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I. EINLEITUNG — BEDEUTUNG VON PRAANALYTIK IN DER
MESSUNG BESTIMMTER STOFFWECHSELHORMONE IM
BLUT VON RATTEN

Die Messung von Hormonen dient meist der ErforsghubDiagnostik und
Therapiekontrolle von Erkrankungen. Unstimmigkeitanden Konzentrationen
dieser Analyten werden héaufig der biologischen &faititéat zugeordnet und die
praanalytische Variabilitdt als Ursache vernaclhdisk der Humanmedizin wird
die Praanalytik als ernstzunehmende Fehlerquelteitberegelmalig und mit
steigendem Interesse untersucht. In der Veterirdimmegab es bereits auch erste
Studien diesbezuglich, jedoch nur vereinzelt (BRA&tN., 2015).

Plebani beschaftigte sich mit praanalytischen Afgldun Krankenhdusern und
fuhrte die meisten Abweichungen in Laboruntersugemrauf Fehler wahrend préa-
und postanalytischen Prozessen und nur zu einemgger Prozentsatz auf die
eigentliche Analytik zuriick (PLEBANI, 2006). Im Acisluss an solche Studien
wurden Standardprotokolle (SOPs) fur Probenentnakvoebereitung, -transport
und -aufbewahrung herauszugeben und versucht dikergeote so gering wie
maoglich zu halten. Nach wie vor halten sich nur igenUntersucher an diese
Vorgaben, da nicht allen bewusst ist, wie starkMgssergebnisse wahrend der
Praanalytik beeinflusst werden kénnen (LOEFFENIgt2012; SIMUNDIC &
LIPPI, 2012). Fur Blutentnahmen bei Ratten gibt wsn verschiedenen
Einrichtungen SOPs (TVT, 2009; JONES, 2012). IseieAnleitungen wird meist
nur auf die richtige Technik der Blutprobenentnaleimgegangen und weniger auf
die Vor- und Nachbereitung der Arbeitsmateriali®n.kénnen unter anderem die
Auswahl des passenden Gefalles, Hamolyse oder leghenKonzentration des zu
messenden Analyten beeinflussen (SHELL, 2014). iZliskken Faktoren der
Praanalytik, die das messbare Ergebnis der Probeh beeinflussen kdnnen,
werden in SOPs haufig nicht erwéhnt. Deswegersistiehtig, auf dem Gebiet der
Praanalytik noch mehr Aufklarung zu leisten. Sowatie Auswahl des
Untersuchungsmaterials, als auch dessen Bearbetlunch Zusatze, stellen
potentielle Faktoren dar, die die Konzentration desuntersuchenden Analyten
signifikant beeinflussen konnen. Andere ProzesseEmfrier-Auftau-Zyklen und

die ungekuhlte Aufbewahrung des Probenmaterialzims Einfrierprozess, sind
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ebenfalls einflussnehmende Komponenten.

Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit intensif die praanalytische
Variabilitat, im Speziellen in der Messung von 8t@chselhormonen bei Ratten,
eingegangen. Es soll aufgezeigt werden, welcherfluss unterschiedliche
Untersuchungsmaterialien und Probenbearbeitungef @e gemessenen
Konzentrationen ausgewahlter Stoffwechselhormoberma
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II. LITERATURUBERSICHT

1. analytische, biologische und praanalytische Varialitat

Die drei Grundbausteine der Versuchsdurchfuhrumg Braanalytik, Analytik und
Postanalytik. Die Praanalytik setzt sich zusammens aProbenent-
nahme, -vorbereitung, -transport und -aufbewahrudig. Analytik umfasst die
Messung des zu untersuchenden Analyten und dieafgtik beschreibt die
Datentbertragung, Befunddarstellung und Diskusdergemessenen Ergebnisse.
Die Praanalytik variiert aufgrund biologischer, tiacher und praanalytischer
Variabilitdt. Die Konzentration eines jeden gemasseHormons unterscheidet
sich durch Divergenzen, die innerhalb dieser diaiablen auftreten, unabhangig
von der Analysemethode. Mit der biologischen Valitth beschéaftigen sich die
meisten Studien, da hier das Interesse der Forgsgumppen am grofdten ist und
auch die Erforschung von Erkrankungen im Vorderdrsteht. Die analytische
Variabilitdt wurde in der Vergangenheit bereits angreich untersucht, unter
anderem in Hinblick auf Kontamination oder Hamolys& Blutproben (IJAZ et
al., 2010; DAVIDSON, 2014).

Es ist jedoch noch nicht vollstandig geklart, wikehs diese Faktoren der
analytischen Variabilitat auf Stoffwechselhormonei ller Ratte auswirken.
Wahrend der praanalytischen Phase werden aktelhdisten Unstimmigkeiten
detektiert. Schon mehrmals wurde in der Humanmediewiesen, dass bis zu 77%
der Messfehler wahrend der praanalytischen Phas¢éeban (PLEBANI, 2006;
HOOIJBERG et al.,, 2012; DAVIDSON, 2014) und zusatrlunterschiedliche
Probenvorbehandlungen eine potentielle Fehlerquelestellen (BECAN-
MCBRIDE, 1999; BONINI et al., 2002; LIPPI et alQ21). Sowohl die Auswahl
des Untersuchungsmaterials, als auch dessen Begudpenit Zusatzen und die
nachfolgende Beeinflussung durch Einfrier-Auftan#f&sse, stellen potentielle
Faktoren dar, die die Konzentration des zu untérsoden Analyten verandern
kénnen. Sie werden jedoch selten beachtet.

Um auf das Potential mdglicher Quellen fur Konzatbnsanderungen von
Hormonen aufmerksam zu machen, wurde in dieser iAgpezifisch auf die
praanalytische Variabilitat in der Messung von dses Stoffwechselhormonen im
Serum oder EDTA-Plasma von Ratten eingegangen.olie gezeigt werden,

welchen Einfluss unterschiedliche Untersuchungsnadien und



Literaturtibersicht 4

Probenbearbeitungen auf die gemessenen Konzengatiospezifischer

Stoffwechselhormone haben kdnnen.

1.1 Analytische Variabilitat

Bisher am intensivsten erforscht ist der Bereich aealytischen Variabilitat.
Aufgrund unterschiedlicher Analysemethoden, wie lmassay, Massenspektro-
metrie oder Western Blot, gibt es Varianzen in de€onzentrationen der
gemessenen Analyten. Innerhalb dieser Methoden etbnrwiederum
unterschiedliche Arten der Hormonmessung zu veesigmen Ergebnissen fuhren,
je nachdem auf welche Weise das Hormon in dem |geaiVerfahren detektiert
wurde. So gibt es zum Beispiel kompetitive und slatmpetitive Immunassays.
Diese beiden Arten von Immunassays kdnnen mit scteéxdlichen Detektions-
maoglichkeiten arbeiten, namlich Radioaktivitat, &#men, Fluoreszenz oder
Chemilumineszenz (STRASBURGER & BIDLINGMAIER, 2003nmunassays
konnen sich sowohl innerhalb verschiedener Chamenauch untereinander
unterscheiden (BIELOHUBY et al., 2012; MANOLOPOULO&t al., 2012),
weswegen es sinnvoll ist, fur die Bestimmung dea@ter einer Versuchsreihe
stets denselben Test, der gleichen Firma, aus &harge, zu benutzen. Um
Pipettier- und Materialfehler ausschlie3en zu kimmesrden bei der Durchflihrung
von Immunassays standardméfig Konzentrationsbestngmro Probe doppelt
durchgefuhrt. Der Variationskoeffizient gibt die ggmauigkeit der Messmethode
im Vergleich beider Analysewerte an und ist ein htiger Parameter in der
Interpretation der Ergebnisse (PERRIG & AUJESKY120 Des Weiteren sollten
die Hormonmessungen stets von einem moglichst édeirPersonenkreis
durchgefuhrt werden, um Fehler durch unterschibdlicArbeitsweisen zu
vermeiden (CARRARO & PLEBANI, 2007).

1.2. Biologische Variabilitat

Die biologische Variabilitat ist die zweite Varidkwmmponente in der

Probenanalytik. Sie entsteht durch interindivideieWnterschiede, die durch
genetische, epigenetische, andere endogene, spagere Faktoren bedingt sind.
Gangige Beispiele der genetischen Komponente stdile Stoffwechsellage und

die genetische Modifikation dar, ein epigenetisdretor ist das eigene Verhalten.
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Zu den exogenen Komponenten werden die Nahrungslaonie, Jahreszeit und der
zirkadiane Rhythmus gezahlt und zu den endogenetin@engen das Alter,
Geschlecht und der Zyklusstand (DHAHER et al., 20MANOLOPOULOU et
al.,, 2012; RATTO et al., 2012). Laut dem Ministeniufir Erndhrung,
Landwirtschaft und Verbraucherschutz wurden im 2l fur Tierversuche in
Deutschland am haufigsten Mauséué musculus), Ratten Rattus norvegicus) und
Fische Pisces), sowie Kaninchen@ryctolagus cuniculus) und Meerschweinchen
(Cavia porcellus) verwendet. Mause werden am haufigsten untersgefdlgt von
Ratten. Bei Nagern, im Gegensatz zum Menschengliteder Vorteil, nahezu
gleiche, kontrollierbare Bedingungen schaffen zunngn. Variabilitdt in
Messgro3en, die beim Menschen, u.a. durch untediathe Lebens- und
Ernahrungsweisen, entstehen konnte, kann bei Nagetdurch Standardisierung
der Haltungsbedingungen erheblich reduziert werBemch Auswahl bestimmter
Labortierstamme kann die genetische Varianz mintndder auch bewusst grof3
gewahlt werden. Die Haltung, Erndhrung und Proberadmmen kénnen ohne
groRBeren Aufwand standardisiert ablaufen. SomitereiNagetiere, aufgrund ihrer
GroRe, Lebensweise und ihres Lebenszyklus, haulgy Taermodelle fir
Fragestellungen der biomedizinischen Forschung etdat.

Fir diese Forschungsarbeit wurden grol3ere Mengenllblio als
Untersuchungsmaterial bendétigt. Das maximal gewammbBlutvolumen von
Mausen hatte fur diese Arbeit nicht ausgereichtwegen Ratten als Versuchstiere
ausgewahlt wurden. Mannliche Ratten wiegen etwa520g, weibliche 250-300
g. Sie haben ein Blutvolumen von 54-70 mi/kg (WONIOHN & LLOYD,
2003). Es gibt ingeziichtete Rattenstamme, Hybtehadus Inzuchtlinien, sowie
Auszuchtlinien, deren genetische Variabilitat mésan speziellen Zuchtschemata
maoglichst grol3 gehalten wird.

Die am haufigsten verwendeten Auszuchtstamme sirmstavy Long Evans und
Sprague Dawley. Die letzteren beiden stammen von Westar Ratte ab
(STENGEL et al., 2010; FRAGA et al., 2011; PARADA&., 2013). Fir diese
Arbeit wurden ausschlieBlich Wistar Ratten verwéndéber mdogliche
stammspezifische Unterschiede kann daher keineafyesgetroffen werden.

Meist werden méannliche Ratten als Versuchstiergewahlt, da sie geringeren
hormonellen Schwankungen unterliegen als weibliGleee. Beim Menschen sind
bereits viele Hormone mit sexueller Divergenz extbt worden. Es wurde

aufgeklart, in welchem Ausmal} diese Hormone divekb&ufe im Korper
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beeinflussen konnen (MURRAY et al.,, 1975; GOORENGLTAY, 2013;
MARTEL, 2013). Bei Ratten besteht diesbezuglich fiele Hormone noch
Klarungsbedarf, obwohl schon einige untersucht eoind (RANDS et al., 2012;
HAGHIR et al., 2013). Fur Versuche, die Einflissaiblicher Sexualhormone auf
diverse Prozesse im Korper klaren sollen, werdeangsiaufig weibliche Ratten
verwendet. Oft bleibt von einer solchen Studie Whtehungsmaterial Ubrig. Diese
Proben konnten fur weitere Studien verwendet werdesist ist aber unklar, ob
dieses Material zur Messung weiterer Stoffwechsetiome geeignet ist. Es ist
fragwirdig, ob die Ergebnisse, aus Studien mit iéimen Ratten, bedenkenlos mit
den Ergebnissen aus Messungen mit weiblichen Raitisr Mischgruppen
verglichen werden kénnten (CHANOINE et al., 2006AKEO et al., 2009;
REIMER et al., 2010; FRAGA et al., 2011).

Einen weiteren Faktor der biologischen Variabilitatellt das Alter der
Versuchstiere dar. Fiur die meisten Studien werdatteR im Alter von 11-14
Wochen verwendet (KINDEL et al., 2010; FRAGA et 2011). Bisher sind in der
aktuellen Literatur kaum Hinweise auf altersabhgagiVeranderungen von
Hormonmesswerten bei Ratten zu finden. Folglictuigtlar, ob Messergebnisse
von 11 Wochen alten Ratten, mit denen von 14 Woethem und alteren Tieren,
bedenkenlos verglichen werden kénnten.

Zusammengefasst besteht fir das Labortier Ratteh nafklarungsbedarf,
inwiefern Faktoren der biologischen und experiraittedingten Variabilitat die
Messwerte von zirkulierenden Hormonen beeinflus€emen.

Fur die Messung von Stoffwechselhormonen wird gerafollblut von niichternen
Ratten zu gewinnen, um fitterungsbedingte Varianznmimieren. Die OECD
empfiehlt bei Ratten, zur Messung von verschiedaenten, wie Gallensauren
und Harnstoff, als auch anderer Werte der klinisdBleemie, einen Fastenzeitraum
von 12-18 Stunden (OECD, 2008). Auch die ,Socidtyoxicologic Pathology*
hat Leitlinien zur Messung diverser Analyten in H#atogie, klinischer Chemie
und Urinanalyse bei Ratten herausgegeben und asélFdsten ,iber Nacht, das
12 Stunden entspricht, fir angemessen (WEINGANBI.et1992). Im Jahr 2009
haben Kale et al. die Auswirkungen der Fastendauérdie Hamatologie und
Standardwerte der klinischen Chemie bei Rattenrsmtét. Sie haben bei den
meisten Parametern, wie zum Beispiel Hamoglobik&de und Triglyzeriden,
signifikante Veranderungen nach 16-stindiger Fdsteer festgestellt, im
Vergleich zum Fastenbeginn. Deswegen empfehlenesie Fastendauer von
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maximal 16 Stunden fur praklinische Studien (KALEak, 2009).
Aufgrund dieser unterschiedlichen Empfehlungen gkaltider Dauer des Fastens
von Ratten, sollte, gerade fir neu entdeckte Hoengeklart werden, welche

Fastendauer fur die Messung dieser Analyten engrisilert ist.

1.3. Praanalytische Variabilitat

Die praanalytische Variabilitat beschreibt Unterede in Messwerten, die durch
unterschiedliche Probengewinnung, -vorbehandlungd uraufbewahrung
entstehen. Um diese Varianzkomponente zu reduziggeben verschiedene
Hersteller von Immunassays Empfehlungen zur Pradsmbieitung heraus. Zum
Beispiel den Hinweis Einfrier-Auftau-Zyklen zu veeiden (m/rIGFBB-2 ELISA,
Mediagnost, Reutlingen, Deutschland; Rat/Mouse @ial), Millipore, Billerica,
U.S.A)) oder die Vorschrift, den Blutproben inndihaon 30 Sekunden DPP-4-
Inhibitor zuzusetzen und die Proben anschlieRBeridrtsauf Eis kaltzustellen
(Rodent Active GLP-1 (7-36) Specific ELISA Kit, Eppe Diagnostics, Inc., San
Diego, U.S.A.). Darlber hinaus gibt es keine Angatieer eventuelle zusatzliche
notige praanalytische Schritte und wie sich einesddchtung der gesetzten
Vorgaben auf die Messergebnisse auswirkt. Diesebl@&rmtik kommt in
Laboratorien auf, die aus vorangegangenen Studiereit bearbeitetes

Probenmaterial besitzen und dieses fur weiterei&iuderwenden wollen wirden.

1.3.1.  Unterschiedliche Untersuchungsmaterialien

Als Untersuchungsmaterialien werden in der Forsghomt Nagetieren in der
Regel Serum, Plasma, Liquor, Urin und Gewebe dérefdrgane verwendet.
Hormone werden bevorzugt in Serum oder Plasma game®ieses kann auf
unterschiedliche Weise vorbehandelt werden, um Mmaekulstrukturen der

enthaltenen Proteine fur die Aufbewahrungsphasstatilisieren oder um es fir
das entsprechende Messverfahren vorzubereiten. hDu#usatz von

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

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

entstehen Chelatkomplexe mit Kalziumkationen. Dredie Blutgerinnung nétigen
Kalziumkationen werden in Chelatkomplexen gebunded das Blut kann nicht

mehr gerinnen. Das Plasma wird durch Zentrifugatiomd anschlielendes
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Separieren vom Blutkuchen gewonnen und ist flirevightersuchungsmethoden
verwendbar. Des Weiteren konnen andere Stoffe, wian Beispiel

Proteaseinhibitoren, zugegeben werden, die Proteimedem Abbau schitzen
kénnen. Proteasen spalten verschiedene Protein®loledtilstrukturen und somit
auch Hormone auf. Diese Fragmente kénnen gegelaisardn einem Hormontest
detektiert werden. Folglich sind die Messwerte holaés die tatsachliche
Konzentration des intakten Hormons. Eine Ursache geting detektierter

Hormonkonzentrationen konnte eine veranderte 3Dk8ir des zu bestimmenden
Molekils sein. Der Immunassay kann folglich dasrilmm nicht mehr detektieren.
Somit sollte vor der Messung des Analyten bekaei, b und wie sich seine

Struktur durch die Probenvorbehandlung verandenmte)

1.3.2.  Verschiedene Blutentnahmetechniken

Einen wichtigen Faktor der Praanalytik stellt dietiahme des Blutes dar. Die
Methode sollte mdglichst stressarm und schnellgegfg um eine Verfalschung der
Hormonkonzentrationen, zum Beispiel durch die Ab&ang von
Stresshormonen, zu vermeiden. Zu den verschiedgiuentnahmetechniken bei
Nagern z&hlen die Dekapitation, Entfernung eineskh Teils der Schwanzspitze,
Inzision oder Punktion der Schwanzvene und Punkti@s retrobulbaren
Venenplexus oder der Vena jugularis (CONYBEARE |et1988; DIEHL et al.,
2001; TOFT et al.,, 2005; CHRISTENSEN et al., 200¥%T, 2009). Je nach
Entnahmestelle kann vendses, arterielles oder Mistgewonnen werden. Bisher
ist noch nicht bekannt, inwieweit sich die Hormonkentrationen in vendsem,
arteriellen oder Mischblut unterscheiden und invagwlie Messergebnisse, von
Hormonen bei Nagetieren, von der Blutentnahmestethe. —technik abhangig

sind.

1.3.3.  Einhaltung einer ununterbrochenen Kuhlkette

Nach der Gewinnung von Serum- und Plasmaproben edemnv diese fur
gewdhnlich fur einen gewissen Zeitraum ungekuhéraauf Eis. Es ist technisch
schwierig die gewonnenen Proben sofort weiterzudsst@n. Bisher ist unklar, ob
es essentiell ist, Probengefalie, fur die Messundgtoffwechselhormonen bei der
Ratte, vorzukihlen, um eine méglichst schnelle Atbliig der Probe zu erreichen.

Auch ist strittig, ob das gewonnene Material bis sfortigen Weiterverarbeitung
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ununterbrochen gekuhlt und bei einer mdglichst tamten Temperatur aufbewahrt
werden sollte. Es konnte keine entsprechende Stdidigbeziiglich gefunden
werden. Zusatzlich ist die Temperatur, bei welahierZentrifugation von Serum-
und Plasmaproben stattfinden sollte, umstrittens Aler aktuellen Literatur ist
zusatzlich nicht herauszulesen, ob das Probeniaatéir die Messung von
Stoffwechselhormonen bei der Ratte, bei einer imsten Temperatur
zentrifugiert werden sollte. In der Humanmedizimbtges diesbezlglich einige
wenige Veroffentlichungen, die die Bedingungen fédes Hormon einzeln
validiert haben (VAN IERSSEL et al., 2010; YAE &t 2012).

