 

Eigenschaften der Matrix, wie Viskosität, pH-Wert, mineralische und molekulare 

Zusammensetzung, die sich in den unterschiedlichen Untersuchungsmaterialien, 

wie zum Beispiel Vollblut im Gegensatz zu Urin, unterscheiden. Matrixeffekte sind 

Störeffekte, die durch verschiedenen Komponenten in der Probe ausgelöst werden 

können. Die Konzentration des zu messenden Hormons wird zum einen in der 

quantitativen Bestimmung beeinflusst, zum anderen können Matrixeffekte auch die 

Molekülstruktur des Analyten verändern oder auf dessen Stabilität in der 3D-

Struktur des Moleküls einwirken (BIELOHUBY et al., 2012). 

 

5. Auswirkung von Ansäuern des Probenmaterials mit HCl 

auf GH, IGF-I, IGF-II, IGFBP-2, IGFBP-3, Gesamt- GI P, 

aktives GLP-1, Insulin, Leptin und Gesamt-Ghrelin 

Um acyliertes Ghrelin mittels Immunassay messen zu können wird stark empfohlen 

das Probenmaterial direkt nach dessen Entnahme mit HCl anzusäuern, um den 

pH-Wert zu senken (LIU et al., 2008). Dadurch wird die Abspaltung der 

Acylgruppe vom restlichen Ghrelin-Molekül verhindert und das Molekül bleibt 

aktiv. Andere Hormone benötigen diese Art der Probenvorbearbeitung nicht. Falls 

dennoch aus vorangegangenen Ghrelin-Messungen Probenmaterial übrig bleibt, 

war bisher unklar, ob dieses Material noch für die Messungen anderer Analyten 

verwendet werden kann. Bisher gibt es kaum Literatur diesbezüglich, weswegen in 

dieser Studie untersucht wurde, ob es möglich ist aus diesen speziell angesäuerten 

Plasmaproben weitere Hormone zu messen. IGF-II, IGFBP-2, IGFBP-3 und 

Gesamt-GIP konnten neben acyliertem Ghrelin ohne signifikante 

Konzentrationsveränderungen aus angesäuertem EDTA-Plasma gemessen werden. 

Die Arbeitsgruppe um Tvarijonaviciute hat sich 2013 mit dem Einfluss von HCl 

auf die Stabilität von Blutproben für die Messung von Gesamt-Ghrelin und 

acyliertem Ghrelin beschäftigt. Sie haben keinen positiven Einfluss von HCl auf 

die Messung von Gesamt-Ghrelin detektieren können, es reduzierte stattdessen die 

messbare Konzentration von Gesamt-Ghrelin. Es konnte ebenfalls ein Einfluss von 

HCl auf die Messung von Gesamt-Ghrelin festgestellt werden, da die gemessenen 

Konzentrationen nach HCl-Zugabe geringer waren (TVARIJONAVICIUTE et al., 
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2013).  

 

