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Untersuchungen iiber die Abhédngigkeit des Gesamtserumcholesterinspiegels der Ratte von Alter,

Geschlecht und von der Jahreszeit

Von A. Metz, P. Donatsch und M. Madérin

Medizinisch-Biologische Forschung (Leitender Direktor: Dr. K. Saameli) SANDOZ AG, Basel (Schweiz)

(Eingegangen am 19. November 1973/24. Februar 1974)

Es wird eine Modifikation der Technicon-Autoanalyzer-Methode N-37a zur Routinebestimmung von Gesamtcholesterin im Serum

von Kleintieren beschrieben. Mit Hilfe dieses Verfuhrens wurden iiber 3 Jahre Bestimmungen an Ratten verschiedenen Alters durchge-
fiihrt und die Abhingigkeit des Gesamtserumcholesterins von Alter, Geschlecht und von der Jahreszeit retrospektiv beurteilt. Dabei
zeigt die Ratte deutlich geschlechtsspezifische Unterschiede im bekannten, altersbedingten Ansticg von Serumcholesterin. Eine saisonale
Beeinflussung kann sicher an 2 Altersgruppen (14 und 21 Wochen) nachgewiesen werden. Bei einem idlteren Kollektiv (34 Wochen)

scheint sich diese Abhdngigkeit zu vermindern.

Studies on the total serum cholesterol concentration of the rat, and its dependence on age, sex and season

A modification of the Technicon Autoanalyzer method N-37a for the routine determination of total serum cholesterol in rodents is
described. For a period of over three years this method was used for determining total serum cholesterol in rats. Results were sub-
sequently analysed with respect to age and sex, as well as seasonal influences. The serum cholesterol was found to increase with age,
and the sexes showed distinct differences in the rate of this increase. Obvious seasonal differences were found in 14 and 21-week old
rats. In older populations (34 weeks) this seasonal ability for adaptation diminishes.

Das Verhalten des Serumcholesterinspiegels bei Mensch
und Tier ist im Zusammenhang mit verschiedenen
pathologischen Zustinden, wie z. B. Myokardschiden
(1-3), Arteriosklerose (4—6) und Gallengangsaffektio-
nen (7, 8), beschrieben worden. Die Suche nach Korre-
lationen hat wiederholt dazu gefiihrt, da® man am ge-
sunden Individuum die Abhingigkeit des Serumchole-
sterins von Alter und Geschlecht (7—11), von der Dit
(12—14) und von der Jahreszeit (15—20) untersuchte.

In der vorliegenden Studie soll an einem grofieren Ratten-
kollektiv das Verhalten des Serumcholesterinspiegels

in Abhingigkeit von Alter, Geschlecht und von der
Jahreszeit retrospektiv betrachtet und statistisch aus-
gewertet werden (t-Test).

Material und Methode

Das nachstehend beschriebene Autoanalyzersystem beruht im
Prinzip auf der Methode von Levin und Zik (20, 21). Damit
diese Methode auch im Kleintierversuch angewendet werden
konnte, mufdten einige Anderungen durchgefiihrt werden, so
da} vom technischen Standpunkt aus eine Methodenbeschrei-
bung angebracht ist.

Gerite

Probennehmer, Pumpe, Heizbad (Technicon), Photometer
(Eppendorf), Schreiber (W+W-1100, Kontron Ziirich)
Reagenzien

Isopropanol (Merck) p. a. (Nr. 9634)
konz. Schwefelsiure (D=1, 84) p. a. (Merck) (Nz1. 731)
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Eisessig (Merck) p. a. (Nr. 90063)
Essigsdureanhydrid (Merck) p. a. (Nr. 42)
FeCl,, wasserfrei (Merck) p. a. (N1. 3945)
Cholesterin (Merck) p. a. (Nr. 3670)

Herstellung der Lésungen
a) Eisen[IIl)-chloridlosung

1 g FeCl3 (wasserfrei) wird in 2,5 1 Eisessig aufgelést und
iiber Glaswolle filtriert, um etwaige unldsliche Riickstinde
zu entfernen.

b) Cholesterinreagenz

Gleiche Volumenteile Eisenchloridlésung und konzentrierte
Schwefelsidure werden in der Kilte unter Riihren vermischt.
In die kalte Reagenzl6sung gibt man langsam 10% des
Volumens Essigsiureanhydrid unter Kiihlung hinzu. )
Anmerkung: Die Losung muf vor Gebrauch frisch herge-
stellt werden.