Folglich ist bisher die Prioritat einer ununterbltenen Kuhlkette, von der
Probenabnahme bis zum Einfrierprozess, in der Hofonschung bei der Ratte,

noch nicht genauer untersucht.

1.3.4.  Zentrifugation

Ein weiteres Thema stellen die Zentrifugationsbgdingen (Drehzahl, Dauer,
Temperatur) dar. Fur die Messung zirkulierendernitmrenkonzentrationen bei
Ratten werden sowohl Serum als auch EDTA-Plasmersuntht. Beztiglich der
Zentrifugationsbedingungen des Probenmaterialdevan die Literaturangaben
und es scheinen noch keine Leitlinien diesbezuglaffentlicht worden zu sein.
So geben Kindel at al. die Zentrifugation bei 460§ zehn Minuten bei 4°C an,
Tseng et al. zentrifugieren ohne Geschwindigkegahe 30 Minuten lang bei 4°C
und Stengel et al. beschreiben, dass das Mat&ii@d®0 x g 10 Minuten bei 4°C
zentrifugiert wurde (TSENG et al., 1999; KINDEL at, 2010; STENGEL et al.,

2010). In einem Buch aus der Veterinarmedizin whid die Trennung von Serum
und Plasma von ihren zellularen Bestandteilen S¢éamdardwert von 2000 x g 10
Minuten, ohne Temperaturangabe, angegeben (SIRQDIS).

Fur einzelne Hormone gibt es bereits Referenzhbegeiiir Zentrifugations-

bedingungen und Kihlung nach Probenentnahme. liesgm Autoren ist es jedoch
unerlasslich, diese Referenzbereiche fir jedes Hommzeln zu validieren (VAN

IERSSEL et al., 2010; YAE et al., 2012; SCHAFER-SG#al., 2013). Hieraus
wird ersichtlich, dass die Einflisse der Zentrifigiasbedingungen, fir die

Hormonmessung bei der Ratte, noch intensiver wntbtsverden sollten.
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1.3.5.  Schutz vor Proteolyse — der Zeitraum von der Blutemahme bis zum
Einfrieren
Der Gesamtzeitraum von der Blutprobenentnahmeuns Einfrieren des Serums
und Plasmas sollte méglichst kurz gehalten werden, die Proteine vor der
Proteolyse zu schiitzen. Diesbezuglich haben Tvemjciute et al. am Hund
herausgefunden, dass acyliertes Ghrelin sehr ihggabnd innerhalb einer Stunde
nach Probenentnahme gemessen werden sollte aleu datersuchende Material
zeitnah einzufrieren sei. Fur die Messung von Gésaimelin konnten die Proben
hingegen, ohne Verfalschung des Messergebnissein@léh bei Raumtemperatur
oder bei 4°C aufbewahrt werden (TVARIJONAVICIUTE at, 2013). Uber die
Aufbewahrung von Serum und Plasma zur Messung an8ésffwechselhormone,
insbesondere beziglich der Ratte, weist die algusteratur Licken auf. In der
Genetik haben Yae et al. unterschiedliche Aufbeudgkonditionen nach dem
Zentrifugieren und ihren Einfluss auf die Messunglakularer Marker von
Koagulantien (l6sliches Fibrin, Thrombin-AntithromKomplex, Thrombo-
modulin  und Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1-Koneg) untersucht. Sie
konnten fur einige Analyten einen Einfluss durcthohe Temperaturen feststellen
(YAE et al., 2012).
Folglich ist es wichtig zu wissen, welche Analytastabil sind und keiner langen
Bearbeitungszeit ausgesetzt werden sollten. Esanguraten, die maximale
Verweildauer bei Raumtemperatur eines jeden Hornm@sfahrung zu bringen
und inwieweit die messbaren Konzentrationen durcbteBlyse signifikant

beeinflusst werden kdnnten.

1.3.6.  Einfrier-Auftau-Zyklen

Nach dem Abtrennen von Serum und Plasma von ihedluléren Bestandteilen
werden Proben nicht immer aliquotiert, sondermigige in Einzelgefal3e tberfuhrt
und anschlieRend aufbewahrt. Bis alle Messungesr éwnifenden Studie beendet
sind, wird folglich das gleiche Probenmaterial neeén Einfrier-Auftau-Zyklen
unterzogen. Es ist durchaus moglich, dass die Prosé&tzlichen Einfrier-Auftau-
Zyklen unterzogen wird, wenn weitere Studien augselin Restmaterial
durchgefuhrt werden. Einige Hersteller von Immuagssgeben Empfehlungen
heraus, wie oft eine Probe maximal vor der Messuitghrem Assay aufgetaut

werden sollte, bis sich deren Messergebnisse isetieTest verandern kdnnten.
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Dies kann jedoch nicht verallgemeinert werden witfesfiir jeden Assay einzeln
validiert werden. So geben zum Beispiel Mediagnastl Millipore in den
Anleitungen ihrer Enzymimmunassays zur quantitatiBestimmung von IGFBP-
2 bzw. GIP total an, man solle unbedingt wiedeghdtinfrier-Auftau-Zyklen
vermeiden. Jedoch werden keine genauen Angabehataggémacht, ab wie vielen
Zyklen das Ergebnis verfalscht wird (m/rIGFBB-2 BW, Mediagnost,
Reutlingen, Deutschland; Rat/Mouse GIP (total),liplire, Billerica, U.S.A.). Es
gibt aktuell keine auffindbare Literatur, die sigfit Einfrier-Auftau-Zyklen von
Stoffwechselhormonen bei der Ratte beschaftigt.idliett beim Hund haben
Tvarijonaviciute et al. beziglich der Untersuchwag Ghrelin herausgefunden,
dass zur Messung von Gesamt-Ghrelin, egal, ob SdpPlamma oder Plasma mit
Zusatz von Proteaseinhibitoren, bis zu drei EirAaftau-Zyklen, keine
Verfalschung der Messergebnisse zur Folge hatt¢é ARTJONAVICIUTE et al.,
2013). Paltiel et al. haben 2008 die Konzentratierénderungen von bis zu 100
Einfrier-Auftau-Zyklen mit menschlichem Plasma imo@en Blutbildern und
klinischer Chemie untersucht. Bis zu zehn Zyklebdmedie untersuchten Analyten
kaum beeinflusst, ab 30 Einfrier-Auftau-Zyklen énatsignifikante Unterschiede in
den Messergebnissen von freien Fettsauren, ASTTdgtyceriden auf. Natrium,
Cholesterin und Vitamin E blieben stabil (PALTIELas., 2008).

Somit ist es ratsam, fur jedes Hormon das untetsweinden soll, die maximal
maogliche Frequenz von Einfrier-Auftau-Zyklen zu ken, bis sich dessen
Konzentration in einem Immunassay verandert. |d®aeussetzungen werden
geschaffen, wenn zu Beginn einer Studie gepland,wirie oft Probenmaterial
aufgetaut werden muss und dementsprechend das SstemPlasma auf eine

bestimmte Anzahl von ProbengefalRen verteilt wird.

1.3.7. Detektion von Fehlerquellen in der Praanalytik

In Bezug auf die drei oben genannten Einflussgrdfieiogische, analytische und
praanalytische Variabilitat, ist die Praanalytilstieer mit Abstand am geringsten
erforscht. Mit einer Fehlerquote von bis zu 70% Wergleich zu Analytik und
Postanalytik) in der Humanmedizin hat die Praarnabinen starken Einfluss auf
Messergebnisse und deren Verwertbarkeit in Stud@daLOHUBY et al., 2012).
Seit geraumer Zeit wird die Praanalytik als ernsehmender gewichtiger Faktor

realisiert und analysiert. Aktuell ist die Fehleotgpiim Be- und Verarbeiten von
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Probenmaterial nach wie vor hoch, weswegen daras€hdossen werden kann,
dass Vorkehrungen zur korrekten Ausfilhrung derrdgik nur maiig umgesetzt
werden (BECAN-MCBRIDE, 1999; LAPOSATA & DIGHE, 200GILOR &
GILOR, 2011; LIPPI et al.,, 2011). In der Messunghvidormonen ist diese
Problematik bereits als Thema aufgegriffen wordBAKF & SLUSS, 2008;
BELLOMO et al., 2012). Es ist in den letzten Jaheen verstarktes Bewusstsein
fur Fehlerquellen in der Praanalytik, insbesondereder Humandiagnostik,
entstanden. Im Forschungsbereich der Nagetiere ewvilnidlang nur wenig
Aufklarung auf diesem Sektor geleistet, obwohlrepdem Forschungsgebiet die
gleiche Prioritat einnehmen sollte (CHRISTENSENaét 2009). Einheitliche
Blutentnahmeprotokolle, vor allem in der Forschamg Nagern, sind noch nicht
in jedem Labor Standard. Es wird Untersuchungsnateiner vorhergehenden
Studie fur Folge- oder Vergleichsstudien verwendbhe die Vorbehandlung des
Materials in die Ergebnisse der Folgestudie einzighen. Dieses Material ist
womoglich unter anderen Bedingungen gewonnen celbleitet worden. Folglich
ist es riskant die Ergebnisse von unterschiedlidhensuchsreihen miteinander zu
vergleichen, da signifikante Unterschiede zwischemeu gebildeten
Vergleichsgruppen unter Umstédnden nur auf unteesiiicher Behandlung der
Proben basieren.

Um den Einfluss verschiedener Komponenten der Rignaufzeigen zu kbnnen,
werden einige mogliche Fehlerquellen dieser Prohatémin der vorliegenden
Arbeit untersucht. Es wird aufgezeigt, in welchenms/ald vorbehandelte Proben
und die Verwendung unterschiedlicher ProbenmatenaKonzentrationen von

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

2.1. GH-IGF-System

Das GH-IGF-System ist ein komplexes Regulationssystlas auf Wachstum und
Zelldifferenzierung gesunder und maligner Zellemagikt. Diverse Vorgange im
Korper, wie zum Beispiel Wachstum, Glukose-, Protei und
Triglyzeridstoffwechsel, als auch Elektrolythaushalerden durch dieses System
beeinflusst (NAWROTH & ZIEGLER, 2013). Die wichtig®m Komponenten des
GH-IGF-Systems sind das Wachstumshormon (GH), dsulih-Like Growth
Factor-1 (IGF-1), der Insulin-Like Growth Factor{IGF-I1), Insulin-Like Growth
Factor Binding Protein-1 bis -6 (IGFBP-1 bis -@wse die zwei IGF-Rezeptoren,
der IGF-I-Rezeptor (IGF-I-R) und der IGF-1I-RezeptiGF-II-R).

2.1.1. Wachstumshormon

Das Wachstumshormon (Growth Hormone; GH) ist eiptieormon und wird
hauptséachlich in den-Zellen der Adenohypophyse, unter Einfluss von Ghow
Hormone Releasing Hormon gebildet und in Vesikedspgichert (KLEINE &
ROSSMANITH, 2010). Jeglicher Verbrauch von EnerngreKorper stellt einen
Stimulus fur die GH-Produktion dar (NAWROTH & ZIEGER, 2013), sowie ein
erhohter Laktatspiegel im Blut bei Ratten (SALGUBIRet al., 2014). Die
Ausschuittung von GH erfolgt pulsatil nach zirka@giaRhythmik, wobei im Schlaf,
vor allem im Tiefschlaf, die grof3te Ausschuttungttfindet (DAVIDSON, 1987).
Indirekt wirkt GH auf Zellproliferation und —diffenzierung, durch Stimulation der
IGF-I-Produktion in der Leber (JONES & CLEMMONS, 98). Ein direkter
Einfluss wird Uber den GH-Rezeptor in bestimmterlgéweben, wie Fett,
Muskulatur und Knochen vermittelt. Beispielsweisgf &dipozyten wirkt es
lipolytisch und bei Mausen fiihrt ein GH-Mangel zrwehrter Fetteinlagerung ins
Gewebe (BERRYMAN et al., 2011).

2.1.2.  IGF-l und IGF-II

IGF-I und IGF-Il wirken als Wachstumsfaktoren aukllgroliferation und
Zelldifferenzierung. Zirkulierendes IGF-I wird vamgig durch Stimulation von
GH in der Leber gebildet, wohingegen IGF-Il von sadiedenen Geweben
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produziert wird (KLEINE & ROSSMANITH, 2010). Die IE&1-Konzentration im
Blutkreislauf ist alters- und geschlechtsabhangishalb bei der Auswertung von
Tests zur Bestimmung von IGF-I, stets die biologes¥ariabilitdt zu beachten ist.
Bidlingmaier et al. haben 2014 einen IGF-I-Assaydi@ Humanmedizin validiert
und zusatzlich Referenzwerte diesbedzlglich audfesErauen hatten tUber den
kompletten Lebenszeitraum hinweg stets niedrig&E-IFKonzentrationen als
Manner. Die IGF-I-Konzentration nimmt nach der Geelbieicht ab und steigt dann
sofort stetig an, bis sie in der Pubertat einerfébgrreicht. Anschlie3end sinkt die
IGF-I-Konzentrationen lebenslang ab (BIDLINGMAIER &., 2014). IGF-I ist
auch am Glukose- und Fettstoffwechsel beteiligNHS & CLEMMONS, 1995).
Es kann, zusatzlich zum Insulin, die Aufnahme volukGse in die Zellen,
stimulieren. Dadurch wird die hepatische Glukoneege vermindert und die
Glykogensynthese und Insulinsensitivitdt gesteig€fiAPF et al., 1986;
CLEMMONS, 2004). IGF-lIl stimuliert nicht nur Wachshs- und
Differenzierungsvorgange diverser Zellen, es reguliauch lberschie3endes
Wachstum und Entartung (KLEINE & ROSSMANITH, 201®jolland et al.
fanden 1997 bei Rindern heraus, dass IGF-1l vermelder fetalen Phase gebildet
wird und ist fir eine gesunde Embryonalentwicklumagig ist (HOLLAND et al.,
1997). Bei Mausen reduziert sich die IGF-II-Konzatibn postnatal stetig. In
dieser Lebensphase hat IGF-II Einfluss auf diversokrinologische Vorgénge in
Leber, Niere und Darm und wirkt auf das Organwaghstvon Hoden und
Nebennieren ein (WOLF et al., 1994). Modi et atdenkten 2014 bei Mausen eine
autokrine Regulation ddi-Zellen des Pankreas. Glutamin stimulierte die IGF-
Synthese und IGF-II-Sekretion, wodurch die Gro3d &anktion derp-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 InkkéirGrowth Factor Binding
Proteine (IGFBPs) identifiziert. Sie gleichen eidanstrukturell zu 35% und haben
eine hohe Bindungsaffinitat fur IGF-1 und IGF-1lidDIGFBPs hemmen die IGFs,
haben aber auch IGF-unabhéngige Effekte. DurcheBiag der Bioverfluigbarkeit
von IGF-1 und —IlI beeinflussen sie deren Effekté diverse Gewebe, abhangig
davon in welchem physiologischen oder pathophygistdhen Zustand sich das
Gewebe befindet und in welchem Gewebe die IGFsanidollen (SHIMASAKI
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& LING, 1991; RAJARAM et al., 1997; WOLF et al., @0). Um die Halbwertszeit
der IGFs zu verlangern, werden diese in einem dikdimplex gebunden. Dieser
setzt sich meist aus einem IGF, einem IGFBP-3 d@&#BP-5 und einer
saurelabilen Untereinheit (ALS) zusammen. IGFBPs} das wichtigste
Bindungsprotein fur IGF-I und IGF-Il. 75-80% der H& werden in so einem
Komplex gebunden, bis sie an IGF-Rezeptoren birdr durch Proteolyse im
Extrazellularraum abgebaut werden (ZAPF et al., 619BEROITH, 1996;
DAUGHADAY, 2000). Neben ihrer Aufgabe als Bindungsigine haben die
IGFBPs weitere Wirkmechanismen. IGFBP-2 ist einsga@r Tumormarker fir
das Fortschreiten vieler maligner Tumorarten, odwldhH6he der Konzentration
von IGFBP-2 im Blut keinen Hinweis auf ein erhéhiesnorrisiko beim Menschen
darstellt (HOEFLICH et al., 2001). Eine hohe IGFBonzentration bei
Lungenkrebs lasst jedoch auf geringe UberlebensemaschlieRen (GUO et al.,
2013). IGFBP-3 reguliert die Zellproliferation. Esdert den apoptotischen Effekt
in Krebszellen, entweder durch Sequestrierung VBR-Il und folglich eine
verminderte Aktivierung des IGF-I-Rezeptors oder~BP-3 bindet direkt an
vermeintliche Rezeptoren, die den Zelltod einleitefsHAHJEE &
BHATTACHARYYA, 2014).

2.2. Inkretineffekt und Inkretinhormone

2.2.1.  Inkretineffekt

Inkretine sind spezielle Hormone, die auf das endekPankreas wirken und die
Insulinausschuttung fordern. Der Inkretineffektddeeibt die Tatsache, dass nach
oraler Glukoseaufnahme die Insulinausschuttunggdang-Zellen der Langerhans-
Inseln, hoher ist als nach einer isoglykamischémwenodsen Glukoseapplikation.
Erstmals aul3erten Benjamin Moore et al. 1906 dierMéung, dass auch eine
Reaktion in der Darmmukosa eine Insulinausschittaag dem Pankreas
hervorruft (MOORE et al., 1906). Aktuell sind dieveg Hormone, Glucose-
dependent Insulinotropic Polypeptide (GIP) und @udn-Like Peptide-1
(GLP-1), fur den Anstieg des Insulinspiegels im tBtaislauf nach oraler
Glukoseaufnahme verantwortlich. Der Anteil des é#tkreffekts an der
Insulinausschittung betragt 20-80% (SHUSTER efl@Bg; HOLST et al., 2008).
Hierbei wird durch GIP, im Gegensatz zum GLP-1, l@s 75% der
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Insulinstimulation beim Menschen ausgelést (NAUGHKlg 1993).

2.2.2.  Inkretinhormone GIP und GLP-1

In den 70er Jahren wurde GIP als erstes Inkretmborentdeckt (BROWN et al.,
1970). Es wird von den K-Zellen sezerniert, die atlem in Duodenum und
Jejunum vorkommen (BUFFA et al.,, 1975; ORSKOV et d1987). Nach
Nahrungsaufnahme steigt die GIP-Konzentration umdHolgenden wird die
Insulinausschittung, aus d¢hZellen des Pankreas, angeregt (CLEATOR &
GOURLAY, 1975). Neben seiner Wirkung auf die Insalisschuttung hat GIP
auch einen positiven Einfluss auf die Knochenstadde Kollagenqualitat
(MIECZKOWSKA et al., 2015).

GLP-1 wurde als weiteres Inkretinhormon erstmalsAmglerfischen entdeckt
(GHIGLIONE et al., 1984; SIEGENTHALER & BLUM, 2006Es wird sowohl
aus den A-Zellen des Pankreas als auch den L-Zd#snlleums, Kolons und
Rektums nach Nahrungsaufnahme sezerniert (EISSEME, €1992). Es fordert,
wie GIP, ebenfalls die Insulinausschittung aus Bamkreas (GHIGLIONE et al.,
1984). Zusatzlich senkt es die Glukagonsynthesieiziert die Magensaftsekretion
und verzbgert die Magenentleerung (ORSKOV, 1992)chN nur bei der
Nahrungsaufnahme, sondern auch bei der Trinkwagsatame spielt GLP-1 eine
Rolle. Bei Ratten reduziert endogenes GLP-1 dasstDefihl, Uber die
Beeinflussung des Sattigungszentrums. Eine Wadsatane durch Trinken hat
einen direkten Einfluss auf die zentrale GLP-1-Bild, flissige Futteraufnahme
hingegen wirkt auf die zentrale und periphere GEBehexpression. Folglich
konnen einzelne Elemente des GLP-1-Systems, geétnmeinander, auf die
Verdauung verschiedener Nahrungsmittel untersabledinwirken (MCKAY et
al., 2014).