6. Biologische Variabilität 

Physiologische und pathologische Prozesse werden oft in Ratten untersucht, 

weswegen für diese Studie Ratten verwendet wurden. Bei Mäusen wäre aufgrund 

des, im Vergleich zu Ratten, geringeren Blutvolumens eine Untersuchung in dieser 

Ausführlichkeit nicht möglich gewesen. Viele Hormone sind bereits bei der Ratte 

und dem Menschen erforscht, jedoch werden immer wieder neue Hormone entdeckt 

und häufig kommen neue Fragestellungen in Bezug auf verschiedene Krankheiten 

auf. Deswegen ist es elementar zu wissen, welche Besonderheiten es in der 

Physiologie der Ratte gibt und welche Auswirkungen diese auf verschiedene 

Stoffwechselhormone haben. In dieser Arbeit wurde im Speziellen auf zwei 

Aspekte der biologischen Variabilität eingegangen, nämlich das Alter und das 

Fasten. Es wurde untersucht wie sich diese beiden physiologischen Parameter auf 

die zirkulierenden Konzentrationen von Insulin, IGF-I, Gesamt-Ghrelin, und 

Gesamt-GIP auswirken können. Die biologische Variabilität beschreibt 

interindividuelle Schwankungen genetischen, exogenen und endogenen Ursprungs, 

weswegen in Studien für gewöhnlich Versuchsgruppen mit Kontrollgruppen 

verglichen werden, um spezielle Unterschiede gegenüber Referenzgruppen zu 

ermitteln. Beim Menschen ist bekannt, dass verschiedene Hormone, wie zum 

Beispiel IGF-I und IGF-II, in verschiedenen Lebensabschnitten in unterschiedlich 

hoher Konzentration vorliegen, weswegen bereits Referenzwerte für bestimmte 

Altersklassen vorliegen (HOLLAND et al., 1997; JUUL, 2003; ERTL et al., 2014). 

In der Forschung mit Ratten, insbesondere bei der Erforschung neuerer Hormone, 

gibt es häufig nur wenige oder keine Referenzbereiche für die entsprechenden 

Altersklassen. Empfehlungen, Ratten welchen Alters für bestimmte Studien 

untersucht werden sollten existieren kaum. In der aktuellen Literatur sind 

verschiedene Studien auffindbar, die für die Erforschung von 

Stoffwechselhormonen bei der Ratte unterschiedliche Altersgruppen von Ratten 

verwenden. Verschiedene Angaben zwischen „neun Wochen“ und „adult“ sind 

aufzufinden. Im Vergleich mehrerer dieser Studien ist unklar, ob Differenzen in den 

beobachteten Hormonkonzentrationen altersbedingt oder durch das jeweilige 

Experiment zustande gekommen sind (PRIEGO et al., 2003; KALE et al., 2009; 
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KINZIG et al., 2010).  

Eine Nahrungsaufnahme verändert im Stoffwechsel die Konzentration vieler 

zirkulierender Hormone, wie zum Beispiel Insulin oder Ghrelin, weswegen für 

einen besseren Vergleich solcher Hormone, Werte im nüchternen Zustand der 

Ratten gemessen werden. Die physiologische Verdauungszeit beim Menschen 

beträgt im Durchschnitt 24-72 Stunden, bei der Ratte sind es 6 bis 11 Stunden, je 

nach Alter des Tieres (SCHLUG, 2005; KONG & SINGH, 2008). Deswegen 

sollten Ratten entsprechend lange und standardisiert gefastet werden, um adäquat 

vergleichbare Werte zu erhalten.  

 

6.1. Einfluss der Fastendauer auf Glukose, Insulin, IGF-I, Gesamt-

Ghrelin und Gesamt-GIP bei Ratten 

In dieser Studie wurden Ratten über einen Zeitraum von bis zu 16 Stunden gefastet 

und es wurde untersucht welchen Einfluss ein unterschiedlicher Fastenzeitraum auf 

die zirkulierenden Konzentrationen von Insulin, IGF-I, Gesamt-Ghrelin und 

Gesamt-GIP bei der Ratte hat. Leitlinien der OECD empfehlen bei Ratten für eine 

geeignete Messung von verschiedenen Parametern wie Natrium, Kalium, Bilirubin, 

Gallensäuren, Glukose, Cholesterin, Harnstoff, Kreatinin und diversen anderen 

Enzymen einen Fastenzeitraum von 12-18 Stunden bzw. „über Nacht“ (OECD, 

2008). Auch die Society of Toxicologic Pathology hat Leitlinien zur Messung 

diverser Analyten in Hämatologie, klinischer Chemie und Urinanalyse 

herausgegeben und hält das Fasten „über Nacht“ für angemessen, das bei einem 

regulären zwölfstündigen Tag-Nacht-Rhythmus zwölf Stunden fasten entspricht 

(WEINGAND et al., 1992). Die Gesellschaft für Versuchstierkunde und die 

tierärztliche Vereinigung für Tierschutz empfehlen grundsätzlich für 

Blutentnahmen bei der Ratte keinen zeitlichen Abstand zur Futteraufnahme 

entstehen zu lassen. Falls jedoch die experimentelle Erfordernis gegeben ist, dürfen 

die Ratten zu Versuchszwecken gefastet werden. Eine Angabe bezüglich der 

Fastendauer geben sie jedoch nicht (TVT, 2009). Kale et al. haben 2009 die 

Auswirkungen der Fastendauer auf Hämatologie und Standardwerte der klinischen 

Chemie bei Ratten untersucht. Sie haben bei den in Serum untersuchten Parametern 

für Glukose und Triglyceride in beiden Geschlechtern, als auch für Cholesterol und 

