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1 Einleitung

Die Kenntnisse von laborchemischen Referenzbereichen fur Versuchsméuse

und -ratten ist fur die humanmedizinische Forschung von grofR3er Bedeutung. Die
Daten hiertiber sind im Hinblick auf die enorm grof3e Verwendung von
Versuchstieren nicht sehr ergiebig, insbesondere nicht fir Enzymbestimmungen bei
37 Grad Celsius. Bei Sichtung der Literatur stellte sich heraus, dass oft nur sehr
kleine Populationen untersucht wurden, zudem meist ohne Angaben der
verwendeten Methoden und Gerate (SHARP, 1998)(SUCKOW,
2000)(WAYNFORTH, 1992)(WOLFENSOHN, 1996)(LOEW, 2003). Andere
Normwertermittlungen bei Mausen und Ratten sind schon sehr alt, auch wurden sie
entweder teilweise mit anderen Methoden und Geraten bei 25 Grad Celsius
durchgefuhrt (HARRISON, 1978)(HIRANO, 1976), oder die Anzahl der ausgewahlten
Parameter war relativ gering (ZHOU, 2004) und die Auswahl der Population war nicht
generell giltig (LIBERATI, 2004). Die Benutzung von Analysatoren der klinisch-
chemischen Routinediagnostik fir die Analysen von Tierplasmen ist mit dem
Problem verbunden, dass wegen des groRen Totraumvolumens der meisten Gerate
relativ grof3e Mengen an Plasma benotigt werden. Das fuhrt dazu, dass
Mauseplasmen haufig gepoolt werden, um noch ausreichende Mengen fir die
Analytik zu erhalten. Mit dem COBAS MIRA S ist es mdglich, auch geringe
Plasmamengen laborchemisch zu messen.

Des Weiteren sind Informationen zur Elektrolytbestimmung haufig nicht vorhanden.
Um mdglichst genaue Daten zu bekommen, wurde die Analytik mit einem
Flammenphotometer durchgefiihrt (EFOX 5053). Eine Standardisierung von
Referenzbereichen ermdglicht eine bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse
verschiedener Forschungseinrichtungen, sowohl intern als auch extern.

Die Maus als Tiermodell hat eine grol3e Bedeutung fur die medizinische
Grundlagenforschung. Aufgrund der detaillierten Charakterisierung des
Mausegenoms und der Méglichkeit, durch gezielte Genmanipulationen Tiere mit
Genltberexpression, -mutation und -deletion zu schaffen, kénnen die direkten
Auswirkungen genetischer Verdnderungen auf Morphologie und Funktion untersucht
werden. Beispielsweise beim Phanotyp der M&use ist dies von grof3er Bedeutung, da
man bei erzeugten Genveranderungen bestimmter Genabschnitte nicht schon vorher

auf etwaige Defekte schlieRen kann. Dies macht sich unter Umstanden auch in



laborchemischen Parametern bemerkbar, und ein Vergleich zu den jeweiligen
Wildtypen ist unerlasslich. Schlussfolgerungen konnen so bei Abwesenheit
bestimmter Faktoren besser gezogen und ggf. neue Theorien daraus postuliert
werden.

Neben den Vorteilen der Genmanipulationen bietet die Spezies Maus noch weitere:
Durch die kurzen Generationszeit, ca. 5 - 6 Generationen pro Jahr, kdnnen grolie
Tierzahlen unter standardisierten Bedingungen gezuchtet und untersucht werden. Je
nach Fragestellung kdnnen dartber hinaus unterschiedliche Zichtungsstrategien mit
verschiedenen Maus-Inzuchtstdmmen durchgefihrt werden. Insgesamt sind mehr als
500 Inzuchtstamme beschrieben, die sich aus Bruder-Schwester-Verpaarungen utber
mindestens 20 Generationen ableiten und genetisch als homogen zu betrachten sind
(FESTING, 1995). Die Ratte als Tiermodell hat den Vorteil gegentber der Maus,
dass sie grofer ist und dadurch beispielsweise chirurgische MaRnahmen einfacher
durchzufiihren sind als bei Mausen. Genmanipulationen sind bisher schlecht
realisierbar gewesen. Die ersten Knock-out-Ratten sind erst kirzlich gezlchtet
worden (ZAN, 2003). Analog zu den Mausen haben auch Ratten die Vorteile kurzer
Generationszeiten und vieler Inzuchtstdmme durch Bruder-Schwester-
Verpaarungen. Die Ermittlung der ,Normbereiche* fir Ratten und Mause ist
notwendig, um Abweichungen zu erkennen und Ruckschlisse z.B. auf die
Funktionen bestimmter Gene oder Genabschnitte zu ermdglichen oder bei
vorbehandelten Ratten pathophysiologische Mechanismen genauer zu analysieren.
Dabei ist es aber immer wichtig zu wissen, dass sich Mensch und Ratte/Maus
hinsichtlich der Normwerte unterscheiden, damit es nicht zu falschen Deutungen der
Ergebnisse kommt. Genauere Kenntnisse uber die stammspezifischen Normwerte
bei Ratten und Mausen konnten in Anbetracht der vielfaltigen Inzuchtstamme Anlass
geben, fur jeden Stamm eigene Referenzbereiche zu erstellen. Es sind bei den
verschiedenen Rattenstimmen zwar unterschiedliche Wertlagen beschrieben
worden (CHARLES RIVER, 1982, 1993), hier war allerdings die Standardisierung
nicht vollstandig angegeben (TACONIC TECHNICAL LIBRARY) und in der Annahme
unterschiedlicher Methoden ein direkter Vergleich ohnehin nicht erlaubt, zumal die
Streuung der Referenzbereiche innerhalb eines Stammes und einer Population recht
grol3 ist. Ob auch signifikante Unterschiede bei verschiedenen Mausestdmmen in

den laborchemischen Parametern zu erwarten sind, scheint zumindest unsicher zu



sein (HOUGH et al., 2002). Daher wurden Stamme fur diese Arbeit ausgewahlt, die
weltweit sehr haufig verwendet werden, die Wistarratten und die C57BL/6-Mause.
Die Erstellung von Referenzbereichen fur Cystatin C soll einer besseren Diagnostik
der glomerularen Funktion bei C57BL/6-Mausen und Wistarratten dienen. Die
bisherigen Daten wurden entweder bei nephrektomierten Sprague-Dawley-Ratten in
geringer Population mit einem anderen Kit erhoben (BOKENKAMP, 2001), oder es
wurden Studien mit Kontrollgruppen geringer Anzahl von gesunden mannlichen
Wistarratten durchgefihrt (TAES et al., 2003).



2. Literatur

2.1 Elektrolyte

Elektrolyte sind im Wasser geldste Salze, sie liegen als Anionen und Kationen vor.
Sie werden selektiv angereichert, extrazellular Natrium, Kalzium und Chlorid,
intrazellular Kalium, geringgradig Magnesium. Etwa 60 bis 70 % der Korperflissigkeit
verteilen sich auf den Intrazellularraum, der Rest auf den Extrazellularraum. Die
Gesamtkonzentration ist in beiden Flussigkeitsraumen gleich, daher besteht bei
beiden ein osmotisches Gleichgewicht. Aktive Transportmechanismen erhalten den
Konzentrationsunterschied - neben dem hohen intrazellularen Proteingehalt -
zwischen Extra- und Intrazellularraum aufrecht. Desweiteren spielen die Elektrolyte
bei der Erstellung von Potentialdifferenzen fir die Reizleitung, den Puffersystemen,
der Hemmung und Forderung von Enzymsystemen und dem Knochen-Metabolismus
eine wichtige Rolle.

Die Elektrolytanalytik erfasst den extravasalen Raum. Elektrolyte werden vorwiegend
Uber die Nahrung aufgenommen, Gber den Magen-Darm-Trakt absorbiert und Gber

die Niere ausgeschieden.

2.1.1 Natrium

Natrium ist das wichtigste extrazellulare Kation, es dient der Aufrechterhaltung der
Flissigkeitsverteilung und des osmotischen Drucks. Kalium ist das wesentliche
intrazellulare Kation (LAYBOLD, 1976). Diese asymmetrische Verteilung der
Elektrolyte durch die Zellmembran erfordert einen aktiven Austausch beider Kationen
durch die Na-K-ATPase. Fir Wasser ist die Zellmembran permeabel, daher sind die
Korperflissigkeiten im osmotischen Gleichgewicht. Da Natrium das vorwiegende
Elektrolyt des Extrazellularraums ist, bestimmt es aufgrund des freien Wasserflusses
durch die Zellmembran nicht nur die Osmolalitat des Extrazellularraums, sondern
auch die des Intrazellularraums. Das Verhéltnis von Natrium im Plasma zum
Gesamtkorperwasser wird durch die Osmolalitat reflektiert. Die Tonizitat, d.h. die
Wasserverteilung des EZR und IZR, ist konstant, und die Schwankungen betragen
normalerweise lediglich 1 bis 2 %. Akute Anderungen bei Natriummangel bewirken
Permeation von Wasser aus dem EZR in den IZR, es entsteht ein zellulares Odem
(SELDIN, GIEBISCH, 1990, 1993).

Hyponatridamien kommen zustande durch renalen Verlust, z.B. bei Diuretikaabusus,



Mineralkortikoidmangel, osmotischer Diurese, oder auch durch extrarenalen Verlust
bei Erbrechen, Durchfall, Verbrennungen, Pankreatitis und schwerer
Muskelschadigung. Hierbei ist das Gesamtkdrpernatrium starker erniedriegt als das
Gesamtkorperwasser. Hypothyreose, Glukokortikoidmangel, Stress und
verschiedene Medikamente kénnen eine moderate Hyponatridmie bei leicht
erhohtem Gesamtkorperwasser bewirken. Ist das Gesamtkorperwasser starker
erhoht als das Gesamtkorpernatrium, ist dies haufig in einem nephrotischen
Syndrom, akuter und chronischer Niereninsuffizienz, Leberzirrhose und
Herzinsuffizienz begriundet.

Hypernatriamien entwickeln sich, wenn der Organismus hypotone Flissigkeit verliert
und die Wasseraufnahme vermindert ist. Daher wird die Einteilung anhand des
Gesamtkorpernatriums vorgenommen. Bei vermindertem Gesamtkdorpernatrium
(Wasser- und Natriumverlust) wird eine Hypernatridmie renal durch osmotische
Diurese, Glukose, Harnstoff und Mannitol verursacht, extrarenal durch exzessives
Schwitzen und Durchfall. Bei normalem Gesamtkérpernatrium (Wasserverlust) sind
die renalen Ursachen Diabetes insipidus (ADH-Mangel), die extrarenalen
Wasserverlust Uber die Haut und Atemwege. Hypernatridmie bei erhdhtem
Gesamtkorpernatrium wird z.B. durch primaren Hyperaldosteronismus, Cushing
Syndrom und hypertone Dialyse verursacht (LONG, MARIN, BAYER, SHETTY,
PATHY, 1991).

2.1.2 Kalium

Kalium ist das wichtigste intrazellulare Kation und fur die Nerven- und
Muskelzellaktivitat notwendig (LAYBOLD, 1976). Anderungen der Kaliumaufnahme
werden bei Gesunden durch gegenlaufige Veranderungen der renalen
Kaliumausscheidung ausgeglichen. Das Gesamtkdrperkalium bleibt konstant.
Erh6hung und Erniedrigung der Kaliumkonzentration im Plasma sind Folge einer
Stoérung der internen oder externen Kaliumbilanz. Die externe Kaliumbilanz wird tGber
die Kaliumsekretion in den Nieren geregelt. Die Adaption an die orale Zufuhr setzt
allerdings verzogert ein. Die renale Kaliumausscheidung wird beeinflusst durch:

a) die Kaliumzufuhr durch Nahrungsaufnahme und Resorption im Dinndarm;

b) den Natriumgehalt, hier fuhrt die Volumenvermehrung des EZR zur Erh6hung der
GFR und einer erhéhten Kaliumausscheidung. Eine Verminderung des EZR fihrt zu

gegenteiligem Effekt.



c) den Saure-Base-Status, es kommt bei pH-Wert-Verschiebung durch Austausch
von H-lonen mit Kaliumionen zu intra- und extrazellulare Kaliumverschiebung;

d) Mineral- und Glukokortikoide, sie stimulieren die renale Kaliumausscheidung;

e) Ansprechbarkeit der Mineralkortikoide im distalen Tubulus, d.h., Schadigungen im
distalen Tubulus bewirken eine verminderte Kaliumausscheidung (THOMAS,
1999)(SELDIN, GIEBISCH, 1989).

Zudem spielen Art und Verfligbarkeit von Anionen eine wichtige Rolle. Interne
Bilanzstérungen &ndern zwar die Plasmakonzentration von Kalium, nicht aber die
Gesamtkorperkonzentration z.B. durch Insulin oder Katecholamine.

Ursachen von Hypokaliamien sind z.B. Erbrechen, Diarrhd, kaliumarme Erndhrung
oder erhbéhte Ausscheidung tber die Nieren, diabetische und alkoholische
Ketoazidose sowie priméarer und sekundarer Hyperaldosteronismus.
Hyperkaliamien entstehen beispielsweise durch Dehydratation, schwere
Verbrennungen, Niereninsuffizienz, diabetische Ketoazidose, Medikamente,

Rhabdomyolyse und Hypoaldosteronismus.

2.1.3 Kalzium

Der Kalziumstoffwechsel stellt ein komplexes Geschehen dar. Die hormonelle
Regulation ist eng mit dem Phosphatstoffwechsel verkntpft und hat
Wechselbeziehungen zwischen Diunndarm, Skelett, Niere und endokrinem System,
insbesondere den Nebenschilddrisen. Das Gesamtkalzium besteht aus 3
Fraktionen, freies (ionisiertes) Kalzium (50 % des Gesamt-Ca), proteingebundenes
(vorwiegend an Albumin) Kalzium (45 % des Gesamt-Ca) und an Anionen
(vorwiegend Phosphat) gebundenes Kalzium (5 % des Gesamt-Ca). Im Knochen
liegt Kalzium in Form komplexer Salze aus Hydroxyapatit oder Carbonatapatit und
Kalziumphosphat vor. Das Knochenkalzium wird zu einem Teil standig mit der
extrazellularen Flussigkeit ausgetauscht. Ausgeschieden wird es grof3tenteils tber
die Nieren, teilweise Uber den Darm und geringfiigig Uber die Haut. Auf3er fur den
Knochenmetabolismus hat Kalzium noch zahlreiche andere bedeutsame
physiologische Funktionen: bei der Blutgerinnung, der neuromuskuléren
Ubertragung, der Enzymsekretion und bei Enzymreaktionen, der Muskelkontraktion
und fur die Permeabilitat von Zellmembranen (LAYBOLD, 1976). Biologisch wirksam
ist das ionisierte Kalzium, das unmittelbar durch den Saure-Base-Status beeinflusst

wird. Es sinkt bei steigendem pH-Wert und umgekehrt. Die Resorption wird durch
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1,25-Hydroxycholecalciferol der Niere stimuliert. Oxalsdure und Phytinsaure
beeintrachtigen die Kalziumresorption durch Bildung unléslicher Salze. Der
Kalziumspiegel des Plasmas wird durch das Parathormon der Nebenschilddrisen
und von seinem Antagonisten Calcitonin aus der Schilddrise reguliert. Parathormon
bewirkt eine Erhéhung des Kalziumspiegels durch Mobilisierung der Reserven und
Verminderung der Ausscheidung tber die Nieren, Calcitonin senkt den
Kalziumspiegel durch verstarkte Einlagerung von Kalzium in den Knochen
(KARLSON, 1978).

Hyperkalziamie ist meist durch tberméRige Mobilisierung aus dem Knochen bedingt.
Ursache ist haufig eine primare Uberfunktion der Nebenschilddriise zum Teil auch
durch ektope Parathormonproduktion. UbermaRige Kalziumzufuhr und Vitamin D-
Uberdosierung filhren auch zu einer Erhéhung des Kalziums im Plasma.
Hypokalziamien beruhen auf einer Unterfunktion der Nebenschilddrisen,
verminderter Kalziumaufnahme und Vitamin-D-Mangel oder verminderter
Umwandlung von Vitamin D in die aktive Form. Dies ist insbesondere bei
Niereninsuffizienz der Fall (THOMAS, 1999).

2.2 Substrate und Metabolite

Die Bezeichnung Substrate im Zusammenhang mit Plasmauntersuchungen bedeutet
keine einheitliche chemische oder biologische Funktionseinheit. Sie dient eher der
klinisch-chemischen Klassifikation. Substrate sind auch am Stoffwechsel beteiligt,
sind aber im Plasma stets in gewissen Konzentrationen vorhanden. Schon eine
geringe Schadigung eines Organs bedingt haufig einen Enzymaktivitatsanstieg, der
im Plasma messbar ist. Organabhangige Substrate oder Metabolite hingegen sind in
ihrer Plasmakonzentration haufig erst dann beeinflusst, wenn die Organfunktion oder
Stoffwechselvorgange schon deutlich beeintrachtigt sind.