Die kurze Halbwertszeit von zwei bis drei MinuteonvGIP und GLP-1 im
Blutkreislauf ist bedingt durch deren schnelle lnakrung. Wéahrend ihrer Passage
durch die Leber werden GIP und GLP-1 abgebautjHres Metaboliten in den
Nieren eliminiert werden (SARSON et al., 1982; SOHDAGER et al., 1989;
DEACON, 2004).
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2.3. Weitere Stoffwechselhormone

2.3.1. Insulin

Insulin wird in derp-Zellen der Langerhansschen Inseln des Pankreddefaind

in speziellen Vesikeln, die sich vom Golgi-Appaahschniren, gespeichert. Nach
Nahrungsaufnahme erfolgt die Insulinausschittunigapii in zwei Phasen. Die
erste Phase erstreckt sich etwa uber zehn Minutdrverlauft mit einer erhdhten
Insulinausschittung. In der anschlieBenden Phagelgtereine geringere
Ausschittung von Insulin in die Blutbahn, welchegegen mehrere Stunden
andauern kann. Nach der Ausschuttung zerfalledindidin-Hexamere in Di- und
Monomere, wodurch sie an Insulinrezeptoren bindismkn (LOFFLER G. et al.,
2007). Die Hauptfunktion des Insulins besteht inanBport der Glukose in die
Zellen. Eine weitere Insulin-vermittelte Wirkungt isdie Steuerung der
Glukoseverwertung in den Skelettmuskeln und demgEeebe. In der Leber
steigert Insulin die Glykogensynthese, Lipogeneas® Aminosaurebildung sowie
in Muskel- und Fettzellen die Bildung von ATP (LOEER G. et al., 2007;
KLEINE & ROSSMANITH, 2010). Systemisch betrachteank eine akut
auftretende hepatische Insulinresistenz zu Hypkéghye und sogar zu einem sich
anschlieRenden Myokardinfarkt bei Ratten fihren \\GAet al., 2015a).

2.3.2. Leptin

Leptin wird hauptsachlich von Adipozyten synthetitiin geringerem Mal3e auch
in Magenschleimhaut, Ovar, Mamma, fetalem Geweledjr@ und Hypothalamus
(MORASH et al.,, 1999; BRANN et al.,, 2001). Es ziikda, grof3tenteils
proteingebunden, in der Blutbahn und wirkt auf Faeen im zentralen
Nervensystem, sowie in Pankreaszellen (SINHA et, d996). Die
Plasmaleptinkonzentration korreliert positiv mitr ddasse an Fettgewebe im
Kdrper. Sowohl Fasten als auch Gewichtsverlustefiilzu einer Abnahme der
Leptinkonzentration im Blutkreislauf (MAFFEI et al1995). Eine erhohte
Leptinkonzentration reduziert das Hungergefuhl gtti§ungszentrum des Gehirns
Uber Rezeptoren im Hypothalamus (GELDSZUS et 8961 BLUM, 1997). Im
Tiermodell wurde der Einfluss von Leptin auf neuwfen Verknupfungen
untersucht. Leptin ist in der synaptischen Weitkrgy ein entscheidender Faktor

fur das Auftreten von Angstzustanden. Mit einer agunisierung des
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Leptinrezeptors konnten Angstzustande bei Rattdisténdig reduziert werden
(WANG et al., 2015b).

2.3.3.  Ghrelin

Ghrelin wird hauptsachlich in den X/A-ahnlichen ekdnen Zellen der Mukosa
des Magenfundus synthetisiert und endokrin sez@(ATE et al., 2000; WANG
et al., 2002). Die aktive Form ist der acyliertesiund (acyliertes Ghrelin, active
Ghrelin) und die inaktive Form heil3t Desacyl-Ghrelsie ist im Gegensatz zur
aktiven Form nicht Uber Serin mit der Oktanoylgreperestert (KOJIMA et al.,
1999). Eine hohe Ghrelinkonzentration stimulieg diahrungsaufnahme und bei
Hungerzustdnden wird dieses Hormon vermehrt aubgtst. Neben seinen
endokrinen Effekten wirkt Ghrelin auch parakrin uiitirt so zu einer Erhéhung
der gastrointestinalen Motilitdt und zu Sekreti@mn\WWagensaure (MASUDA et
al., 2000). In der Krebstherapie wurde die Wirkwng menschlichem Ghrelin auf
den Gastrointestinaltrakt, nach Ganzkérperbestrghlion Ratten, getestet. Nach
Behandlung mit menschlichem Ghrelin zeigten dieelgeringere gastrointestinale
Schaden und die Sterblichkeitsrate sank im Verglemur Kontrollgruppe
signifikant (WANG et al., 2015c).
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1. MATERIAL UND METHODEN

1. Tiermodell und Haltung
1.1 Tiermodell und Haltung der Versuchsreihe ,praanalytische
Varianz*

Neun Ratten des Stammes Wistar Han, mannlichehund weibliche (n = 2),
zwolf Wochen alt (Charles River Germany, Sulzfeldirden in der Tierhaltung
des Klinikums der Universitat Minchen, Medizinisdkknik und Poliklinik VI,
gehalten. Die Tiere lebten einzeln in Polykarbafatigen (Makrolon® Typ 3,
Bayer, Leverkusen; Mal3e: 37 x 21 x 15cm), die Raumperatur betrug 22 + 1°C,
die Luftfeuchtigkeit 55 + 10 %. Als Einstreu wurd&agespane (Lignocel®
Sagespane, J. Rettenmaier & SO6hne, Rosenberg) nvdetveDie Ratten hatten
pelletiertes Alleinfutter (ssniff® Futtermittel fiRatten und Mause, Spezialdiaten
GmbH, Soest) und Wasser ad libitum zur Verfiugung Beleuchtungsperiode
erstreckte sich von 9° bis 21° Uhr (MEZ) uber lkwStunden. Der

Akklimatisationszeitraum betrug zwei Wochen.

1.2. Tierschutz und Genehmigung

Alle Tierversuche standen im Einklang mit dem delws Tierschutzgesetz und
wurden von der Regierung von Oberbayern unter destlaiftszeichen 55.2-1-54-
2531-105-09 genehmigt.

1.3. Tiermodell und Haltung der Versuchsreihe ,biologistie Varianz*

Flr eine weitere Versuchsreihe wurden mannlichéeRates Stamms Wistar Han
gehalten, 16 Tiere im Alter von zwo6Ilf Wochen undigb6Alter von einem Jahr.
Auch sie lebten in Einzelhaltung in der Tierhaltudes Klinikum der Universitat
Munchen, Medizinische Klinik und Poliklinik VI. DieTiere wurden in
Polykarbonat-Kafigen (Makrolon® Typ 3, Bayer, Lekesen; Mal3e: 37 x 21 x
15cm) mit einer Raumtemperatur von 22 + 1°C undfeuthtigkeit von 55 + 10%
gehalten. Als Einstreu wurden Sagespéane (Ligno&&@espane, J. Rettenmaier &

Sohne, Rosenberg) verwendet. Die Ratten hatteatigetes Alleinfutter (ssniff®
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Futtermittel fir Ratten und Méause, Spezialdiatenb@&mSoest) und Wasser ad
libitum zur Verfigung. Die Beleuchtungsperiode mskte sich tdber zwolf
Stunden und die Akklimatisationsperiode betrug 2Weichen.

2. Versuchsdurchfihrung

2.1. Versuchsdurchfiihrung der Versuchsreihe ,praanalytiche Varianz*
Zu Versuchsbeginn wurde den 14 Wochen alten wéiblidn = 2) und méannlichen
(n = 3) Ratten, jeweils sechs Stunden vor der Blnghme, das Futter entzogen,
die restlichen vier Ratten wurden nicht gefastelle Aliere wurden vor der
Blutentnahme gewogen (Sartorius Competence CP2P0d)Narkose wurde per
Isofluran-getrankten Baumwolltupfern eingeleitetQhloro-2,2,2-trifluoroethyl-
difluoromethyl-ether) (Florene Nr. B506, ABBOTT klationsnarkotikum), die in
ein Glasgefald gelegt wurden, in dem sich das Isofllgasformig ausbreiten
konnte. Das jeweilige Umsetzen der Tiere in dieaBxlder Waage bzw. in das
Glasgefal3, zum Narkotisieren, geschah durch Griffdar Schwanzwurzel. In
Narkose wurden die Tiere dekapitiert, das Blutders Arteriae carotides mit Hilfe
eines Trichter aufgefangen und gleichmaRig auf, Hms vorgekinhlte,
Polypropylenréhrchen (PPR) verteilt. Vier PPR fDTA-Plasma (S-Monovette®
2,7ml K3E, Sarstedt) wurden beflllt und sofort veeauf Eis gekuhlt. Ein PPR
mit EDTA-Plasma und ein PPR fir Serum (S-Monovette®nl Z-Gel, Sarstedt,
Numbrecht) wurden ungekihlt vorbereitet, befllltdubis zum Einfrieren
ungekihlt aufbewahrt.

2.2. Versuchsdurchfuhrung der Versuchsreihe ,biologischevarianz®

In diesem Versuchsabschnitt sollte ein langer Zeitr des Fastens untersucht
werden. Um eine lange Fastenzeitspanne zu schaffemyrden
Blutentnahmezeitpunkte niichtern von 0, 2, 4, 808,12, 14, 16 und 18 Stunden,
in wachem Zustand, festgelegt. Den ersten acheRattirde ab dem Zeitpunkt O
Blut enthommen, den zweiten acht Stiick nach eieengtindigen Fastenperiode.
Diese Aufteilung war noétig, da Ratten ein gerin@asamtblutvolumen besitzen
und eine derartige Anzahl Blutentnahmen auch mciitdem Tierschutzgesetz
vereinbar sind. Einer Kontrollgruppe mit freiem Ang zu Nahrung wurde jeweils
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zu den gleichen Zeitpunkten Blut enthommen.

Vor Versuchsbeginn wurden die Ratten gewogen (8ast€ompetence CP2201).
Die Blutentnahme erfolgte zu den verschiedenenpdekten jeweils aus der
Schwanzvene. Zu jedem Blutentnahmezeitpunkt wupeleails 400ul Vollblut in
ein vorgekihltes Polypropylenrohrchen mit EDTA diefiDieses wurde im
Anschluss mit 4ul DPP-4-Inhibitor (DPP-1V inhibi@y Millipore, Billerica,
Mass., USA) und 60ul Proteaseinhibitor (complete@she, Schweiz) versetzt und
bis zur weiteren Bearbeitung auf Eis gekihlt. B&inften Blutenthahmezeitpunkt
wurden die Tiere, wie schon im ersten Versuch, aitsiert und anschlie3end
dekapitiert. Das Mischblut wurde in vorgekuhltenRPRufgefangen. Zu jedem
Blutentnahmezeitpunkt wurde der Blutglukosespiegél Hilfe von Glukose-

Oxidase-Test gemessen.

2.3. Probenaufbereitung

2.3.1. Probenaufbereitung der Versuchsreihe ,praanalytiscle Varianz*

In Abbildung 1 wird folgende Probenaufbereitung bildlich dargkistéin EDTA-
PPR und Serum wurde separiert und ungekihlt biswaiteren Bearbeitung
aufbewahrt. Die restlichen Proben wurden bis zurtifegation auf Eis gekuhilt.
Ein EDTA-PPR blieb unbehandelt, zwei weitere EDTlAdmen wurden mit
Proteaseinhibitor (Prot) (complete®, Roche, Schveim 15% des Vollblutes,
versetzt, dem letzteren R6hrchen wurde zusatzli€&P-B-Inhibitor (DPP-IV
inhibitor®, Millipore, Billerica, Mass., USA) (DPRB-inh.), zu 1% des Vollblutes,
beigefugt.

Zehn Minuten lang wurden die gewonnenen Vollblubgmo bei 3000
Umdrehungen pro Minute bei 4°C zentrifugiert (HeimeMultifuge X3R
Centrifuge, Thermo Scientific Inc., Rochester, B.pund anschlieRend mit Hilfe
von Pipetten (Eppendorf Reference®, Eppendorf, HambDeutschland) in
Kryoréhrchen zu 1,8ml (Nunc Kryoréhrchen, ThermadhRier Scientific Inc.)
aliquotiert. Das Volumen des gewonnen Materialsdeugleichmallig auf zehn
PPR aufgeteilt. Folglich wird pro Analyse nur eiroBenréhrchen aufgetaut, um
Einfrier-Auftau-Zyklen zu vermeiden. Das mit Prairkehandelte EDTA-Plasma

aus dem letzten PPR, wurde nach dem Zentrifugietsétzlich mit 1-molarer
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Salzsaure (HCI) des EDTA-Plasmas und Prot verg2@gtl HCI / 100ul Plasma).
Die Menge des gewonnenen Serums wurde gleichm@Rigei Halften geteilt und
darauffolgend jeweils in zehn PPR aliquotiert. leoben wurden bei -80°C
aufbewahrt, wobei der eine Teil des Serums einertaAtEinfrier-Zyklus
durchlaufen hat. Zehn Mal wurden diese Proben wi2a°C Zimmertemperatur
aufgetaut und anschlielBend wieder bei -80°C eingafc Bis zum weiteren
Gebrauch wurden diese Proben bei -80°C aufbewabhrt.

Somit wurden folgende Untersuchungsmaterialien imtenschiedlichen
Bedingungen hergestelit:

1. Serum (Serum)

2. Serum nach zehn Mal einfrieren und auftaueruf8drieren/tauen)

3. EDTA-Plasma, das bis zum Einfrieren ungekihfbewahrt wurde (EDTA
ungekunhlt)

4. EDTA-Plasma, das wahrend der Bearbeitung unoimrteien gekuhlt wurde
(EDTA auf Eis)

5. EDTA-Plasma, welches mit Prot versetzt und uerombchen gekihlt wurde
(EDTA+Prot)

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

7. EDTA-Plasma, welches mit Prot und HCI verseted ununterbrochen gekuihlt
wurde (EDTA+Prot+HCI)

Die Zusatze wurden auf folgende Weise gewonnert:Wucde durch Lésen einer
Tablette complete® mini in 1,5ml destilliertem Waséergestellt (150ul / 1ml
Vollblut). DPP-4-Inhibitor (DPP-IV inhibitor®, Milbore) war in flissiger
gebrauchsfertiger Form vorhanden (10ul / 1ml Valipl1-molare HCI entstand
durch die Verdinnung von 5-molarer HCI (Salzsaumeold (5N), Apotheke
Innenstadt Uni Minchen, Miinchen, Germany) mit Vigiten destilliertem Wasser

(aqua ad iniectabilia Braun, B. Braun Melsungen Ms|sungen, Germany).
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- ()
' Vollblut ' EDTA-Plasma

Bis zum Zentrifugieren auf Bis zum Zentrifugieren auf Eis kaltgestellt
Raumtemperatur P
Serum Plasma Plasma Plasma  Plasma Plasma
auf RT auf RT auf Eis +Prot +Prot +Prot
+DPP-4 +HCI

Nach 10 Einfrier-Auftauzyklen

DPP-4-inh.: DPP-4-Inhibitor
RT: Raumtemperatur

Prot: Proteaseinhibitor

HCI: Salzsaure

Abbildung 1: bildliche Darstellung der Probenvorbereitung deerséichsreihe

~préaanalytische Varianz*

2.3.2.  Probenaufbereitung der Versuchsreihe ,biologische ®rianz*

Das Probenmaterial wurde bis zur ZentrifugationEsfgekihlt. Das Blut wurde,
sofort nach dessen Entnahme, mit Proteaseinhifirost) (complete®, Roche,
Schweiz), 15% des Vollblutes und DPP-4-InhibitoP@I1V inhibitor®, Millipore,
Billerica, Mass., USA), 1% des Vollblutes, verseZathn Minuten lang wurden die
gewonnenen Vollblutproben bei 3000 Umdrehungen Mioute zentrifugiert
(Heraeus Multifuge X3R Centrifuge, Thermo Scientifinc., Rochester, U.S.A.)
und anschlieend das gewonnene Plasma, mit Hilfe Ripetten (Eppendorf
Reference®, Eppendorf, Hamburg, Deutschland), inyokihrchen (Nunc
Kryoréhrchen, Thermo Fischer Scientific Inc.) umgif Anschliel3end wurden die

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

2.4.1. Serum-Plasma

Blutserum, kurz Serum genannt, besteht aus desidkrs Bestandteilen des Blutes.
Durch Zentrifugation von geronnenem Blut wird déutBuchen mit den zelluléaren
Bestandteilen, wie Blutplattchen, roten und weil3Btutkbrperchen, vom
Uberstand, dem Serum, getrennt. Das Serum, wettirekein Fibrin mehr enthélt,
wird vom Blutkuchen abpipettiert und in ein ande@efald tberflihrt. Es besteht
zZu 91% aus Wasser £8). Den Rest bilden unter anderem Proteine, vanall
Albumin und Globuline, Elektrolyte, organische S#ur Fette, Nahrstoffe,
Hormone und Stoffwechselendprodukte des Korpers.

Blutplasma enthalt im Gegensatz zu Serum nochGalennungsfaktoren. Es wird
durch Zusatz von Gerinnungshemmern zu Vollblut gevem. Nach dem
Zentrifugieren wird der Uberstand abpipettiert ungr weiteren Verwendung
aufbewabhrt.

2.4.2. Proteaseinhibitoren

2.4.2.1. Allgemeine Proteaseinhibitoren

Proteaseinhibitoren dienen der Hemmung von Pepidtlimgshydrolasen, kurz
Peptidasen, welche Enzyme sind, die Proteine uptideespalten. Plasmaproteine
dienen der Aufrechterhaltung des kolloidosmotiscbemcks im Blutkreislauf, als
Puffer zur Einstellung des pH-Wertes im Blut ung dlransportmedium fur
Hormone und Enzyme. Proteaseinhibitoren verlangsasoenit die Spaltung der
Proteine im Probenmaterial und fihren damit zuassticheren Messwerten als bei

unbehandelten Proben.

2.4.2.2. DPP-4-Inhibitor

Der Inhibitor der Dipeptidylpeptidase-4, kurz DPndiibitor (DPP-4-inh.), stellt
eine spezielle Art von Proteaseinhibitor dar. Emhe# das Enzym Dipeptidyl-
peptidase-4 (DPP-4), das regular das Hormons Gtukagke Peptide 1 (GLP-1)
abbaut. Solange der DPP-4-Inhibitor mit dem DPRtdragiert kann dieses GLP-1
nicht abbauen. Durch Zugabe von DPP4-Inhibitor imereBlutprobe direkt nach
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dessen Entnahme wird somit die Messung von intakdeR+1 aus diesem Material

ermoglicht.

2.4.3. Salzsaure

Um in einer Probe acyliertes Ghrelin messen zu &dmwird aktuell dazu geraten,
diese mit Salzsédure (HCI) anzusauern (LIU et aDP8&. Ghrelin ist ein
Peptidhormon, das in seiner aktiven Form an ddtedriAminosdure Serin, bei
manchen Tierarten auch Threonin, mit Oktansaurestert ist. Die Salzsaure
verhindert die Abspaltung der Sauregruppe und sdemitUbergang in die inaktive
Form. Aktives Ghrelin kann folglich nur gemessenrdem, wenn das Material
angesauert wurde. Gesamt-Ghrelin sollte nicht geaauerten Proben gemessen

werden.

2.5. Immunassays

In einem immunchemischen Verfahren wird der Nackw@ies Analyten, wie zum
Beispiel eines Hormons oder Proteins, in einer darttAntikorper-Reaktion
erbracht.

Antigene sind Substanzen, ab einer GroRe von e@@® Dalton, an die sich
Antikorper binden kdonnen. Auf diesen Antigenen heéén sich Epitope, welche
spezifische Bindungsstellen unterschiedlicher réhal Struktur auf deren
Oberflache darstellen. An diese Epitope kénnenk®mngier binden. Somit kann fur
jedes Epitop ein eigener Antikdrper vom Immunsystgabildet werden.
Polyklonale Antikérper kdnnen an verschiedene, mtmrale nur an genau ein
spezifisches Epitop binden.

Die praktische Durchfiihrung eines immunchemischeachMeises kann auf
unterschiedliche Arten erfolgen. Haufig wird eingenannter kompetitiver
Immunassay verwendet, bei dem die Antigene desr&lntbungsmaterials mit
markierten Antigenen aus einem Testreagenz umlieiiteerte Menge Antikorper
konkurrieren. Ein weiteres gebrauchliches Verfahignder Sandwich-Assay.
Hierbei bindet das Antigen des Probenmaterials inanefestphasegebundenen
Antikorper und wird anschlieend von einem weitemmarkierten Antigen
detektiert. Hieraus ergibt sich fiir einen kompegiti Assay in der Auswertung

durch photometrische Messung eine sinkende Koratémtskurve und fir den



Material und Methoden 26

Sandwich-Assay entsprechend eine steigende Komtiemiskurve, bei jeweils
steigenden detektierten Analyten.