Standard- bzw. Testserum

Als Standard und gleichzeitig als Kontrolle der tierexperimen-
tellen Analysenresultate wurden in den angegebenen Zeiten
am Anfang bzw. am Ende jeder serienmifiigen Cholesterin-
bestimmung Versatol (Cosmopharm, Ziirich) oder Monitrol
(Merz u. Dade, Bern) verwendet (25, 50, 75 u. 100 ul Test-
serum/ml Isopropanol.

Flufdiagramm

fiir die Bestimmung von Gesamtcholesterin im Serum siche
Abbildung 1.

Ausfiihrung der Bestimmung des Gesamtcholesterins

Fiir die Cholesterinbestimmung werden 50 ¢l Serum in 1 ml
Isopropanol 30 Minuten mechanisch extrahiert und der
Niederschlag abzentrifugiert. Das Gesamtcholesterin bestimmt
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Abb. 1. FluBdiagramm Gesamtcholesterin

Anmerkung: Probeentnahmezeit 35 s, Schichtdicke der

Kiivette 1 cm, Waschflissigkeit: Isopropanol

man darauf im Isopropanol-Extrakt nach der eben beschrie-
benen, modifizierten Autoanalyzermethode. Der apparative
Fehler des Systems liegt bei 0,54 %. Unter Einbezichung des
Extraktionsschrittes ethéht sich der mittlere Bestimmungs-
fehler auf 1,2%.

Tierexperimentelles Verfahren

Alle Untersuchungen wurden an Wistar Ratten [OF A, aus
IFFA-Credo oder Eigenzucht Sandoz, SPF-Tiere (spezifiziert
pathogenfreie Tiere)] durchgefithrt. Die Tiere waren in voll-
klimatisierten Riumen untergebracht (Raumtemperatur

24 + 1 °C, Luftfeuchtigkeit etwa 50—60%, konstanter Tag-
Nacht-Rhythmus durch kiinstliches Licht, 15fache Luft-
umwilzung pro Stunde). Fiir die Untersuchung wurden Kon-
trolltiere aus 76 verschiedenen Versuchen der letzten drei
Jahre herangezogen. Wihrend der Versuchsdauer (8—100 Wo-
chen) standen die Tiere nicht unter SPF-Bedingungen. Sie
lebten einzeln in Makrolon-Wannen (Typ II bzw. Typ III).
Die Ratten hatten freien Zugang zu Wasser und Nafag-Futter
-194.%)

*) Angaben iiber die Zusammensetzung des Futters konnen
auf Wunsch bei den Autoren eingeholt werden. (Hersteller:
Fa. Nafag, Gossau, Schweiz).

Je nach der toxikologischen Versuchsdauer wurde den aus
verschiedenen Wiirfen stammenden Koritrolltieren nach 8, 14,
21, 34, 60 und 100 Wochen je eéinmal Blut entnommen. Die
Blutentnahme erfolgte retroorbital unter leichter Athernar-
kose jeweils vormittags zwischen 8 und 10 Uhr. Das Blut
wurde in verschliefbaren Plastikrohrchen (Eppendorf-Réhi-
chen) eine Stunde bei Raumtemperatur belassen. Dann wurde
5 Minuten bei 4000 g zentrifugiert (Blutzentrifuge Ecco
Quick) und das Serum gewonnen. )

Resultate

Im Rahmen toxikologischer Studien sammeln wir zu
statistischen Zwecken seit Jahren Gesamtcholesterin-
werte bei Kontroll-Ratten (? + &) verschiedenen Alters.
Um Jahresdurchschnittswerte berechnen zu konnen,
haben wir das vorliegende Tiermaterial nach Unter-
suchungsjahren aufgeschliisselt. In Tabelle 1 sind die
Jahresmittel und die prozentuale Zusammensetzung der
einzelnen Altersgruppen des Jahreskollektives darge-
stellt.