High-density Lipoprotein (HDL) nur in weiblichen Ratten, signifikante 

Veränderungen nach 16-stündiger Fastendauer festgestellt. Deswegen empfehlen 
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Kale et al. eine Fastendauer von 16 Stunden für präklinische Studien und die 

Messung klinischer pathologischer Analyten (KALE et al., 2009). Kale et al. haben 

zusätzlich eine Verringerung der Glukosekonzentration im Blut der Ratten ab 16 

Stunden Fasten festgestellt, ein Zeitrahmen, der ebenfalls in dieser Studie 

(„biologische Varianz“) bestätigt werden konnte. Auch Nowland et al. haben sich 

2011 mit dem Fasten von Ratten und deren Auswirkung auf Blutchemie, CBC 

Analyse und Corticosteron beschäftigt. Sie empfehlen ebenfalls eine maximale 

Fastendauer von 16 Stunden (NOWLAND et al., 2011). Zwar ist die Verringerung 

der Glukosekonzentration im Blut der Ratten nicht stetig sinkend gewesen und auch 

nicht signifikant niedriger als zum Beginn des Versuchs zum 

Blutentnahmezeitpunkt „0 Stunden“, jedoch fördert das Fasten die Produktion des 

Stresshormons Cortisol, welches die Glukoneogenese in der Leber anregt. Es 

werden Pyruvat, Oxalacetat und Dihydroxyacetonphosphat mobilisiert und 

entsprechend in Glukose umgesetzt, um den Kreislauf des Tieres 

aufrechtzuerhalten (HILGERS, 2010). Bei einer Fastendauer die 16 Stunden 

übersteigt, verändern sich die Organgewichte der Ratten und Dehydratation, 

ernährungsbedingtes Ungleichgewicht und ein veränderter Metabolismus stellen 

sich ein (MATSUZAWA, 1994; KALE et al., 2009). Es wird folglich bei einer 

länger als 16 Stunden andauernden Fastenzeit schwer zu unterscheiden, ob die 

beobachteten Konzentrationsveränderungen der Analyten aufgrund der 

Fastendauer entstanden sind oder wie eigentlich gewünscht, sich aufgrund der 

entsprechenden Versuchsdurchführung verändert haben. Es wird von 

verschiedenen Autoren empfohlen Ratten für die Messung von 

Stoffwechselhormonen über einen Zeitraum von mindestens zwölf Stunden zu 

fasten, jedoch nicht länger als 16 Stunden. Basierend auf den Ergebnissen der 

Studie „biologische Varianz“ ließen sich bei einer Fastendauer von bis zu 16 

Stunden fasten keine signifikanten Effekte auf die im Stoffwechsel zirkulierenden 

Konzentrationen von Glukose, IGF-I und Gesamt-Ghrelin finden, wohingegen es 

bei Insulin und Gesamt-GIP einen signifikanten Unterschied machte, ob die Ratten 

6 oder 16h gefastet wurden. Deswegen empfehlen wir ebenfalls eine Fastendauer 

von 16 Stunden für die Untersuchung von Stoffwechselhormonen bei Ratten.  
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6.2. Einfluss des Alters auf Glukose, Insulin, IGF-I, Gesamt-Ghrelin und 

Gesamt-GIP bei Ratten  

In dieser Studie wurden die Hormonwerte von Insulin, IGF-I, Gesamt-Ghrelin und 

Gesamt-GIP junger ausgewachsener, 14 Wochen alter Ratten (jung) mit zwölf 

Monate alten Ratten (alt) verglichen. Zwischen jungen und alten Ratten mit ad 

libitum-Fütterung ergab sich für Glukose, IGF-I, Insulin, Gesamt-Ghrelin und 

Gesamt-GIP keinen signifikanter Unterschied, auch wenn für alle diese Hormone 

die Tendenz einer erhöhten Konzentration bei den jungen Ratten zu erkennen war. 

