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Laboratoriumstiere’’ 2)

Von R. Friedel, I. Trautschold, K. Gértner, M. Helle-Feldmann und D. Gaudssuhn
Institut fiir Klinische Biochemie und Zentrales Tierlaboratorium der Medizinischen Hochschule Hannover

(Eingegangen am 7. April/10. Juni 1975)

Zusammenfassung: Die Héhe der Aktivititen von Zellenzymen im Serum von Ratte und Maus wurde auf ihre Abhin-
gigkeit von der Technik der Blutentnahme untersucht. Bei der Ratte wurde Blut entnommen durch Punktion des
retroorbitalen Venenplexus, iiber einen in eine Vena jugularis eingefiihrten Katheter, durch Herzpunktion und durch
Incision der abdominalen Aorta; bei der Maus iiber einen Venenkatheter und durch Aortenincision. Im Serum wurden
die Aktivititen folgender Zellenzyme bestimmt: Sorbitdehydrogenase, Lactatdehydrogenase, Malatdehydrogenase,
Glutamatdehydrogenase, Aspartataminotransferase, Alaninaminotransferase, Pyruvatkinase, Creatinkinase, Myokinase,
Alkalische Phosphatase und Leucinaminopeptidase. Bei der Ratte wurden zusitzlich die Konzentrationen von .
Protein, Harnstoff und anorganischem Phosphat sowie die Himatokritwerte bestimmt. Versuchsbedingte Anderungen
der Grofle des intravasalen Fliissigkeitsraumes wurden durch Untersuchung der Verteilung von intravends injiziertem

1251 markiertem Albumin erfait.

Bei der Ratte wurden sowohl nach Retroorbitalpunktion als auch nach Aortenincision im Serum héhere Aktivititen
fir Lactatdehydrogenase, Malatdehydrogenase, Aspartataminotransferase, Pyruvatkinase, Creatinkinase und Myo-
kinase gefunden als bei Herzpunktion oder Venenkatheterisierung. Alkalische Phosphatase und Alaninaminotrans-
ferase wurden nur nach Retroorbitalpunktion mit leicht zu hohen Aktivititen im Serum bestimmt. Nach Herzpunk-
tion wurden lediglich fiir die Creatinkinase zu hohe Werte gefunden. Zu hohe Proteinkonzentrationen und Himato-
kritwerte nach Retroorbitalpunktion sowie zu niedrige Me3werte fiir beide Parameter nach Aortenincision sind auf
eine durch den Versuch bedingte Einengung bzw. Vergrofierung des relativen Plasmaraumes zuriickzufiihren. Bei der
Maus wurden nach Aortenincision Lactatdehydrogenase, Malatdehydrogenase, Aspartataminotransferase, Creatin-
kinase und Myokinase mit zu hohen Aktivititen im Serum gefunden.

Die Ursache fiir die Unterschiede in den Enzymaktivititen wird weniger in Einfliissen durch Himolyse oder Blutge-
rinnung als vielmehr in einem durch den Eingriff verursachten Ubertritt von Enzymaktivitét vom intrazelluliren in den
extrazelluliren Raum gesehen. Fiir Untersuchungen von Enzymaktivititen im Serum von Ratte und Maus ist die Blut-
entnahme iiber einen Venenkatheter die Methode der Wahl. Fiir chronische Versuche wird die Herzpunktion em-
pfohlen.

Effects of blood sampling on enzyme activities in the serum of small laboratory animals

Summary: Because of the difficulties in drawing blood for clinical chemistry in small laboratory animals there exist
many methods for sampling blood and the preparation of serum, none of which is generally accepted or well standar-
dised. It was the aim of this study to investigate the effects of sampling techniques on normal values of enzyme acti-
vities in the serum of rat and mouse.

The activities of the following enzymes were determined: sorbitol dehydrogenase, lactate dehydrogenase, malate de-
hydrogenase, glutamate dehydrogenase, aspartate aminotransferase, alanine aminotransferase, pyruvate kinase, crea-
tine kinase, myokinase, alkaline phosphatase and leucine aminopeptidase. In addition plasmaproteins, urea and inor-
ganic phosphorus were measured. In rats blood was obtained from the following sites: retroorbital venous plexus,
jugular vein, heart and ventral aorta. In mice blood was sampled from the jugular vein and the ventral aorta. Shifts of
water from the interstitial to the intravascular space due to hypovolemia occuring during the experimental procedure
were followed up by measuring the hematocrit and the distribution of radioiodide labelled albumin.

1y Gefordert aus Mitteln des Sonderforschungsbereiches 146 )
2y Teilweise vorgetragen auf der Tagung ,,Biochemische Analytik 74*
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In rats the activities of lactate dehydrogenase, malate dehydrogenase, aspartate aminotransferase, pyruvate kinase,
creatine kinase and myokinase found in blood serum obtained from the retroorbital venous plexus and the ventral
aorta were too high compared to the other sampling sites. Activities of alkaline phosphatase and alanine aminotrans-
ferase were slightly elevated when blood was sampled from the punctured retroorbital venous plexus. Small differ-
ences in plasmaproteins and hematocrit values were found to be due to acute shifts of water within the extracellular

space. In mice the activities of lactate dehydrogenase, malate dehydrogenase, aspartate aminotransferase and myokinase

were found to be too high in blood serum obtained from the ventral aorta. .