Subtrat- und Metabolitkonzentrationen andern sich in der Regel langsamer als
Enzymaktivitaten. Sie bestehen aber tGber einen langeren Zeitraum (KARLSON,
1994).

2.2.1 Kreatinin
Kreatinin entsteht endogen im Muskelstoffwechsel aus Kreatin und Kreatinphosphat.

Kreatin wird in der Leber synthetisiert und gelangt tiber das Blut in die Muskulatur.
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Als Kreatinphosphat dient es dort als schnell verfiigbare Energiereserve. Durch
nichtenzymatische irreversible Bildung eines [3-Laktamrings wird Kreatinphosphat
nach Ubertragung des anorganischen Phosphats auf ATP zu Kreatinin (BUDDECKE,
1983). Es wird bei normaler Nierenfunktion glomerular filtriert und tubular nicht
rickresorbiert, bei hohen Plasmawerten tubulér sezerniert. Ansteigende
Kreatininspiegel Uber den Referenzbereich sind zu erwarten, wenn die glomerulare
Filtration Uber 50 % eingeschréankt ist. Der Kreatininpool wird malRgebend bestimmt
durch die Muskelmasse. Kreatininbestimmungen werden zur Diagnose und
Verlaufskontrolle von akuten und chronischen Nierenerkrankungen sowie zur
Uberwachung der Nierendialyse durchgefiihrt (GREILING, GRESSNER, 1995).

2.2.2 Harnstoff

Harnstoff ist das Endprodukt des Eiweil3- und Aminosaurestoffwechsels und wird zu
90 % renal ausgeschieden. Beim Eiweil3abbau werden die Proteine in Aminosauren
zerlegt und desaminiert. Das dabei gebildete Ammoniak wird in der Leber zu
Harnstoff synthetisiert. Dies stellt den wichtigsten Abbauweg fur Uberschissigen
Stickstoff im Korper dar. Der Harnstoffspiegel im Serum hangt von der Eiwei3zufuhr,
dem Eiweil3abbau, der glomerularen Nierenfunktion und der Diurese ab. Die
Harnstoffausscheidung durch die Niere ist im Wesentlichen ein passiver Vorgang,
abhangig von der FlieRgeschwindigkeit im Tubulussystem. Die Blutkonzentration ist
somit abhangig von der renalen Perfusion, von der Harnstoffbildung und von der
glomerularen Filtrationsrate (KARLSON, 1978).

Die Bestimmung des Harnstoffs wird haufig zusammen mit der Kreatinin-bestimmung
angewendet und dient zur Differentialdiagnose von prarenaler (Herzinsuffizienz,
Wasserausscheidung, erhéhter Proteinkatabolismus), renaler (Glomerulonephritis,
chronische Nephritis, polyzystische Niere, Nephrosklerose, tubulare Nekrose) und
postrenaler (Abflussbehinderung der Harnwege) Hyperuramie.

Erniedrigte Harnstoffkonzentrationen kommen bei proteinarmer Ernahrung oder

schweren Lebererkrankungen vor.

2.2.3 Harnsaure
Harnsaure ist das Endprodukt des Purinstoffwechsels im Organismus. Die Hohe des
Harnsaurepools ist die Bilanz aus Bildung und Elimination. Synthese und

Verstoffwechselung von Purinen findet in allen Geweben statt, aber die
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Harnsauresynthese lauft vorwiegend in der Leber und im Dinndarm ab, da sie die
grofdten Konzentrationen des Enzyms Xanthinoxidase, das Xanthin in Harnséure
umwandelt, enthalten (THOMAS, 1999). Die Elimination erfolgt zu tiber 80 % uber
die Nieren, der Rest wird im Darm abgebaut.

Hyperurikdmie ist der Spiegel eines vergroRerten Harnsaurepools, d.h. eine
UberméaRige Produktion von Harnsaure oder Anfall durch Zellzerfall, eine verminderte
Ausscheidung oder eine Kombination aus beidem. Bei Gicht wird Harns&aure im
Wesentlichen in Form von Mononatriumurat im Gewebe abgelagert (LAYBOLD,
1976). Die Harnsaurebestimmungen werden zur Diagnose und Verlaufskontrolle von
Gicht, zahlreicher Nieren- und Stoffwechselstorungen durchgefuhrt. Hyperurikdmie
wird auch bei Leukdmie, Psoriasis, bei Hungerzustanden und Erndhrungsstérungen

sowie bei zytostatischer Therapie beobachtet.

2.2.4 Gesamtbilirubin

Bilirubin entsteht beim Abbau der hdmhaltigen Proteine Hamoglobin, Myoglobin,
Katalasen und Cytochromen. Das retikuloendotheliale System in Milz, Kupfferschen
Zellen und Knochenmark entfernt tiberalterte Erythrozyten aus der Blutbahn. Nach
Aufspaltung des Hamrings entsteht zunachst Biliverdin und nach dessen Reduktion
Bilirubin. Unkonjugiertes (indirektes), wasserunlgsliches Bilirubin wird an Albumin
gebunden und gelangt tber die Blutbahn in die Leber. In den Hepatozyten wird es
mit Glukuronsaure konjugiert. Das konjugierte (direkte) Bilirubin oder
Bilirubindiglucuronid ist wasserloslich und wird biliar in den Darm ausgeschieden.
Hier erfolgt der Abbau durch Bakterien zu Urobilinogen, das teilweise durch
Ruckresorption in die Blutbahn auch im Urin ausgeschieden wird. Hauptsachlich wird
das Urobilinogen jedoch zu den Stuhlfarbstoffen Sterkobilinogen und Sterkobilin
abgebaut (LAYBOLD, 1976). Die Bestimmung von Bilirubin wird zur Diagnose von
Lebererkrankungen, zum Nachweis hamolytischer Anamien und zur Bewertung des
Schweregrades bei Ikterus eingesetzt.

Préahepatischer lkterus: Bei Hamolysen kommt es durch vermehrten
Hamoglobinanfall und folgenden gesteigerten Abbau dazu, dass vermehrt
unkonjugiertes Bilirubin anfallt, da die Konjugationsfahigkeit der Leber Gberschritten
wird. Im Plasma finden sich erhdhte indirekte Bilirubinkonzentrationen.

Hepatischer Ikterus: Der Transport von unkonjugiertem Bilirubin, die Konjugation

oder die Sekretion in die Gallenkanalchen ist gestort. Haufig kommt es zur
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intrahepatischen Cholestase und damit zum Ubertritt von konjugiertem Bilirubin ins
Blut, das teilweise dekonjugiert wird. Im Plasma erscheint sowohl direktes als auch
indirektes Bilirubin.

Posthepatischer Ikterus (Verschlussikterus): Durch die Gallenabflussbehinderung
kommt es zur Regurgitation von konjugiertem Bilirubin. Im Plasma steigt die
Konzentration des direkten Bilirubins (GREILING, GRESSNER, 1995).

2.2.5 Gesamteiweil}

Plasmaproteine werden vorrangig in der Leber, den Plasmazellen, den Lymphknoten
und der Milz synthetisiert. Das Gesamteiweild des Plasmas besteht aus tiber 100
verschiedenen Proteinen. Den grof3ten Anteil hat das Albumin, gefolgt von den
Globulinen. Die Funktion der Plasmaproteine sind vielfaltig. Aloumin ist wichtig fur die
Aufrechterhaltung der Konzentrationsgradienten fur den Intra- und Extrazellularraum
sowie den Transport im Blut. Die Bestimmung des Gesamtproteins erfasst zusatzlich
Globuline, Enzyme, Hormone, plasmatische Gerinnungsfaktoren und das
Komplementsystem. Die Proteinkonzentration im Blut ist immer im Verhaltnis zum
Wasserhaushalt zu bewerten, da eine Unterscheidung von relativen und absoluten
Hypo- oder Hyperproteinamien getroffen werden muss. Es kann sowohl die
Gesamtproteinkonzentration als auch der Anteil der einzelnen Fraktionen erheblich
von den Normalwerten abweichen.

Hypoproteindmien kénnen durch nephrotisches Syndrom, starken Blutverlust,
Proteinabsorptionsstérungen, Verbrennungen, Salzretentionssyndrome und
schwerer Leberschadigung entstehen (BUDDECKE, 1983).

Hyperproteinamien kommen bei Leberzirrhose, schwerer Dehydratation und beim
multiplen Myelom vor. Veranderungen im Anteil der Plasmaproteine sind oft auf eine
der mannigfaltigen Plasmaproteinfraktionen zurtickzufihren. Dabei andert sich die
Gesamtproteinkonzentration oft nicht, sondern das Verhéltnis der Proteine
zueinander (THOMAS, 1999). Starke Veranderungen sind bei Leberzirrhose,
Glomerulonephritis, nephrotischem Syndrom, akuter Hepatitis, Lupus erythematodes

und bei akuten und chronischen Entziindungen zu beobachten.

2.2.6 Laktat
Laktat ist das Endprodukt des anaeroben Glukosemetabolismus. Es wird

sauerstoffabhéngig durch Oxidation im Zitratzyklus oder durch Glukoneogenese im
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Cori-Zyklus weiterverwertet. Laktat wird durch die Laktat-Dehydrogenase zu Pyruvat
umgesetzt (JUNGERMANN, MOHLER, 1980). Erhéhte Werte im Blut sind bei
inadaquat hohem Anfall oder gestdrter Verwertung zu finden, d.h., die
Laktatkonzentration ist erhéht aufgrund mangelnder Sauerstoffversorgung der
Gewebe oder durch metabolische Ursachen bei verminderter Laktatelimination
(KARLSON, 1978).

Ursachen erhohter Laktatkonzentrationen im Plasma kdnnen akute
Lungenerkrankung, Herzinsuffizienz, extreme koérperliche Belastung, Nierenversagen
oder Leukamie sein. Selten treten erhohte Werte bei Therapie mit Biguaniden auf.
Mit erhdhten Laktat- und Pyruvatkonzentrationen gehen auch Thiaminmangel und
diabetische Ketoazidose einher. Laktatmessungen zur Bewertung des Saure-Base-
Status werden bei der Diagnose und Behandlung von Laktatazidosen durchgefuhrt.

2.2.7 Cholesterin

Cholesterin ist ein Steroid mit einer sekundaren Hydroxylgruppe in Cs-Stellung. Es
wird in vielen Geweben, besonders aber in der Leber und Darmwand synthetisiert.
Es ist Zellmembranbestandteil, Vorlaufer von Steroidhormonen und Gallensauren
(BUDDECKE, 1974). Etwa 80 % des Cholesterins enteht durch Neusynthese und ca.
20 % durch Nahrungsaufnahme. Triglycerid-, Kohlenhydratzufuhr und Insulinmangel
stimulieren, Schilddriisenhormone und Estrogene hemmen die endogene Synthese.
Cholesterin kommt im Organismus sowohl in freier als auch in veresteter Form vor.
Plasmacholesterin wird aufgrund seiner geringen Wasserl6slichkeit in den
Lipoproteinen transportiert, vorwiegend in der LDL-Fraktion, geringfugiger in den
HDL, VLDL und Chylomikronen. Die Ausscheidungen erfolgen hauptsachlich tber
die Galle als Gallensauren und -salze (BUDDECKE, 1983). Die Gallensauren werden
aus dem Darmlumen resorbiert und tber die Pfortaber der Leber erneut zugefihrt,
sie unterliegen dem enterohepatischen Kreislauf. Das Cholesterin wird teilweise auch
von Darmbakterien zu Koprosterin reduziert und Uber die Faeces ausgeschieden.
Die Cholesterinbestimmung dient als Screening auf atherogenes Risiko und zur
Diagnose und Behandlung von Lipid-Stoffwechselstérungen.

Hypercholesterinamien findet man auch bei zahlreichen Erkrankungen, wie z.B. bei
Hypothyreose, Diabetes mellitus, nephrotischem Syndrom, Morbus Cushing und

Cholestase.
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In seltenen Fallen kommen Hypocholesterinamien bei Lipoproteindefekten,

konsumierenden Erkrankungen, Operationen, Polytraumen und Hyperthyreose vor.

2.2.8 Triglyceride

Triglyceride sind Ester des dreiwertigen Alkohols Glycerin mit 3 langkettigen
Fettsauren. Es sind die wichtigsten Energietrager der Nahrung und Energiespeicher
im Fettgewebe. Bei Bedarf werden sie durch die Lipase hydrolytisch in Fettsauren
und Glycerin gespalten. Fettsduren werden vor allem in der Leber, im Skelett- und
Herzmuskel und im Fettgewebe auf dem Weg der Beta-Oxidation verstoffwechselt
(BUDDECKE, 1983). In den Mitochondrien der Korperzellen werden zwei C-Atome
durch einen Multienzymkomplex abgespalten. Das hieraus entstehende Acetyl-CoA
wird zum Endabbau in den Citratzyklus eingeschleust. Abbau und Synthese der
Triglyceride sind hormonell gesteuert. Adrenalin, Noradrenalin, ACTH,
Glukokortikoide, Glukagon und STH steigern die Lipolyse, Insulin und TSH steigern
die Liponeogenese. Alimentar zugefiuhrte Triglyceride werden in Chylomikronen,
endogen gebildete vorwiegend in den VLDL im Plasma transportiert.

Die Triglyceridbestimmung dient zur Diagnose und Behandlung von Patienten mit
Lipid-Stoffwechselstérung, Klassifikation von Hyperlipoproteindmien, Beurteilung des
Arteriosklerose-Risikos, von Pankreatitis und zahlreichen endokrinologischen
Erkrankungen (THOMAS, 1999).

2.2.9 Glukose

Glukose ist das wesentliche Monosaccharid im Blut mit einer postprandialen
Konzentration von 5 mmol/l, dient als unentbehrliches Ernergie lieferndes Substrat
fur zellulare Funktionen. Der Glukosespiegel wird vorwiegend durch die
Inselzellhormone Insulin und Glukagon reguliert. Insulin senkt die Blutglukose, indem
es die Glukoseaufnahme in der Leber, im Fettgewebe und in der Muskulatur fordert
und die Lipolyse und Glukoneogenese hemmt. Der Antagonist Glukagon steigert die
Glykogenolyse, Lipolyse und Glukoneogenese. Cortisol, Adrenalin, STH und
Thyroxin erhdhen die Blutglukose (GREILING, GRESSNER, 1995).

Die Glukosebestimmung wird zur Diagnose und Verlaufskontrolle von
Stoffwechselerkrankungen genutzt, die mit Hyper- und Hypoglykamien einhergehen.

Hierbei steht der Diabetes mellitus an erster Stelle. Hyperglykdmien kommen aber
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auch z.B. bei verstarkter Glukoneogenese infolge von Glukokortikosteroidernéhung
bei Nebennierenrindentumoren vor.
Hypoglykéamien werden haufig bei Insulinomen, schweren Hepatopathien,

Hyperthyreose, Nebenniereninsuffizienz und langerer Nahrungskarenz beaobachtet.

2.2.10 Cystatin C

Cystatin C ist ein Cystein-Proteinase-Inhibitor mit einem relativen Molekulargewicht
von 13.250 kD, es wird von allen kernhaltigen Zellen gebildet. Cystatin C ist fir die
Regulation von Proteasen, die aus ladierten oder zerfallen Lysosomen freigesetzt
werden, verantwortlich. Es ist kein Akut-Phase-Protein, wird im Plasma nicht
glykosyliert. Cystatin C ist unbeeinflusst von Geschlecht, Proteinaufnahme, Alter und
Muskelmasse. Die konstante Bildungsrate, die genetisch determiniert ist, und die
Tatsache, dass es von der gesunden Niere frei filtriert wird, macht dieses Protein zu
einem sehr guten Marker der Nierenfunktion. Die Serumkonzentration von Cystatin C
hangt ausschliel3lich von der glomerularen Filtrationsleistung ab. Eine Einschrankung
der glomeruléren Filtrationsrate fiihrt zu einem Anstieg des Cystatin C im Plasma
(RANDERS, ERLANDSEN, 1999)(THOMAS, 1999).