Jeder Assay hat eine individuelle Standardkurvieaad der die Konzentration des
jeweiligen Analyten in den zu untersuchenden Probestimmt wird. Die
Standardkurve ergibt sich aus einer Verdinnungsreimit bekannten
Konzentrationen, die zu Beginn eines jeden Tedtdenentsprechenden Testplatte
neu erstellt wird. Die festgelegten Verdinnungssiuder Standardkurve ergeben
in jedem Testkit geringgradig voneinander abweideenphotometrische
Messwerte, weshalb fur jede Mikrotiterplatte eiee@ Verdinnungsreihe angelegt
wird. Folglich kdbnnen Ergebnisse zwar verglicherrdea, unterliegen aber einer

gewissen Inter-Assay-Varianz, die bertcksichtigtdea muss.

2.5.1. Ablauf eines Sandwich-Assays

Wie in Abbildung 2 dargestellt, wird ein Antikérper auf einer Festpha

immobilisiert und anschliel3end zu untersuchendebd?Pimaterial zugegeben. Je
hoher die Konzentration von Antigen im Untersuchemgterial, desto mehr

Antigen wird gebunden und spater detektiert. Imhsten Schritt, der Waschung,
wird unspezifisch gebundenes Material entfernt andchlielend ein weiterer
Antikorper (Tracer) zugegeben, der an die vorhaeaddmmunkomplexe bindet.

Nach dem Auswaschen des ungebundenen Tracerstezfoly Behandlung mit

einem Enzym, das an einen weiteren Antikdrper geenist. Nach einem weiteren
Waschgang wird im nachsten Schritt ein Substragégelgen, das vom enthaltenen
Enzym umgesetzt wird und eine Farbreaktion ausligise Reaktion wird nach

einem gewissen Zeitraum durch Zugabe einer Saw®ma und der gebildete

Farbstoff photometrisch gemessen. Die farblicheenisitdt wird nach dem

Lambert-Beerschen Gesetz interpretiert und kontefiet der Konzentration des

gemessenen Antigens.
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ot

(1) Antikorper, mit dem die Mikrotiterplatte beschtet wird

T?#

1

(2) zu detektierende Probe bindet an den Antikorper

(3) Tracer bindet an Antigen-Antikérper-Komplex

(4) enzymgebundene Antikorper-Antigen-Antikorpenaiing

(5) das Enzym wird von einem Substrat umgesetatEarbumschlag entsteht

Abbildung 2: schematische Darstellung des Ablaufes eines Sahddgisays

Fur die Untersuchung der verschiedenen Stoffwebbsglone 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 fur die Messung eines Immunassays werd rat/mouse IGF-1 ELISA
von der Firma IDS, Boldon, GroRR3britannien durchbefl



Material und Methoden 28

Die Vertiefungen der Mikrotiterplatte wurden mit naklonalem anti-Rat IGF-I-

Antikorper beschichtet.

Durchfuhrungsvorschrift:

1.

a.

Probenvorbereitung

Plastik- oder Glasréhrchen bereitstellen unathréten, jeweils eines fur
jede Kontrolle (Control) und jede Probe

25ul Kontroll- oder Probenflissigkeit jeweils idie entsprechenden
Rohrchen geben

Jeweils 100ul Losungsflussigkeit (Releasing Rafgin jedes Réhrchen
fullen, alle gut mischen und bei 18-28°C 10 Minutamg inkubieren lassen.
1ml Verdunnungsflissigkeit (Sample diluent)adgs Réhrchen fullen und
wieder alles gut mischen.

Alternative Probenvorbereitung bei kleinerend@rmmengen von unter 25ul
Plastik- oder Glasréhrchen bereitstellen unathréten, jeweils eines fur
jede Kontrolle (Control) und jede Probe

10ul Kontroll- oder Probenflissigkeit jeweils idie entsprechenden
Rohrchen geben

Die vierfache Menge des Probenvolumens an Lddlirsgigkeit
hinzugeben und alle R6hrchen gut mischen und b&i82€ 10 Minuten
lang inkubieren lassen.

Die 40-fache Menge des Probenvolumens an Verutgsiflussigkeit zu
jedem Roéhrchen geben und alles gut mischen.

Assaydurchftihrung

Jeweils 25ul jedes Standards, jeder Kontroltejader Probe, in doppelter
Ausfihrung, in die mit Antikdrper vorbeschichtetenocher der
Mikrotiterplatte pipettieren. (Dies sollte innerbalvon 30 Minuten
geschehen, um Fehlerquellen zu minimieren)

Jeweils 100ul Anti-Ratten-IGF-I-Biotin allen tldern zuftigen.

Die Mikrotiterplatte mit einer klebenden Folied&cken und fur 2 Stunden
bei 18-28°C auf einem Mikrotiterplattenschittlekubieren lassen.

Die Mikrotiterplatte mit 300ul Waschlosung preodh 3x waschen und
anschliel3end auf saugfahigem Untergrund abklopi@zurtickgebliebene
Waschlésung zu entfernen.

Per Multipette 200ul Enzymkonjugat in jedes Lpgbettieren und bei 18-

28°C 30 Minuten inkubieren lassen.
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f. Die Waschung wie in Schritt 3 d wiederholen.

g. Jeweils 200ul TMB-Substrat per Multipette aufe dMikrotiterplatte
auftragen und bei 18-28°C 30 Minuten inkubieresdas

h. Jeweils 100ul Stopplésung per Multipette zu ped®ch zugeben

I Photometrische Messung der Absorption einesnedechs bei 450nm

innerhalb von 30 Minuten nach Hinzufligen der Stopphg.

2.6. Glukose-Oxidase-Test

Die Glukose wird in diesem Nachweisverfahren enzigsoh bestimmt. Die
Glukose-Oxidase (GOD) oxidiert Glukose, unter Ssiodiaufnahme, zu
Glukonsaure und Wasser wird zu Wasserstoffperaeddziert Abbildung 3). In
einer nachgeschalteten, durch Peroxidase katalysijer Farbreaktion wird
Wasserstoffperoxid wiederum zu Wasser reduziert. gabildete Konzentration
des Wasserstoffperoxids kann elektrochemisch bestiwerden, woraufhin

Ruckschlisse auf die Hohe der Konzentration dek@e gezogen werden kénnen.

Glu + KO + O ----------- > Glukonsaure + §D»
Glu: Glukose
H20: Wasser
O2: Sauerstoff
GOD: Glukose-Oxidase

H>0,: Wasserstoffperoxid

Abbildung 3: schematische Darstellung des Ablaufes des Glukog#a®e-Tests

2.7. Statistische Auswertung

Die Ergebnisse der Immunassays wurden in MicroEsftel 2007 (Microsoft
Corporation, Redmond, WA, USA) erfasst. Nach egr@sprechenden Korrektur,
um den Verdiunnungsfaktor der verwendeten Zusataejem die Ergebnisse der
ersten Versuchsreihe ,praanalytische Varianz* immglargestellt (Gesamt-GIP in
pM). Zur weiteren statistischen Analyse wurde desgfamm GraphPad Prism

(GraphPad Software, Version 5, Inc., La Jolla, {0alia, USA) eingesetzt. Jedes
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gemessene Hormon wird in einem Liniendiagramm \saawlicht und absolute
Messwerte, eines jeden einzelnen Tieres im jevegiligrobenbearbeitungszustand,
dargestellt. In jedem Diagramm ist der niedrigsessiare Wert, des verwendeten
Immunassays, als Detektionsgrenze gekennzeichnet.

Anschlie3end wurden die Probenbearbeitungszustierdesrschiedenen Hormone
miteinander verglichen, indem der Mittelwert allgere in Relation zu dem von
.~Serum* gesetzt wurde. Dies wurde in S&aulendiagramnuargestellt. Die
Abweichung der Einzelmessungen vom  Mittelwert  warde als
Standardabweichung der Mittelwerte (,Standard Erodérthe Mean®, SEM)
angegeben.

Nicht-parametrische Mann-Whitney-U Tests wurden zuergleich von zwei
Probenbearbeitungszustanden verwendet, bei mehtént@rsuchungsgruppen
wurden nicht-parametrische Kruskal-Wallis Tests Aiatistischen Analyse
durchgefuhrt. Das Ergebnis wurde als signifikaathtet, wenn p<0,05 war. In den
Grafiken bedeutet * p<0,05, ** p<0.01 und *** p<@,0.

In der zweiten Versuchsreihe ,biologische Variamafrde zusatzlich die Flache

unter der Kurve fir jedes Hormon (Area Under thev€e yAUC) bestimmit.
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IV. ERGEBNISSE

1. Untersuchung verschiedener praanalytischer Einfluss
grofRen auf ausgewahlte metabolische Hormone (Versus-

reihe ,praanalytische Varianz®)

1.1 Lebendgewichtmessung
Die Ratten waren zum Zeitpunkt der Sektion 14 Wadade Mannliche (n =7) und
weibliche (n = 2) Tiere wurden untersucht.Tlabelle 2werden die Gewichte der

Ratten zum Zeitpunkt der Blutentnahme aufgefuhrt.

Tier-Nr.  Geschlecht Futterungsstatus Gewicht [g]

Ratte 1  weiblich 6 Stunden gefastet 208,1
Ratte 2  weiblich 6 Stunden gefastet 230,1
Ratte 3 mannlich  Fitterung ad libitum 377,6
Ratte 4 maéannlich Futterung ad libitum 354,2
Ratte 5 mannlich Futterung ad libitum 370,0

Ratte 6 mannlich  Fitterung ad libitum 369,6

Ratte 7 maénnlich 6 Stunden gefastet 3334
Ratte 8 maéannlich 6 Stunden gefastet 368,1
Ratte 9 maénnlich 6 Stunden gefastet 355,%

Tabelle 2: Gewichte der Ratten der Versuchsreihe ,praanahgid/arianz” zum Zeitpunkt

der Blutentnahme

In dieser Versuchsreihe sollte eine maoglichst groPaysiologische

Konzentrationsvariabilitat der untersuchten Paramatbgedeckt werden. Folglich
wurden weibliche und mannliche Ratten, die entwéidieBh gefastet wurden oder
Fltterung ad libitum erhielten, untersucht. Die hMiehen Ratten wogen im
Durchschnitt 219,1 g, die mannlichen 361,2 g. Dignnlichen Ratten wogen

signifikant mehr als die weiblichen Rattep<Q,00) und gefastete Ratten
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unterschieden sich, bezogen auf das Gewicht, sightfikant von den Ratten mit

ad libitum-Fatterung.

In den folgenden Balkendiagrammen der Versuchsrgt@&analytische Varianz®
wurde der Serumwert des entsprechenden Hormond Gi%6 gesetzt und die
restlichen Probenbearbeitungszustande wurden geptoaler Relation zu diesem

Wert dargestellt.

1.2. Wachstumshormon

Wie bereits 1976 von Willoughby et al. herausgeemdwurde, wird das
Wachstumshormon bei der Ratte pulsatil ausges¢hiWit LOUGHBY et al.,
1976). Deshalb konnen die gemessenen Konzentratiane individuellen
Zeitpunkten stark divergieren. In diesem Fall uregt Ratte 8 zum Zeitpunkt der

Blutentnahme einem GH-AusstoR.

- " o~ Ratte 1
E Wl -#- Ratte 2
.g & -+~ Ratte 3
5 E -* Ratte 4
o =
85 -~ Ratte 5
c
s< Ratte 6
= -& Ratte 7
o Ratte 8
Ratte 9
- Detektionsgrenze
0.025 ng/mi

Abbildung 4 GH-Konzentrationen aller Ratten in den untersdidldn
Probenbearbeitungszustanden. Die gestrichelteLioie stellt das Detektionslimit des

Immunassays dar.
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Abbildung 5: GH-Konzentrationen im Blut der Ratten unter deersehiedenen
praanalytischen Bedingungen in Relation zur Refém@nzentration von ,Serum®. Im
Zustand ,EDTA ungekihlt wurden signifikant hohef@H-Konzentrationen als in
~Serum* gemessen. ,EDTA+Prot+HCI* lag unter der &dionsgrenze *t*p<0,001,
Mittelwertex SEM).

In Abbildung 5 werden die GH-Konzentrationen in den unterschibeéin
Probenbearbeitungszustanden in prozentualer Relatim Referenzwert ,Serum*
dargestellt. Es gab keinen signifikanten Untersthigischen ,Serum® und ,Serum
frieren/tauen®, aber die GH-Konzentration in deD;EA ungekuhlt“-Gruppe war
mehr als doppelt so hoch wie in der ,Serum“-Grufp<€0,00). Innerhalb der
Probenbearbeitungszustande von EDTA-Plasma gab e@se ksignifikanten
Unterschiede, jedoch konnte GH, in den mit Salzsaagesauerten Proben, nicht

gemessen werden.

1.3. IGF-I

IGF-I ist ein wichtiger Faktor fur Wachstums- undférenzierungsprozesse. Es
spielt eine zentrale Rolle in der Zellproliferationd -differenzierung (FRAGO &
CHOWEN, 2005) und seine Konzentration sinkt bei defieren im
Alterungsprozess (CARTER et al., 2002). WicAiobildung 6 zu sehen ist, lagen

die gemessenen Einzelwerte von IGF-I der unterdtbieen Ratten in den
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verschiedenen Probenbearbeitungszustdnden nahmabeier, Ratte 1 und 2

wiesen jedoch allgemein niedrigere Werte als doeeen Ratten auf.
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Abbildung 6: IGF-I-Konzentrationen aller Ratten in den untbfedlichen
Probenbearbeitungszustanden. Die gestrichelteLiate stellt das Detektionslimit des

Immunassays dar.
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Abbildung 7: Vergleich der IGF-I-Konzentrationen in Relatiaur Referenzkonzentration
~Serum”. Es wurden signifikant hohere Konzentration Vergleich von ,EDTA
ungekuhlt*  mit  ,Serum“ t*p<0,01, Mittelwertex SEM) sowie zwischen
-EDTA+Prot+HCI* und ,EDTA ungekihlt* ermittelt** p<0,001; Mittelwertex SEM)
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Wie in Abbildung 7 ersichtlich konnten in ,Serum® signifikant h6hel@F-I-
Konzentrationen gemessen werden als in der ,EDTgekihlt*-Gruppe [§<0,01).
Ein zehnmaliger Einfrier-Auftau-Zyklus von Serum,iewin der ,Serum
frieren/tauen“-Gruppe dargestellt, beeinflusste gikenessenen Werte von IGF-I
nicht signifikant. Zwischen den verschiedenen Pnblearbeitungszustanden von
EDTA-Plasma wurden, bis auf die ,EDTA+Prot+HCI*-Gpe, keine
signifikanten Unterschiede detektiert. Diese Gruppes jedoch signifikant
niedrigere IGF-I-Werte auf als die restlichen EDPRsma-Gruppen auf
(p<0,001.

1.4. IGF-II

IGF-Il ist wichtig fur das pranatale Wachstum undnee gesunde
Embryonalentwicklung (BAKER et al., 1993; WANG &t 4994). Zusatzlich kann
IGF-II die Zellproliferation tGber den Insulinrezeptfordern (MORRIONE et al.,
1997). Vergleicht man die IGF-II-KonzentratioAkbildung 9) von ,Serum* mit
.Serum frieren/tauen” so sind nach einem zehnmaligenfrier-Auftau-Zyklus
signifikant hohere IGF-1I-Wertep&k0,05 gemessen worden. Im Gegensatz dazu
wurden signifikant niedrigere Werte im VergleichnvgSerum® mit der ,EDTA
ungekuhlt*-Gruppe gemesserp<,00). Innerhalb der Probenbearbeitungs-
zustande von EDTA-Plasma wurden keine signifikattaterschiede festgestellt.

. »- Ratte 1
2 -m Ratte 2
g - Ratte 3
s T - Ratte 4
N S
5 2 —— Ratte 5
x = Ratte 6
0 - Ratte 7
o —4- Ratte 8
c 1 1 L] ) T 1 1 Ratte 9
& & .S e & L -— Detektionsgrenze
60@ &.@" &@ @&@ 733* . 2 oe’z‘ 0.4 ng/ml
00 \5{\ ‘\v. Q,o« QQ X &
& v (,,Q & o&?’
S L@
& &
S

Abbildung 8: IGF-ll-Konzentration aller Ratten in den untergclichen
Probenbearbeitungszustanden. Die gestrichelteLiaie stellt das Detektionslimit des

Immunassays dar.
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Abbildung 9: IGF-1I-Konzentration in den verschiedenen Proleanbeitungszustanden in
Relation zum ,Serum“-Wert. Es wurden signifikanhleoe Konzentrationen von IGF-Il in
~Serum frieren/tauen“*p<0,05) und signifikant niedrigere Werte in ,EDTA ungekilh
(***p<0,001) im Vergleich zu ,Serum“ gemessen (Mittelwerte\HE

1.5. IGFBP-2

IGFBP-2 ist eines der Bindungsproteine fiur insuimiiche Wachstumsfaktoren,
welches im Blutkreislauf zirkuliert. Bei IGFBP-Zatisgenen Mausen konnte
IGFBP-2 als negativer Regulator fiir das postnatéfachstums detektiert werden
(HOEFLICH et al., 1999).

Wie in Abbildung 10 zu sehen ist, wiesen weibliche Ratten grundsétaioe
hohere Konzentration IGFBP-2 auf als maénnliche. Hezelwerte der
unterschiedlichen Tiere divergierten nur geringfigiveswegen von einem
konstanten Spiegel im Blutkreislauf auszugehen Mergleicht man die
unterschiedlichen Probenbearbeitungszustande vBBR& @Abbildung 11), so
stellte sich kein signifikanter Unterschied im Meigh von ,Serum® mit der
~Serum frieren/tauen“-Gruppe dar. Ebenso war kegniBkanter Unterschied
zwischen den Materialien ,Serum“ und ,EDTA ungekllziu detektieren, sowie

innerhalb der Probenbearbeitungszustande von ED@gafa.
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Abbildung 10: Darstellung der Einzelwerte der IGFBP-2-Konzetireen aller Ratten.

Die gestrichelte rote Linie stellt das Detektiomstides Immunassays dar.
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Abbildung 11: IGFBP-2-Konzentrationen in den unterschiedlichen

Probenbearbeitungszustanden in Relation zu ,Serwats’ Referenzkonzentration

(Mittelwerte+ SEM).

1.6. IGFBP-3
Ein weiteres Bindungsprotein der insulindhnlichenadhstumsfaktoren ist
IGFBP-3. Es bindet, zusammen mit ALS, bis zu 80%l@&s in einem Komplex

und stellt somit deren Hauptspeicher fur insuliné@he Bindungsproteine im
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Extrazellularraum dar (ZAPF et al., 1986; LEROITE)96; DAUGHADAY,
2000). Bei der Einzelwertbestimmung von IGFBP-2bbildung 12 divergierten
die gemessenen Konzentrationen nur geringfigigeRaund 2 hatten geringere
Konzentrationen im Vergleich zu den anderen Ratsrliel sich ein signifikanter
Unterschied beim Vergleich von ,Serum* mit ,Serunefen/tauen” herausstellen.
Die gemessenen Werte von IGFBP-3 nach zehn Einfudiau-Zyklen (,Serum
frieren/tauen”) waren gegenuber ,Serum* signifikéwher p<0,00]). Ebenfalls
mit einer hohen statistischen Signifikanz zeigteh siler Unterschied zwischen
~serum“ und ,EDTA ungekihlt*§<0,00]). Die gemessenen Werte von ,Serum*
waren deutlich hoéher als jene von ,EDTA ungekihlDie verschiedenen
Probenbearbeitungszustande von EDTA-Plasma (,EDifAs", ,EDTA+Prot",
-EDTA+Prot+DPP-4-inh.* und ,EDTA+Prot+HCI) zeigteralle signifikant
niedrigere Werte im Vergleich zur ,Serum“-Gruppe,00J), jedoch differierten

sie untereinander nichAbbildung 13).