Diese Resultate (Tab. 1) zeigen, dal der Mittelwert
selbst ziemlich konstant bleibt, die Standardabweichung
jedoch mit den Jahren deutlich gioer wird. Dijes hat
uns bewogen, simtliche Cholesterinwerte der dreijihri-
gen Sammelperiode nach Alter und Geschlecht zu glie-
dern, die Werte auf ihre Normalverteilung zu untersuchen
und etwaige auftretende Differenzen statistisch mit Hilfe
des t-Testes (nach Student) zu priifen.

Wie die Verteilungsstudien (x2-Test) in Tabelle 2 zeigen,
ist nach Auftrennung des Rattenkollektives nach Alter
und Geschlecht eine Normalverteilung gegeben. Die Auf-
teilung in mehrere Altersbereiche ergibt nurin den ange-
gebenen Kombinationen eine Normalverteilung; alle iibri-

Tab. 1. Jahresmittelwerte von Gesamtcholesterin bei Ratten verschiedener Altersstufen und prozentualer Anteil derselben am Jahres-

kollektiv (Geschlechtsverhiltnis 1 zu 1)

Jahr n X (£ s) [mmol/1} Alterszusammensetzung der Tiere in %
8 14 21 34 60 100 Wochen
1970 340 2,35 (= 0,46) 0 48 33 19 0 ) -0
1971 158 2,48 (= 0,80) 9 41 36 5 9 0
1972 362 2,53 (¢ 1,03) 16 37 33 8 0 6
Tab. 2. Verteilungsstudien bei Ratten verschiedenen Alters und Geschlechts (xz-Test)
Alter Verteilung Verteilung Verteilung
8 3 normal Q normal 3+9 nicht normal
14 8 normal Q normal d+¢ nicht normal p Exzess
21 s normal Q normal 3+9 nicht normal
34 3 normal Q normal 3+9 normal
60 3 - Q - 3+¢9 -
100 3 - Q - 3+9 -
8-100 3 nicht normal Q nicht normal d+9Q nicht normal
8+ 14 3 normal Q normal 3+9Q nicht normal
14+ 21 3 normal Q leichte Abweich. (Exzess) ¢+ 9 nicht normal
21+ 34 3 normal Q normal 3+9 nicht normal
34+ 60 3 normal .9 normal d+9 nicht normal

Bemerkung: Die Berechnungen basieren auf den Tierzahlen, die i in Tabelle 3 angegeben sind.

— =2zu wenig Werte

-
cr
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Tab. 3. Abhiingigkeit des Gesamtserumcholesterins von Alter und Geschlecht bei Ratten.

Alter Minnliche Tiere Weibliche Tiere Minnliche + Weibliche Tiere
In Tierzahl Cholesterin Signifikanz Tierzahl Cholesterin Signifikanz Signifikanz Tierzahl Cholesterin Signifikanz
Wochen [mmol/1} {mmol/1) [mmol/1]
n Xts) p n xts) P Ps/e . n Xzs) p
8 33 1,91 + 0,44 34 2,35+£1,01 < 0,023 67 2,14 (+ 0,78) -
< 0,0005 < 0,329 < 0,005*
14 145 2,25 + 0,44 152 2,48 + 0,49 < 0,0005 297 2,38 (+ 0,47)
<0.751 < 0,698 < 0,663
21 163 2,27 + 0,59 163 2,51+ 0,70 < 0,003 326 2,38 (+ 0,65)
< 0,001 < 0,435 < 0,003
34 50 2,64 + 0,65 53 2,58 + 0,52 < 0,609 103 2,61+ 0,59
< 0,0005 < 0,0003 < 0,0005
60 10 5,17+ 1,50 9 3,54 + 0,62 < 0,008 19 4,39+ 1,42
< 0,091 < 0,044 < 0,025
100 10 6,30 + 1,29 10 4,78 + 1,60 < 0,032 20 5,53+ 1,60
X +s : Mittelwert + Standardabweichung
P : Signifikanz des Unterschiedes zur jeweiligen nichst niedrigeren Altersgruppe.
ps/e : Signifikanz des Unterschiedes zwischen Minnchen und Weibchen der gleichen Altersstufe. -
*) : Obwohl die erforderlichen Voraussetzungen (Normalverteilung) fir den t-Test nicht in jedem Falle gegeben sind, erhilt man

bei den gepoolten Werten dhnliche Signifikanzen (s. Tab. 2).