2.3 Enzyme

Enzyme sind Proteine, die in allen lebenden Organismen vorkommen und als
Biokatalysatoren durch Herabsetzen der Aktivierungsenergie chemische Reaktionen
beschleunigen. Enzyme sind reaktions- und substratspezifisch. Man unterscheidet
Zellenzyme, die intrazellular am Intermediarstoffwechsel beteiligt sind und
Sekretionsenzyme, die im Plasma oder Verdauungstrakt liegen. Die Enzyme sind in
der Zelle im Zytoplasma geldst oder an Zellstrukturen gebunden, z.B. an Membranen
oder Mitochondrien. Die Konzentration der Enzyme ist intrazellular 1000 bis 10000-
mal hoher als im extrazellularen Raum (THOMAS, 1999). Die Enzymfreisetzung
beruht meist auf Lasionen der Zellmembran, ausgel6st durch Viren, chemische
Substanzen, Hypoxie, Anoxie und Ischamie. Enzymerh6éhungen im Plasma kénnen
auch durch vermehrte Synthese entstehen, physiologisch im Wachstum oder durch
Enzyminduktion (SCHMIDT, SCHMIDT, 1987). Enzymaktivitatsbestimmungen
werden bevorzugt im kinetischen Test bestimmt. Die photometrisch gemessene
Absorptionsanderung eines Indikators pro Zeiteinheit dient als Mal3 fur die

Reaktionsgeschwindigkeit und ist proportional der Enzymaktivitat, wenn das Enzym
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mit maximaler Umsatzrate arbeitet. Dazu muss ein ausreichender Substrat- und
Coenzymuberschuss vorhanden sein. Als Coenzyme dienen haufig NADH, und
NADPH; als Indikatoren. Enzymaktivitdten missen unter gleichen Bedingungen
gemessen werden, um vergleichbare Ergebnisse zu erhalten. Hierbei spielt im
Besonderen die Reaktionstemperatur eine Rolle, die bei unseren Messungen bei 37
Grad Celsius erfolgte. Durch Referenz- und Standardmethoden, die von nationalen
und internationalen Gremien (IFCC, ECCLS, NCCLS, DGKL, SCE) erarbeitet
wurden, versucht man gréf3tmaogliche Vergleichbarkeit zu erreichen. Als Maleinheit
gilt U (Unit) (THOMAS, 1999). 1 U katalysiert den Substratumsatz von 1 pmol pro
Minute. Die Indikationen der Enzymdiagnostik im Plasma oder Serum liegen in
Feststellung eines Gewebeschadens, der Lokalisation durch so genannte
Leitenzyme, der Ausdehnung und der Schwere der Schadigung. Dabei ist das
Wissen Uber die Lokalisation der Enzyme innerhalb der Zelle (zytoplasmatisch,

mitochondrial, mikrosomal oder bilokular) hinweisgebend.

2.3.1 CK

Die Kreatinkinase ist ein dimeres, zytoplasmatisches Enzym, welches in vier
unterschiedlichen Formen auftritt: dem mitochondrialen Isoenzym sowie den
zytosolischen Isoenzymen CK-MM (Muskel-Typ), CK-BB (Hirn-Typ) und CK-MB
(Myokard-Typ). Die CK gewahrleistet eine rasche Resynthese von ATP, der einzigen
direkten Energiequelle der Muskulatur, indem sie bei niedrigem pH-Wert die
Ubertragung des Phosphatrestes von Kreatinphosphat auf ADP katalysiert. Das
Gleichgewicht der reversiblen Reaktion wird bei pH-Anstieg zugunsten der
Kreatinphosphat-Synthese aus ATP und Kreatin verschoben. Dadurch entsteht ein
schnell verfugbarer Energiespeicher (THOMAS, 1999)(BUDDECKE, 1983).

Die CK- und CK-Isoenzym-Aktivitdtsbestimmungen dienen zur Diagnose und
Verlaufskontrolle des Myokardinfarktes sowie von Muskelerkrankungen und
-schadigungen. Ihr Molekulargewicht betragt ca. 84000 D, die Halbwertszeit betragt

etwa 2 Stunden.
2.3.2 ALT (GPT)

Die ALT gehdrt zur Gruppe der Transaminasen, die durch Transfer von

Aminogruppen die Umwandlung von Aminosauren zu den entsprechenden
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a-Ketosauren und umgekehrt katalysieren. ALT ist im Zytoplasma geldst. Obwohl die
hdchste Konzentration der ALT in der Leber auftreten, kommen geringere Aktivitaten
auch in Nieren, Herz, Skelettmuskel, Pankreas, Milz und im Lungengewebe vor.
ALT-Bestimmungen werden vor allem zur Diagnostik und Beurteilung bei
Leberparenchymschéden eingesetzt. Geringe Erh6hungen kdnnen auch bei
Schadigungen der oben aufgeflhrten Organe auftreten. Die Halbwertszeit betragt ca.
47 Stunden (THOMAS, 1999).

2.3.3 AST (GOT)

Die AST gehort zur Gruppe der Transaminasen, die wie die ALT durch Transfer von
Aminogruppen die Umwandlung von Aminosauren zu den entsprechenden a-
Ketosauren und umgekehrt katalysieren. AST ist zellular zu 70 % mitochondrial
gebunden und zu 30 % im Zytoplasma geldst. Bei schwachen Zellschadigungen wird
vorwiegend der zytoplasmatische Anteil im Plasma erscheinen. Bei schweren
Schéaden werden zusatzlich mehr mitochondrial gebundene Enzyme ins Plasma
freigesetzt.

Die AST ist im Kdrper weit verbreitet. Erhéhte Werte finden sich vor allem bei Leber-,
Herz- und Skelettmuskelschadigungen sowie bei Hamolyse. Die AST-Konzentration
in den Erythrozyten ist etwa 40fach héher als im Plasma. Die Halbwertszeit betragt
ca. 17 Stunden (THOMAS, 1999).

2.3.4 GGT (y-GT)

Die GGT gehdrt zu einer Gruppe Transferasen, die den Transfer von Aminosauren
von einem Peptid zum anderen katalysieren. Das Enzym reagiert nur mit Peptiden,
die am carboxyterminalen Ende ein Glutamatrest tragen, der mit dem Peptid Uber
eine y-standige Carboxylgruppe verbunden ist (THOMAS, 1999). Die GGT ist auf der
Zytoplasmamembran vieler Korperzellen lokalisiert. Die im Serum messbaren
Konzentrationen stammen fast ausschlie3lich aus den Hepatozyten und
Gallengédngen (GREILING, GRESSNER, 1995). Im Plasma ist die GGT vorwiegend
an Lipoproteinen gebunden, besonders an das HDL (THOMAS, 1999). Da das

Enzym an der Zellmembran angelagert ist, wird es relativ leicht freigesetzt.
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Erh6hungen sind zu beobachten bei Hepathopathien, Cholestase, Alkoholabusus
und durch Enzyminduktion. Das Molekulargewicht betragt 84000 D, die Halbwertszeit
wird mit 3 bis 4 Tagen angegeben.

2.3.5 a-Amylase

Die a-Amylasen katalysieren den hydrolytischen Abbau von polymeren
Kohlenhydraten wie Amylose, Amylopektin und Glykogen durch Spaltung der 1,4-a.-
glukosidischen Bindung. Bei Poly- und Oligosacchariden werden immer mehrere
glykosidische Bindungen gleichzeitig hydrolysiert. Als kleinste Einheit wird die
Maltriose in sehr geringer Geschwindigkeit zu Maltose und Glukose gespalten
(KARLSON, 1978). Man unterscheidet zwei Typen von a-Amylasen, den Pankreas-
Typ (P-Typ) und den Speicheldrisen-Typ (S-Typ). Der P-Typ ist organspezifisch und
wird in den Pankreas-Acini gebildet. Der-S-Typ ist unspezifisch und wird grof3tenteils
in den sekretorischen Epithelien der Mundspeicheldrisen gebildet. Zuséatzlich kommt
er noch geringfigig in Tranen- und Schweil3driisen vor sowie in der Muttermilch,
Amnion-Flussigkeit, Lungen, Hoden und im Epithel der Eileiter (THOMAS, 1999).
Von Bedeutung ist die a-Amylase-Bestimmung fiir die Diagnose und
Verlaufskontrolle von Pankreatitiden. Aber auch bei Speicheldrisenerkrankungen,
Tumoren der Lunge und Ovarien, Pneumonie, diabetischer Ketoazidose und bei
eingeschrénkter Nierenfunktion kann die a-Amylase erhoht sein. Sie hat ein geringes
Molekulargewicht von 40000 bis 50000 D und eine geringe Halbwertszeit von 3 bis 6

Stunden im Plasma.

2.3.6 LDH

Die LDH ist ein zytosolisches Enzym und gehort zur Gruppe der Oxidoreduktasen.
LDH katalysiert in den Zellen den letzten Schritt der anaeroben Glykolyse, die
Umsetzung von Pyruvat zu Laktat unter Mithilfe des Coenzyms NAD. Man
unterscheidet 5 Isoenzyme, die durch die Kombination der Untereinheiten H (Herz)
und M (Muskel) zusammengesetzt sind (JUNGERMANN, MOHLER, 1980). Sie
bilden jeweils ein Tetramer (4H — 3H1M — 2H2M — 1H3M — 4M) und werden nach
ihrer elektrophoretischen Wanderungsgeschwindigkeit geordnet, LDH 1 bis LDH 5.
LDH 1 und LDH 2 kommen vorwiegend in Herzmuskelzellen, Nieren und
Erythrozyten vor, LDH 3 in Granulozyten, LDH 4 und LDH 5 in Leber, Skelettmuskel,
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Milz und Lunge (GREILING; GRESSNER, 1995). Die Messung der LDH-
Gesamtaktivitat lasst aufgrund der verschiedenen Isoenzyme keine Organzuordnung
zu. Daher ist die LDH-Gesamtaktivitats-Bestimmung auf3erst unspezifisch. Die LDH
hat ein Molekulargewicht von ca. 135000 D und eine Halbwertszeit von 8 bis 12
(LDH 5) und 53 bis 173 (LDH 1) Stunden.

2.3.7 AP

Die Isoenzyme der alkalischen Phosphatase werden von bisher 4 bekannten Genen
codiert. 3 Gene auf einem Chromosom (2q 34-37) regulieren die Synthese der
gewebespezifischen Isoenzyme von Diunndarm-AP, Keimzell-AP und Plazenta-AP.
Das 4. Gen, auf einem anderen Chromosom (1p 36.1-34), kodiert das
gewebeunspezifische Isoenzym. Dieses gewebeunspezifische Enzym kommt in
hoher Konzentration in Leber, Knochen und Nieren vor. Das humane Plasma enthalt
etwa gleiche Teile der Leber- und Knochenisoformen. Die AP wird in den
Hepatozyten gebildet. Bei hepatobiliaren Erkrankungen wird vermehrt AP auf der
Zellmembran verankert und durch die Phospholipase D des Plasmas von dieser
abgel6st. Es kommt zu einer Erhohung der AP im Plasma. Allerdings wird bei
Cholestase die membrangebundene AP durch Komplexbildung mit Lipoprotein X
abgelost und gelangt so ins Plasma. Die HWZ der Leber-AP betragt ca. 16 bis 60
Stunden. Die Dinndarm-AP hat eine wesentlich kiirzere HWZ von 6 Stunden und
gelangt nur in sehr geringen Mengen ins Plasma, da sie Uber den Ductus thoracicus
geklart wird. Der Anstieg der Knochen-AP wird durch eine erhéhte
Osteoblastenaktivitat verursacht. Die Freisetzung der AP von Osteoblasten unterliegt
einem ahnlichen Mechanismus wie der der Leber-AP. Eine Erhéhung der Knochen-
AP ist nur zu erwarten, wenn das Verhaltnis Osteoblastenaktivitat zu
Osteoklastenaktivitat nicht vermindert ist. Bei Erkrankungen mit erhéhter
Osteoblastentatigkeit ist daher die AP erhéht (z.B. Tumoren), bei Erkrankungen wie
Osteoporose ist die AP meist niedrig, da aufgrund eines ungleichen Verhaltnisses
Osteoblasten - Osteoklasten entweder die Knochenresorption erhéht oder die
Knochenbildung erniedrigt ist (THOMAS, 1998).

Zu einer Erhdhung der AP kommt es bei hepatobiliaren und Skeletterkrankungen,
z.B. Verschlussikterus, hepatozellularen Leberschaden, Lebermetastasen, priméaren
und sekundaren Osteopathien. Erniedrigungen der AP sind bei Dialysepatienten,

Hypothyreose, chronische Strahlenkrankheit und Untererndhrung zu beobachten.
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3 Material und Methoden

3.1 Tiere

In der Zeit vom 12. Januar 2005 bis zum 10. Juni 2005 wurden jeweils 30 mannliche
und 30 weibliche Wistarratten sowie C57BL/6-Mause zur Erstellung der
Referenzbereiche untersucht. Die Tiere wurden nicht medikamentds behandelt und
erfullten die Voraussetzungen einer Normalpopulation fur die Ermittlung von
Referenzbereichen. Es handelte sich um erwachsene Tiere mit einem Gewicht von
250-300 Gramm fir die Wistarratten und 20 bis 30 Gramm fur die C57BL/6-Mause.
Die Wistarratte ist ein Auszuchtstamm, der besonders fruchtbar ist und ein schnelles
Wachstum besitzt. Sie dient h&ufig als Ausgangsmodell zur Ziichtung von
Inzuchtstammen durch Brider-Schwester-Verpaarung. Die C57BL/6-Maus ist der
meistverwendete Inzuchtstamm zur Zichtung von transgenen Mausen. Sie hat ein
dunkles Fell und lebt sehr lang. Von C57BL/6-Mausen existieren unterschiedliche
Inzuchtstamme, die erhdohte Pravalenzen haben bestimmte, Erkrankungen zu
bekommen (FESTING, 1999).

3.1.1 Herkunft
Die Tiere waren Eigenziichtungen der Tierversuchsanstalt der Universitat Dusseldorf

und wurden von dort bezogen.

3.1.2 Praanalytik

Die Blutgewinnung erfolgte nach Anasthesie der Tiere mit einem Barbiturat durch
Punktion der Aorta oder einer grof3en Beckenarterie. Vor Entnahme wurde die
Spritze fur die Blutentnahme einmal mit Heparin ausgespllt, anschlieRend wurde das
Blut in Reagenzrohrchen umgefillt und sofort bei 3400 U/min fir 10 Minuten
zentrifugiert. Nach Zentrifugation wurde das Plasma in Eppendorf-Cups einpipettiert,
bei —20 Grad Celsius tiefgefroren und nach Auftauen unmittelbar analysiert.

3.2 Gerate

3.2.1 COBAS MIRA S

Absorptionsphotometer

Der COBAS MIRA S ist ein vollselektiver Analysator mit Reagenzienkihlung und

automatischem Kivettenaustausch. Er besteht aus einem Filterphotometer mit 5
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Interferenzfiltern, die auf einem Rad angeordnet sind. Die Analysenkammer ist durch
ein ,Luftstrom-Prinzip“ temperaturkontrolliert, dadurch wird ein schneller Hitzetransfer
und eine Equilibrierung der Reaktionsmischung sichergestellt. Die schwenkbare
Plattform wird mit 6 Segmenten a 12 Kivetten beladen. Im COBAS MIRA S wird ein
Racksystem mit einem binaren Code zum Aufnehmen von Proben, Reagenzien,
Kalibratoren und Kontrollen verwendet. Durch das Pipettiersystem werden Reagenz,
Probe und Verdinnungsmittel entsprechend dem jeweiligen Testprogramm in die
Kivetten pipettiert. Kontamination oder Ubertragen wird durch ein automatisches
Spulverfahren der Reagenzspitze und Probennadel verhindert. Zwei Glasspritzen
kontrollieren die Reagenz- und Probenvolumina und gewéhrleisten somit die
Préazision. Die Lichtquelle besteht aus einer Xenon-Blitzlichtlampe, mit der die
Lichtintensitat fir jede Wellenlange eingestellt werden kann. Ein Filterrad mit 5
Interferenzfiltern fur Messungen bei 340, 405, 500 und 600 nm rotiert vor der
Lichtquelle und ermdglicht, dass innerhalb desselben Zyklus bei unterschiedlichen
Wellenlangen gemessen werden kann. Die Klvetten werden in einem Zyklus durch
den optischen Weg gedreht. Die optischen Ablesewerte werden von der Photodiode
in Absorptionseinheiten umgerechnet und spater fiir die Berechnung verwendet. Die
Analysatorkammer wird durch einen Luftstrom erwarmt und die Temperatur tUber
einen Thermostat kontrolliert, um einen gleichmafligen Wéarmetransfer und ein
Gleichgewicht der Reaktionsmischung zu gewéhrleisten. Messprinzip: Das
Photometer dient zur Messung der Transmission und der Extinktion. Die im
Photometer enthaltene Lichtquelle erzeugt polychromatisches Licht, aus dem eine
bestimmte Wellenlange oder ein Wellenlangenbereich durch ein Filter vorselektiert
wird. Das monochromatische Licht strahlt in Form eines parallelen Bindels durch
eine Kivette mit der entsprechenden Probe, und das austretende Licht, die

Extinktion, wird gemessen.