Ratte 1
Ratte 2
Ratte 3
Ratte 4
Ratte 5
Ratte 6
Ratte 7
Ratte 8
Ratte 9

- Detektionsgrenze
0.078 ng/ml

IGFBP-3-Konzentration
AR ERN

Abbildung 12: Darstellung IGFBP-3-Konzentrationen aller RattBre gestrichelte rote

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

Probenbearbeitungszustanden in Relation zur Refkoezentration Serum. Es wurden
signifikant héhere Konzentrationen von IGFBP-3 8ejum frieren/tauen” im Vergleich
zu ,Serum” ¢**p<0,001) und signifikant niedrigere Werte in ,EDTA ungekilhim
Vergleich zu ,Serum“{*p<0,001) gemessen (Mittelwertex SEM).

1.7. Gesamt-GIP

Wie bereits 1975 von Cleator und Gourlay herausgidn wurde, ist die
Konzentration von GIP abhéngig von der Nahrungsstufre der Ratte
(CLEATOR & GOURLAY, 1975). Im niichternen Zustandadie Werte niedriger
als nach Nahrungsaufnahme. Bisher konnte nur GeGdithgemessen werden, da
es noch keine verfiigbaren Nachweismethoden fivesk1P gab, jedoch wurde
2011 von Troutt et al. ein Immunassay zur Messunmg aktivem GIP validiert
(TROUTT et al., 2011). IrAbbildung 14 ist zu sehen, wie die Ratten mit ad
libitum-Futterung deutlich héhere Einzelkonzentaén vom Gesamt-GIP
aufwiesen als nichterne Tiere. Im Vergleich derbBnbearbeitungszustéande
(Abbildung 15) war eine signifikant geringere GIP-Konzentratinach zehn
Einfrier-Auftau-Zyklen von Serum (,Serum friererdten*) zu erkennerp&0,002).
Des Weiteren ist inAbbildung 15 ersichtlich, dass es keinen signifikanten
Unterschied im Vergleich der ,Serum“-Gruppe mit ¢ieDTA ungekuhlt“-Gruppe
gab und auch innerhalb der Probenbearbeitungsziestdaon EDTA (,EDTA
ungekdhlt, ,EDTA auf Eis*, ,EDTA+Prot*, ,EDTA+Prot®BPP-4-inh.“ und
-EDTA+Prot+HCI*) ergaben sich keine signifikantemidrschiede in der Messung
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von GIP.
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Abbildung 14: Darstellung der Gesamt-GIP-Konzentrationen &lkiten. Die gestrichelte

rote Linie stellt das Detektionslimit des Immunassdar.
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Abbildung 15: Gesamt-GIP-Konzentrationen in den unterschiedlicpraanalytischen
Zustanden in Relation zur Referenzkonzentrationry®®. Die GIP-Konzentrationen
waren in ,Serum frieren/tauen“ signifikant niednigals in ,Serum“ {**p<0,001,
Mittelwertex SEM). Es gab keine statistisch siddfiten Unterschiede im Vergleich von
Serum*  mit  EDTA ungekihlt* sowie innerhalb der rgehiedenen
Probenbearbeitungszustande von EDTA-Plasma (,EDTA Bis", ,EDTA+Prot",
+EDTA+Prot+DPP-4-inh.“ und ,EDTA+Prot+HCI").
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1.8. Aktives GLP-1

GLP-1 ist neben GIP das zweite Hormon, das am fimakéekt beteiligt ist. Es
bewirkt eine verzogerte Magenentleerung und witiBeadem appetithemmend
(WETTERGREN et al., 1993; TURTON et al., 1996). Bhutkreislauf hat es nur
eine kurze Halbwertszeit von zwei bis drei Minutender es die Insulinsekretion
stimuliert (JOHNSON, 1981), bevor es vom Enzym DPaktiviert wird
(SARSON et al.,, 1982; DEACON, 2004). Die gemessekamelwerte von
aktivem GLP-1 divergierten innerhalb der Individueaum, aber es ist schon in
Abbildung 16 zu erkennen, dass durch Zugabe von Proteasemhithié gemessen
Konzentrationen von diesem Hormon deutlich hohefialen als in den anderen
ProbenbearbeitungszustandenAlrbildung 17 wird veranschaulicht, dass durch
Zugabe von unspezifischen und spezifischen Pratdabgoren mehr als dreifach
so hohe Werte von aktivem GLP-1 gemessen werdent&onim Vergleich zu
Material ohne Zusatz von Proteaseinhibitoren. Dergiéich von ,Serum® mit der
~>erum frieren/tauen“-Gruppe zeigte keine signifitea Beeinflussung durch
Einfrier-Auftau-Zyklen auf die messbaren Werte v@hP-1 und auch beim
Vergleich von ,Serum® mit ,EDTA ungekihlt* warenelgemessenen Werte nicht
signifikant unterschiedlich zum VergleichsmateriaDurch Zusatz von
Proteaseinhibitoren zu den verschiedenen Probemd&wosignifikant hbhere Werte
von aktivem GLP-1 in ,EDTA+Prot* und ,EDTA+Prot+DP&inh.“ als in ,EDTA
auf Eis" gemessen werdep<0,00]), jedoch war es statistisch gesehen nicht
relevant, ob zusatzlich zu einem allgemeinen Pseieaibitor ein spezieller
DPP-4-Inhibitor zugegeben wurde. Das Vorhandens@n HCI in Proben,
zusatzlich zum Proteaseinhibitor, reduzierte diesshare Konzentration von
aktivem GLP-1 um uber die Halfte.
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Abbildung 16: Darstellung der Einzelwerte von aktivem GLP-lealRatten. Die

gestrichelte rote Linie stellt das Detektionsliaigts Immunassays dar.
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Abbildung 17: Konzentrationen von aktivem GLP-1 in den versgéren praanalytischen
Zustanden in Relation zur Referenzkonzentrationry®®. Zwischen ,Serum® und
~Serum frieren/tauen” sowie ,Serum“ und ,EDTA ungdlkt”“ wurden keine signifikanten
Unterschiede gemessen. Durch Versetzung des Uotensgsmaterials mit Protease-
inhibitoren stiegen die Werte der Gruppen ,EDTA+#Ptnd ,EDTA+Prot+DPP-4-inh.”
signifikant an {**p<0,001, Mittelwertex SEM).

1.9. Insulin
Insulin ist essentiell fir den Koérper, um Glukose dem Blutkreislauf in die Zellen

aufnehmen zu kénnen. Es wird durch die Anweserkeschiedener Hormone, wie
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Gastrin, Sekretin, GIP und GLP-1, nach Nahrungsdufre pulsatil aus def
Zellen des Pankreas ausgeschittet. Seine Halbweerbstragt ca. funf Minuten
und es wird entweder durch dessen Verbrauch inZadle oder durch die
Glutathion-Insulin-Transhydrogenase gespalten (TDMVA & VARANDANI,
1965). Folglich zeigten Ratten, mit freiem Zugang Nahrung, hohere
Insulinspiegel, als solche, die einer Nahrungskakem sechs Stunden ausgesetzt
waren Abbildung 19). Die gemessenen Insulinwerte in ,Serum* warenifikant
hoher als in Serum nach zehn Einfrier-Auftau-ZyklgBerum frieren/tauen®)
(p<0,00), jedoch war es statistisch nicht signifikant, als Probenmaterial
~serum* oder EDTA-Plasma (,EDTA ungeklhlt®) verwestdvurde. Auch gab es
keine signifikanten Unterschiede zwischen den veesienen
Probenbearbeitungszustanden von EDTA-Plasma.
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Abbildung 18: Einzelwerte der Insulin-Konzentrationen allert®at Die gestrichelte rote

Linie stellt das Detektionslimit des Immunassays da
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Abbildung 19: Darstellung der Insulin-Konzentrationen in dentewschiedlichen
Probenbearbeitungszustanden in Relation zu ,Sertm;Serum frieren/tauen” wurden
signifikant niedrigere Werte von Insulin gemessds mm ,Serum” {**p<0,001,
Mittelwertex SEM). Es gab keinen statistisch digganten Unterschiede im Vergleich von
Sserum*  mit  EDTA ungekihlt* sowie innerhalb der rgehiedenen
Probenbearbeitungszustande von EDTA-Plasma (,EDTA Bis", ,EDTA+Prot",
,EDTA+Prot+DPP-4-inh.“ und ,EDTA+Prot+HCI").

1.10. Leptin

Die Leptin-Konzentration im Blut der Ratten koresti positiv mit der
Fettgewebsmasse im Korper, wobei Fasten zu eineralibe von Leptin im
Blutkreislauf fuhrt (SHIMIZU et al., 1997; WEIGLE al., 1997). Leptin wirkt auf
das Sattigungszentrum im Gehirn und reduziert iiigtlas Bedurfnis der Ratte
nach Nahrungsaufnahme (GELDSZUS et al, 1996). @bwdie
Leptinkonzentration im Blutkreislauf grundsatzlich alters- und
geschlechtsabhangig ist, waren in den Untersuchudigser Arbeit keine deutlich
geringeren Konzentrationen der weiblichen Rattamd 2 im Vergleich zu den
anderen Ratten zu erkenneAbbildung 20). Bei genauerer Betrachtung der
unterschiedlichen ProbenbearbeitungszustandeAlbildung 21 waren im
Vergleich von ,Serum® mit Serum nach zehn Einfilarftau-Zyklen (,Serum
frieren/tauen”) in ,Serum* signifikant hohere LaptKonzentrationenp<0,007) zu
erkennen. Andererseits wurden im Vergleich von y&€r mit der ,EDTA
ungekuhlt*-Gruppe in EDTA-Plasma signifikant niegete Werte von Leptin als
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in ,Serum“ gemessen. Innerhalb der Probenbearkbgsuustande von EDTA-

Plasma unterschieden sich die Leptin-Konzentrationer geringflgig, jedoch

wurden signifikant hohere Leptin-KonzentrationenUmtersuchungsmaterial, das
mit HCI angesauert wurde (,EDTA+Prot+HCI*), gemeasge<0,01).
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Abbildung 20: Einzelwerte der Leptin-Konzentrationen aller RattDie gestrichelte rote

Linie stellt das Detektionslimit des Immunassays da
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Abbildung 21: Darstellung der Leptin-Konzentrationen in den eusthiedlichen
praanalytischen Zustédnden in Relation zur Refersmzintration ,Serum®. In ,Serum
frieren/tauen” wurden signifikant hohere Werte viogptin gemessen als in ,Serum”
(***p<0,001). In .EDTA ungekuhlt* wurden signifikant niedrigeiVerte als in Serum
gemessen*t*p<0,001). In ,EDTA+Prot+HCI* wurden signifikant héhere Wervon
Leptin als in allen anderen Probenbearbeitungsadsti von EDTA-Plasma detektiert
(**p<0,01, Mittelwertex SEM).



Ergebnisse 46

1.11. Gesamt-Ghrelin

Das Hormon Ghrelin fordert die NahrungsaufnahmeRkgte durch Stimulation
eines Hungergefuhls. Folglich haben Ratten in Zeiten Nahrungskarenz hdhere
Ghrelinspiegel im Blut, als solche mit freiem Zugaru Nahrung (MASUDA et
al., 2000). InPAbbildung 22 zeigte sich kein Unterschied zwischen Rattenseahs
Stunden gefastet hatten und solchen mit ad libifinterung, aber es wurden
deutlich hohere Werte Gesamt-Ghrelin bei den wehieln Tieren gemessen. Im
Vergleich der Gesamt-Ghrelin-Konzentrationen in dgnzelnen Probenbear-
beitungszustanden wurde in ,Serum* ein signifikadheres Level als in ,Serum
frieren/tauen” gemessemp<0,00]) und signifikant niedrigere Werte ergab die
Gesamt-Ghrelin-Konzentration von ,,Serum* im Verglezu ,EDTA ungekihlt®
(p<0,05 (Abbildung 23). Bei genauerer Betrachtung der Aufarbeitungsnasta
des EDTA-Plasmas ist durch Ansauerung mit HCI dessbare Konzentration von
Gesamt-Ghrelin in EDTA-Plasma signifikant verringeorden p<0,05.

Ratte 1
Ratte 2
Ratte 3
Ratte 4
Ratte 5
Ratte 6
Ratte 7
Ratte 8
0= = ; - , : ; Ratte 9
=, 5 X 3 N i
& oeo ™ @\e Q‘o » o oe’bo gﬁtenkgt;?nr}sgrenze

REREE

Gesamt-Ghrelin-Konzentration
[ng/mL]
s

Abbildung 22: Einzelwerte der Gesamt-Ghrelin-KonzentrationeteraRatten. Die

gestrichelte rote Linie stellt das Detektionsliohits Immunassays dar.
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Abbildung 23: Darstellung der Gesamt-Ghrelin-Konzentrationedan unterschiedlichen
Probenbearbeitungszustanden in Relation zu ,Sertm;Serum frieren/tauen® wurden
signifikant geringere Gesamt-Ghrelin-Werte detekti¢**p<0,001), wohingegen in
-EDTA ungekahlt® signifikant hohere Werte als ing&im“ gemessen wurdefpk0,05).
Innerhalb  der Probenbearbeitungszustdnde von ED&#afd konnten in
-EDTA+Prot+HCI* signifikant niedrigere Werte als in,EDTA+Prot* und
-EDTA+Prot+DPP-4-inh." gemessen werdép<0,05, Mittelwertex SEM).

1.12. Acyliertes Ghrelin

Acyliertes Ghrelin stellt die aktive Form von Ghieldar, in welcher es die
Freisetzung von GH stimuliert. Durch seine spezieMolekulstruktur ist es
anzuraten, das Material, in dem acyliertes Ghregamessen werden soll,
anzusauern, um seine Molekulstruktur detektierekk@nen (LIU et al., 2008).
Folglich konnte es nur in ,EDTA+Prot+HCI* gemessgarden. In allen anderen

Probenbearbeitungszustanden lag die Konzentratiter der Detektionsgrenze.
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Abbildung 24: Darstellung der Konzentration von acyliertem Ghrein den
unterschiedlichen Probenbearbeitungszustanden iati®e zu ,Serum“. Acyliertes
Ghrelin konnte nur in ,EDTA+Prot+HCI“ detektiert waen.

2. Untersuchung verschiedener biologischer Einflussgfen
auf ausgewéhlte metabolische Hormone (Versuchsreihe

,biologische Varianz*)

Es gibt diverse biologische Einfliisse auf die Karteation verschiedener Hormone
im Blutkreislauf. Es ist nicht mdglich alle diesantlisse in einer Studie allein zu
untersuchen, weswegen in dieser Versuchsreiheatti®fen ,Langzeitfasten” und
»Altersunterschied” auf diverse Stoffwechselhormdome der Ratte untersucht
wurden. Die Blutentnahmezeitpunkte 8 und 18h wusaender Studie exkludiert,
da sie durch eine andere Blutentnahmetechnik gesvommurden, auf die aber in
dieser Versuchsreihe nicht weiter eingegangen wesdd. Des Weiteren war es
aus tierschutzrechtlicher Sicht nicht mdglich eimrginzelnen Ratte zu 10
verschiedenen Zeitpunkten Blut abzunehmen, weswegelen Zeitpunkten 0 bis
8h den ersten 16 Ratten und zu den Zeitpunktensl@8h den weiten 16 Ratten
Blut entnommen wurde. Den Ratten wurden im wachestahd das Blut aus der
Schwanzspitze, durch Ausstreichen der Schwanzvéeasa (caudalis mediana)

enthommen.

In dieser Studie ist nicht darauf eingegangen worde wie weit diese
Blutentnahmetechnik bei den Ratten Stress verursachwie sich dieser auf die

Konzentration der verschiedenen Stoffwechselhornaosavirkt.
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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 ,biologis¢hganz”
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2.1. Lebendgewichtmessung

In Tabelle 3 sind die Gewichte der Ratten des Versuchs ,bisldg Varianz®
aufgefuhrt. Die untersuchten Tiere wurden Uber 18n&:n gefastet, die
Kontrollgruppe hatte jeweils den gesamten Zeitrailber freien Zugang zu
Nahrung. Das Durchschnittsgewicht der jungen gefastRatten betrug 334,9 g,
das der jungen Ratten mit ad libitum-Ftterung 336 Bei den alten Ratten betrug
das Durchschnittsgewicht der gefasteten Ratterd5@nd das derer mit freiem

Zugang zu Nahrung 500,5 g.

2.2. Glukosekonzentration im Blut der Ratten

Der Glukosespiegel im Blutkreislauf gesunder Ratisin abhangig von der
Nahrungsaufnahme und sinkt stetig, wenn diese Reéarmeung aufnehmen, bis die
Glukoneogenese einsetzt (GOLDBLATT, 1929). Abbildung 25 wird die
Glukosekonzentration der untersuchten Ratten (dreudtersuchten Zeitraum von

16 Stunden dargestellt.

150+ ,
-e—- jung/gefastet

-= jung/Kontrolle
- alt/gefastet
- alt/Kontrolle

1004

Glukosekonzentration
[mg/di]

Dauer

[h]
Abbildung 25: Glukosekonzentration im Blut der Ratten zu derwejégen

Blutentnahmezeitpunkten (Mittelwerte +SEM).
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Abbildung 26: AUC (Area Under the Curve) der Glukosekonzerbratin jungen und alten

Ratten Uber den gesamten Versuchszeitraum. Die Alé@e der jungen und alten Ratten
im gefasteten und im nicht-gefasteten Zustand wundgigtels nicht-parametrischem Mann-
Whitney-U Tests verglichen (Darstellung: MittelwertSEM). Es gibt keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen jungen gefasteind jungen Kontrolltieren sowie

zwischen alten gefasteten und alten Kontrolltieren.

2.3. Insulinkonzentration im Blut der Ratten

Nachdem Banting und Best 1921 erstmals Insulingsgh konnten wurden schnell
auch dessen Hauptfunktionen erforscht. Insulindsig, um Glukose in die Zellen
aufnehmen zu kénnen. Nach oraler Nahrungsaufnahhmdedar folgend hohen
Glukosekonzentration im Blut haben gefastete Rattendenweise fortschreitend
stetig geringere Insulinkonzentrationen im Blut Klentrolltiere mit ad libitum-
Futterung. Auf das Alter bezogen waren zwischemgémund alten Ratten wie in
Abbildung 27 ersichtlich, keine starken Unterschiede zu erkerued auch in
Abbildung 28, im Vergleich des Integrals per AUC (Area Undex @urve), war
kein signifikanter Unterschied zwischen jungen gsten (jung/gefastet) und alten
gefasteten (alt/gefastet) Ratten ersichtlich. Béiiet man nur die gefasteten Tiere
in Bezug auf eine lange andauernde Fastenperiadé6to Abbildung 29), so ist,

im  Vergleich zum  Ausgangszeitpunkt, eine signifikangeringere
Insulinkonzentration @<0,01) in jungen langzeitgefasteten Ratten gemessen
worden. Im Gegensatz hierzu gab es keinen signiféraUnterschied zwischen der
Insulinkonzentration zu Beginn des Experiments iengleich zum Zeitpunkt nach

der Langzeitfastenperiode bei alten Ratten. Beiagerer Betrachtung der
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Altersgruppen ,jung” gegenuber ,alt* liel3 sich natéh eine signifikant hdhere
Insulinkonzentration in alten Ratten im Gegensatpngen Ratten feststellen. Im
Vergleich beider Gruppen (junge und alte Rattespmumen, wie i\bbildung 30

dargestellt, wurde der Zwischenwert nach 6h mit damgzeitfastenwert nach 16h
verglichen. Es zeigt sich ein signifikantes Absimkéer Insulinkonzentration

zwischen den Zeitpunkten 6h und 1k@,5).

jung/gefastet
jung/Kontrolle
alt/gefastet
alt/Kontrolle

Insulin-Konzentration
[ng/mi]

0.0

T

T T L] T T T L)
00 20 4 6 10 12" 14" 167
Dauer

(h]

Abbildung 27: Insulinkonzentration im Blut der Ratten zu denwgdigen

Blutentnahmezeitpunkten (Mittelwerte +SEM).