Gong et al. konnten 2014 diesbezüglich, bei operativer Unterbrechung der GH/IGF-

I-Achse von Nagern, einen lebenslangen Anstieg der entsprechenden Hormone 

feststellen. Beim Menschen hat die Konzentration von IGF-I ihren Höhepunkt 

während der Pubertät und fällt danach langsam mit dem Alter ab 

(BIDLINGMAIER et al., 2014; GONG et al., 2014). Gong et al. haben am 

Modellversuch mit Nagetieren, durch eine fehlende GH/IGF-I-Achse, nicht 

unterscheiden können, ob die Auswirkungen von GH und IGF-I auf die Gesundheit 

der Tiere entwicklungs- oder altersbedingt waren. Bis ins hohe Alter der Nagetiere 

konnte die essentielle Aufgabe der GH/IGF-I-Achse für eine gesunde 

Knochenstruktur und der Einfluss einer erhöhten GH-Konzentration im Blut auf 

Erkrankungen der Knochenstruktur nachgewiesen werden (GONG et al., 2014). 

Auch Willis et al. haben sich 2014 mit dem Einfluss von Alter und Geschlecht auf 

bestimmte Faktoren und die daraus resultierenden Auswirkungen auf die 

Gesundheit von Pavianen beschäftigt. In ihrer Studie sank die Konzentration von 

IGF-I mit steigendem Alter, wobei männliche Tiere um 30% höhere 

Konzentrationen im Blut hatten als weibliche Tiere. IGFBP-3 zeigte hingegen keine 

Konzentrationsveränderungen im Vergleich von Jungtieren mit älteren Pavianen 

(WILLIS et al., 2014). Es konnte ein Zusammenhang zwischen Alter und 

Konzentration verschiedener Hormone bei den Pavianen dargestellt werden. In 

unserer Studie „biologische Varianz“ wurden unterschiedlich hohe 

Hormonkonzentrationen für Insulin, aber nicht für IGF-I in Bezug auf das Alter der 

Ratten festgestellt. Deswegen ist es wichtig bei Studien mit Ratten auch das Alter 

als biologische Varianz mit einzubeziehen, da einige Hormone altersbedingten 

Varianzen unterliegen. 
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7. Kritik der Methoden 

Seit Jahrzehnten ist die Messung per Immunassay eine gängige und etablierte 

Methode zur Konzentrationsbestimmung von Hormonen. Daher wurden auch in 

dieser Studie Hormone mittels Immunassays gemessen. Die Assays wurden so 

ausgewählt, dass ein möglichst geringes Probenvolumen für den jeweiligen Test 

benötigt wird. Es wurde in dieser Studie außerdem darauf geachtet bei jedem 

Analyten Immunassays derselben Charge zu verwenden, um herstellungsbedingte 

Konzentrationsabweichungen der Hormone zu vermeiden. Im Vergleich von 

„Serum“ zu „EDTA ungekühlt“ wurden in dieser Arbeit signifikante Unterschiede 

bei GH, IGF-I, IGF-II, IGFBP-3, Leptin und GLP-1 und im Vergleich von „Serum“ 

mit „Serum frieren/tauen“ bei IGF-II, IGFBP-3, Gesamt-GIP, Insulin, Leptin, 

Gesamt-Ghrelin und GLP-1 festgestellt. Diese Werte könnten in einem anderen 

Assay aufgrund von Matrixeffekten oder unterschiedlichen verwendeten Substraten 

anders aussehen, wie es auch Shanson et al. 1990 festgestellt haben, als sie drei 

verschiedene Immunassays zur Bestimmung des HIV-Antigens miteinander 

verglichen haben (SHANSON et al., 1990). Folglich kann keine Aussage darüber 

getroffen werden wie sich die Konzentrationen der gemessenen Hormone in 

unterschiedlichen Assays verschiedener Hersteller darstellen. Es besteht eine so 

große Vielfalt an Immunassays von verschiedenen Herstellern, dass diese nicht alle 

in diese Studie einbezogen werden konnten. Es bietet sich jedoch Raum 

Folgestudien diesbezüglich anzuschließen.  