3.2.2 Eppendorf EFOX 5053

Emissionsflammenphotometer

Der Eppendorf EFOX 5053 ist ein 4-kanaliger Elektrolytautomat mit integrierter
Probenvorbereitung und automatischer Pipettierung. Er ist geeignet fur die
Simultanbestimmung von Na, K, Ca aus Serum oder Plasma, von Na, K und Ca aus
Urin und Li aus Serum oder Plasma. Die Erzeugung der Flamme erfolgt durch das

Brenngas Acetylen.
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Funktions- und Messprinzip: Die Messsubstanz wird in geldster Form fein verteilt in
eine nichtleuchtende Flamme gebracht. Durch Anregung der einzelnen Atome
kommt es dabei zu einem Aufleuchten der Flamme. Je mehr Atome vorhanden sind,
umso starker ist die ausgestrahlte Lichtmenge, so dass aus der Messung der
Leuchtdichte der Flamme die Konzentration der Messlosung errechnet werden kann.
Jedes Element hat seine charakteristische Lichtfarbe, d.h., der Aufbau des Atoms
bestimmt die jeweilige Wellenlange. Fur Natrium betragt sie 589 nm, fur Kalium 768
nm und fur Kalzium 622 nm. In der Probe sind mehrere Elemente gleichzeitig
vorhanden, und die Flamme sendet ein Lichtgemisch aus. Mithilfe optischer Filter
wird das Licht des gewiinschten Elementes isoliert und gelangt auf jeweils eine
Photodiode, die das Licht in ein elektrisches Signal umwandelt. Das Signal wird
verstarkt, digitalisiert und mit Hilfe des nachgeschalteten Rechners in Konzentration
berechnet. Die Flammenphotometrie ist ein Relativmessverfahren. Das Messsignal
der unbekannten Probe wird mit dem Signal einer bekannten Standardlésung
verglichen und die Probenkonzentration berechnet. Alle Proben werden automatisch
1 + 50 verdunnt, da die Konzentration von Na, K und Ca im Plasma fur die direkte
Bestimmung zu hoch ist. Der EFOX 5053 arbeitet nach dem Leitlinienprinzip. Es
werden alle Proben mit einer Lésung verdinnt, die Lithium als Leitelement enthalt.
Alle Veranderungen der Zerstaubung, des Luft- und Gasdrucks wirken sich auf das
Messelement (Na, K, Ca) und das Leitelement (Li) annahernd gleich aus. Wéhrend
des Standardabgleichs wird die Lithiumkonzentration gemessen und ,auf 1 gesetzt“.
Aus jeder Lithiumanderung wird ein Korrekturfaktor berechnet, um den die jeweilige
Probe korrigiert wird. Die im Rechner gespeicherte Eichkurven-Krimmung fir jedes

Element wird bei jedem Messwert entsprechend der Kennlinie korrigiert.

3.2.3 Behring Nephelometer 1l (BN II)

Nephelometer

Das BN Il ist ein vollautomatisches Analysengerat zur Bestimmung von Proteinen
aus Serum, Plasma, Urin, Liquor und anderen Korperflussigkeiten mittels
Nephelometrie. Die Funktionseinheiten des Analysengerates bestehen aus der
Kassettenstation, der Dispensiereinheit, zwei Transferarmen, dem Reaktionsteil und
der Nasseinheit. Die Kassettenstation nimmt die Proben, Standardseren, Kontrollen
und Reagenzien sowie Zusatzreagenzien auf. Sie besteht aus 15 Bahnen, die jeweils

fur Reagenzien, Zusatzreagenzien, Proben, Kontrollseren und Standardseren feste
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Zuordnungen haben. Die Dispensiereinheit besteht aus Reagenz-Dilutor und
Probendilutor, die automatisch mit Diluens, Puffer oder Waschl6sung spulen. Der
Analysator besitzt zwei Transferarme. Ein Transferarm ist fur die Proben, der andere
fur die Reagenzien zustandig. Eine automatische Volumenkontrolle wird durch das
Gerat vorgenommen. Wahrend des Transfervorgangs wird die Pipettornadel auf

37 Grad Celsius vorgeheizt, damit diese Temperatur konstant in der
Reaktionskuivette gewahrleistet ist. Verschleppung und Kontamination werden
dadurch verhindert, dass jeder Transferarm tber eine eigene Waschstation verfiigt.
Der Reaktionsteil besteht aus der Verdinnungsstation, dem Rotor, der Optik und der
Klvettenwaschstation. In der Verdinnungsstation werden die Proben, Kontrollen und
Standards gemal3 den Assayprotokolls verdiinnt. Der Kivettenrotor ist mit 60
Kilvetten, die in 5er-Segmente gegliedert sind, besttickt. Die Messungen erfolgen bei
drehendem Rotor. Aus den Werten wird eine Messkurve ermittelt, an der der
Messwert zu einem genauen Zeitpunkt abgelesen wird. Die Klvetten werden
anschlieBend automatisch gereinigt. Der Nassteil besteht aus dem Vakuumtank, fur
die Absaugvorgange, dem Abwassertank und den Vorratsflaschen.

Funktion der Optik und Messprinzip: Bei der Nephelometrie wird das Licht
gemessen, das an den Antigen-Antikorper-Komplexen gestreut wird. Die Intensitat
des Streulichtes ist unter bestimmten Bedingungen proportional der Menge der
Antigen-Antikorper-Komplexe in der Probe. Wird die Antikbrpermenge konstant
gehalten, ist das Signal proportional der Antigenmenge. Durch einen Standard mit
bekanntem Antigengehalt wird eine Referenzkurve erzeugt, an der Streulichtsignale
der Proben ausgewertet und als Antigenkonzentration berechnet werden kénnen.
Gibt man in eine Kivette eine antigenhaltige Probe und das korrespondierende
Antiserum, bilden sich Antigen-Antikorper-Komplexe. Mit einer Leuchtdiode wird ein
Lichtstrahl erzeugt, der durch die Kivette geschickt wird. Das Licht wird an den
vorhandenen Immunkomplexen gestreut.

Eingangsmessung: Antigen und Antikdrper sind gemischt, es liegt aber noch keine
Komplexbildung vor.

Endmessung: Antigen-Antikorper-Komplex ist gebildet. Das Ergebnis errechnet sich
aus derDifferenz von Endmessung und Eingangsmessung. Die Intensivitatsverteilung
des Streulichtes ist von dem Verhéltnis der Partikelgrof3e der Antigen-Antikdrper-
Komplexe zur eingestrahlten Wellenlange abhangig. Beim BN Il wird eine Lichtquelle

verwendet, die elektromagnetische Wellen mit einer Wellenlange von 840 nm
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aussendet. Der Lichtstrahl ist nahezu parallel und trifft auf die Klvette, hier wird er
durch ein Linsensystem gestreut und in einem Raumwinkel zwischen 13 und 24 Grad
mit einer Hybriddiode (Detektor) gemessen. Der Detektor wandelt das Streulicht in
ein elektrisches Signal um, das der Proteinkonzentration der Probe proportional ist.
Die Signale werden digitalisiert, mit den entsprechenden Messwerten der

Referenzkurve verglichen und in Proteinkonzentration umgerechnet.

3.3 Methoden
3.3.1 Parameter
Natrium
Kalium
Kalzium
Kreatinin
Harnstoff
Harnsaure
Gesamtbilirubin
Gesamteiweil}
Laktat
Cholesterin
Triglyceride
Glukose
Cystatin C

CK

ALT (GPT)
AST (GOT)
GGT (y-GT)
a-Amylase
LDH

AP

3.3.1.1 Natrium, Kalium und Kalzium
Testprinzip:
Die Emissionen von Natrium erfolgten bei 589 nm, von Kalium bei 768 nm und von

Kalzium bei 622 nm; sie wurden am Emissionsflammenphotometer Eppendorf EFOX
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5053 bestimmt. Dieses Messverfahren ermdglicht, wie oben beschrieben, die
quantitative Bestimmung von Alkali- bzw. Erdalkalimetallen in einer L6sung aufgrund
der Emission von Strahlung charakteristischer Wellenlange nach thermischer

Anregung.

Messbereich:

Na: 80,0 — 180,0 mmol/I
K: 1,00 — 9,99 mmol/l
Ca: 1,00 — 5,00 mmol/l

Analytische Sensitivitat:
Na: 80,0 mmol/l

K: 1,00 mmol/l

Ca: 1,00 mmol/l

3.3.1.2 Kreatinin

Testprinzip:

Angewendet wurde ein Test der Firma Roche.

CREA. Kinetischer Farbtest, modifizierte Jaffé-Reaktion (POPPER, 1937)(SEELIG,
1969)(BARTHELS, 1972).

Kreatinin bildet in alkalischer Losung mit Pikrat einen gelborange gefarbten Komplex.
Dessen Farbintensitat wird direkt proportional der Kreatininkonzentration
photometrisch bei 505 nm gemessen. Um richtige Werte zu erhalten, wird die
Messung in einem Zeitfenster durchgefiihrt. Um die Messung von Pseudokreatininen
weitestgehend zu verhindern, geht die Anfangs- und Endreaktion nicht in die
Messung ein.

Kreatinin + Pikrinsaure —2

lkalische Losung_,  reatinin-Pikrinsaure-Komplex
Einschrankungen des Verfahrens:

Bewertung: Wiederfindung innerhalb +/-10 % der anfanglichen
Kreatininkonzentration von 1 mg/dl in Serum.

Ikterus: keine wesentliche Beeinflussung bis zum Index von 10 (ca. 10 mg/d|
konjugiertes Bilirubin).
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Hamolyse: keine wesentliche Beeinflussung bis zum Index H von 750 (ca. 750 mg/dl
Hamoglobin).

Lipamie (Intralipid): keine wesentliche Beeinflussung bis zum Index L von 1000 (ca.
2000 mg/dI Triglyceride). Es besteht keine zufriedenstellende Ubereinstimmung
zwischen dem L-Index (entspricht der Tribung) und der Triglyceridkonzentration.
Keine wesentliche Beeinflussung von Aceton bis 50 mg/dl, Acetacetat bis 20 mmol/Il
und Beta-Hydroxybutyrat bis 25 mmol/l. Antibiotika mit Cephalosporin fihren zu
signifikant falsch positiven Werten. Es wird Gber negativ abweichende Werte durch
zeitweilig auftretende Tribungen wéahrend der Anfangsreaktion berichtet. Dieser
Effekt korreliert mit den erhéhten Triglyceriden in der Serumprobe. Der Effekt

verschwindet, wenn man die Probe uiber Nacht stehen lasst.

Messbereich:
0,2 — 25 mg/dl

Analytische Sensitivitat:
0,2 mg/dl

3.3.1.3 Harnstoff

Testprinzip:

Angewendet wurde ein Test der Firma Roche.

UREA/BUN. Kinetischer UV-Test (TALKE, 1965).

Vollenzymatische Methode zur Bestimmung von Harnstoff unter Verwendung des
gekoppelten Enzymsystems Urease/Glutamat-Dehydrogenase (GLDH). Harnstoff
wird durch Urease zu CO, und Ammoniak hydrolysiert. Das gebildete Ammoniak
reagiert anschlieRend mit a-Ketoglutarat und NADH in Gegenwart von GLDH und
NAD". Die Extinktionsabnahme durch den Verbrauch von NADH wird anschlieRend

kinetisch bei 340 nm gemessen.

Harnstoff + H,0 —Y"®3€_5 2 NH, + CO,

a-Ketoglutarat + NH;* + NADH —®°"— [-Glutamat + NAD" + H,0
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Einschrankungen des Verfahrens:

Bewertung: Wiederfindung +/- 10 % vom Ausgangswert.

Ikterus: keine wesentliche Beeinflussung bis zum Index | von 60 (ca. 60 mg/dl
konjugiertes und unkonjugiertes Bilirubin).

Hamolyse: keine wesentliche Beeinflussung bis zum Index H von 1000

(ca. 1000 mg/dl Hamoglobin).

Lipamie (Intralipid): keine wesentliche Beeinflussung bis zum Index L von 1000

(ca. 2000 mg/dl Triglyceride). Es besteht keine zufriedenstellende Ubereinstimmung
zwischen dem L-Index (entspricht der Triibung) und der Triglyceridkonzentration.
Ammoniak stért die Harnstoff-Bestimmung. Monoklonale Gammopathien kénnen in

seltenen Fallen zu falschen Ergebnissen fuhren.

Messbereich:
5 — 400 mg/dl

Analytische Sensitivitat:
5 mg/dl Harnstoff

3.3.1.4 Harnséaure

Testprinzip:

Angewendet wurde ein Test der Firma Roche.

UA plus. Enzymatischer Farbtest (TOWN, 1985).

Eingesetzt wird das Enzym Uricase zur Oxidation von Harnsaure. Harnséaure wird mit
Uricase zu Allantoin umgesetzt, wobei neben Kohlendioxid auch Wasserstoffperoxid
entsteht. Wasserstoffperoxid bildet unter der katalytischen Wirkung von Peroxidase
mit Phenolderivaten wie TOOS und PAP einen roten Chinonfarbstoff, der bei 546 nm

photometrisch gemessen werden kann.

Harnsaure + 2 H,0 + O, —""@€_5 Allantoin + CO, + H,0,

2 H,0;, + H" + TOOS + 4-Aminophenazon —"eroxidase_
Chinondiimin-Farbstoff + 4 H,O
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Einschrankungen des Verfahrens:

Bewertung: Wiederfindung +/- 10 % vom Ausgangswert.

Ikterus: keine wesentliche Beeinflussung bis zum Index | 40

(ca. 40 mg/dl konjugiertes und unkonjugiertes Bilirubin).

Hamolyse: keine wesentliche Beeinflussung bis zum Index H von 1000

(ca. 1000 mg/dl Hamoglobin).

Lipamie (Intralipid): keine wesentliche Beeinflussung bis zum Index L von 1000

(ca. 2000 mg/dl Triglyceride). Es besteht keine zufriedenstellende Ubereinstimmung
zwischen Trubung und Triglyceridkonzentration.

Ascorbinsaure < 30 mg/dl stort nicht. Von den in vitro untersuchten Medikamenten
wurden im therapeutischen Bereich a-Methyldopa, Desferoxamin und
Calciumdobesilat zu niedrige Harnsaurewerte gefunden. Uricase reagiert spezifisch

mit Harnsaure. Andere Purinabkémmlinge kdnnen die Harnsaurereaktion hemmen.

Messbereich:
0,2 — 25 mg/di

Analytische Sensitivitat:
0,2 mg/dl

3.3.1.5 Gesamtbilirubin

Testprinzip:

Angewendet wurde ein Test der Firma Roche.

BIL-T. Farbtest. Bestimmung der Gesamtbilirubin Konzentration nach der DPD-
Methode in Serum und Plasma (WAHLEFELD, 1972).

Gesamtbilirubin wird mit einer Diazoniumverbindung zu Azobilirubin umgewandelt.
Indirektes Bilirubin in der Probe wird durch ein Detergenz freigesetzt. Die Extinktion
des entstandenen Azobilirubins wird bei 570 nm gemessen.

Bilirubin + Diazonium —°" 25 Azobilirubin

Einschrankungen des Verfahrens:
Bewertung: Wiederfindung +/- 10 % vom Ausgangswert. Lipamie stért. Hamolyse

stort bei Proben von Erwachsenen. Hamolyse (bis ca. 350 mg/dl) stort nicht in
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neonatalen Proben.

Indikan: keine wesentliche Beeinflussung durch Indikan bis zu Konzentrationen von
0,2 mmol/l. Bei hoheren Indikankonzentrationen, die bei Niereninsuffizienz auftreten
kénnen, werden falsch erhéhte Bilirubinwerte gemessen. Bei 18 haufig verwendeten,
in vitro getesteten Pharmaka fuihrte nur Cyclosporin in therapeutischen

Konzentrationen zu erniedrigten Wiederfindungen (ca. 10 %).

Messbereich:
0,1 — 30 mg/dl

Analytische Sensitivitat:
0,1 mg/dl

3.3.1.6 Gesamteiweil}

Testprinzip:

Angewendet wurde ein Test der Firma Roche.

TP. Farbtest, Biuretmethode.

Zweiwertiges Kupfer reagiert in alkalischer Losung mit der Peptidbindung der
Eiweil3e zum charakteristischen purpurfarbenen Biuretkomplex. Mit Natrium-Kalium-
Tartrat wird die Ausfallung des Kupfers verhindert. Die Farbintensitat ist direkt

proportional zur Eiweil3konzentration, die photometrisch bei 546 nm gemessen wird.

EiweiR + Cy? —alkalische Losung_ \,_FiweiR-Komplex

Einschrankungen des Verfahrens:

Bewertung: Wiederfindung innerhalb +/- 10 % vom Ausgangswert.

Ikterus: keine wesentliche Beeinflussung bis zum Index | von 21 (ca. 21 mg/dl
konjugiertes und unkonjugiertes Bilirubin).

Hamolyse: keine wesentliche Beeinflussung bis zum Index H von 650 (650 mg/dI
Hamoglobin). Diese Stérung beruht darauf, dass Hamoglobin als Protein in der
Gesamteiweil3-Bestimmung miterfasst wird.

Lipamie (Intralipid): keine wesentliche Beeinflussung bis zum Index L von 1000 (ca.
2000 mg/dI Triglyceride). Es besteht keine zufriedenstellende Ubereinstimmung

zwischen Trubung und Triglyceridkonzentration.
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Keine Stérung bis 30 mg/dl Dextran.

Messbereich:
0,2 — 15 g/dl

Analytische Sensitivitat:
0,2 g/dl

3.3.1.7 Laktat

Testprinzip:

Angewendet wurde ein Test der Firma ABX Pentra.

Lactic Acid. Enzymatisch-kolorimetrische Methode. Trinder-Methode.

Laktatoxidase bewirkt die Freisetzung von Wasserstoffperoxid, das bei
Vorhandensein von Peroxidase mit Amino-4-Antipyrin und N-Ethyl-N-Sulfopropyl-m-
Anisidin zu einem Farbkomplex reagiert. Die Intensitéat der Farbung ist proportional
zum Laktatgehalt der Probe.