AUC von Insulin

Abbildung 28: AUC der Insulinkonzentrationen in jungen und maltRatten Uber den
gesamten Versuchszeitraum. Die AUC-Werte der jungahalten Ratten im gefasteten
und im nicht gefasteten Zustand wurden mittels trpelrametrischem Mann-Whitney-U

Test verglichen (Darstellung: Mittelwerte +SEM).
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Abbildung 29: Insulinkonzentration junger und alter Ratten ndcangzeitfasten
(Zeitpunkt 16h) im Vergleich zum Startzeitpunkt Y08tatistisch signifikant mit<0,05
stellten sich die Gruppen ,jung/gefastet® gegenujst/gefastet* dar. ES wurde ein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen pmglangzeitgefasteten und alten
langzeitgefasteten Ratten gefundép<(Q,05).Die Werte der jungen und alten Ratten
wurden mittels nicht-parametrischem Mann-WhitneyFests verglichen (Darstellung:
Mittelwerte £SEM,**p<0,01).
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Abbildung 30: Insulinkonzentration im Verlauf des Fastens. 8aind 16" h-Wert wurden
mittels nicht-parametrischem Mann-Whitney-U Tesg&glichen und es ist statistisch
signifikant, in Bezug auf den Insulinwert, ob eiRatte 6 oder 16h gefastet wurde
(*p<0,05; Darstellung: Mittelwerte £SEM).
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2.4. IGF-1-Konzentration im Blut der Ratten

Wahrend einer katabolen Stoffwechsellage, wie imeri andauernden
Fastenperiode, kommt es zu einer Resistenz gege@Hben den Geweben und
folglich zu einer geringeren IGF-I-Ausschittung BBEHAM et al., 1993). Des
Weiteren stellt IGF-1 einen Mediator fir GH dar undird fur Zell-
proliferation, -differenzierung und -funktion beigit (FRAGO & CHOWEN,
2005). Folglich ist es in der juvenilen Lebensphimsbtherer Konzentration im
Korper der Ratte vorhanden als im ErwachsenenstadAbbildung 31). Im
Vergleich des Integrals von IGF-I der Gruppen jgajastet® mit
.Jung/Kontrolle* und ,alt/gefastet” mit ,alt/Kontribe” wurden keine statistisch
signifikanten Unterschiede detektiert. Ob die Tigefastet wurden oder freien
Zugang zu Nahrung hatten und auch im Vergleich perg/gefastet*- mit der
.alt/gefastet*-Gruppe konnten keine statistischagnfiikanzen beziiglich des
Altersunterschiedes dargestellt werd@bl§ildung 32). Bei genauerer Betrachtung
der langzeitgefasteten Ratten Abbildung 33 liel3 sich kein signifikanter
Unterschied zwischen gefasteten Ratten und solchiérad libitum-Futterung
darstellen und auch zwischen jungen und alten itiged es keinen signifikanten

Unterschied.

1500+ _
-e— jung/gefastet
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Abbildung 31: IGF-I-Konzentration im Blut der Ratten zu den @@lgen

Blutentnahmezeitpunkten (Mittelwerte £SEM)
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Abbildung 32: AUC der IGF-I-Konzentrationen in jungen und altBatten Uber den

gesamten Versuchszeitraum. Die AUC-Werte der jungahalten Ratten im gefasteten
und im nicht gefasteten Zustand wurden mittels taiglrametrischem Mann-Whitney-U
Test verglichen (Darstellung: Mittelwerte +SEM). &b keine statistischen Signifikanzen

im Vergleich der vier untersuchten Gruppen.
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Abbildung 33: IGF-I-Konzentration junger und alter Ratten nathngzeitfasten

(Zeitpunkt 16h) im Vergleich mit Kontrolltieren (RhDie Werte der jungen und alten
Ratten wurden mittels nicht-parametrischem Mannidy-U Tests verglichen
(Darstellung: Mittelwerte +SEM). Es wurden keinatittisch signifikanten Unterschiede

zwischen jungen langzeitgefasteten und alten latggfasteten Ratten detektiert.
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2.5. Gesamt-Ghrelin-Konzentration im Blut der Ratten

Das appetitanregende Hormon Ghrelin wird in Zustéindes Hungers in der
Magenschleimhaut produziert, weswegen Ratten na@megewissen Zeitraum
der Nahrungskarenz einen héheren Gesamt-Ghrelieg8pim Blut aufweisen als
Kontrolltiere mit uneingeschranktem Zugang zu NalrKOJIMA et al., 1999).
In Abbildung 35 sind die Durchschnittswerte der jeweiligen Gruppejedem
Blutentnahmezeitpunkt grafisch dargestellt. Im \&t@ih werden die AUC der vier
Versuchsgruppen einander gegenubergestellt unduedew keine statistischen
Signifikanzen im Vergleich der Gruppen untereinardigektiert. Folglich gab es
keinen statistischen Unterschied bezlglich des ralteler Ratten, ihrer
Nahrungsaufnahme oder des Fastens. Bei genaueteacldeng der Gesamt-
Ghrelin-Konzentrationen nach Langzeitfasten warrauae Tendenz zu erkennen,
dass nach 16h die Gesamt-Ghrelin-Konzentration inergMich zur
Ausgangssituation im Blut gestiegen ist, aber niicht signifikanten Bereich
(Abbildung 36). Des Weiteren konnte in dieser Grafik auch kesteistische
Signifikanz bezuglich des Altersunterschiedes dattdd herausgestellt werden.

-o- jung/gefastet
-#- jung/Kontrolle
-4 alt/gefastet
-+ alt/Kontrolle

[ng/mL]

0.0

Gesamt-Ghrelin-Konzentration

0 2 4 6 10 12° 14" 16
Dauer
[h]
Abbildung 34: Gesamt-Ghrelin-Konzentration im Blut der Rattan den jeweiligen

Blutentnahmezeitpunkten
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Abbildung 35: AUC der Gesamt-Ghrelin-Konzentrationen in junged alten Ratten tUber
den gesamten Versuchszeitraum. Die AUC-Werte daggo und alten Ratten im
gefasteten und im nicht gefasteten Zustand wurdgtelmnicht-parametrischem Mann-
Whitney-U Test verglichen (Darstellung: Mittelwers&SEM). Es gab keine statistisch

signifikanten Unterschiede zwischen den Vergleicnggen.

[ng/mL]

Gesamt-Ghrelin-Konzentration

Abbildung 36: Gesamt-Ghrelin-Konzentration junger und altet&ahach Langzeitfasten
(Zeitpunkt 16h) im Vergleich mit Kontrolltieren (DhDie Werte der jungen und alten
Ratten wurden mittels nicht-parametrischem Manniéyi-U Tests verglichen
(Darstellung: Mittelwerte £SEM). Es wurden keinatitisch signifikanten Unterschiede

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

GIP ist ein Hormon, das nach Nahrungsaufnahme irmadBoum ausgeschiittet
wird. Es stimuliert die Insulinausschittung undyfah ist seine Konzentration im
Blutkreislauf nach Aufnahme von Nahrung erhoht umcdhichternem Zustand
erniedrigt (BROWN et al., 1970; CREUTZFELDT, 197@9Jahrend andauerndem
Fasten sank in dieser Studie die Gesamt-GIP-Koretgort der Ratten stetig,
wohingegen die Werte der Kontrolltiere mit freiemugdng zu Nahrung,
entsprechend ihrer Nahrungsaufnahme, divergieAbhildung 37). Im Vergleich
der AUC der Gesamt-GIP-Konzentrationen der einzel@euppen lielien sich
zwischen jung/gefastet und alt/gefastet, sowie @wam jung/gefastet und
jung/Kontrolle, sowie zwischen alt/gefastet und/kantrolle keine statistisch
signifikanten Unterschiede detektierétbbildung 38). Bei genauerer Betrachtung
langzeitgefasteter Ratten liel3 sich ein Unterscimed/ergleich von jungen mit
jungen langzeitgefasteten Ratten erkennen, declhedaht signifikant war. Im
Vergleich alter nicht gefasteter mit alten langgefasteten Ratten war kein
Unterschied zu erkenne\lgbildung 39). Bei der Messung von Gesamt-GIP
machte es einen deutlichen Unterschied, ob Rattedef 16h gefastet wurden
(Abbildung 40), da nach 6h die Gesamt-GIP-Konzentration im Baum, aber
nach 16h signifikant reduziert wg<0,05.

-e- jung/gefastet
-#- jung/Kontrolle
-+ alt/gefastet
¥ alt/Kontrolle

Gesamt-GIP-Konzentration

] L] ) L] ) I L)
00 20 4 6 10 12° 14" 16
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[h]

Abbildung 37: Gesamt-GIP-Konzentration im Blut der Ratten zun deweiligen

Blutentnahmezeitpunkten (Mittelwerte £SEM).
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Abbildung 38: AUC der Gesamt-GIP-Konzentrationen in jungen attdn Ratten Uber
den gesamten Versuchszeitraum hinweg. Die AUC-Widatgungen und alten Ratten im
gefasteten und im nicht gefasteten Zustand wurdgelmnicht-parametrischem Mann-

Whitney-U Tests verglichen (Darstellung: MittelwettSEM).

Gesamt-GIP-Konzentration

Abbildung 39: Gesamt-GIP-Konzentration junger und alter Rattaoh Langzeitfasten
(Zeitpunkt 16h) im Vergleich mit Kontrolltieren (PhDie Werte der jungen und alten
Ratten wurden mittels nicht-parametrischem Manniéyi-U Test verglichen
(Darstellung: Mittelwerte £SEM). Es wurden keinatitisch signifikanten Unterschiede

zwischen jungen langzeitgefasteten und alten latygefasteten Ratten detektiert.
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Abbildung 40: Gesamt-GIP-Konzentration im Verlauf des Fast&es. 6 und 16h-Wert
wurden mittels nicht-parametrischem Mann-WhitneyTést verglichen und waren
statistisch signifikant (*p<0,05; Darstellung: Mikiverte +SEM).
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V. DISKUSSION

Die Erforschung, Diagnostik und Therapiekontroider Erkrankungen beinhaltet
haufig die Messung verschiedener Hormone. Untezgdehin den Konzentrationen
dieser Analyten werden hinsichtlich der biologigtheariabilitat ausgewertet.
Haufig wird jedoch Ubersehen, dass nicht nur d@olgische Variabilitat das
Messergebnis beeinflusst, sondern auch weitere of@akt namlich die
praanalytische und die analytische Variabilitat.der Humanmedizin wird die
Relevanz der Praanalytik als ernstzunehmende kgldibe in der Messung von
Hormonen mit steigender Tendenz beobachtet. Plebatersuchte 2006 in
humanmedizinischen Studien praanalytische Ablauid tihrte die meisten
Abweichungen in Laboruntersuchungen auf Fehlerré pnd postanalytischen
Prozessen und nur zu einem geringen Prozentsatdi@aufigentliche Analytik
zurick. Bis zu 70% der von Plebani analysierten ldfetianden in der
praanalytischen Phase statt. Als Konsequenz wudegden an der Studie
teilnehmenden Krankenhdusern, das Personal ineng@schult, um grol3ere
Sorgfalt bei der Probenentnahme und Beschriftungerzaeichen. Durch diesen
bewussteren Umgang mit Probenmaterial konntenniereveiteren Studie, die in
der Praanalytik detektierten Fehler innerhalb velnnzJahren signifikant reduziert
werden (p<0,05), jedoch hatten immer noch 73% dégealeckten Fehler
vermieden werden kénnen (CARRARO & PLEBANI, 2007).

Es gibt in der Literatur Empfehlungen zur Interptein praanalytischer
Bedingungen, jedoch sind diese zum aktuellen Zekpwunur vereinzelt fr
verschiedene Parameter zu finden (GILOR & GILORIZAO.OMBARDI et al.,
2012). Fur die Veterinarmedizin gibt es schon evasiffentlichungen bezulglich
Praanalytik (BRAUN et al., 2015). Auch die amerilsmhe Organisation ,D.C.
Academy Veterinary Medicine* hat auf ihrer Intesete eine Leitlinie
veroffentlicht in der Fehlerquellen der Praanalytie zum Beispiel Lipamie,
Hamolyse und EDTA-Kontamination von Serum besclamebverden. Die
Organisation beschreibt weiter, welchen EinflussséiProbenveranderungen auf
gangige Untersuchungsparameter haben und wie smieden werden kénnen.
Zusatzlich haben sie eine Anleitung zur korrektewbBnentnahme der gangigsten
Untersuchungsmaterialien herausgegeben (SHELL,)2&l4e Lipamie kann die
Messwerte von diversen Parametern wie Glukose Bdieubin falsch erhéhen

oder zum Beispiel bei Albumin falsch erniedrigtstelen. Hamolyse bedingt unter



Diskussion 62

anderem zu hohe Konzentrationen von Glukose, H&wbogloder Bilirubin
(LABOKLIN, 2001). Auch die ,American Association dfeterinary Laboratory
Diagnostic Investigation® hat nach einer Langzedst in einem Labor fiur
veterindrmedizinisches Probenmaterial eine Ledlintur Reduzierung der
Fehlerrate wahrend der praanalytischen Phase lyegeisen, jedoch wird in dieser
Veroffentlichung nicht auf einzelne Parameter, sosnchur allgemein auf Fehler
im Prozessablauf eingegangen (HOOIJBERG et al22Qippi et al. haben 2007
im Namen der ,Society of Clinical Biochemistry a@tinical Molecular Biology-
Italian Socitety of Laboratory Medicine-Italian Caomitee for Standardization of
Hematological and Laboratory Methods” fur Italieationale Richtlinien fur die
Praanalytik in der Humanmedizin herausgegebenenend das Management von
fehlerhaftem Probenmaterial erlautert wird (LIPPL al., 2007). Als
beeintrachtigende Faktoren werden von Lippi diew&rdung von ungeeignetem
Probenmaterial, Verwechslung von Proben, in vitrédmdlyse, Blutgerinnung,
ungeeignetes Probenvolumen, falsche Probengefa@eKantamination durch
Infusionsflissigkeiten definiert. Diese Fehler kénnlaut Lippi et al. durch
adaguate Schulung des Personals verringert weStenit ist in der Human- wie
auch Veterindrmedizin bereits seit langeren JalrerPraanalytik als potentielle
Fehlerquelle ein Thema, das regelmaRig analysiedt wllerdings wurde dieses
wichtige Themengebiet bislang in der biomedizinestisrundlagenforschung, im
Speziellen in der Erforschung von Stoffwechselhoremobei Nagern, kaum und
bislang nur unzureichend untersucht. Deswegenesiolitier vorliegenden Arbeit
darauf eingegangen werden, wie stark diverse Aspitt Praanalytik Einfluss auf
die messbare Konzentration verschiedener zirkulggeStoffwechselhormone bei
der Ratte haben. Es konnte klar gezeigt werdens dis Auswahl des
Untersuchungsmaterials, dessen Bearbeitung, wié aie Verwendung von
Probenzusatzen die Konzentration des untersuchterly#®n signifikant

beeinflussen kdnnen.
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1. Auswirkung der Auswabhl unterschiedlicher
Probenmaterialien auf GH, IGF-lI, IGF-Il, IGFBP-2,
IGFBP-3, Gesamt-GIP, aktives GLP-1, Insulin, Leptinund

Gesamt-Ghrelin

In dieser Studie wurde ein Vergleich von Serum- uB®TA-Plasma-
Konzentrationen verschiedener Hormone in der Meassumt demselben
Immunassay durchgefuhrt. Gerinnungshemmer, wie Baispiel EDTA, kdnnen
Komplexe ausbilden, vor allem mit Kalzium und amezweiwertige Kationen.
Diese Kationen werden von vielen Enzymen zur Spgltton Proteinen bengétigt.
Der enzymatische Abbau vieler Proteine in der Pégswbe wird somit durch
gerinnungshemmende Stoffe, wie EDTA, verlangsaniesDhat bei diversen
Analyten unterschiedlich hoch gemessene Konzeotrati in Serum und EDTA-
Plasma zur Folge. Nach der Auftrennung von VolllsuSerum und Blutkuchen
enthalt das Serum, im Gegensatz zu EDTA-Plasmdy, Gecinnungsfaktoren und
hat deswegen einen héheren Proteinanteil. Immuyskéanen sensibel auf diesen
unterschiedlichen Proteingehalt in der Probe reagiend abweichende Messwerte
fur Hormone ergeben (BIELOHUBY et al.,, 2012). Inr desherigen Literatur
wurde die Beobachtung unterschiedlicher Konzeminagth verschiedener
Stoffwechselhormone in direktem Vergleich von SemurEDTA-Plasma bereits
beschrieben (YU et al., 1999; JAFRI et al., 20B®i Haustieren hat sich fur die
Messung gangiger Hormonwerte die Untersuchung vemur§ etabliert. In der
Forschung, gerade bei neu entdeckten Hormonen gnwfd noch keine Standards
entwickelt, aus welchem Probenmaterial diese Hoargemessen werden sollen.
Des Weiteren gibt es in der Forschung mit Nagatierémitierte
Blutentnahmemengen pro Tier und folglich haufiggeschrankte Moglichkeiten
unterschiedliches Probenmaterial zu gewinnen und matersuchen
(WOLFENSOHN & LLOYD, 2003; IDEXX LABORATORIES, 2013
SYNLAB_LABORDIENSTLEISTUNGEN, 2013). In den Ergelssen dieser
Arbeit ist ein messbarer Unterschied der absolitenzentrationen zwischen
EDTA-Plasma und Serum verschiedener Stoffwechselboe zu erkennen. Es ist
somit anzuraten keinen Vergleich der Hormone GH:-IGIGF-Il, IGFBP-3,
GLP-1 und Leptin aus Serum zu solchen aus EDTARRdaanzustellen, da in
dieser Studie signifikante Unterschiede in den Konationen dieser Hormone
zwischen Serum und EDTA-Plasma festgestellt wurdes.kann empfohlen
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werden in fortlaufenden Studien oder beim Vergleigkeier Studien darauf zu
achten, stets das gleiche Untersuchungsmateridi@monanalytik bei der Ratte
zu verwenden, um Konzentrationsabweichungen zu efelen, die durch

Materialdivergenz bedingt sind.

2. Einfluss des Zusatzes von Proteaseinhibitoren zu
Blutproben auf GH, IGF-I, IGF-Il, IGFBP-2, IGFBP-3,
Gesamt- GIP, aktives GLP-1, Insulin, Leptin und Geamt-
Ghrelin

Durch sofortige Zugabe von Proteaseinhibitoren alliblut nach der Blutentnahme
werden im Probenmaterial enzymatische Abbauprozeggenzt (AYACHE et al.,
2006). Proteaseinhibitoren dienen der Hemmung \®zisllen Enzymen, den
Peptidbindungshydrolasen, kurz Proteasen, die iReotend Peptide spalten. Es
gibt vier Klassen von Proteasen (Serin-, Cystéitetallo- und Aspartatproteasen),
die durch unterschiedliche Proteaseinhibitoren,aui@ Beispiel Aprotinin, EDTA
oder Leupeptin, gehemmt werden konnen. Sie habe&®neivoneinander
abweichenden Aufbau und unterschiedliche aktivetrdean Der DPP4-Inhibitor,
stellt eine spezielle Art von Proteaseinhibitor,dkr er den Abbau von Glukagon-
like Peptide 1 (GLP-1) durch das Enzym Dipeptidpldase-4 (DPP-4) hemmit.
Es nimmt den Platz des GLP-1 im aktiven ZentrumeB-4 ein und hemmt somit
kompetitiv die Spaltung von GLP-1. Durch Protealsdaiioren werden folglich
Spaltungsprozesse im Plasma aufgehalten und dexuAddr Proteine verlangsamt.
Ayache et al. haben Plasmaproben von Menschen iMer Stunden bei
Raumtemperatur aufbewahrt bevor sie weiter beatsitrden. Die Immunassays
dieser Versuchsreihe detektierten hohere Konzéoext der meisten untersuchten
Proteine als gewdhnlich. Zusatzlich konnte Probdana, das mit
Proteaseinhibitoren versetzt worden war, Uber ei@egeren Zeitraum hinweg bei
Raumtemperatur aufbewahrt werden, ohne dass gdiesergebnisse signifikant
veranderten (AYACHE et al., 2006). Eine andere Adgeuppe beschrieb in ihrer
Studie den Einfluss von Proteaseinhibitoren, wim &eispiel Sulfonylhalogene,
auf die Gelelektrophorese in der Bestimmung vonlfpgprotein und die daraus
resultierenden falsch hohen Werte (SCHUCHARD et 2005). Fur geplante
Studien werden die zu verwendenden Proteaseintebitoentsprechend
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ausgewahlt, um mdoglichst geringe Abweichungen denzentration der zu
untersuchenden Analyten zu erhalten. Vergleicht diarErgebnisse von Ayache
et al. und Schuchard et al. mit den Ergebnissedieser Studie, so kann die
Notwendigkeit von Proteaseinhibitoren zur Messungsgawahlter Proteine
bestétigt werden. Bei Betrachtung der von uns gsemes Hormone in Ratten ist
nur fir die Messung von aktive GLP-1 die Zugabe Rooteaseinhibitoren naotig,
um die Proteolyse der GLP-1-Molekile durch DPP-4reduzieren. Laut den
Ergebnissen dieser Studie ist ein spezieller DRhbitor nicht nétig, um aktives
GLP-1 messen zu konnen. Das spricht fir einen lghectigen Ersatz des
allgemeinen Proteaseinhibitors im aktiven Zentrues ®PP-4, wodurch DPP-4
nicht nur durch den DPP-4-Inhibitor gehemmt werdlann. Der in dieser Studie
verwendete allgemeine Proteaseinhibitor complete@&che, Schweiz) wird laut
Hersteller zur Hemmung von Pankreasextrakt, Pronas@ermolysin,
Chymotrypsin, Trypsin und Papin eingesetzt (ROCI2E14). Es gab keinen
signifikanten Unterschied der Konzentrationen ziwst den Probenmaterialien,
die mit allgemeinem Proteaseinhibitor versetzt wgEeDTA+Prot) und solchen,
die zusatzlich noch mit DPP-4-Inhibitor behandelirden (EDTA+Prot+DPP-4-
inh.). Da die Proteaseinhibitoren die Konzentrarder anderen gemessenen
Hormone nicht beeinflusst haben, ist es zu empfehldiese bei jeder

Probenentnahme vorsorglich zuzufuigen.