gen denkbar moglichen Kombinationen, vor allem Kom-
binationen mit mehreren Altersstufen, zeigten keine
Normalverteilung (eine zusitzliche, ausfiihrlichere Studie
hieriiber, die diese Routinebefunde bestitigt, ist in Be-
arbeitung).

Die Resultate in Tabelle 3 zeigen bei den minnlichen
Tieren bereits ab der 21. Lebenswoche, bei den weib-
lichen erst ab der 34. Woche einen deutlichen und sta-
tistisch signifikanten Anstieg des Cholesterins. Dabei

ist bemerkenswert, daB bis zum Alter von etwa 30 Wo-
chen das weibliche gegeniiber dem minnlichen Tier
einen signifikant hoheren Cholesterinspiegel aufweist.

Infolge steileren Anstieges des Serumcholesterinspiegels
bei der miannlichen Ratte zwischen 30 und 60 Wochen
iiberschneiden sich ab der 34. Woche die Cholesterin-
werte beider Geschlechter. Von diesem Zeitpunkt an
sind die Mittelwerte bei den minnlichen Tieren signi-
fikant hoher als die der weiblichen.

Auflerdem wird aus den Ergebnissen auch ersichtlich,
da die Zunahme der Standardabweichung mit dem
altersbedingten Cholesterinanstieg korreliert.

Auf Grund der eingangs zitierten Arbeiten iiber jahres-
zeitliche Schwankungen des Serumcholesterins bei
Mensch und Tier, haben wir unsere Daten auf monat-
liche Schwankungen in Abhingigkeit zum Alter unter-
sucht. Wie aus Tabelle 4 und Abbildung 2 hervorgeht,
zeigen sich wihrend der Frithjahrs- und Spatsommer-
monate bei der Ratte deutliche s1gmﬁkante Verinderun-
gen der Serumcholesterinwerte. Global beurteilt treten
in der Friihjahrszeit durchweg die niedrigsten Werte
auf. Bei den jiingeren Altersstufen (14 und 21 Wochen)
steigen die Werte wihrend der Sommermonate etwas
an und erreichen ein Maximum im Monat September.
Es folgt ein Minimum, dann steigen die Werte mit be-
ginnender kiilterer Jahreszeit weiter an. Bei den 34wochi-
gen Ratten sind diese saisonalen Veranderungen nicht
mehr so deutlich.
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Tab. 4. Monatliche Schwankungen des Gesamtserumcholesterins (mmol/I) bei Ratten (3 + Q) verschiedener Altersstufen