Eine alternative Möglichkeit zur Messung der Konzentration von Hormonen bei der 

Ratte stellt die Liquid-Chromatographie-Massenspektrometrie/Massen-

spektrometrie, kurz LC-MS/MS, dar. Durch die Hintereinanderschaltung von 

mehreren Massenspektrometern ergibt sich eine Kopplung, welche zusätzlich an 

ein chromatographisches Trennsystem gekoppelt ist und somit schon kleinste 

Mengen von Molekülen qualitativ und quantitativ bestimmen kann, egal ob die 

Substanz in Reinform oder als Substanzgemisch vorliegt. Diese Methode ist im 

Gegensatz zu Immunassays auf dem Markt noch wenig etabliert, wird aber durch 

ihre stetige Verbesserung immer praktikabler (BECKER & HOOFNAGLE, 2012). 

2001 haben Lawrence et al. Microcystine aus Algenprodukten per LC-MS/MS, 

ELISA und Phosphatase-Assay nachgewiesen und diese drei Methoden dabei 

verglichen. Sowohl ELISA, als auch LC-MS/MS und der Phosphatase-Assay 

erbrachten übereinstimmende Ergebnisse (LAWRENCE et al., 2001). Eine weitere, 
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ebenfalls noch junge Methode zur Messung von Hormonen stellt der Western 

Liganden Blot dar, mit welchem sowohl qualitativ als auch quantitativ Proteine 

nachgewiesen werden können. Nach elektrophoretischer Auftrennung der Proteine 

werden diese auf ein Trägergel übertragen, welches mehrfach repliziert werden 

kann und das im Anschluss mit diversen Antigenen reagieren kann. Diese Methode 

benötigt nur geringste Mengen der nachzuweisenden Proteine und wird auch 

regelmäßig für die qualitative und quantitative Messung diverser Hormone 

angewandt (CATANIA et al., 2000; METZGER et al., 2011). Folglich wäre es 

interessant zu sehen in wie weit LC-MS/MS und der quantitative Western Liganden 

Blot sich durch Matrixeffekte und verschiedene Probenvorbehandlungen 

beeinflussen lassen. Dieser Vergleich wäre ein mögliches Thema für eine weitere 

Arbeit, da es die Kapazitäten der aktuellen Studie übersteigt. Es ist anzunehmen, 

dass die präanalytische Variabilität ebenfalls eine Rolle für die Messung von 

Hormonen mittels LC-MS/MS spielt. 

Aktuell ist der Immunassay die gängigste Methode Hormonkonzentrationen bei der 

Ratte zu messen. Es ist durchaus möglich, dass Abweichungen von der reelen 

Hormonkonzentration in anderen Analyseverfahren nicht aufgetreten wären. 

Andere Methoden zur Konzentrationsbestimmung von Hormonen könnten durch 

präanalytische Varianzen auf andere Arten beeinflusst werden. Dieser Vergleich 

müsste in anschließenden Studien weiter untersucht werden.  

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der Immunassay als Analyseverfahren 

ein gängiges und wichtiges Werkzeug der Forschung ist, dessen Beeinflussung 

durch präanalytische Varianzen jedoch nicht unterschätzt werden sollte. 

 

8. Schlussfolgerung 

Aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit und in Bezug auf die bisherige Literatur zur 

Präanalytik, wird der Fokus auf die Vielfalt der Fehlerquellen der Präanalytik und 

ihren signifikanten Einfluss auf Messergebnisse weiter geschärft. Gerade bei neu 

erforschten Hormonen ist es schwierig das richtige Probenmaterial abzunehmen 

und entsprechend vorzubehandeln. Aufgrund der Ergebnisse dieser Studie wird 

empfohlen, jeweils Serum und EDTA-Plasma abzunehmen und das EDTA-Plasma 

mit allgemeinen Proteaseinhibitoren zu versetzen. Im Anschluss daran ist es 

sinnvoll die Proben zu aliquotieren, um möglichst wenige Einfrier-Auftau-Zyklen 
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entstehen zu lassen. Ohne das entsprechende Wissen über potentielle 

Einflussgrößen auf die Konzentration eines Analyten könnten möglicherweise 

Messergebnisse falsch interpretiert werden. In Tabelle 4 wird schematisch 

dargestellt wie sich die Konzentrationen der untersuchten Hormone durch Auswahl 

von Serum oder EDTA-Plasma und nach zehn Einfrier-Auftau-Zyklen verändern. 