3. Wirkung von Transport-, Bearbeitungs-, und
Aufbewahrungskonditionen auf GH, IGF-I, IGF-II,
IGFBP-2, IGFBP-3, Gesamt- GIP, aktives GLP-1, Insuh,

Leptin und Gesamt-Ghrelin

Diese Studie hat sich in einem weiteren Punkt nat 8eeinflussung von
Zimmertemperatur, im Gegensatz zu Kihlung, von @blden auf Eis, im
Zeitraum von der Probenentnahme bis zum Einfriegse, auf EDTA-Plasma
beschaftigt. Es ist bekannt, dass die Proteolysehdlihlung der Blutproben
verlangsamt wird. Jedoch war bisher noch unklaisiob wéahrend einer gangigen
Bearbeitungsdauer von Blutproben die Konzentrationeerschiedener
Stoffwechselhormone bei der Ratte signifikant vdein kénnen. Im Vergleich

von gekdhltem zu ungekihltem Material konnte in dgemessenen
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Konzentrationen in dieser Studie kein signifikatdeterschied festgestellt werden.
Die enzymatische Aktivitat in zimmerwarmen Probahdie von gekuhlten Proben
nur geringfugig uberstiegen, weswegen der ZeitrdasBearbeitens des Materials
in unserem Fall vernachlassigt werden konnte, anffjder schnellen Bearbeitung.
Yae et al. haben die unterschiedlichen Aufbewatskogditionen nach dem
Zentrifugieren und ihren Einfluss auf die Messunglekularer Marker von
Koagulantien untersucht. Diese haben nach vierd&tuaus Plasma, welches unter
den Bedingungen ,ungekuhlt, ,auf Eis“, ,auf Eisamldem Zentrifugieren“ und
.Einfrieren nach dem Zentrifugieren“ gehalten wyrgerschiedene molekulare
Marker der Koagulanz (I6sliches Fibrin, Thrombint&mombin-Komplex,
Thrombomodulin und Plasminogen-Aktivator-InhibitbiKomplex) gemessen.
Sie konnten fur mehrere molekulare Marker einemiBkganten Unterschied
zwischen den verschiedenen Bedingungen herausfiddien Messung anderer
Marker blieb jedoch von den unterschiedlichen Aufakrungskonditionen
unbeeinflusst. Als optimale Vorbereitung der Probarm von Yae et al. direktes
Einfrieren nach dem Zentrifugieren empfohlen (YAEak, 2012). Folglich ist es
anzuraten Proben zur Messung von Hormonen zugidearbeiten, um den

Temperatureinfluss als praanalytischen Faktor nobigtigering zu halten.

4. Folgen von mehrfachen Einfrier-Auftau-Zyklen auf GH,
IGF-I, IGF-II, IGFBP-2, IGFBP-3, Gesamt- GIP, aktives
GLP-1, Insulin, Leptin und Gesamt-Ghrelin

Der Effekt von Einfrier-Auftau-Zyklen auf Serum uriRlasma wurde mit der
Einfuhrung von Plasma- und Serumbanken in der Humeadizin genauer
untersucht. In diesem Zusammenhang ergab sich asstifie Fragestellung, wie
oft humanes Serum und Plasma einem Einfrier-Auftgkius unterzogen werden
kann, ohne eine Beeinflussung der Messergebnissegédagigen Analyten zu
erfahren. Die Untersuchung von geschlechtsspeadis¢iormonen von Comstock
et al. in Serum, wurde weniger stark durch EinfAeftau-Zyklen beeinflusst als
in Plasma. Des Weiteren konnte durch eine Messaey drei, sechs und zehn
Einfrier-Auftau-Zyklen eine stetige Reduktion derongentration diverser
Spurenelemente, Sexualhormone und anderer Analyaéehgewiesen werden.
Cholesterol stellte die einzige Ausnahme dar. SEimezentration blieb bis zum
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zehnten Auftauvorgang stabil (COMSTOCK et al., 2008

Die Gruppe um Paltiel hat 2008 in einer StudieKib@zentrationsveranderungen
bei bis zu 100 Einfrier-Auftau-Zyklen von menschien Plasma untersucht. Bis
zu zehn Zyklen haben die untersuchten Analyten kaeemnflusst, ab 30 Einfrier-
Auftau-Zyklen sind jedoch signifikante Unterschidmie den Messergebnissen von
freien Fettsauren, AST und Triglyceriden aufgetigetevohingegen Natrium,
Cholesterin und Vitamin E stabil blieben (PALTIELa., 2008). Tvarijonaviciute
et al. haben eine Gegeniberstellung von den GeSanatin-Konzentrationen in
Serum, EDTA-Plasma, EDTA-Plasma mit Proteaseintribitnd Plasma mit
zugesetztem Heparin nach drei Einfrier-Auftau-Zykieeim Hund untersucht und
konnten wahrend dieser drei Zyklen keine signiftkarveranderungen detektieren
(TVARIJONAVICIUTE et al., 2013). Im Gegensatz dadzannte in dieser Studie
.-analytische Variabilitat® nach zehnmaligen Einfriguftau-Zyklus eine
gesunkene Konzentration von Gesamt-Ghrelin im Sedem Ratten gemessen
werden. Ebenso haben sich in der Humanmedizin Yal. ebit dem Einfluss von
funf Einfrier-Auftau-Zyklen auf die EDTA-Plasmaldveon IGF-I, IGF-Il und
IGFBP-3 sowie Livesey et al. mit GH, Insulin undit®een anderen Hormonen
beim Menschen beschaftigt (LIVESEY et al., 1980; ¥tJal., 1999). Es konnte
kein signifikanter Einfluss wiederholter Einfriemftau-Zyklen auf die
gemessenen Konzentrationen der untersuchten Hormestgestellt werden,
lediglich auf Insulin (LIVESEY et al., 1980; YU at., 1996). Vergleicht man die
Arbeiten von Livesey et al. und Reyna et al. habeide eine Reduktion der
Konzentration von Insulin nach zehn Einfrier-Auftayklen gemessen, Livesey et
al. in EDTA-Plasma und Reyna et al. in Serum (LI'&EYSet al., 1980; REYNA et
al., 2001). In dieser Studie ,praanalytische Vahd konnten die Ergebnisse von
Livesey et al. und Reyna et al. bezuglich der redten Insulinkonzentration nach
zehn Einfrier-Auftau-Zyklen ebenfalls bestatigt den. Fir IGF-11, IGFBP-3 und
Leptin wurden in dieser Studie nach zehn EinfrieftAu-Zyklen hohere
Konzentrationen der Analyten im Vergleich zum urdedelten Serumwert
gemessen. Eine mdgliche Ursache ist die Bildung Winteinfragmenten,
hervorgerufen durch das regelmafige Auftauen debd?r. Im Immunassay
konnten Molekllfragmente als ganze Moleklle deggktiverden und folglich
falsch hohe Hormonkonzentrationen gemessen werbDes. Weiteren ist zu
Uberprifen, ob das Untersuchungsmaterial aus SedemEDTA-Plasma bestand,

da zusatzlich matrixspezifische Unterschiede hiomuken kénnen (YU et al.,
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1996; TVARIJONAVICIUTE et al., 2013). Die Matrixtislas Medium, in dem die
zu untersuchende Variable geldst ist. Es gibt Veesiene physiologische
Eigenschaften der Matrix, wie Viskositat, pH-Wemnineralische und molekulare
Zusammensetzung, die sich in den unterschiedli¢haersuchungsmaterialien,
wie zum Beispiel Vollblut im Gegensatz zu Urin, ersicheiden. Matrixeffekte sind
Storeffekte, die durch verschiedenen KomponentateirProbe ausgeltst werden
konnen. Die Konzentration des zu messenden Hormars zum einen in der
guantitativen Bestimmung beeinflusst, zum andetemkn Matrixeffekte auch die
Molekulstruktur des Analyten verandern oder aufsdasStabilitat in der 3D-
Struktur des Molekiils einwirken (BIELOHUBY et a2012).

5. Auswirkung von Ansauern des Probenmaterials mit HCI
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 messekbnmen wird stark empfohlen
das Probenmaterial direkt nach dessen Entnahméi@iitanzusduern, um den
pH-Wert zu senken (LIU et al., 2008). Dadurch widte Abspaltung der
Acylgruppe vom restlichen Ghrelin-Molekul verhindemnd das Molekil bleibt
aktiv. Andere Hormone bendétigen diese Art der Pnobebearbeitung nicht. Falls
dennoch aus vorangegangenen Ghrelin-Messungen ritnaberial Ubrig bleibt,
war bisher unklar, ob dieses Material noch fir Miessungen anderer Analyten
verwendet werden kann. Bisher gibt es kaum Litemditesbeztglich, weswegen in
dieser Studie untersucht wurde, ob es moéglichustddesen speziell angeséauerten
Plasmaproben weitere Hormone zu messen. IGF-II,BRSE, IGFBP-3 und
Gesamt-GIP  konnten neben acyliertem  Ghrelin  ohnegnifdiante
Konzentrationsveranderungen aus angesauertem EDAs®B gemessen werden.
Die Arbeitsgruppe um Tvarijonaviciute hat sich 2048 dem Einfluss von HCI
auf die Stabilitdt von Blutproben fur die MessungnvGesamt-Ghrelin und
acyliertem Ghrelin beschaftigt. Sie haben keinesitp@n Einfluss von HCI auf
die Messung von Gesamt-Ghrelin detektieren koneemeduzierte stattdessen die
messbare Konzentration von Gesamt-Ghrelin. Es leoginénfalls ein Einfluss von
HCI auf die Messung von Gesamt-Ghrelin festgestaditden, da die gemessenen

Konzentrationen nach HCI-Zugabe geringer waren (RIMONAVICIUTE et al.,
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2013).

6. Biologische Variabilitat

Physiologische und pathologische Prozesse werderinoRatten untersucht,
weswegen flr diese Studie Ratten verwendet wuiBenMausen ware aufgrund
des, im Vergleich zu Ratten, geringeren Blutvolumeime Untersuchung in dieser
Ausfuhrlichkeit nicht moglich gewesen. Viele Horneosind bereits bei der Ratte
und dem Menschen erforscht, jedoch werden immetevieeue Hormone entdeckt
und haufig kommen neue Fragestellungen in Bezugensthiedene Krankheiten
auf. Deswegen ist es elementar zu wissen, welctsori8ierheiten es in der
Physiologie der Ratte gibt und welche Auswirkungbaese auf verschiedene
Stoffwechselhormone haben. In dieser Arbeit wurde Speziellen auf zwei

Aspekte der biologischen Variabilitat eingegangeamlich das Alter und das
Fasten. Es wurde untersucht wie sich diese beitlgsiglogischen Parameter auf
die zirkulierenden Konzentrationen von Insulin, K;FGesamt-Ghrelin, und

Gesamt-GIP auswirken konnen. Die biologische Vadriab beschreibt

interindividuelle Schwankungen genetischen, exogeme endogenen Ursprungs,
weswegen in Studien fur gewohnlich Versuchsgruppah Kontrollgruppen

verglichen werden, um spezielle Unterschiede gdgemiReferenzgruppen zu
ermitteln. Beim Menschen ist bekannt, dass vergeime Hormone, wie zum
Beispiel IGF-1 und IGF-II, in verschiedenen Lebdrszhnitten in unterschiedlich
hoher Konzentration vorliegen, weswegen bereitseRRezwerte fir bestimmte
Altersklassen vorliegen (HOLLAND et al., 1997; JUWO03; ERTL et al., 2014).
In der Forschung mit Ratten, insbesondere bei derdehung neuerer Hormone,
gibt es haufig nur wenige oder keine Referenzbkeeitir die entsprechenden
Altersklassen. Empfehlungen, Ratten welchen AltEns bestimmte Studien

untersucht werden sollten existieren kaum. In dktuadlen Literatur sind

verschiedene Studien auffindbar, die fir die Edbmg von

Stoffwechselhormonen bei der Ratte unterschiedlishersgruppen von Ratten
verwenden. Verschiedene Angaben zwischen ,neun Wgchnd ,adult” sind

aufzufinden. Im Vergleich mehrerer dieser Studstmnklar, ob Differenzen in den
beobachteten Hormonkonzentrationen altersbedingtr atlirch das jeweilige
Experiment zustande gekommen sind (PRIEGO et @03;2KALE et al., 2009;
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KINZIG et al., 2010).

Eine Nahrungsaufnahme verandert im Stoffwechsel Kiazentration vieler
zirkulierender Hormone, wie zum Beispiel Insulineodshrelin, weswegen fur
einen besseren Vergleich solcher Hormone, Werteniichternen Zustand der
Ratten gemessen werden. Die physiologische Verdmzeit beim Menschen
betragt im Durchschnitt 24-72 Stunden, bei derdRsitdd es 6 bis 11 Stunden, je
nach Alter des Tieres (SCHLUG, 2005; KONG & SINGE)08). Deswegen
sollten Ratten entsprechend lange und standartdgeéastet werden, um adaquat

vergleichbare Werte zu erhalten.

6.1. Einfluss der Fastendauer auf Glukose, Insulin, IGH; Gesamt-
Ghrelin und Gesamt-GIP bei Ratten

In dieser Studie wurden Ratten tber einen Zeitraambis zu 16 Stunden gefastet
und es wurde untersucht welchen Einfluss ein ucihezdlicher Fastenzeitraum auf
die zirkulierenden Konzentrationen von Insulin, GFGesamt-Ghrelin und
Gesamt-GIP bei der Ratte hat. Leitlinien der OE@ipfehlen bei Ratten fur eine
geeignete Messung von verschiedenen Parameteiatri@m, Kalium, Bilirubin,
Gallensauren, Glukose, Cholesterin, Harnstoff, #n@a und diversen anderen
Enzymen einen Fastenzeitraum von 12-18 Stunden figver Nacht* (OECD,
2008). Auch die Society of Toxicologic Pathologyt haitlinien zur Messung
diverser Analyten in H&amatologie, klinischer Chemiend Urinanalyse
herausgegeben und halt das Fasten ,iber Nach#rfgemessen, das bei einem
regularen zwolfstindigen Tag-Nacht-Rhythmus zwdlinBen fasten entspricht
(WEINGAND et al., 1992). Die Gesellschaft fur Vecbstierkunde und die
tierarztliche Vereinigung fir Tierschutz empfehlegrundsatzlich fur
Blutentnahmen bei der Ratte keinen zeitlichen Altaur Futteraufnahme
entstehen zu lassen. Falls jedoch die experimerielbrdernis gegeben ist, dirfen
die Ratten zu Versuchszwecken gefastet werden. Bigmbe bezlglich der
Fastendauer geben sie jedoch nicht (TVT, 2009)e Kal al. haben 2009 die
Auswirkungen der Fastendauer auf Hamatologie uaddatrdwerte der klinischen
Chemie bei Ratten untersucht. Sie haben bei d8eriam untersuchten Parametern
fur Glukose und Triglyceride in beiden Geschleahtats auch fur Cholesterol und
High-density Lipoprotein (HDL) nur in weiblichen Ren, signifikante
Veradnderungen nach 16-stindiger Fastendauer fésitgeBeswegen empfehlen
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Kale et al. eine Fastendauer von 16 Stunden fiklipische Studien und die
Messung klinischer pathologischer Analyten (KALEakt 2009). Kale et al. haben
zusatzlich eine Verringerung der Glukosekonzemnaim Blut der Ratten ab 16
Stunden Fasten festgestellt, ein Zeitrahmen, demnfabs in dieser Studie
(,biologische Varianz*) bestétigt werden konnte.cAuNowland et al. haben sich
2011 mit dem Fasten von Ratten und deren AuswirkaufgBlutchemie, CBC
Analyse und Corticosteron beschaftigt. Sie empfeldbenfalls eine maximale
Fastendauer von 16 Stunden (NOWLAND et al., 202Wjar ist die Verringerung
der Glukosekonzentration im Blut der Ratten ni¢htig sinkend gewesen und auch
nicht signifikant niedriger als zum Beginn des \Ets zum
Blutentnahmezeitpunkt ,0 Stunden*, jedoch fordexs ¢Fasten die Produktion des
Stresshormons Cortisol, welches die Glukoneogeimesger Leber anregt. Es
werden Pyruvat, Oxalacetat und Dihydroxyacetonphatspmobilisiert und
entsprechend in Glukose umgesetzt, um den Kreislalgfls Tieres
aufrechtzuerhalten (HILGERS, 2010). Bei einer Fazdaeler die 16 Stunden
Ubersteigt, verandern sich die Organgewichte deteRaund Dehydratation,
ernahrungsbedingtes Ungleichgewicht und ein verdad®&letabolismus stellen
sich ein (MATSUZAWA, 1994; KALE et al., 2009). Esira folglich bei einer
langer als 16 Stunden andauernden Fastenzeit scwanterscheiden, ob die
beobachteten Konzentrationsveranderungen der Asmalytaufgrund der
Fastendauer entstanden sind oder wie eigentlichigseit, sich aufgrund der
entsprechenden Versuchsdurchfihrung verandert halles wird von
verschiedenen Autoren empfohlen Ratten fir die Ma$s von
Stoffwechselhormonen Uber einen Zeitraum von mitashss zwolf Stunden zu
fasten, jedoch nicht langer als 16 Stunden. Basiewsaf den Ergebnissen der
Studie ,biologische Varianz® lie3en sich bei eirfeastendauer von bis zu 16
Stunden fasten keine signifikanten Effekte aufidieStoffwechsel zirkulierenden
Konzentrationen von Glukose, IGF-1 und Gesamt-Gihrghden, wohingegen es
bei Insulin und Gesamt-GIP einen signifikanten Wstkied machte, ob die Ratten
6 oder 16h gefastet wurden. Deswegen empfehlerelenfalls eine Fastendauer

von 16 Stunden fir die Untersuchung von Stoffwelttosenonen bei Ratten.
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6.2. Einfluss des Alters auf Glukose, Insulin, IGF-I, Geamt-Ghrelin und
Gesamt-GIP bei Ratten