Alter 14 Wochen Signifikanz °~ 21 Wochen Signifikanz 34 Wochen Signifikanz

Monat n Xzs p n Xzts P n Xts P
Januar 29  2,66+0,68 30 2,38+0,40 9 2921037

<0,24 < 0,09 < 0,001*
Februar 61 2,84+0,73 40 2,61+0,69 10 2,25 +,0,45

< 0,001* <0,15 <095 .
Mirz 40 1,60+ 0,51 20 2,38 + 0,40 8 2,25+ 0,34

< 0,02% < 0,001* < 0,29
April 59  1,89x0,59 29 1,96+ 0,36 20 2,58+0,85

< 0,001* < 0,04* » < 0,56
Mai 19 2,35+ 0,37 28 2,20 = 0,50 8 2,76 + 0,36

< 0,35 <0,71 <0,90
Juni 40 2,25+ 0,38 9 2,27 + 0,34 -

<0,74 < 0,67
Juli 40 2.27 + 0,56 40 2,20 + 0,60 30 2,74 + 0,63

< 0,67 . < 0,06 .
August 10 2,20+ 0,37 20 1,89 + 0,39 - <0,43

<0,01* < 0,001* ’
September 46 2,51+0,34 30 2,64 £ 0,47 9 2,56 + 0,52 _

< 0,01* < 0,001* <0,32
Oktober 20 2,25+ 042 20 2,04 + 0,40 10 2,76 + 0,38

<0,31 < 0,001*
November 30 2,38 + 0,39 30 2,69 + 0,48 -

<0,63 <0,16

Dezember 49 2,43 + 0,46 29 3,02+ 1,20 -

= Anzahl der Tiere (Zur Erginzung wurden Tiere aus Versuchen von 1973 noch einbezogen)
+s = Mittelwerte und Standardabweichung (in mmol/l)

= Signifikanz des Unterschiedes zum jeweiligen Vormonat (p < 0,05)
- = Keine Werte vorhanden

* X3

Tab. 5. Statistische Priifung auf saisonale Unterschiede bei Ratten verschiedener Altersstufen (T-Verteilung und P-Integral).

Alter Geschlecht Periode mit niederen Cholesterinspiegeln Periode mit hoheren Choleste;iﬁspiegeln Signifii?anz des
(in mmol/1) (in mmol/I) Unterschiedes
_ zwischen bei-
Saison n Xts Saison n Xts den Perioden
14 3 Mirz — Juli 99 2,09 +0,44 August — Februar 118 2,38 + 0,44 p = 0,0001 V
21 3 Mirz — Juli 63 2,07+0,52 August — Februar 100 2,40+ 0,65 p = 0,001
34 3 Mirz — Juli 32 2,69+0,72 August — Februar 18 2,56 + 0,57 p=0,547
34 3 Februar — Mirz 8 2,02+0,34 April — Januar 42 2,76 £ 0,65 p=0,003
14 Q Mirz — Juli 99 2,38+ 0,44 August — Februar 118 2,58 + 0,52 p=0,01-
21 Q Mirz — Juli 63 2,27 + 0,47 August — Februar 99 2,64 + 0,78 p = 0,002
34 Q Mirz — Juli 34 2,58+0,62 August — Februar 20 2,66 + 0,41 p= 0,640
34 Q Februar — Mirz 10 2,43+0,36 April — Januar 44 2,64 + 0,57 p=0,269 .
14 d+Q Mirz — Juli 198 2,03+0,58 August — Februar 236 2,55+ 0,57 p=0,0001*
21 3+9Q Mirz — Juli 126 2,18+ 0,50 August — Februar 199 2,52+ 0,73 p = 0,0001*
34 3$+9 Mirz — Juli 66 2,64 + 0,66 August — Februar 38 2,61 + 0,49 p = 0,853
34 s+Q Februar — Mirz 18 2,25+0,39 April — Januar 86 2,71 +0,61 p = 0,004
* Keine Normalverteilung (Excess, siche Tab. 2)
Um eindeutig zu belegen, da es sich hierbei um soge- Diskussion
-nannte saisonale Verinderungen handelt, haben wir die )
zusammenhingenden Frithjahrs- und Sommerperioden Die Bestimmung des Gesamtcholesterins im Serum nach
mit niederen Cholesterinspiegeln nach Geschlecht ge- Levin und Zak darf heute als eine der zuverlissigsten
trennt zusammengefaft und die Werte mit den iibrigen und einfachsten Routinemethoden angesehen werden
kilteren Jahreszeiten verglichen. Die Befunde zeigten (3, 23). Bei der Modifikation der Technicon-Autoana-
eine statistisch gesicherte, saisonale Verinderung des lyzer-Methode N-37a zur Anwendung am Kleintier stellte

Serumcholesterinspiegels. sich heraus, daf} durch Zusatz von etwas Essigsdurean-

-
o
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hydrid zum Reagenz und durch Vorwirmen desselben
auf 80° die Betriebssicherheit verbessert und die Emp-
findlichkeit der Methode noch um etwa 100% gesteigert
werden kann. Nach unseren Erfahrungen liegen bei der
automatischen Bestimmung, gleichbleibende Reagenzien-
qualitit vorausgesetzt, die Hauptstorfaktoren im Feuch-
tigkeitsgehalt des Reaktionsgemisches und in Temperatur-
schwankungen.