L-Laktat + O, —‘ak@oxidase_y pyyriyat + H,0,
H,0, + Amino-4-Antipyrin + N-Ethyl-N-Sulfopropyl-m-Anisidin —erexidase

Chinonimin + 4 H,0O,

Einschrankungen des Verfahrens:

Ikterus: keine wesentliche Beeinflussung durch Gesamtbilirubin bis 26 mg/dl und
direktem Bilirubin von 36 mg/dl.

Hamolyse: keine wesentliche Beeinflussung durch Hamoglobin bis zu einer
Konzentration von 290 pumol/l Hamoglobin.

Lipamie: keine wesentliche Beeinflussung durch Triglyceride bis zu einer

Konzentration unter 612,5 mg/dl.

Messbereich:
0,03 — 13 mmol/l
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Analytische Sensitivitat:
0,03 mmol/I

3.3.1.8 Cholesterin

Testprinzip:

Angewendet wurde ein Test der Firma Roche.

CHOL. Enzymatischer Farbtest. Cholesterin CHOD-PAP (ALLAIN,
1974)(ROESCHLAU, 1974).

Die Cholesterinester werden unter der Einwirkung von Cholesterinesterase in freies
Cholesterin und Fettsauren hydrolysiert. Das Cholesterin wird von Sauerstoff unter
Katalyse mittels Cholesterinoxidase zu A4-Cholestenon und Wasserstoffperoxid
umgesetzt.

Das Wasserstoffperoxid bildet mit 4-Aminophenazon und Phenol einen roten
Farbstoff, dessen Farbintensitat der Cholesterinkonzentration direkt proportional ist

und bei 505 nm photometrisch gemessen wird.

Cholesterinester + H,Q —Cholesterinesterase_, ~pslasterin + RCOOH

Cholesterinoxidase

Cholesterin + O, — — A*Cholestenon

Peroxidase

2 H,0, + 4-Aminophenazon + Phenol -

4-p-(p-Benzochinon-monoimino)-phenazon + 4 H,O

Einschrankungen des Verfahrens:

Bewertung: Wiederfindung +/- 10 % vom Ausgangswert.

Ikterus: keine wesentliche Beeinflussung bis zum Index | von 25 konjugiertes
Bilirubin (ca. 25 mg/dl) und Index | von 10 unkonjugiertes Bilirubin (ca. 10 mg/dl).
Hamolyse: keine wesentliche Beeinflussung bis zum Index H von 700 (ca. 700 mg/dl
Hamoglobin).

Lipamie (Intralipid): keine wesentliche Beeinflussung bis zum Index L von 1250 (ca.
2000 mg/dI Triglyceride). Es besteht keine zufriedenstellende Ubereinstimmung

zwischen Trubung und Triglyceridkonzentration.
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Messbereich:
3 — 800 mg/dl

Analytische Sensitivitat:
3 mg/dl

3.3.1.9 Triglyceride

Testprinzip:

Angewendet wurde ein Test der Firma Roche.

TG. Enzymatischer Farbtest. Triglyceride GPO-PAP (WAHLEFELD, BERGMEYER,
1974).

Triglyceride werden mittels Lipoproteinlipase (LPL) zu Glycerin und Fettsauren
(RCOOH) hydrolysiert. Katalysiert durch Glycerokinase (GK) wird das Glycerin unter
ATP-Verbrauch zu Glycerin-3-phosphat phosphoryliert und Letzteres unter
Einwirkung von GPO oxidiert. Dabei entsteht neben Dihydroxyacetonphosphat
Wasserstoffperoxid. Das Wasserstoffperoxid bildet mit 4-Aminophenazon und Phenol
einen roten Farbstoff, dessen Farbintensitat der Triglyceridkonzentration direkt

proportional ist und bei 505 nm photometrisch gemessen wird.

Triglyceride + 3 H,0 —HPoproteinipase_y Glycarin + 3 RCOOH

Glycerin + ATP —SWeerokinase_y G|ycerin-3-Phosphat + ADP

Glycerin-3-Phosphat + O, —Ceerinphosphatoxidase_, iy droxyacetonphosphat + H,0,

Peroxidase

H.O, + 4-Aminophenazon + 4-Chlorphenol —

4-p-(p-Benzochinon-monoimino)-phenazon + 2 H,O + HCI

Einschrankungen des Verfahrens:
Bewertung: Wiederfindung +/- 10 % vom Ausgangswert.
Ikterus: keine wesentliche Beeinflussung bis zum Index | von 12 konjugiertes

Bilirubin (ca. 12 mg/dl) und Index | von 27 unkonjugiertes Bilirubin (ca. 27 mg/dl).
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Hamolyse: keine wesentliche Beeinflussung bis zum Index H von 600 (ca. 600 mg/dl
Hamoglobin).
Lipamie: Der L-Index korreliert mit der Tribung der Probe nicht jedoch mit den

Triglyceridwerten.

Messbereich:
4 — 1000 mg/dl

Analytische Sensitivitat:
4 mg/dl

3.3.1.10 Glukose

Testprinzip:

Angewendet wurde ein Test der Firma Roche.

GLU. UV-Test. Gluco-quant, Hexokinase-Methode (SCHMIDT, 1961)(PETERSON,
1958).

Glukose wird durch ATP und Hexokinase zu Glukose-6-Phosphat phosphoryliert.
Glukose-6-Phophat wird in Gegenwart von NADP durch Glukose-6-Phosphat-
Dehydrogenase zur Glukonat-6-Phosphat oxidiert. Andere Kohlenhydrate werden
nicht oxidiert. Die Geschwindigkeit der NADPH-Zunahme ist direkt proportional der

Glukosekonzentration und wird photometrisch bei 340 nm gemessen.

Glukose + ATP —Hexokinase_, G kose-6-Phosphat + ADP

GIukose-G-Phosphat + NADP+ _GIukose-6-Phosphat-Dehydrogenase_>

Glukonat-6-Phosphat + NADPH + H”

Einschrankungen des Verfahrens:

Bewertung: Wiederfindung +/- 10 % vom Ausgangswert.

Ikterus: keine wesentliche Beeinflussung bis zum Index | von 60

(ca. 60 mg/dl konjugiertes und unkonjugiertes Bilirubin).

Hamolyse: keine wesentliche Beeinflussung bis zum Index H von 1000
(ca. 1000 mg/dl Hamoglobin).
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Lipamie (Intralipid): keine wesentliche Beeinflussung bis zu einem Index L von 1000
(ca. 2000 mg/dl Triglyceride). Es besteht keine zufriedenstellende Ubereinstimmung

zwischen Trubung und Triglyceridkonzentration.

Messbereich:

2 — 750 mg/dl
Analytische Sensitivitat:
2 mg/dl

3.3.1.11 Cystatin C

Testprinzip:

Angewendet wurde ein Test der Firma Dade Behring.

N Latex Cystatin C. Immunnephelometrie.

Polystyrol-Partikeln, die mit spezifischen Antikérpern gegen Cystatin C beladen sind,
bilden bei Kontakt mit Cystatin C Aggregate, an denen eingestrahltes Licht gestreut
wird. Die Intensitat des Streulichtes ist abhangig von der Konzentration des

Cystatin C. Die Auswertung erfolgt durch Vergleich mit einem Standard bekannter

Konzentration.

Einschrankungen des Verfahrens:
Tribungen und Partikeln kdnnen die Bestimmung stéren. Deshalb missen Proben,
die Partikeln enthalten, vor der Bestimmung zentrifugiert werden. Stark lipamische

Proben missen zentrifugiert werden.

Der Messbereich hangt von den Verdinnungsstufen ab. Eine maximale Verdinnung
von 1 : 160000 am BN Il ist moglich.
Bei einer Verdinnung von 1 : 100 liegt der Messbereich bei 0,26 bis 8,25 mg/l.

Analytische Sensitivitat:

Die Nachweisgrenze ist von der Verdinnungsstufe abhangig. Eine maximale

Verdinnung von 1 : 160000 ist am BN Il méglich.
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3.3.1.12 CK

Testprinzip:

Angewendet wurde ein Test der Firma Roche.

CK. UV-Test. Kreatinkinase, gemaf IFCC (OLIVER, 1955)(ROSALKI, 1967)(SZASZ,
1976).

Die CK katalysiert die reversible Ubertragung der Phosphatgruppe von
Kreatinphosphat auf ADP. Das entstehende ATP wird im kombinierten optischen
Test mit Hexokinase als Hilfsenzym und Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase als
Indikatorenzym bestimmt. Messgrof3e ist die Zunahme der Konzentration von
NADPH,, deren Geschwindigkeit bei 340 nm photometrisch gemessen wird und die
der Aktivitat der Gesamt-CK direkt proportional ist.

Das durch Oxidation von SH-Gruppen deaktivierte CK der Probe wird durch Zusatz
von NAC reaktiviert. Bezogen auf die &quimolaren Mengen verlauft die Bildung von
NADPH und Kreatin mit der gleichen Geschwindigkeit. Die Geschwindigkeit der
photometrisch gemessenen NADPH-Bildung ist der CK-Aktivitat proportional.

Kreatinphosphat + ADP —“*— Kreatin + ATP

Glukose + ATP —_Hexokinase_, 51 kose-6-P + ADP

Glukose-6-P + NADP+ _GIukose-G-P-Dehydrogenase_) Glukonat-6-P + NADPH + H+

Einschrankungen des Verfahrens:

Bewertung: Wiederfindung +/- 10 % vom Ausgangswert.

Ikterus: keine wesentliche Beeinflussung bis zum Index | von 60

(ca. 60 mg/dl konjugiertes und unkonjugiertes Bilirubin).

Hamolyse: keine wesentliche Beeinflussung bis zum Index H von 100

(ca. 100 mg/dl Hamoglobin).

Lipamie (Intralipid): keine wesentliche Beeinflussung bis zu einem Index L von 1000
(ca. 2000 mg/dl Triglyceride). Es besteht keine zufriedenstellende Ubereinstimmung

zwischen Trubung und Triglyceridkonzentration.
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Messbereich:
3 —-2300 U/l

Analytische Sensitivitat:
3 U/

3.3.1.13 ALT (GPT)

Testprinzip:

Angewendet wurde ein Test der Firma Roche.

ALT (ALAT/GPT). Gekoppelter UV-Test mit LDH (nach IFCC, mit
Pyridoxalphosphat); Substratstart ( WROBLEWSKI, 1956)(BERGMEYER, 1985).

L-Alanin + Pyridoxalphosphat-Enzymkomplex —

Pyruvat + Pyridoxaminphosphat-Enzymkomplex

a-Ketoglutarat + Pyridoxaminphosphat-Enzymkomplex —

L-Glutamat + Pyridoxalphosphat-Enzymkomplex

Pyridoxalphosphat dient als Coenzym fir den Transfer der Aminogruppe von einer
Aminosaure (Alanin) Uber die entsprechende a-Ketosdure (a-Ketoglutarat), die
dadurch in eine Aminosaure (L-Glutaminséure) umgewandelt wird. Dabei entsteht
aus Alanin das Pyruvat. Das Zufiigen von Pyridoxalphosphat zum Reaktionsgemisch
sichert die maximale katalytische Enzymaktivitat. Die Zugabe von a-Ketoglutarat
sichert die Wiederfreisetzung von Pyridoxalphosphat, so dass die
Transaminasenreaktion erneut in Gang gesetzt werden kann. Die Pyruvatzunahme
wird in der gekoppelten, durch Laktat-Dehydrogenase katalysierten Indikatorreaktion

bestimmt.

Indikatorreaktion:
Pyruvat + NADH + H+ _Laktat-Dehydrogenase_> L-Laktat + NAD+
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Die Geschwindigkeit der photometrisch bei 340 nm gemessenen
Extinktionsabnahme durch NADH-Verbrauch ist direkt proportional der
Bildungsgeschwindigkeit von Pyruvat und damit der ALT-AKktivitat.

Einschrankungen des Verfahrens:

Bewertung: Wiederfindung +/- 10 % vom Ausgangswert.

Ikterus: keine wesentliche Beeinflussung bis zum Index | von 60

(ca. 60 mg/dl konjugiertes und unkonjugiertes Bilirubin).

Hamolyse: Hamolyse stort aufgrund der ALT-Aktivitat in den Erythrozyten.

Lipamie (Intralipid): keine wesentliche Beeinflussung bis zu einem Index L von 500
(ca. 1000 mg/dl Triglyceride). Es besteht keine zufriedenstellende Ubereinstimmung

zwischen Trubung und Triglyceridkonzentration.

Messbereich:
4 — 600 U/

Analytische Sensitivitat:
4 U/

3.3.1.14 AST (GOT)

Testprinzip:

Angewendet wurde ein Test der Firma Roche.

AST (ASAT/GOT). Gekoppelter UV-Test mit MDH (nach IFCC, mit
Pyridoxalphosphat); Substratstart (BERGMEYER, 1985).

L-Aspartat + Pyridoxalphosphat-Enzymkomplex —

Oxalacetat + Pyridoxaminphosphat-Enzymkomplex

a-Ketoglutarat + Pyridoxaminphosphat-Enzymkomplex —

L-Glutamat + Pyridoxalphosphat-Enzymkomplex

Pyridoxalphosphat dient als Coenzym fur den Transfer der Aminogruppe von einer
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Aminosaure (Aspartat) Uber die entsprechende a-Ketosaure zu einer anderen
Aminosaure (Glutamat). Dabei entsteht aus Apartat das Oxalacetat. Das Zufligen
von Pyridoxalphosphat zum Reaktionsgemisch sichert die maximale katalytische
Enzymaktivitat. Durch die Zugabe von a-Ketoglutarat wird Pyridoxalphosphat wieder
freigesetzt, so dass die Transaminasenreaktion erneut in Gang gesetzt werden kann.
Die Oxalacetatzunahme wird in der gekoppelten, durch Malat-Dehydrogenase

katalysierten Indikatorreaktion bestimmt.

Indikatorreaktion:

Oxalacetat + NADH + H* —_MalatDehydrogenase_ | _Nglat + NAD®

Die Geschwindigkeit der photometrisch bei 340 nm gemessenen
Extinktionsabnahme durch NADH-Verbrauch ist direkt proportional der

Bildungsgeschwindigkeit von Oxalacetat und damit der AST-Aktivitat.

Einschrankungen des Verfahrens:

Bewertung: Wiederfindung +/- 10 % vom Ausgangswert.

Ikterus: keine wesentliche Beeinflussung bis zum Index | von 60

(ca. 60 mg/dl konjugiertes und unkonjugiertes Bilirubin).

Hamolyse: Hamolyse stort aufgrund der AST-Aktivitat in den Erythrozyten.

Lipamie (Intralipid): keine wesentliche Beeinflussung bis zu einem Index L von 500
(ca. 1000 mg/dl Triglyceride). Es besteht keine zufriedenstellende Ubereinstimmung
zwischen Trubung und Triglyceridkonzentration.

In sehr seltenen Fallen kann eine monoklonale Gammopathie zu falschen

Testergebnissen fiuhren.

Messbereich:
4 — 800 U/

Analytische Sensitivitat:
4 Ul
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3.3.1.15 GGT (y-GT)

Testprinzip:

Angewendet wurde ein Test der Firma Roche.

GGT. Enzymatischer Farbtest, modifiziert von Roche (SZASZ, 1969).

Die Gamma-Glutamyl-Transferase Ubertragt den y-Glutamylrest von L-y-Glutamyl-3-
carboxy-4-nitroanilid auf Glycylglycin. Das dabei freigesetzte 5-Amino-2-nitrobenzoat

ist proportional der GGT-Aktivitat und wird photometrisch bei 405 nm gemessen.

L-y-Glutamyl-3-carboxy-4-nitroanilid + Glycylglycin —®¢"—
L-y-Glutamyl-glycylglycin + 5-Amino-2-nitrobenzoat

Einschrankungen des Verfahrens:

Bewertung: Wiederfindung +/- 10 % vom Ausgangswert.

Ikterus: keine wesentliche Beeinflussung bis zum Index | von 40 unkonjugiertes
Bilirubin (ca. 40 mg/dl) und Index | von 50 konjugiertes Bilirubin (ca. 50 mg/dl).
Hamolyse: keine wesentliche Beeinflussung bis zum Index H von 200

(ca. 200 mg/dl Hamoglobin).

Lipamie (Intralipid): keine wesentliche Beeinflussung bis zu einem Index L von 1000
(ca. 2000 mg/dl Triglyceride). Es besteht keine zufriedenstellende Ubereinstimmung

zwischen Trubung und Triglyceridkonzentration.

Messbereich:
3 -1200 U/l

Analytische Sensitivitat:
3 U/l

3.3.1.16 a-Amylase

Testprinzip:

Angewendet wurde ein Test der Firma Roche.