In dieser Studie wurden die Hormonwerte von InsuBF-1, Gesamt-Ghrelin und
Gesamt-GIP junger ausgewachsener, 14 Wochen adteerR(jung) mit zwolf
Monate alten Ratten (alt) verglichen. Zwischen gmgind alten Ratten mit ad
libitum-Futterung ergab sich fur Glukose, IGF-Isuin, Gesamt-Ghrelin und
Gesamt-GIP keinen signifikanter Unterschied, auenmfur alle diese Hormone
die Tendenz einer erhohten Konzentration bei deggn Ratten zu erkennen war.
Gong et al. konnten 2014 diesbezuglich, bei opggatinterbrechung der GH/IGF-
I-Achse von Nagern, einen lebenslangen Anstiegem¢sprechenden Hormone
feststellen. Beim Menschen hat die Konzentration V@F-I ihren Hohepunkt
wéahrend der Pubertat und fallt danach langsam nem dAlter ab
(BIDLINGMAIER et al.,, 2014; GONG et al., 2014). Ggpret al. haben am
Modellversuch mit Nagetieren, durch eine fehlendBl/IGF-I-Achse, nicht
unterscheiden kdnnen, ob die Auswirkungen von GiHI@+-I auf die Gesundheit
der Tiere entwicklungs- oder altersbedingt wares.is hohe Alter der Nagetiere
konnte die essentielle Aufgabe der GH/IGF-I-Achsar feine gesunde
Knochenstruktur und der Einfluss einer erhéhten Kaizentration im Blut auf
Erkrankungen der Knochenstruktur nachgewiesen we(@ONG et al., 2014).
Auch Willis et al. haben sich 2014 mit dem Einflwss Alter und Geschlecht auf
bestimmte Faktoren und die daraus resultierendeswikungen auf die
Gesundheit von Pavianen beschéftigt. In ihrer $tgdink die Konzentration von
IGF-I mit steigendem Alter, wobei mannliche Tieremu30% hdohere
Konzentrationen im Blut hatten als weibliche Tid€&-BP-3 zeigte hingegen keine
Konzentrationsverédnderungen im Vergleich von Jengti mit &lteren Pavianen
(WILLIS et al.,, 2014). Es konnte ein Zusammenhangsezhen Alter und
Konzentration verschiedener Hormone bei den Pamiatsggestellt werden. In
unserer Studie ,biologische Varianz® wurden untersdlich hohe
Hormonkonzentrationen fur Insulin, aber nicht {@iF1 in Bezug auf das Alter der
Ratten festgestellt. Deswegen ist es wichtig bedi®h mit Ratten auch das Alter
als biologische Varianz mit einzubeziehen, da einitprmone altersbedingten

Varianzen unterliegen.
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7. Kritik der Methoden

Seit Jahrzehnten ist die Messung per Immunassay gaimgige und etablierte
Methode zur Konzentrationsbestimmung von Hormorzaher wurden auch in
dieser Studie Hormone mittels Immunassays gemegienAssays wurden so
ausgewahlt, dass ein moglichst geringes Probenwiuitr den jeweiligen Test
bendétigt wird. Es wurde in dieser Studie auRerdemauf geachtet bei jedem
Analyten Immunassays derselben Charge zu verwenaermerstellungsbedingte
Konzentrationsabweichungen der Hormone zu vermeidien Vergleich von
~>erum*“ zu ,EDTA ungekuhlt* wurden in dieser Arbsignifikante Unterschiede
bei GH, IGF-I, IGF-1I, IGFBP-3, Leptin und GLP-1diim Vergleich von ,Serum*
mit ,Serum frieren/tauen* bei IGF-Il, IGFBP-3, GesaGIP, Insulin, Leptin,
Gesamt-Ghrelin und GLP-1 festgestellt. Diese Wkitenten in einem anderen
Assay aufgrund von Matrixeffekten oder unterschidain verwendeten Substraten
anders aussehen, wie es auch Shanson et al. 1€g@dkllt haben, als sie drei
verschiedene Immunassays zur Bestimmung des HINg&m$ miteinander
verglichen haben (SHANSON et al., 1990). Folglieimk keine Aussage dariber
getroffen werden wie sich die Konzentrationen demgssenen Hormone in
unterschiedlichen Assays verschiedener Herstellestellen. Es besteht eine so
grof3e Vielfalt an Immunassays von verschiedenestelégrn, dass diese nicht alle
in diese Studie einbezogen werden konnten. Es tb&t#h jedoch Raum

Folgestudien diesbezuiglich anzuschliel3en.

Eine alternative Moglichkeit zur Messung der Korteation von Hormonen bei der
Ratte  stellt  die Liquid-Chromatographie-Massenspeketrie/Massen-
spektrometrie, kurz LC-MS/MS, dar. Durch die Hieieanderschaltung von
mehreren Massenspektrometern ergibt sich eine Kiogplwelche zuséatzlich an
ein chromatographisches Trennsystem gekoppelt nidt somit schon kleinste
Mengen von Molekilen qualitativ und quantitativ imsnen kann, egal ob die
Substanz in Reinform oder als SubstanzgemischegiriDiese Methode ist im
Gegensatz zu Immunassays auf dem Markt noch wealdjext, wird aber durch
ihre stetige Verbesserung immer praktikabler (BERKEHOOFNAGLE, 2012).
2001 haben Lawrence et al. Microcystine aus Algedpkten per LC-MS/MS,
ELISA und Phosphatase-Assay nachgewiesen und dieseMethoden dabei
verglichen. Sowohl ELISA, als auch LC-MS/MS und dehosphatase-Assay
erbrachten tbereinstimmende Ergebnisse (LAWRENGE,£2001). Eine weitere,
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ebenfalls noch junge Methode zur Messung von Hoenostellt der Western

Liganden Blot dar, mit welchem sowohl qualitatis @uch quantitativ Proteine
nachgewiesen werden kdnnen. Nach elektrophoretigaiferennung der Proteine

werden diese auf ein Tragergel Ubertragen, welonesrfach repliziert werden

kann und das im Anschluss mit diversen Antigenagisxen kann. Diese Methode
bendtigt nur geringste Mengen der nachzuweisendeteiRe und wird auch

regelmalig fur die qualitative und quantitative Blesy diverser Hormone

angewandt (CATANIA et al., 2000; METZGER et al.,12Q. Folglich ware es

interessant zu sehen in wie weit LC-MS/MS und demgjtative Western Liganden
Blot sich durch Matrixeffekte und verschiedene PRmroehandlungen

beeinflussen lassen. Dieser Vergleich ware ein icidgg Thema fur eine weitere
Arbeit, da es die Kapazitaten der aktuellen Stubersteigt. Es ist anzunehmen,
dass die praanalytische Variabilitat ebenfalls drwle fir die Messung von

Hormonen mittels LC-MS/MS spielt.

Aktuell ist der Immunassay die gangigste Methodenimkonzentrationen bei der
Ratte zu messen. Es ist durchaus moglich, dass iBbwegen von der reelen
Hormonkonzentration in anderen Analyseverfahrenhtniaufgetreten waren.

Andere Methoden zur Konzentrationsbestimmung vomidmen kénnten durch

praanalytische Varianzen auf andere Arten beeisifluerden. Dieser Vergleich

musste in anschliel3enden Studien weiter untersustaen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der Iresayrads Analyseverfahren
ein gangiges und wichtiges Werkzeug der Forschetgdessen Beeinflussung

durch praanalytische Varianzen jedoch nicht unteisat werden sollte.

8. Schlussfolgerung

Aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit und in Beauiydie bisherige Literatur zur
Praanalytik, wird der Fokus auf die Vielfalt dererquellen der Praanalytik und
ihren signifikanten Einfluss auf Messergebnissetavegeschéarft. Gerade bei neu
erforschten Hormonen ist es schwierig das richBgegbenmaterial abzunehmen
und entsprechend vorzubehandeln. Aufgrund der Bigeb dieser Studie wird
empfohlen, jeweils Serum und EDTA-Plasma abzunehumeirdas EDTA-Plasma
mit allgemeinen Proteaseinhibitoren zu versetzem. Anschluss daran ist es

sinnvoll die Proben zu aliquotieren, um méglichsige Einfrier-Auftau-Zyklen
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entstehen zu lassen. Ohne das entsprechende Wigben potentielle
EinflussgroRen auf die Konzentration eines Analyk&mnten maoglicherweise
Messergebnisse falsch interpretiert werden. Thibelle 4 wird schematisch
dargestellt wie sich die Konzentrationen der unighten Hormone durch Auswabhl
von Serum oder EDTA-Plasma und nach zehn EinfrigitaAl-Zyklen verandern.
Lediglich IGFBP-2 und aktives GLP-1 konnten konstanter allen Bedingungen
gemessen werden, alle anderen Hormone wurden gwéamalytische Faktoren
signifikant beeinflusst. In anderen Studien wer@dtuell noch einige Effekte
falschlicherweise gewissen Behandlungen zugesdamjebobwohl sie der
praanalytischen Variabilitat zugehorig sind. Desgregollte stets versucht werden
maoglichst konstante Arbeitsbedingungen einzuhaltehdie Proben entsprechend
gleichen Vorbehandlungen zu unterziehen, um mdsflickeinheitliche
Grundvoraussetzungen zu schaffen und das Risikgsdmanalytischen Einflissen
so gering wie mdoglich zu halten. Es gibt viele eine Faktoren, die die
Messergebnisse von Hormonen beeinflussen kdnnefgche missen diese
praanalytischen Bedingungen fur jedes einzelne ldargetestet und anschliel3end
beachtet werden. Es konnen keine Rickschlisse ven Alswirkung
praanalytischer Bedingungen eines Hormons auf diezEntration eines anderen
Hormons gezogen werden.

Deswegen ist anzuraten beim Vergleich von Studeeler wenn Folgestudien
angeschlossen werden, stets mit moglichst dersdibethodik die Proben zu
entnehmen, zu bearbeiten, zu analysieren und asif@atyen.

Als Faktoren der biologischen Varianz wurden dist€adauer und das Alter der
Tiere zu zwei Zeitpunkten untersucht. BezuglichdbeiUntersuchungskriterien
konnte ein starker Einfluss auf verschiedene Sttfvgelhormone bei der Ratte
detektiert werden. Es wird angeraten zu Beginnredtedie, entsprechend der zu
untersuchenden Hormone bei der Ratte die Fastendauk das Alter in die
Vorbereitungen mit einzubeziehen oder entsprechHm#idder Auswertung der

Messergebnisse diese biologischen EinflussgroRémachten.
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Serum Serum EDTA-Plasma
frieren/tauen
GH 100% (& 1l
IGF-| 100% o 1
IGF-II 100% T [ 1
IGFBP-2 100% <::> <:>
IGFBP-3 100% 17 [ 1
Gesamt-GIP 100% i | =)
Aktives GLP-1 100% — —
Insulin 100% l o
Leptin 100% 1l !
Gesamt-Ghrelin 100% l 1l

Tabelle 4: Auswirkung von 10 Einfrier-Auftau-Zyklen auf SerunVergleich der
Messergebnisse von Serum zu EDTA-Plasma in Bezu§exrum gesetzt. Gelbe Pfeile
stellen keinen Konzentrationsunterschied dar, gdine erhdhte Konzentration und rote

eine verminderte Konzentration des entsprechendeméhs im Vergleich zu Serum.
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VII. ZUSAMMENFASSUNG

Die biochemische Analyse von Hormonen wird duraki ®ariablen beeinflusst —
die praanalytischen, analytischen und postanahgisd/ariabilitat. Beziglich der
analytischen und biologischen Variabilitdt wurdeéim Nager schon zahlreiche
Arbeiten verdffentlicht, jedoch ist die Prdanalytik der Untersuchung von
Blutproben von Ratten, in Bezug auf die Hormonatilglpislang kaum beachtet
worden. Deswegen wurden in dieser Arbeit einigeektp der Praanalytik bei der
Hormonmessung in Ratten genauer untersucht; aucAnimaltspunkte zu geben,
in wie weit vorbehandelte Blutproben von Ratten l@ssung unterschiedlicher
Hormone genutzt werden kdnnen und wie sich die ¥adung unterschiedlicher
Probenmaterialien, als auch Einfrier-Auftau-Zykleayf die Messergebnisse
verschiedener Stoffwechselhormone auswirken konnen.Bezug auf die
biologische Variabilitat wurde der Einfluss von édtund Fasten auf ausgewahlte
Stoffwechselhormone bei der Ratte genauer untetsuch

Ziel dieser Arbeit war es, in Analyseprozessen eéssindere auf den Faktor
.Praanalytik” einzugehen und aufzuzeigen, in wehch®usmald Ergebnisse in der
Messung von Hormonen mittels Immunassays beeinflusien konnen.

Im Vergleich zu reinem Serum waren die gemessermizé&ntrationen von IGF-I
(+9,2%, p<0,001), IGF-1l (+24,0%, p<0,001), IGFBR-®4,0%, p<0,001) und
Leptin (+54,9%, p<0,0001) in EDTA-Plasma signifikamedriger, GH (-137,8%,
p<0,001) und Gesamt-Ghrelin (-10,8%, p<0,05) zeigitohte Werte, flr IGFBP-
2, Gesamt-GIP, aktives GLP-1, Insulin und Gesame@hzeichneten sich keine
Differenzen ab. Nach zehn Einfrier-Auftau-Zyklen nvdserum blieben die
Konzentrationen von GH, IGF-I, IGFBP-2 und aktivéhP-1 unverandert, bei
Gesamt-GIP (+49,8%, p<0,001), Insulin (+32,9%, p8Q) und Gesamt-Ghrelin
(+24,6%, p<0,001), konnte eine geringere Mengektieté werden und bei IGF-II
(-25,9%, p<0,01), IGFBP-3 (-19,3%, p<0,001) und tireg-41,3%, p<0,001)
wurden héhere Werte gemessen. EDTA-Plasmaprobemaldidem Moment der
Abnahme von der Ratte bis zum gefrorenen Aufbewabreinterbrochen gekihlt
wurden, zeigten keine signifikanten Unterschiedespichen Proben, die bei
Raumtemperatur bis zum Einfrierprozess aufbewahntden. Die Zugabe von
Proteaseinhibitoren, im Speziellen von DPP-4-Iribibiist fir die Bestimmung
von Inkretinhormonen angezeigt. In dieser Studied@keine erhdhte Variabilitat

durch den Zusatz der Proteaseinhibitoren auf diesMieg von Gesamt-GIP und
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aktivem GLP-1 gefunden. Fir die Messung von adgier Ghrelin ist eine
Ansauerung des Probenmaterials mit HClI empfehlerisw&F-1l, IGFBP-2,
IGFBP-3, Gesamt-GIP und Insulin konnten mit diefeobenvorbehandlung
bedenkenlos gemessen werden. Fur Leptin (-73,9X%%,0p) wurden erhohte
Konzentrationen detektiert, IGF-I (+11,9%, p<0,00hd Gesamt-Ghrelin
(+27,1%, p<0,05) zeigten hingegen verringerte Werte

In Bezug auf die biologische Variabilitat konnteeatalls ein signifikanter Einfluss
des Alters und Fastens auf Ratten detektiert werdangtieren hatten einen
deutlicher niedrigeren Insulinspiegel (+0,22%, ©8), im Blut, bei einer
Fastendauer von 16 Stunden, im Vergleich zu waskndlteren 1-Jahr alten
Ratten. Im Vergleich der Insulinwerte zwischen @ W6 Stunden des Fastens
konnten signifikant niedrigere Werte nach 16 Stunfistgestellt werden (+30,7,
p<0,05). Bei jungen Ratten reduzierte sich die @GwsalP-Konzentration
(+105,9%, p<0,01) wahrend des Fastens starkeeaddtbn Tieren, aber bei diesem
Hormon ist, bei Langzeitfasten aller Tiere, eirgng#ikante Reduktion der Gesamt-
GIP-Konzentration (66,8%, p<0,05) im Vergleich vénzu 16 Stunden zu
verzeichnen gewesen. Bei IGF-I und Gesamt-Ghrekmdnderten sich die
Konzentrationen der zirkulierenden Hormone im Biatz einer Fastendauer von
16 Stunden nicht signifikant.

Es konnten in dieser Arbeit einige Faktoren deaRadytik, im Speziellen in der
Messung von Hormonen mittels Immunassays bei Ratiatersucht werden,
jedoch sind auf diesem Themengebiet noch zahlrevelitere Fragestellungen, wie
zum Beispiel der Einfluss von Einfrier-Auftau-Zyklauf EDTA-Plasma oder der
Einfluss von Matrixeffekten auf Western LigandenoBlnoch nicht naher
untersucht, weswegen es sinnvoll erscheint dieglbehl weitere Studien

anzuschliel3en.
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VIII. SUMMARY

Impact of preanalytical factors on the concentratio of specific
metabolic hormones and effect of age and fasting ospecific

metabolic hormones in rats

Biochemical analysis of hormones is influenced fmgé factors — preanalytical,
analytical and postanalytical variability. For anadal und biological variability
many studies have been published, but the preaslyeasurement of hormones
is less examined for blood samples in rats. Theeef@ investigated in some issues
of preanalytical hormone measurement, to give ewde if pretreated blood
samples also can be used for measuring differemdmes and how the usage of
different blood sample materials (serum or EDTAspia) can affect the measured
concentrations of different metabolic hormones.ttf@more the influence of
freeze and thawing cycles on the concentratiordiftédrent metabolic hormones
has been studied. We also investigated in two comg® of the biological
variability: the influence of age and fasting omgsific metabolic hormones in rats.
With this study we aimed to point out the factorégnalytic* in the analytical
processes and we were able to show how much thdtsesf hormone
measurement, detected by immunassays, can berno#lddy these components.
In relation to plain serum the concentrations oF{3(+9.2%, p<0.001), IGF-II
(+24.0%, p<0.001), IGFBP-3 (+24.0%, p<0.001) anutite(+54.9%, p<0.0001)
had significantly lower levels in EDTA-plasma whaseGH (-137.8%, p<0.001)
and total Ghrelin (-10.8%, p<0.05) showed signifidaigher levels and for IGFBP-
2, total GIP, active GLP-1, insulin and total Gimghere has been no significant
difference. After ten freezing and thawing cyclésserum the concentrations of
GH, IGF-I, IGFBP-2 and active GLP-1 have not chahgbowever lower
concentrations have been detected for total GIFP9.8f4, p<0.001), insulin
(+32.9%, p<0.001) and total Ghrelin (+24.6%, p<@)OGFor IGF-Il (-25.9%,
p<0.01), IGFBP-3 (-19.3%, p<0.001) and leptin (3%, p<0.001) higher
concentrations have been measured after ten figgeaimd thawing cycles.
Comparing blood samples, kept at room temperaturagl treatment until getting
frozen for long-time storage, to those blood sasyphMhich have been stored on ice

until long-time storage there have no significaiftedences been detected. The
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addition of protease inhibitors, especially the tadd of DPP-4-inhibitor, is
advised for the measuring of incretins. In thiglgtno higher variability in case of
adding protease inhibitors to blood samples has deeected in the measurement
of total GIP and active GLP-1. The addition of H€ blood samples is
recommended for measuring active Ghrelin, but IGFaFBP-2, IGFBP-3, total
GIP and insulin can also be measured from thiggattd blood samples without
deviation in their hormone concentrations. Aftediidn of HCI for leptin (-
73.91%, p<0.05) higher concentrations have beesctizt and for IGF-1 (+11.9%,
p<0.001) and total Ghrelin (+27.1%, p<0.05) lowencentrations have been
measured.

As a component of the biological variability, thdras also been a significant
influence of age and fasting in rats. Young ratsWkeks old) had lower levels of
insulin (0.22%, p<0.05) after fasting for 16h imateon to one year old rats. When
comparing insulin concentrations after 6 and 16hfasting there have been
significant lower levels after 16h (+30.7%, p<0.09)vhile fasting, the
concentration of total GIP (+105.9%, p<0.01) wasemeduced in young rats than
in old ones. Furthermore there was a significadticéon of total GIP after 6 to
16h of fasting (66.8%, p<0.05). For IGF-I and td@kddrelin there was no difference
in fasting the rats for 6 or 16h.

In this study we investigated some aspects of pigho, especially in the
measurement of circulating metabolic hormones byumoassay in rats. However
there are still much more topics to be researdilathe influence of freezing and
thawing cycles on hormone concentrations in EDTéspla or the impact of matrix
effects on Western ligand blot.
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