Efflux of enzymes from damaged cells and the interstitial space is likely to be the main source of etror. Slight hemo-

lysis and blood clotting might have caused erroneous results too, but only to a minor extent. The most reliable method

for blood sampling in rat and mouse is the cannulation of the jugular vein. The heart puncture can be recommended
too. Attention should be paid, however, to the possibility of aspirating disrupted muscle cells through the inserted

needle.

Einleitung und Fragestellung

,It is irrational to improve methodology as long as un-
controlled sampling conditions may cause changes that
far exceed the analytical variability.‘ Dieser Satz von
Pedersen (1) aus dem Jahre 1972 charakterisiert eine
Problematik, die in der Klinischen Chemie zwar schon
seit der Jahrhundertwende bekannt ist, der aber erst

in den letzten Jahren im Zuge der Bemithungen um
Qualititskontrolle und Standardisierung Aufmerksam-
keit geschenkt wurde. Fiir die praktische Medizin haben
eingehende Untersuchungen eine Vielzahl von moglichen
Fehlerquellen bei der Blutentnahme und der der eigent-
lichen Analytik vorangehenden Aufarbeitung charakte-
risieren und ihre Bedeutung fiir die Gesamt-Prizision der
Methode sowie die Aussagekraft eines Parameters fiir
diagnostische Zwecke aufzeigen kénnen (siehe hierzu
Le. (2, 3)).

Angesichts dieser Aktivititen ist es erstaunlich, daf die
Problematik der Probengewinnung, speziell der Ent-
nahme und Verarbeitung von Blut, ganz offensichtlich
wenig Beachtung in der tierexperimentellen Medizin
gefunden hat. Bei Durchsicht der einschligigen Literatur
fillt vielmehr auf, daf besonders bei kleinen Labora-
toriumstieren wie Ratte und Maus die Vielfalt der an-
gewandten Blutentnahmetechniken kaum noch iiber-
troffen werden kann. Besonders hiufig werden Punk-
tionen des retroorbitalen Venenplexus, des Herzens,

der Aorta, der V. cava oder der Schwanzgefifle durch-
gefithrt, wobei allerdings vermutet werden muf, dafl die
Bezeichnung ,,Punktion‘ auch fiir ,,Incision* benutzt
wird, da z. B. die Punktion der Aorta bei der Maus nicht
unbedingt zu den einfachen, fir die Routine geeigneten
Eingriffen gehort. Als hiufig benutzte Techniken werden
weiter das Dekapitieren und das Abschneiden der
Schwanzspitze gefunden; nicht selten findet man ledig-
lich den Satz: ,,Die Tiere wurden entblutet.* Andere
Untersucher messen der Blutentnahmetechnik offenbar
liberhaupt keine Bedeutung bei; sie erwihnen allenfalls,
daB Blut, Serum oder Plasma als Untersuchungsmaterial
diente. In der Regel wird lediglich bei Untersuchungen,
in denen Corticosteroide oder Catecholamine bestimmt

werden, besonderer Wert auf eine schnell durchfiihrbare
und gut reproduzierbare Blutentnahmetechnik gelegt.
Im Rahmen von Untersuchungen iiber die méglichen
Ursachen der biologischen Virianz biochemischer und
klinisch-chemischer Parameter im Blutserum verschiede-
ner Rattenstimme wurde uns bewufdt, welche entschei-
dende Bedeutung die Blutentnahmetechnik auf soge-
nannte Normalwerte und ihre Streuung haben kann.

Es war das Ziel der hier vorgelegten Untersuchungen zu
priifen, ob bei Ratte und Maus die Technik der Blutent-
nahme Einfluf} auf Enzymaktivititen im Serum hat.

Methodik

Die Untersuchungen wurden niit Ratten des Inzucht-Stamimes
LEWIS/ZTM, Geschlecht minnlich, Gewicht 180—220 g, und
Miusen des Stammes NMRI/Han, Geschlecht ménnlich, Ge-
wicht 2535 g, durchgefiihrt. Die Tiere wurden in Gruppen
von etwa 5 (Ratten) und etwa 10 (Miuse) in Makrolon-Kifigen
III bzw. II bei Einstreu mit Weichholzgranulat, Trinkwasser-
versorgung iiber Flaschen und Fiitterung mit Altromin R 1320
gehalten; Raumtemperatur 22 + 2 °C, relative Luftfeuchtig-
keit 50 + 5%, Licht von 07.00 bis 19.00 Uhr.