AMYL. Enzymatischer Farbtest. a-Amylase nach IFCC (KRUSE-JARRES, 1989).
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5 Ethyliden-G;PNP + 5 H,0 —*Amase_,
2 Ethyliden-Gs + 2 G,PNP + 2 Ethyliden-G4 + 2 GsPNP + Ethyliden-Gs + GsPNP

Definierte Oligosaccharide wie 4,6-Ethyliden-(G7) p-nitrophenyl-(G;)- a,D-
maltoheptaosid (Ethyliden-G;PNP) werden unter katalytischer Einwirkung von
a-Amylasen gespalten. Die gebildeten Fragmente G,PNP, G3PNP und G4PNP

werden durch a-Glukosidase vollstandig zu p-Nitrophenol und Glukose hydrolysiert.
2 G2PNP + 2 G3PNP + 2 G4PNP + 14 H,Q —*ClkoseOxidase_, 5 pNp + 14 G
(PNP = p-Nitrophenol; G = Glukose)

Die Farbintensitat des gebildeten p-Nitrophenols ist direkt proportional der

a-Amylase-Aktivitat und wird photometrisch bei 415 nm gemessen.

Einschrankungen des Verfahrens:

Bewertung: Wiederfindung +/- 10 % vom Ausgangswert.

Ikterus: keine wesentliche Beeinflussung bis zum Index | von 60 (ca. 60 mg/dl
unkonjugiertes Bilirubin).

Hamolyse: keine wesentliche Beeinflussung bis zum Index H von 500 (ca. 500 mg/dl
Hamoglobin).

Lipamie (Intralipid): keine wesentliche Beeinflussung bis zu einem Index L von 1500
(ca. 2000 mg/dl Triglyceride). Es besteht keine zufriedenstellende Ubereinstimmung
zwischen Trubung und Triglyceridkonzentration.

Antikoagulantien: Citrat und Fluorid storen den Test.

Glukose: Keine Stérung bis 2000 mg/dl Glukose. Bei Glukosekonzentrationen von
4500 mg/dl wird ca. 10 % weniger a-Amylase gefunden.

Ascorbinsaure: Keine Stérung bis 100 mg/dl. Bei Ascorbinsaurekonzentrationen von

880 mg/dl wird ca. 10 % weniger a-Amylase gefunden.

Messbereich:
3 —-1500 U/l
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Analytische Sensitivitat:
3 U/l

3.3.1.17 LDH

Testprinzip:

Angewendet wurde ein Test der Firma Roche.

LDH. UV-Test. Laktatdehydrogenase nach IFCC (VAN DER HEIDEN, 1994).

Die Laktatdehydrogenase katalysiert die Umwandlung von L-Laktat zu Pyruvat, dabei
wird NAD zu NADH reduziert. Die Bildungsgeschwindigkeit von NADH ist direkt
proportional zu der katalytischen LDH-Aktivitat. Die Extinktionszunahme wird

photometrisch bei 340 nm gemessen.

L-Laktat + NAD* —"PH— Pyruvat + NADH + H*

Einschrankungen des Verfahrens:

Bewertung: Wiederfindung +/- 10 % vom Ausgangswert.

Ikterus: keine wesentliche Beeinflussung bis zum Index | von 60 (ca. 60 mg/dl
unkonjugiertes Bilirubin).

Hamolyse: Hamolyse stort aufgrund der LDH-Aktivitat in den Erythrozyten.

Lipamie (Intralipid): keine wesentliche Beeinflussung bis zu einem Index L von 1000
(ca. 2000 mg/dl Triglyceride). Es besteht keine zufriedenstellende Ubereinstimmung
zwischen Trubung und Triglyceridkonzentration.

In sehr seltenen Fallen kann eine monoklonale Gammopathie zu falschen

Testergebnissen fiihren, insbesondere vom Typ IgM.

Messbereich:
5—1000 U/l

Analytische Sensitivitat:
5 U/l

3.3.1.18 AP
Testprinzip:
Angewendet wurde ein Test der Firma ABX Pentra.
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ALP. Farbtest nach IFCC (HAUSAMEN, 1967).
p-Nitrophenyl-Phosphat wird in Gegenwart von Magnesium- und Zinkionen durch
Phosphatasen in Phosphat und p-Nitrophenol gespalten. Das dabei freigesetzte

p-Nitrophenol wird bei 450 nm gemessen und ist proportional der AP-AKktivitat.

p-Nitrophenylphosphat + H,O —*"— Phosphat + p-Nitrophenol

Einschrankungen des Verfahrens:

Bewertung: Wiederfindung +/- 10 % vom Ausgangswert.

Ikterus: keine wesentliche Beeinflussung bis zum Index | von 70 (konjugiertes
Bilirubin und unkonjugiertes Bilirubin) entsprechend ca. jeweils 70 mg/dl konjugiertes
und unkonjugiertes Bilirubin.

Hamolyse: keine wesentliche Beeinflussung bis zu einem Index H von 500

(ca. 500 mg/dl Hamoglobin).

Lipamie (Intralipid): keine wesentliche Beeinflussung bis zum Index L von 2000.

Es besteht keine zufriedenstellende Ubereinstimmung zwischen dem Index L
(entspricht der Tribung) und der Triglyceridkonzentration.

Messbereich:
1-1200 U/

Analytische Sensitivitat:
0,67 U/l

3.4 Kalibration

COBAS MIRA S: Die Kalibration erfolgte mit dem Multikalibrator C.f.a.s. (Calibrator
for automated systems, Fa. Roche) mittels 2-Punkt-Kalibration fur alle gemessenen
Parameter.

EFOX 5053: Die Kalibration erfolgt automatisch beim Starten des Geréates. Bei
langerer Inbetriebnahme erfolgt nach 15 Minuten eine Autokalibration bei ent-
sprechender Eingabe in der Applikation. Bei einer fehlerhaften Kalibration ertont ein
Warnsignal und die Kalibration muss mit neu abgeftilltem Standard wiederholt

werden.
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BN II: Der Kalibrator von Dade Behring Protein Standard UY 049839 wurde in einer
6-Punkt-Kalibration eingesetzt. Eine Abweichung von maximal 5 % ist zulassig.

3.5 Qualitatskontrolle

COBAS MIRA S: Die Kontrollen erfolgten mit Precinorm U (Fa. Roche) fir normale
Bereiche und Precipath U fiir hohe Bereiche. Die Kontrollintervalle wurden bei
Beginn einer Messreihe durchgefiihrt und waren innerhalb der definierten Grenzen.
EFOX 5053: Es wurden die Kontrollen Lyphochek (Fa. Bio-Rad) Level 1 Assayed
Chemistry Control fir den normalen Bereich und Lyphochek Level 2 Assayed
Chemistry Control fir den abnormalen Bereich eingesetzt. Die Kontrollintervalle
erfolgten zu Beginn einer Messreihe und waren innerhalb der definierten Grenzen.
BNII: Spezielle im Testkid enthaltene Cystatin C Kontrollen (Fa. Dade Behring)
wurden eingesetzt, jeweils mit einem Zielwert im normalen Bereich (1,1 mg/l) und im
hohen Bereich (2,13 mg/l). Die Kontrollintervalle erfolgten zu Beginn einer Messreihe

und waren innerhalb der definierten Grenzen.

3.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde durch das Programm SPSS ausgefihrt. Es
wurden Mittelwerte mit Standardabweichungen berechnet und angegeben. Die
Darstellung erfolgte mittels Boxplots mit Kennzeichnung des Medians, des
Interquartilbereiches, Minimum und Maximum und Extremfallen. Aufgrund der Anzahl
der Individuen und der Tatsache, dass viele klinisch-chemischen Parameter keiner
Normalverteilung unterliegen, wurde diese Darstellung gewahlt. Ausreil3er, z.B. durch
praanalytische Fehler, Messfehler oder wirkliche Extremwerte, wurden durch
Wiederholungsmessungen kontrolliert und nach Uberpriifung nicht in die Statistik mit

einbezogen.
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4 Ergebnisse

Die ermittelten Ergebnisse sind jeweils als Boxplots dargestellt. Keine Boxplots
wurden fur das Bilirubin bei den Wistarratten und fur die GGT bei den Wistarratten
und C57BL/6-Mausen erstellt, da die Werte gréf3tenteils unter der Nachweisgrenze

lagen.
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4.1 Wistarratten
4.1.1 Mannlich
Natrium

Mittelwert 137,2mmol/l, Standardabweichung 2,6 mmol/l

144,00+

142,00

140,00+

138,00

136,00

134,00

132,00

o1
130,00

T
Natrium

Kalium

Mittelwert 5,31 mmol/l, Standardabweichung 0,71 mmol/l

7,00

6,00

5,00

4,00

Kalium

a7



Kalzium

Mittelwert 2,30 mmol/l, Standardabweichung 0,11 mmol/l

2,50

2,40

2,30

2,20

2,10

2,00

I
Kalzium

Kreatinin
Mittelwert 0,42mg/dl, Standardabweichung 0,73 mg/dl

0,50

0,40

0,30

0,20

*4

I
Kreatinin
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Harnstoff
Mittelwert 40,5 mg/dl, Standardabweichung 9,8 mg/dl

60,00—

50,00

40,00

30,00

20,00

I
Hamstoff

Harnsaure
Mittelwert 0,52mg/dl, Standardabweichung 0,19 mg/dl

0,90 -

0,80

0,70

0,60

0,50 G

0,40

0,30

0,20 R

Hamséaure
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Bilirubin gesamt: < 0,1 mg/dl

Gesamteiweil3
Mittelwert 4,81 g/dl, Standardabweichung 0,48 g/dI

5,50

5,00

4,50

4,00

T
Protein

Laktat
Mittelwert 3,54 mmol/l, Standardabweichung 1,07 mmol/ll

6,00

5,00

4,00

3,00

2,00

Laktat
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Cholesterin
Mittelwert 56 mg/dl, Standardabweichung 10 mg/dl

80,00 R

70,00

60,00—

50,00

40,00

I
Cholesterin

Triglyceride
Mittelwert 102 mg/dl, Standardabweichung 43 mg/dl

200,00

150,00

100,00— e —

50,00

I
Triglyceride
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Glukose
Mittelwert 125mg/dl, Standardabweichung 23 mg/dl

220,00

*10
200,00

180,00
o13
160,00
140,00

120,00

100,00

80,00

I
Glukose

Cystatin C
Mittelwert 0,12 mg/dl, Standardabweichung 0,014 mg/dI

0,15

0,14 -

0,13

0,12 G —

0,11

0,10

0,09 R

I
CystatinC
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CK
Mittelwert 444 U/I, Standardabweichung 164 U/l

800,00
600,00
.
400,00
200,00
I
CK
ALT

Mittelwert 35 U/I, Standardabweichung 10 U/I

80,00

70,00 *9

60,00—

50,00 o1

40,00

30,00

20,00
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AST
Mittelwert 70 U/l, Standardabweichung 16 U/

*x14
120,00
100,00
09
Q16
80,00—
60,00—
40,00
I
AST
GGT: < 3U/
a-Amylase

Mittelwert 1942 U/I, Standardabweichung 269 U/l

2400,00
2200,00
2000,00
1800,00 S
1600,00
01
o011
1400,00- o14
010
1200,00
T
Amylase

54



LDH
Mittelwert 135 U/I, Standardabweichung 58 U/I

350,00

300,00 016

250,00 _—

200,00

150,00

100,00—

50,00

LDH

AP
Mittelwert 130 U/I, Standardabweichung 34 U/

200,00

180,00

160,00

140,00

120,00

100,00

80,00

60,00 ©10

AP
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4.1.2 Weiblich
Natrium

Mittelwert 143,8 mmol/l, Standardabweichung 4,98 mmol/l

160,00

018

155,00

150,00

145,00

140,00

135,00

130,00

I
Natrium

Kalium

Mittelwert 4,85 mmol/l, Standardabweichung 0,35 mmol/I

5,60 — P

5,40 —

5,20

5,00

4,80

4,60

4,40

4,20+

Kalium
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Kalzium

Mittelwert 2,39 mmol/l, Standardabweichung 0,19 mmol/l

3,20
*3
3,00
2,80
2,60 -
2,40
2,20 _—
018
2,00
[
Kalzium
Kreatinin

Mittelwert 0,52 mg/dl, Standardabweichung 0,58 mg/dl

0,60 -

0,55

0,50

0,45

0,40

0,35

o3
0,30

I
Kreatinin
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Harnstoff
Mittelwert 55,7 mg/dl, Standardabweichung 6,8 mg/dl

70,00

60,00—

50,00—

40,00 R E—

I
Hamstoff

Harnsaure
Mittelwert 0,54 mg/dl, Standardabweichung 0,37 mg/dl

*25
*24

1,50

*22

1,00

020

0,50

L

Hamséaure

58



Bilirubin gesamt: < 0,10 mg/dl
Gesamteiweil3
Mittelwert 5,91g/dl, Standardabweichung 0,73 g/dl

8,00

7,00

6,00

5,00

4,00

030

3,00

T
Protein

Laktat
Mittelwert 2,85 mmol/l, Standardabweichung 1,08 mmol/I

6,00 —

5,00

4,00

3,00

2,00

1,00

Laktat
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Cholesterin
Mittelwert 58 mg/dl, Standardabweichung 20 mg/dl

100,00

80,00—

60,00

40,00

20,00

I
Cholesterin

Triglyceride
Mittelwert 150 mg/dl, Standardabweichung 71 mg/dl

05
300,00 -]
200,00
.
100,00
0,00

I
Triglyceride
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Glukose
Mittelwert 115 mg/dl, Standardabweichung 12 mg/dl

160,00

025
150,00

024

140,00

130,00 -

120,00

110,00

100,00

I
Glukose

Cystatin C
Mittelwert 0,09 mg/dl, Standardabweichung 0,019 mg/dI

0,18
*3
0,16
0,14
0,12

0,10

0,08

0,06 R

I
CystatinC
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CK
Mittelwert 347 U/I, Standardabweichung 232 U/l

800,00

600,00

400,00

200,00

0,00

ALT
Mittelwert 51 U/I, Standardabweichung 26 U/

140,00
*23
120,00
029
021
100,00
80,00
60,00
40,00
20,00
I
ALT
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AST
Mittelwert 113 U/I, Standardabweichung 53 U/

300,00

011

250,00

200,00

150,00

100,00

50,00

GGT: <3 Ul
a-Amylase
Mittelwert 1465 U/I, Standardabweichung 313 U/l

2400,00
*3
2200,00
O30
o7
2000,00
1800,00— -
1600,00
1400,00
1200,00
1000,00
T
Amylase
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LDH
Mittelwert 369 U/I, Standardabweichung 241 U/l

800,00

600,00

400,00

200,00

0,00

LDH

AP
Mittelwert 27 U/l, Standardabweichung 7 U/

50,00—
016
ol4
40,00 -
30,00
S —
20,00

AP
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4.2 C57BL/6-Mause
4.2.1 Mannlich
Natrium

Mittelwert 155,5 mmol/l, Standardabweichung 3,96 mmol/l

165,00 o1

160,00

155,00

150,00

145,00+

T
Natrium

Kalium

Mittelwert 4,40 mmol/l, Standardabweichung 0,96 mmol/l

8,00 —

o10
7,00

6,00

5,00

4,00

3,00

Kalium
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Kalzium

Mittelwert 2,08 mmol/l, Standardabweichung 0,12 mmol/l

2,40

2,30

2,20

2,10

2,00

1,90

1,80

I
Kalzium

Kreatinin
Mittelwert 0,22 mg/dl, Standardabweichung 0,19 mg/dI

1,20 %20
1,00
0,80
0,60
0,40

016

. E—

0,20 —
0,00

I

Kreatinin
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Harnstoff
Mittelwert 47,4 mg/dl, Standardabweichung 20,4 mg/dl

80,00 .