Lediglich IGFBP-2 und aktives GLP-1 konnten konstant unter allen Bedingungen 

gemessen werden, alle anderen Hormone wurden durch präanalytische Faktoren 

signifikant beeinflusst. In anderen Studien werden aktuell noch einige Effekte 

fälschlicherweise gewissen Behandlungen zugeschrieben, obwohl sie der 

präanalytischen Variabilität zugehörig sind. Deswegen sollte stets versucht werden 

möglichst konstante Arbeitsbedingungen einzuhalten und die Proben entsprechend 

gleichen Vorbehandlungen zu unterziehen, um möglichst einheitliche 

Grundvoraussetzungen zu schaffen und das Risiko von präanalytischen Einflüssen 

so gering wie möglich zu halten. Es gibt viele einzelne Faktoren, die die 

Messergebnisse von Hormonen beeinflussen können, jedoch müssen diese 

präanalytischen Bedingungen für jedes einzelne Hormon getestet und anschließend 

beachtet werden. Es können keine Rückschlüsse von der Auswirkung 

präanalytischer Bedingungen eines Hormons auf die Konzentration eines anderen 

Hormons gezogen werden. 

Deswegen ist anzuraten beim Vergleich von Studien, oder wenn Folgestudien 

angeschlossen werden, stets mit möglichst derselben Methodik die Proben zu 

entnehmen, zu bearbeiten, zu analysieren und aufzubewahren. 

Als Faktoren der biologischen Varianz wurden die Fastendauer und das Alter der 

Tiere zu zwei Zeitpunkten untersucht. Bezüglich beider Untersuchungskriterien 

konnte ein starker Einfluss auf verschiedene Stoffwechselhormone bei der Ratte 

detektiert werden. Es wird angeraten zu Beginn einer Studie, entsprechend der zu 

untersuchenden Hormone bei der Ratte die Fastendauer und das Alter in die 

Vorbereitungen mit einzubeziehen oder entsprechend bei der Auswertung der 

Messergebnisse diese biologischen Einflussgrößen zu beachten.  
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Tabelle 4: Auswirkung von 10 Einfrier-Auftau-Zyklen auf Serum; Vergleich der 

Messergebnisse von Serum zu EDTA-Plasma in Bezug zu Serum gesetzt. Gelbe Pfeile 

stellen keinen Konzentrationsunterschied dar, grüne eine erhöhte Konzentration und rote 

eine verminderte Konzentration des entsprechenden Hormons im Vergleich zu Serum.
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 ZUSAMMENFASSUNG 

Die biochemische Analyse von Hormonen wird durch drei Variablen beeinflusst – 

die präanalytischen, analytischen und postanalytischen Variabilität. Bezüglich der 

analytischen und biologischen Variabilität wurden für Nager schon zahlreiche 

Arbeiten veröffentlicht, jedoch ist die Präanalytik in der Untersuchung von 

Blutproben von Ratten, in Bezug auf die Hormonanalytik, bislang kaum beachtet 

worden. Deswegen wurden in dieser Arbeit einige Aspekte der Präanalytik bei der 

Hormonmessung in Ratten genauer untersucht; auch um Anhaltspunkte zu geben, 

in wie weit vorbehandelte Blutproben von Ratten zur Messung unterschiedlicher 

Hormone genutzt werden können und wie sich die Verwendung unterschiedlicher 

Probenmaterialien, als auch Einfrier-Auftau-Zyklen, auf die Messergebnisse 

verschiedener Stoffwechselhormone auswirken können. In Bezug auf die 

biologische Variabilität wurde der Einfluss von Alter und Fasten auf ausgewählte 

Stoffwechselhormone bei der Ratte genauer untersucht. 

Ziel dieser Arbeit war es, in Analyseprozessen insbesondere auf den Faktor 

„Präanalytik“ einzugehen und aufzuzeigen, in welchem Ausmaß Ergebnisse in der 

Messung von Hormonen mittels Immunassays beeinflusst werden können.  