Die vorliegenden Ergebnisse, d. h. Zunahme der Standard-
abweichung und die geschlechtsspezifische Erhhung
des Gesamtcholesterins mit zunehmendem Alter, ma-
chen es unseres Erachtens notwendig, bei der konven-
tionell gehaltenen Ratte einen nach Lebensphasen und
Geschlecht gestaffelten Normalbereich zu schaffen.
(siehe Tab. 2).

Ein nach Altersstufen gestaffelter Normbereich hitté
den Vorteil, da® man durch Vergleich mit der jiingeren,
- der gleichen und der nichst hoheren Altersstufe Verin-
derungen friihzeitig erkennen und altersbedingte und
pathologische Abweichungen besser differenzieren
konnte. Daf} auch beim Menschen eine dhnliche Pro-
blematik besteht, geht aus Arbeiten hervor (1, 8, 11,
15), in denen gezeigt wird, da der Cholesterinspiegel
dhnlich wie bei der Ratte geschlechtsspezifisch an-
steigt (steiler Anstieg beim Mann zwischen 30. und

50. Lebensjahr, dann Abflachung des Anstieges; bei -
der Frau kontinuierliche Cholesterinerhdhung iiber
beinahe das ganze Leben). Dieses Entwicklungsbild

des Menschen ist mit dem der Ratten altersmifig grob
vergleichbar, wenn man den allgemein iiblichen Alters-
vergleichsfaktor Ratte—Mensch von 30—35 anwendet.
Die gefundenen saisonalen Schwankungen des Cho-
lesterinspiegels bei Ratten der Altersgruppen 14 und

21 Wochen finden ihre Parallele neben anderen in

den Untersuchungen von Pincherle (15), Thomas et

al (16), Doyle et al (17), Carison und Lindstedt (18)

am Menschen und von Kritschewsky und seiner

Gruppe (19) am Affen, wo ebenfalls wihrend der
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Frithjahrs- bzw. Sommermonate niedrigere Cholesterin-
werte gefunden wurden.

Bei der Ratte werden dhnliche saisonale Abweichungen
nach unserem Wissen nur von Thorp (20) beschrieben.
Nach unseren Untersuchungen scheint jedoch bei der
Ratte mit zunehmendem Alter die saisonale Adaption
verloren zu gehen. Letzteres Ergebnis konnte unter
Umstinden einen Hinweis auf die Befunde der Arbeits-
gruppen von Van Houte (1) und von Samuel (5) geben,
welche an Patientenkollektiven den Nachweis saisonaler
Schwankungen nicht erbringen konnten. Uber die Ur-
sache dieser Schwankungen kann nach unseren Unter-
suchungen keine Aussage gemacht werden. Wir kénnen
lediglich Umweltfaktoren wie jahreszeitliche Tempe-
raturschwankungen, Anderungen im Tag- und Nacht-
rthy thmus, sowie Beeinflussung durch Diitinderung

als Ursache ausschlieffen. Moglicherweise trifft auch
bei der Ratte die von Doyle et al (17) fiir saisonale
Schwankungen beim Menschen gegebene Erklirung zu,
welche sie mit jahreszeitlichen Anderungen der Schild-
driisenfunktion in Zusammenhang bringen. Diese An-
nahme ist jedoch in unserem Falle nur dann berechtigt,
wenn wir weitere, bisher nicht eliminierbare exogene
und endogene Faktoren in Betracht ziehen (z. B. Ande-
rung des generellen Hormongleichgewichtes, des
Sexualverhaltens, oder sonstige biophysikalische Fak-
toren). Praktisch bedeutsam kdnnten diese Befunde
bei der Beurteilung von cholesterinsenkenden Medi-
kamenten sein. Die beschriebenen Spontanschwankun-
gen sollten schon bei der Planung derartiger experi-
menteller Studien (bei Tier und Mensch) beriicksichtigt
werden.
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