60,00—

40,00

20,00

0,00

I
Hamstoff

Harnsaure
Mittelwert 1,44 mg/dl, Standardabweichung 0,39 mg/dI

2,00 -

1,50 G —

1,00

0,50

0,00

Hamséaure
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Bilirubin gesamt
Mittelwert 0,35 mg/dl, Standardabweichung 0,13 mg/dl

0,60

0,50

0,40

0,30

0,20

0,10

0,00

I
Bilirubin

Gesamteiweil3
Mittelwert 4,01 g/dl, Standardabweichung 0,89 g/dI

6,00

5,00

4,00

3,00

2,00

I
Protein
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Laktat
Mittelwert 0,28 mmol/l, Standardabweichung 0,30 mmol/l

1,20
o1
o5
1,00
015
0,80
0,60
0,40
0,20— c_______________________________________________________ ]
0,00 —I—
[
Laktat
Cholesterin

Mittelwert 89 mg/dl, Standardabweichung 16 mg/dl

120,00

110,00+

100,00+

90,00—

80,00

70,00

60,00

50,00

I
Cholesterin
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Triglyceride
Mittelwert 102 mg/dl, Standardabweichung 35 mg/dl

180,00

150,00

120,00

90,00—

60,00

30,00

I
Triglyceride

Glukose
Mittelwert 140 mg/dl, Standardabweichung 58 mg/dl

300,00

250,00

200,00

150,00

100,00

50,00

0,00—

|
Glukose
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Cystatin C
Mittelwert 0,06 mg/dl, Standardabweichung 0,008 mg/dI

0,075

0,07+ - -

0,065

0,06 G

0,055

0,05+ PR

I
CystatinC

CK
Mittelwert 199 U/I, Standardabweichung 167 U/l

800,00
*26
600,00
¥
400,00 016
015
200,00
0,00

71



ALT

Mittelwert 24 U/I, Standardabweichung 10 U/I

70,00

60,00—

50,00

40,00

30,00

20,00

10,00

023

AST

ALT

Mittelwert 47 U/l, Standardabweichung 13 U/I

80,00

70,00

60,00—

50,00

40,00

30,00

20,00

o1

AST
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GGT: <3 Ul
a-Amylase
Mittelwert 2035 U/I, Standardabweichung 355 U/l

02
3000,00

o1

03
2500,00
2000,00
1500,00— _—

T

Amylase

Mittelwert 318 U/I, Standardabweichung 222U/l

500,00

400,00

300,00—

200,00

100,00

LDH
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AP
Mittelwert 139 U/I, Standardabweichung 43 U/

200,00
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4.2.2 Weiblich
Natrium

Mittelwert 157,5 mmol/l, Standardabweichung 4,47 mmol/l

165,00

160,00

155,00

150,00

027
018

145,00 T
Natrium

Kalium
Mittelwert 4,58 mmol/l, Standardabweichung 0,52 mmol/l

27
6,00

5,00 —'7

4,00

3,00

Kalium
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Kalzium

Mittelwert 2,06 mmol/l, Standardabweichung 0,17 mmol/l

2,60
021
2,40
2,20
¢ _______________________________________________________________ ]
2,00
1,80
O16
1,60
[
Kalzium
Kreatinin

Mittelwert 0,18 mg/dl, Standardabweichung 0,05 mg/dl
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o27
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I
Kreatinin
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Harnstoff
Mittelwert 52,4mg/dl, Standardabweichung 10,4 mg/di

70,00 N

60,00—

50,00

40,00

30,00

I
Hamstoff

Harnsaure
Mittelwert 1,68 mg/dl, Standardabweichung 0,95 mg/dl

4,00 —

3,00

2,00

1,00

0,00

Harnsaure
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Bilirubin gesamt
Mittelwert 0,30 mg/dl, Standardabweichung 0,28 mg/dl

1,20 o19
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Bilirubin

Gesamteiweil3
Mittelwert 3,99 g/dl, Standardabweichung 0,66 g/dI
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3,00 PR E—
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017

I
Protein
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Laktat
Mittelwert 0,31 mmol/l, Standardabweichung 0,21 mmol/l

1,00
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I
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Cholesterin

Mittelwert 75 mg/dl, Standardabweichung 16 mg/dl
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Triglyceride
Mittelwert 102 mg/dl, Standardabweichung 33 mg/dl

175,00

150,00
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75,00
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I
Triglyceride

Glukose
Mittelwert 153 mg/dl, Standardabweichung 25,8 mg/dI

200,00
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100,00

|
Glukose
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Cystatin C
Mittelwert 0,06 mg/dl, Standardabweichung 0,013 mg/dI

0,08 - -
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I
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Mittelwert126 U/l, Standardabweichung 84 U/
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ALT
Mittelwert 25 U/I, Standardabweichung 11 U/|
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GGT: <3 Ul
a-Amylase
Mittelwert 1924 U/I, Standardabweichung 384 U/l
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AP
Mittelwert 133 U/I, Standardabweichung 66 U/
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4.3 Tabellarische Darstellung der Mittelwerte mit Standardabweichung

Wistarratten C57BL/6-Mause

mannlich weiblich mannlich weiblich
Natrium mmol/| 137,2 (2,6) 143,8 (4,98) 155,5 (3,96) 157,5 (4,47)
Kalium mmol/l 5,31 (0,71) 4,85 (0,35) 4,40 (0,96) 4,58 (0,52)
Kalzium mmol/l 2,30 (0,11) 2,39 (0,19) 2,08 (0,12) 2,06 (0,17)
Kreatinin mg/dl 0,42 (0,73) 0,52 (0,58) 0,22 (0,19) 0,18 (0,05)
Harnstoff mg/d| 40,5 (9,8) 55,7 (6,8) 47,4 (20,4) 52,4 (10,4)
Harnsaure mg/dl 0,52 (0,19) 0,54 (0,37) 1,44 (0,39) 1,68 (0,95)
Bilirubin mg/dI <0,1 <0,1 0,27 (0,13) 0,30 (0,28)
Eiweil3 g/dl 4,81 (0,48) 5,91 (0,73) 4,01 (0,89) 3,99 (0,66)
Laktat mmol/l 3,54 (1,07) 2,85 (1,08) 0,28 (0,30) 0,31 (0,21)
Cholesterin mg/dl 56 (10) 58 (20) 89 (16) 75 (16)
Triglyceride mg/dI 102 (43) 150 (71) 102 (35) 102 (33)
Glukose mg/dl 125 (23) 115 (12) 140 (58) 153 (26)
Cystatin C mg/dl 0,12 (0,014) 0,09 (0,019) 0,06 (0,008) 0,06 (0,013)
CK U/l 444 (164) 347 (232) 199 (167) 126 (84)
ALT U/l 35 (10) 51 (26) 24 (10) 25 (11)
AST U/I 70 (16) 113 (53) 47 (13) 55 (20)
GGT U/l <3 <3 <3 <3
a-Amylase U/l 1942 (269) 1465 (313) 2035 (355) 1924 (384)
LDH U/l 135 (58) 369 (241) 318 (122) 296 (121)
AP Ul 130 (34) 27 (7) 139 (43) 133 (66)
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5 Diskussion

5.1 Normalbereiche

Der Begriff Normalbereich oder auch Normbereich wird standig benutzt, aber er ist
nicht eindeutig definiert. In der Klinischen Chemie ist er beschrieben als der
Konzentrationsbereich, in dem die Analysenergebnisse ,normaler” Individuen zu
erwarten sind. Der Normalwertbereich ist ein Bereich von Werten, die bei
.Normalen®, also gesunden Personen vorkommen kdénnen und dem eine
vorgegebene Wahrscheinlichkeit zukommt (GREILING, GRESSNER, 1995). Die
Voraussetzung fur die Erstellung von Normbereichen sind zum einen gebunden an
die Verwendung eines statistischen Modells. Zum anderen bengtigt man eine
reprasentative Stichprobe (ausreichende Anzahl nichtmanipulierter, gesunder Mause
und Ratten), eine Standardisierung der Randbedingungen (Gerate, Methoden,
Praanalytik, Qualitatskontrolle und Messbedingungen) und eine bekannte und
ausreichende Zuverlassigkeit der Analyse (Photometrie, Nephelometrie). Diese
Bedingungen wurden in der vorliegenden Arbeit erfillt.

Normbereiche fur Wistarratten wurden zwar schon veroffentlicht, doch fehlt oftmals
entweder eine genaue Methodenbeschreibung, oder die Auswahl der Population
(LIBERATI, SANSONE, FEUSTON, 2004) ist nicht reprasentativ, oder die
Messbedingungen sind unterschiedlich; teilweise findet man keine genauen Angaben
zur Methodik (SHARP, LARENGINA, 1998).

5.2 Referenzbereiche der einzelnen Parameter

Die ermittelten Referenzbereiche sind, wie es im Allgemeinen in der klinischen
Chemie Ublich ist, methoden- und geratespezifisch. Das heif3t, eine Ubernahme der
Normbereiche ist bei Messungen mit anderen Methoden und an anderen
Analysengeraten ohne Vergleichsmessungen nicht voll tbertragbar. Der COBAS
MIRA S ist ein Analysegeréat, das aufgrund seines geringen Totraumvolumens
Messungen von sehr geringen Probenmengen erlaubt und daher sehr gut geeignet
ist Ratten- und Mauseplasmen zu messen. Die Elektrolytbestimmungen am EFOX
5053 sind aufgrund des Prinzips der Emissionsflammenphotometrie sehr genau und
wurde daher ausgewahlt. Normbereiche fir Cystatin C bei Wistarratten und Mausen
wurden bisher noch nicht bestimmt. Die Analyse von Cystatin C ist nephelometrisch

am Behring Nephelometer Il durchgefiihrt worden. Bei allen Tieren wurde darauf
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geachtet, dass die Praanalytik strikt so eingehalten wurde, wie im Kapitel 3.1.2
beschrieben und Messfehler durch QualitatskontrolimalRnahmen weitestgehend
ausgeschlossen werden konnten. Unterschiede durch Haltung und Erndhrung kann
man ausschlie3en, da die Tiere unter gleichen Bedingungen gehalten wurden. Die
Proben der Ratten wurden nicht gepoolt, d.h. es wurden Einzelmessungen
durchgefuhrt. Bei den C57BL/6-M&usen wurde fir die Cystatin C-Bestimmung
Plasmen von 3 bis 6 Mausen gepoolt, da das Material fir eine Einzelbestimmung
nicht mehr ausreichte. Extreme Ausreif3er wurden aus der statistischen Berechnung
ausgeschlossen. Da der Gesundheitszustand nicht zu verifizieren war, wurden so
vermutlich kranke Tiere, wie es sich beispielsweise bei der Glukosemessung
herausstellte, aus der Population ausgeschlossen. In einigen Publikationen flihrte
man eine Unterteilung nach Altersgruppen durch (ZHOU, 2004)(CHARLES RIVER
LABORATORIES), aber die Abweichungen sind innerhalb der Gruppen bei den
meisten Parametern nicht sehr stark, so dass in dieser Arbeit darauf verzichtet
wurde. Der Vergleich zu schon veréffentlichten Normbereichen bezieht sich meistens
auf Daten, die speziell fir die Stamme der Wistarratten und C57BL/6-Mause erhoben

wurden. Eine separate Darstellung findet sich im Kapitel 5.3.

5.2.1 Elektrolyte

5.2.1.1 Natrium

Der Mittelwert fir mannliche Wistarratten (137,2 mmol/l) ist signifikant niedriger als
fur weibliche (143,8 mmol/l). Die Plasma-Natrium-Konzentration bei den C57BL/6-
Mausen ist fur beide Geschlechter mit Werten zwischen 155,5 bis 157,5 mmol/l sehr
hoch und liegt deutlich tlber dem Normbereich fir Menschen.

5.2.1.2 Kalium

Die Kalium-Mittelwerte bei den mannlichen und weiblichen Ratten (gesamt 5,31 bis
4,85 mmol/l) sind im Vergleich zum Menschen deutlich hdher. Eine weibliche Ratte
musste aus der Berechnung ausgeschlossen werden, da sie auch nach Kontrolle
einen Kaliumwert von 21,33 mmol/l hatte. Ahnlich verhélt es sich bei den C57BL/6-

Mausen mit Kalium-Mittelwerten von 4,40 bis 4,58 mmol/I.
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5.2.1.3 Kalzium
Der Referenzbereich liegt bei den méannlichen und weiblichen Wistarratten, sowie bei
den C57BL/6-Mausen zwischen 2 bis 2,5 mmol/l und entspricht damit dem

menschlichen Referenzbereich.

5.2.2 Substrate und Metabolite

5.2.2.1 Kreatinin

Im Gegensatz zum Menschen sind die Kreatininwerte bei Ratten und Mausen
deutlich niedriger. Die Mittelwerte liegen bei 0,42 und 0,52 mg/dl bei mannlichen und
weiblichen Tieren. Noch niedriger sind die Kreatininwerte der C57BL/6-Mause mit
0,18 bis 0,22 mg/dl. Dies liegt u.a. an der vegetarischen Ernahrung der Tiere
(DELANGHE et al., 1989).

5.2.2.2 Harnstoff

Die Harnstoffwerte mannlicher Ratten sind niedriger als die der weiblichen; ebenso
verhalt es sich bei den Mausen. Jedoch ist der Unterschied nicht signifikant.

Im Vergleich zum Menschen sind die Mittelwerte mit bis zu 55,7 mg/dl geringfugig

héher.

5.2.2.3 Harnsaure

Die Harnsaure liegt bei mannlichen und weiblichen Ratten bei 0,52 bzw. 0,54 mg/dl.
Ein Wert von 2,2 mg/dl wurde bei der mannlichen Population aus der statistischen
Berechnung herausgenommen. Im Vergleich zum Menschen ist der Referenzbereich
deutlich niedriger. Bei den Mausen waren die Mittelwerte zwischen 1,44 und 1,68
mg/dl und damit etwas hoher. Obwohl Ratten und Mause Omnivore (Allesfresser)
sind, ernahren sie sich jedoch tberwiegend vegetarisch. Dies wird auch bei der
Futterung der Versuchstiere bertcksichtigt (NATIONAL RESEARCH COUNCIL,
1995). Damit ist die purinarme Kost u.a. auch eine Erklarung fur die niedrigen

Harnsaurewerte.

5.2.2.4 Gesamtbilirubin
Bilirubin lag bei samtlichen Rattenplasmen unter der Nachweisgrenze. Bei den

C57BL/6-Mausen konnte man bis zu 0,35/0,44 mg/dl Bilirubin nachweisen. Bei den
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weiblichen Méausen sind teilweise Bilirubinwerte tber 5 mg/dl gemessen worden.
Diese wurden aus der statistischen Berechnung herausgenommen, da hier ein

pathologischer Prozess angenommen werden konnte.

5.2.2.5 Gesamteiweil}

Die mannlichen Wistarratten haben ein deutlich geringeren Plasmaproteingehalt als
die weiblichen (Mittelwerte: 4,81 g/dl mannlich; 5,91 g/dl weiblich). Geschlechtliche
Unterschiede stellten sich bei den Mausen nicht heraus. Allerdings lag hier die
Proteinkonzentration mit 4 g/dl noch niedriger als bei den Ratten. Eine
Differenzierung der Proteinfraktionen kénnte in zukinftigen Untersuchungen hilfreich
sein, die Diskrepanz zwischen der niedrigen Plasmaproteinkonzentration von Ratten

und Mausen im Vergleich zum Menschen zu erklaren.

5.2.2.6 Laktat

Die Laktatwerte sind bei den mé&nnlichen Wistarratten mit einem Mittelwert von
3,54 mmol/l hoher als der weiblichen (Mittelwert 2,85 mmol/l). Ein Wert von tber 11
mmol/l bei der ménnlichen Population und 2 Werte mit Gber 8 mmol/l bei der
weiblichen wurden nicht in die statistische Berechnung miteinbezogen. Bei den
C57BL/6-Mausen sind die Laktatwerte fur die méannliche und weibliche Population
mit Mittelwerten unter 0,3 mmol/l sehr niedrig.

5.2.2.7 Cholesterin
Der Mittelwert des Gesamtcholesterins von mannlichen und weiblichen Ratten ist mit
56 bis 58 mg/dl deutlich niedriger als beim Menschen. Die Cholesterinkonzentration

der Mause waren mit 75 und 89 mg/dl geringftigig hoher.

5.2.2.8 Triglyceride

Die Triglyceride der mannlichen Ratten sind mit einem Mittelwert von 102 mg/d|
signifikant niedriger als die der weiblichen (150 mg/dl). Geschlechtliche Unterschiede
sind bei den C57BL/6-Mé&ausen nicht vorhanden (Mittelwert 102 mg/dl).

5.2.2.9 Glukose
Im Heparinplasma ohne Glykolysehemmer wird eine fortschreitende Glykolyse nicht

verhindert. Daher sind die wahren Glukosewerte geringflgig h6her anzunehmen. Die
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Wistarratten und C57BL/6-Méause haben gegenuber dem Menschen deutlich héhere
Glukosekonzentrationen im Plasma (Mittelwerte fur Ratten: mannlich 125 mg/dl;
weiblich 115 mg/dl, Mittelwerte fir Mause: mannlich 140 mg/dl; weiblich: 153 mg/dl)
Ein Wert im Wistarrattenkollektiv wurde nicht in die statistische Bewertung

einbezogen, da der Glukosewert nach Kontrolle tber 500 mg/dl betrug.

5.2.2.10 Cystatin C

Die Cystatin C-Werte der Ratten von 0,08 bis 0,12 mg/dl und der Mause von 0,05
bis 0,08 mg/dl (mannlich/weiblich) sind deutlich niedriger als die von Menschen (0,5
bis 1 mg/dl). Das Cystatin C weist, wie aus der NCBI-Genomdatenbank hervorgeht,
unterschiedliche Proteinsequenzen beim Menschen, bei der Ratte und bei der Maus
auf, so dass die im Test verwendeten polyklonalen Antikdrper der Firma Dade
Behring, die spezifisch fir das menschliche Cystatin C entwickelt wurden, mit ihren
verschiedenen Epitopen das Cystatin C der Nagetier wohl nicht vollstandig erfasst.
Leider war es mir nicht moglich weitere Informationen zu den Antikdrpern zu
bekommen. Die Grol3e des Proteins ist in etwa gleich. Der wahre Wert wird sehr
wahrscheinlich nicht wiedergegeben; allerdings sind die ermittelten Ergebnisse
verwertbar: Das Protein wird zwar nicht vollstandig erfasst, aber in Relation zu den
angenommenen wahren Werten liefert es brauchbare Normbereiche. Aussagen tber
die Nierenfunktion kdnnen so trotzdem getroffen werden. Ein Vergleich der Inulin-
Clearence und der Cystatin C-Werte bei Ratten und Mausen mit dem hier
angewendeten Test wurde schon beschrieben (TAES et al., 2003), es zeigte sich
eine gute Korrelation zwischen dem Cystatin-C-Serum-Anstieg und der Abnahme der

Inulin- und Kreatinin-Clearence.