Im Vergleich zu reinem Serum waren die gemessenen Konzentrationen von IGF-I 

(+9,2%, p<0,001), IGF-II (+24,0%, p<0,001), IGFBP-3 (+24,0%, p<0,001) und 

Leptin (+54,9%, p<0,0001) in EDTA-Plasma signifikant niedriger, GH (-137,8%, 

p<0,001) und Gesamt-Ghrelin (-10,8%, p<0,05) zeigten erhöhte Werte, für IGFBP-

2, Gesamt-GIP, aktives GLP-1, Insulin und Gesamt-Ghrelin zeichneten sich keine 

Differenzen ab. Nach zehn Einfrier-Auftau-Zyklen von Serum blieben die 

Konzentrationen von GH, IGF-I, IGFBP-2 und aktivem GLP-1 unverändert, bei 

Gesamt-GIP (+49,8%, p<0,001), Insulin (+32,9%, p<0,001) und Gesamt-Ghrelin 

(+24,6%, p<0,001), konnte eine geringere Menge detektiert werden und bei IGF-II 

(-25,9%, p<0,01), IGFBP-3 (-19,3%, p<0,001) und Leptin (-41,3%, p<0,001) 

wurden höhere Werte gemessen. EDTA-Plasmaproben, die ab dem Moment der 

Abnahme von der Ratte bis zum gefrorenen Aufbewahren ununterbrochen gekühlt 

wurden, zeigten keine signifikanten Unterschiede zu solchen Proben, die bei 

Raumtemperatur bis zum Einfrierprozess aufbewahrt wurden. Die Zugabe von 

Proteaseinhibitoren, im Speziellen von DPP-4-Inhibitor, ist für die Bestimmung 

von Inkretinhormonen angezeigt. In dieser Studie wurde keine erhöhte Variabilität 

durch den Zusatz der Proteaseinhibitoren auf die Messung von Gesamt-GIP und 
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aktivem GLP-1 gefunden. Für die Messung von acyliertem Ghrelin ist eine 

Ansäuerung des Probenmaterials mit HCl empfehlenswert. IGF-II, IGFBP-2, 

IGFBP-3, Gesamt-GIP und Insulin konnten mit dieser Probenvorbehandlung 

bedenkenlos gemessen werden. Für Leptin (-73,91%, p<0,05) wurden erhöhte 

Konzentrationen detektiert, IGF-I (+11,9%, p<0,001) und Gesamt-Ghrelin 

(+27,1%, p<0,05) zeigten hingegen verringerte Werte.  

In Bezug auf die biologische Variabilität konnte ebenfalls ein signifikanter Einfluss 

des Alters und Fastens auf Ratten detektiert werden. Jungtieren hatten einen 

deutlicher niedrigeren Insulinspiegel (+0,22%, p<0,05) im Blut, bei einer 

Fastendauer von 16 Stunden, im Vergleich zu wesentlich älteren 1-Jahr alten 

Ratten. Im Vergleich der Insulinwerte zwischen 6 und 16 Stunden des Fastens 

konnten signifikant niedrigere Werte nach 16 Stunden festgestellt werden (+30,7, 

p<0,05). Bei jungen Ratten reduzierte sich die Gesamt-GIP-Konzentration 

(+105,9%, p<0,01) während des Fastens stärker als bei alten Tieren, aber bei diesem 

Hormon ist, bei Langzeitfasten aller Tiere, eine signifikante Reduktion der Gesamt-

GIP-Konzentration (66,8%, p<0,05) im Vergleich von 6 zu 16 Stunden zu 

verzeichnen gewesen. Bei IGF-I und Gesamt-Ghrelin veränderten sich die 

Konzentrationen der zirkulierenden Hormone im Blut trotz einer Fastendauer von 

16 Stunden nicht signifikant. 

Es konnten in dieser Arbeit einige Faktoren der Präanalytik, im Speziellen in der 