5.2.3 Enzyme

5.2.3.1 CK

Die CK ist bei mannlichen und weiblichen Ratten mit Mittelwerten von 444 U/l und
347 U/l wesentlich héher als beim Menschen. Es wurde jeweils ein Ausreil3er von
1388 U/l und 1112 U/l aus der statistischen Berechnung ausgeschlossen. Die
Gesamt-CK bei den C57BL/6-Mausen mit Mittelwerten von 199 und 126 U/l ist im
Vergleich zu den Ratten niedriger, jedoch gegeniber dem Menschen auch signifikant
hoher. Ein AusreiRer-Wert mit iber 1000 U/l wurde aus der Berechnung fur die

mannliche Population herausgenommen.
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5.2.3.2 ALT (GPT)

Zwei hohe Werte wurden aus der Messung bei den weiblichen Ratten
ausgeschlossen, ein hoher Wert bei den mannlichen. Die ALT-Aktivitat ist bei der
weiblichen Population mit einem Mittelwert von 51 U/l héher als bei der méannlichen
(Mittelwert 35 U/l). Im Vergleich zum Menschen sind die Mittelwerte geringfligig
hoher. Die Mause wiesen keine geschlechtlichen Unterschiede auf. Die GPT-
Aktivitaten waren mit Werten von 24/25 U/l etwas niedriger. Allerdings ist die ALT-

Aktivitat insgesamt héher als beim Menschen.

5.2.3.3 AST (GOT)

Wie bei der ALT ist die Aktivitat bei den weiblichen Wistarratten im Mittel mit 113 U/I
deutlich héher als bei den mannlichen 70 U/I. Ein hoher Wert wurde aus der
statistischen Berechnung flr mannliche Ratten ausgeschlossen. Da die AST ein
organunspezifisches Enzym ist, ist die Ursache des Unterschiedes schwer zu
eruieren. Es scheint eine Korrelation zur ebenso hoheren leberspezifischen ALT-
Aktivitat der weiblichen Ratten vorhanden zu sein, hypothetisch kénnte die hdhere
AST-Aktivitat von der Leber stammen.

Die Aktivitat ist im Vergleich zum Menschen hoher. Bei den ménnlichen und
weiblichen Mé&usen ist die AST-Aktivitat mit Mittelwerten um ca. 50 U/l niedriger als

bei den Ratten, allerdings sind auch hier die Werte héher als beim Menschen.

5.2.3.4 GGT (y-GT)

Wistarratten und C57BL/6-Mause besitzen kaum messbare GGT-Aktivitaten.
Vereinzelt wurden Werte von 4, 5 und 6 U/l gemessen. Doch tber 90 % der
Messungen lagen unter der Nachweisgrenze von 3 U/l. Da Ratten keine Gallenblase
zur Speicherung der Gallenflissigkeit haben, scheint es so zu sein, dass die GGT-
Aktivitat bei den Tieren geringer ist als beim Menschen und nur in sehr marginalen

Mengen im Plasma zu messen ist.

5.2.3.5 a-Amylase
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Die Aktivitat der a-Amylase ist bei den Ratten im Vergleich zum Menschen sehr
hoch. Bei den mannlichen Ratten ist die im Mittel mit 1942 U/I deutlich héher als bei
den weiblichen mit 1465 U/I. Die Mause hatten kaum unterschiedliche a-Amylase-
Aktivitaten; diese waren ebenso wie bei den Ratten mit Mittelwerten fir mannliche
Méause von 2034 U/l und weibliche Mause von 1924 U/l sehr hoch. Das
Verdauungssystem bei Nagetieren ist aufgrund des unterschiedlichen
Ernahrungsverhaltens anders als das des Menschen. Nagetiere nehmen grol3e
Mengen rohfaser- und zellulosereiche Kost zu sich. Die a-Amylase-Aktivitat ist schon
im Speichel sehr hoch. Nagetiere haben ,Vormégen* in denen der Speichel die
Nahrung weiterverarbeitet bevor er sie den Magen passiert (SCHMIDT-NIELSEN,
1999). Dies erklart wahrscheinlich die wesentlich hdhere a-Amylase-Aktivitat.
AulRerdem wird die zellulosehaltige Kost im Blinddarm, der mit Bakterien besiedelt
ist, zersetzt. Zudem sind Nagetiere sogenannte Koprophagen, d.h. sie fressen ihren
eigenen Kot um dem Korper wichtige Stoffwechselprodukte und Bakterien
zuruckzufihren (SCHMIDT-NIELSEN, 1999).

5.2.3.6 LDH

Die LDH-AKktivitat ist bei mannlichen Wistarratten (Mittelwert 135 U/l) deutlich
niedriger als bei weiblichen (Mittelwert 369 U/l). 2 Werte bei der mannlichen und 6
Werte bei der weiblichen Population wurden nicht in die statistische Berechnung
miteinbezogen, da sie mit einer Aktivitat von weit tber 1000 U/l deutlich als Ausreil3er
zu erkennen waren.

Der Unterschied zwischen ménnlicher und weiblicher Population ist bei den Mausen
(Mittelwerte um 300 U/I) nicht vorhanden, wobei 3 weibliche Tiere mit Werten tber
700 U/l aus der Berechnung herausgenommen wurden. Hier wirde eine Analyse

Uber die Isoenzymverteilung weitere Erkenntnisse bringen.

5.2.3.7 AP

Der Mittelwert der mannlichen Ratten ist mit 130 U/l deutlich hoher als der Mittelwert
der weiblichen (27 U/l). Bei den weiblichen Ratten schwankte die Messung kaum.
Die C57BL/6-Mause zeigten keine geschlechtlichen Unterschiede bei insgesamt

hohren Werten (mittel 130 — 140 U/I). Da hier die Aktivitat der gesamten Isoenzyme
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gemessen wurde, ware es darlber hinaus wichtig eine Isoenzym-Elektrophorese zur
Unterscheidung des AP-Verteilungsmusters durchzufuhren.

Im Vergleich zum Menschen ist die AP-Aktivitat bei den Wistarratten niedriger,
insbesondere bei der weiblichen Population, bei den C57BL/6-Mausen ist der

Unterschied gering.
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5.3 Vergleichstabellen

Wistarratten

Universitéat Dusseldorf Charles River Taconic Waynforth

Analyt Einh. [ n | mannl. | n weibl. n | mannl* | n weibl* n| mannl. | n weibl n mannl
Natrium mmol/l [30| 137,2 |30| 1438 [30| 145 |28| 145 |10| 137,7 |10| 1384 |2 | 135
Kalium mmol/l | 30 5,31 29 4,85 29 6,5 29 6,0 10 5,02 10 5,23 ? 4,9
Kalzium mmol/l | 30 2,3 30| 2,39 - - - - 10| 2,42 |10| 2,60 ? 2,6
Kreatinin mg/dl |30 042 |30| 0,52 - - - - 10| 0,92 |10| 0,95 ? 0,48
Harnstoff mg/dl |30 405 |30| 557 |30 19 29 22 10| 198 |10 19 ? 19,4
Harnsaure | mg/dl | 29 0,52 30 0,54 - - - - 10 4,37 10 2,92 - -
Bilirubin mg/dl | 30 <0,1 30 <0,1 - - - - 10 0,38 10| 0,142 ? 0,12
Eiweill g/d |30| 481 |[30| 591 |29 7,2 29 7,5 10 6,4 10| 6,38 ? 6,3
Laktat mmol/l | 29 3,54 28 2,85 - - - - - - - - - -
Cholesterin | mg/dl | 30 56,1 30 57,6 - - - - 10 82,1 10| 92,90 ? 73,5
Triglyceride| mg/dl |30| 102,3 |30| 150,5 - - - - 10| 943 |10| 1052 | 2 80
Glukose mg/dl |30 | 124,7 [29| 1157 |28 115 29 109 10| 203,21 [10| 165,1 ? 182
Cystatin C | mg/dl |30| 0,118 [30| 0,092 - - - - - - - - - -
CK U/l |29| 4442 |29| 3472 - - - - - - - - ? | 368*
ALT Ui |29 35 28| 515 |29| 31 28| 33* |10| 385** |10| 162,8* | - -
AST Ul |29| 703 |30| 112,7 |30| 62* 28| 66** |10| 1551* |10 | 39,7* | ? 82+
GGT U/l 30 <0,3 30 <0,3 - - - - 10 6,9** 10| 4,41* ? 10**
a-Amylase u/l 29| 1942,1 |30| 1464,7 | - - - - - - - - - -
LDH U/l 28| 1348 |24| 3688 - - - - 10| 460,3** | 10| 567,8** | - -
AP U/l |30] 130,3 |30| 272 |29| 137+ |28| 108* |10| 39,8 |10| 38,7* | ? 200
* Alter 19 bis 21 Wochen ** Messtemperatur unbekannt
C57BL/6-Mause

Universitat Disseldorf Taconic

Analyt Einh. n mannl. n weibl. n mannl. n weibl
Natrium mmoll | 20| 1555 |23| 1575 | - ! - !
Kalium mmol/l | 29 4,40 23 4,58 - - - -
Kalzium mmol/l | 29 2,08 23 2,06 10 2,59 - 2,57
Kreatinin mg/dl_ | 30 0,22 30 0,18 - - - -
Harnstoff mg/dl | 28 47,4 30 52,4 10 25 10 25
Harnsaure mg/dl | 30 1,44 30 1,68 - - - -
Bilirubin mg/dl | 30 0,27 30 0,30 - - - -
Eiweil} g/dl 30 4,01 30 3,99 - - - -
Laktat mmol/l | 30 0,28 28 0,31 - - - -
Cholesterin mg/dl_| 30 89 29 75 - - - -
Triglyceride mg/dl_| 30 102 29 102 - - - -
Glukose mg/dl | 29 140 30 153 10 167 10 155
Cystatin C mg/dl | 30 0,06 30 0,06 - - - -
CK u/l 29 199 30 126 - - - -
ALT u/l 30 24 30 25 10 86** 28 90**
AST u/l 30 47 30 55 - - - -
GGT ul/l 30 <3 30 <3 - - - -
a-Amylase ul/l 30 2035 30 1924 - - - -
LDH u/l 30 318 25 296 - - - -
AP u/l 30 139 29 133 10 165** 10 259**

** Messtemperatur unbekannt
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5.4 Ausblick

Die Referenzbereiche fur Wistarratten und C57BL/6-Mause sind abhangig von den
Methoden und Geraten. Die Tests wurden ausschlie3lich mit kommerziell
erhaltlichen Kits vorgenommen, die im Allgemeinen in den meisten Laboratorien
benutzt werden. Dies gilt auch fir die Analysengerate. Da bei den bisherigen
Normbereichen der untersuchten Tiere oft eine Beschreibung der Methoden und
Gerate und ebenfalls der Messtemperatur fehlte, soll mit dieser Arbeit die Moglichkeit
einer besseren Standardisierung gegeben werden um laborchemische Parameter fur
Forschende an Wistarratten und C57BL/6-Mausen nachvollziehbar und vergleichbar
zu machen. Auffallend ist, dass sich einige Normbereiche der Ratten und Mause,
erheblich von den menschlichen unterscheiden. Beispielsweise ist es, in Kenntnis
davon, dass der Normbereich der a-Amylase-Aktivitat (ZHOU, 2004) von Ratten und
Mausen deutlich hoher ist, bei manipulierten Tieren nicht auf Schadigungen des
Pankreas zurtickzu fuhren. Unterschiede der Normbereiche zwischen Mensch und
Ratte/Maus fur andere Parameter wie AST, CK, Kalium, Glukose, LDH, Harnsaure
etc. mussen berlcksichtigt werden, um nicht irrtiimlich pathologische Prozesse bei
manipulierten Tieren anzunehmen. Bei den Normbereichen fir Natrium, Kalium,
Glukose, CK, LDH und den Transaminasen ist eine grof3e Variabilitat vorhanden.
Daher ist es schwierig, zu definieren, wann ein Wert als pathologisch beurteilt
werden kann. Weitere Untersuchung, z.B. Isoenzymbestimmungen fur die AP oder
LDH wirden weitere Erkenntnisse tber die im Vergleich zum Menschen hohe
Aktivitat bringen.
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6 Zusammenfassung

Die Erstellung der Referenzbereiche wurden in einem Zeitraum von 6 Monaten
durchgefuhrt. Dafur wurden jeweils 30 mannliche und 30 weibliche Wistarratten
sowie C57BL/6-Mause untersucht. Die Tiere waren noch nie medikament6s
behandelt worden und erflllten die Anforderungen fur die Definition ,gesund®, somit
eine ideale Populationen zu Erstellung von Normbereichen. Die Ratten und Mause
waren zum Zeitpunkt der Blutentnahme erwachsen mit einem Gewicht von 250 bis
300 Gramm (Wistarratten) und 20 bis 30 Gramm (C57BL/6-Méause). Nach
Anasthesie der Tiere wurde aus der Aorta oder den grof3en Becken-Arterien mit einer
mit Heparin durchgespulten Spritze Blut entnommen und in Reagenzrohrchen gefullt.
Anschlie3end wurde das Blut 10 Minuten bei 3400 U/Min zentrifugiert, in Eppendorf-
Cups einpippetiert und bei —20 Grad Celsius tiefgefroren. Die Analysen erfolgten bei
37 Grad Celsius. Fur die Substrate, Metabolite und Enzyme wurde der COBAS MIRA
S aufgrund des gering benotigten Plasmavolumens eingesetzt. Die
Elektrolytbestimmungen wurden am EFOX 5053 wegen der grél3eren Genauigkeit im
Vergleich zu den ionenselektiven Elektroden durchgefiihrt. Cystatin C ist am Behring
Nephelometer Il bestimmt worden. Qualitatskontrollen fur die Richtigkeit und
Genauigkeit sind vor jeder Messreihe erfolgreich durchgefuhrt worden. Mithilfe des
SPSS-Programms wurden die Ergebnisse als Mittelwerte mit Standardabweichungen
berechnet und als Boxplots dargestellt. Die Referenzbereiche der Wistarratten
weisen zum Teil deutliche Unterschiede zwischen der ménnlichen und weiblichen
Population auf. Vor allem die Werte von Natrium, Gesamteiweil3, Harnstoff,
Triglyceride, ALT, AST und LDH sind bei den weiblichen Ratten signifikant héher.
Hingegen Laktat, CK, a-Amylase und AP dagegen deutlich niedriger. Die Werte sind
im Vergleich zum Menschen in vielen Parametern unterschiedlich. Kalium, Glukose,
CK, ALT, AST, LDH und vor allem die a-Amylase mit Mittelwerten von 1465 und
1942 U/l sind deutlich hoher, wobei Gesamtcholesterin, Kreatinin und Gesamteiweil3
geringfugig niedriger sind, Harnsaure deutlich niedriger ist und Bilirubin und GGT
unter der Nachweisgrenze liegen. Die Wertlage des Cystatin C bei den Wistarratten
mit etwa 0,1 mg/d| ist ebenfalls signifikant niedriger und entspricht wahrscheinlich
nicht dem wahren Wert. Dies beruht eventuell auf der unterschiedlichen
Proteinstruktur des Cystatin C zwischen den Spezies und der Epitope der im Test

eingesetzten Antikorper. Allerdings ist der Normbereich als ,Relativ-Normbereich”
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brauchbar und wurde in Studien bestatigt (TAES et al. 2003). Gleiches gilt auch fir
die Cystatin C-Werte bei den C57BL/6-Mausen. Besonders signifikant ist der
ermittelte Referenzbereich fur die Natrium-Plasma-Konzentration, die bei den
C57BL/6-Mausen zwischen 154 und 162 mmol/l liegt. Geschlechtliche Unterschiede
sind bei den C57BL/6-Mausen im Vergleich zu den Wistarratten nicht so ausgepragt.
Die Normbereiche fur die C57BL/6-Mé&use liegen fur Natrium, Kalium, Harnstoff,
Glukose, Gesamt-CK, AST, ALT, LDH und vor allem fir die a-Amylase hoher als
beim Menschen, fir Kreatinin, Harnsaure, Laktat, Cholesterin, Triglyceride, Cystatin
C und AP darunter. Die GGT lag, wie bei den Wistarratten unterhalb der
Nachweisgrenze. Extreme Ausreil3er wurden aus der statistischen Berechnung
herausgenommen, da man einen pathologischen Prozess im Organismus annehmen
musste. Bei einigen Analyten (LDH, CK) ist der Normbereich von niedrigen und
hohen Messwerten ziemlich breit. Daher ist es schwierig festzulegen, wann ein

Messwert als pathologisch zu beurteilen ist.
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