Messung von Hormonen mittels Immunassays bei Ratten, untersucht werden, 

jedoch sind auf diesem Themengebiet noch zahlreiche weitere Fragestellungen, wie 

zum Beispiel der Einfluss von Einfrier-Auftau-Zyklen auf EDTA-Plasma oder der 

Einfluss von Matrixeffekten auf Western Liganden Blot, noch nicht näher 

untersucht, weswegen es sinnvoll erscheint diesbezüglich weitere Studien 

anzuschließen. 
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 SUMMARY  

Impact of preanalytical factors on the concentration of specific 

metabolic hormones and effect of age and fasting on specific 

metabolic hormones in rats 

Biochemical analysis of hormones is influenced by three factors – preanalytical, 

analytical and postanalytical variability. For analytical und biological variability 

many studies have been published, but the preanalytical measurement of hormones 

is less examined for blood samples in rats. Therefore we investigated in some issues 

of preanalytical hormone measurement, to give evidence, if pretreated blood 

samples also can be used for measuring different hormones and how the usage of 

different blood sample materials (serum or EDTA-plasma) can affect the measured 

concentrations of different metabolic hormones. Furthermore the influence of 

freeze and thawing cycles on the concentrations of different metabolic hormones 

has been studied. We also investigated in two compounds of the biological 

variability: the influence of age and fasting on specific metabolic hormones in rats. 

With this study we aimed to point out the factor “preanalytic“ in the analytical 

processes and we were able to show how much the results of hormone 

measurement, detected by immunassays, can be influenced by these components. 

In relation to plain serum the concentrations of IGF-I (+9.2%, p<0.001), IGF-II 

(+24.0%, p<0.001), IGFBP-3 (+24.0%, p<0.001) and leptin (+54.9%, p<0.0001) 

had significantly lower levels in EDTA-plasma whereas GH (-137.8%, p<0.001) 

and total Ghrelin (-10.8%, p<0.05) showed significant higher levels and for IGFBP-

2, total GIP, active GLP-1, insulin and total Ghrelin there has been no significant 

difference. After ten freezing and thawing cycles of serum the concentrations of 

GH, IGF-I, IGFBP-2 and active GLP-1 have not changed, however lower 

concentrations have been detected for total GIP (+49.8%, p<0.001), insulin 

(+32.9%, p<0.001) and total Ghrelin (+24.6%, p<0.001). For IGF-II (-25.9%, 

p<0.01), IGFBP-3 (-19.3%, p<0.001) and leptin (-41.3%, p<0.001) higher 

concentrations have been measured after ten freezing and thawing cycles. 

Comparing blood samples, kept at room temperature during treatment until getting 

frozen for long-time storage, to those blood samples, which have been stored on ice 

until long-time storage there have no significant differences been detected. The 
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addition of protease inhibitors, especially the addtiton of DPP-4-inhibitor, is 

advised for the measuring of incretins. In this study no higher variability in case of 

adding protease inhibitors to blood samples has been detected in the measurement 

of total GIP and active GLP-1. The addition of HCl to blood samples is 

recommended for measuring active Ghrelin, but IGF-II, IGFBP-2, IGFBP-3, total 

GIP and insulin can also be measured from this pretreated blood samples without 

deviation in their hormone concentrations. After addition of HCl for leptin (-

73.91%, p<0.05) higher concentrations have been detected and for IGF-I (+11.9%, 

p<0.001) and total Ghrelin (+27.1%, p<0.05) lower concentrations have been 

measured. 

As a component of the biological variability, there has also been a significant 

influence of age and fasting in rats. Young rats (14 weeks old) had lower levels of 

insulin (0.22%, p<0.05) after fasting for 16h in relation to one year old rats. When 

comparing insulin concentrations after 6 and 16h of fasting there have been 

significant lower levels after 16h (+30.7%, p<0.05). While fasting, the 

concentration of total GIP (+105.9%, p<0.01) was more reduced in young rats than 

in old ones. Furthermore there was a significant reduction of total GIP after 6 to 

16h of fasting (66.8%, p<0.05). For IGF-I and total Ghrelin there was no difference 

in fasting the rats for 6 or 16h. 

In this study we investigated some aspects of preanalytic, especially in the 

measurement of circulating metabolic hormones by immunoassay in rats. However 

there are still much more topics to be researched, like the influence of freezing and 

thawing cycles on hormone concentrations in EDTA-plasma or the impact of matrix 

effects on Western ligand blot.  
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