In Pentobarbital-Narkose (40 mg/kg intraperitoneal) wurde
Ratten wie Miusen ein PVC-Katheter in die rechte V. jugularis
eingefiihrt. Bei Ratten erfolgten die Entnahmen von jeweils
500-800 ul Blut mit vier Techniken nach folgendem Zeitschema:

t = 0 min Punktion des retroorbitalen Venenplexus mit nicht
heparinisierten Kapillaren. Auffangen des Blutes
direkt in Zentrifugengefiafien; Umlagerung des Tieres.

t = 1 min Simultane Entnahme iiber den Venenkatheter und
durch transthorakale Herzpunktion in Plastik-Spritzen;
anschliefend Laparotomie.

t = 2 min Schnittincision der abdominalen Aorta, direktes Auf-
fangen des Blutes in Zentrifugengefafien.

Den Midusen wurde innerhalb von maximal 60 s je 300 pl Blut

" iiber den Venenkatheter und durch Incision dér abdoniinalen

Aorta entnommen.

Die Blutproben wurden innerhalb weniger Sekunden nach der
Entnahme in Polypropylengefifien fiir 2 min mit 12000 g bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Das iiberstehende Nativplasma

* wurde separiert, nach erfolgter Nachgerinnung wurde das

Fibringerinnsel dusgedriickt und entfernt, Die Seren, sie waren

frei von sichtbarer Himolyse, gelangten sofort zur Unter-
suchung.
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Mefimecthoden

Die Aktivititen von 11 Zellenzymen im Serum wurden mit
folgenden Testansitzen (Endkonzentrationen) bestimmt:

Sorbitdehydrogenase, EC 1.1.1.14 (modifiziert nach Lc. (4)):

Triathanolamin-Puffer, pH 7,4, 110 mmol/l; NADH
0,20 mmol/l; Fructose 170 mmol/L.

Lactatdehydrogenase, EC 1.1.1.27 (modifiziert nach l.c. (5)):

Triithanolamin-Puffer, pH 7,5, S0 mmol/l; NADH 0,35
mmol/l; Pyruvat 0,55 mmol/i.

Malatdehydrogenase, EC 1.1.1.37 (modifiziert nach Lc. (6)):
Triithanolamin-Puffer, pH 7,5, 50 mmol/l; NADH 0,35
mmol/l; Oxalacetat 2,0 mmol/l.

Glutamatdehydrogenase, EC 1.4.1.3 (modifiziert nach l.c. (7)):
Tridthanolamin-Puffer, pH 7,5, 35 mmol/l; EDTA 3,5 mmol/l;
Ammoniumacetat 100 mmol/i; NADH 0,28 mmol/l; ADP
1,4 mmol/l; 2-Oxoglutarat 6,7 mmol/l.

Aspartataminotransferase, EC 2.6.1.1 (modifiziert nach l.c. (8)):
Phosphat-Puffer, pH 7,4, 80 mmol/l; L-Aspartat 200 mmol/];
NADH 0,18 mmol/l; 2-Oxoglutarat 12 mmol/l; Lactatde-
hydrogenase 1,2 U/ml; Malatdehydrogenase 0,6 U/ml.

Alaninaminotransferase, EC 2.6.1.2 (modifiziert nach lL.c. (9)):
Phosphat-Puffer, pH 7,4, 80 mmol/l; L-Alanin 800 mmol/l;
NADH 0,18 mmol/l; 2-Oxoglutarat 18 mmol/l; Lactatde-
hydrogenase 1,2 U/ml.

Pyruvatkinase, EC 2.7.1.40 (modifiziert nach l.c. (10)):
Tridthanolamin-Puffer, pH 7,5, 110 mmol/l; K* 85 mmol/l;
Mg* 15 mmol/l; EDTA 1,0 mmol/l; NADH 0,19 mmol/l;
Phosphocnolpyruvat 0,17 mmol/l; Dithioerythrit 0,2 mmol/l;
ADP 1,3 mmol/l; Lactatdehydrogenase 5 U/ml.

Creatinkinase, EC 2.7.3.2 (modifiziert nach l.c. (11)):
Tridthanolamin-Puffer, pH 7,0, 90 mmol/l; Glucose 20 mmol/l;
Mg* 10 mmol/l; ADP 1,0 mmol/l; AMP 10 mmol/l; NADP 0,7
mmol/l; Creatinphosphat 35 mmol/l; Dithioerythrit 1,2
mmol/l; Hexokinase 1 U/ml; Glucose-6-phosphatdehydro-
genase 1 U/ml.

Mpyokinase, EC 2.7.4.3 (modifiziert nach l.c. (12)):
Tridthanolamin-Puffer, pH 7,6, 70 mmol/1; Mg* 0,7 mmol/l;
K* 120 mmol/l; NADH 0,54 mmol/l; Phosphoenolpyruvat
0,4 mmol/l; AMP 1,3 mmol/i; ATP 1,1 mmol/l; Lactat-
dehydrogenase 22 U/ml; Pyruvatkinase 8 U/ml.

Alkalische Phosphatase, EC 3.1.3.1 (13):
Didthanolamin-Puffer, pH 9,8, 1,0 mol/l; p-Nitrophenyl-
phosphat 10 mmol/1; Mg* 0,5 mmol/l.

Leucinaminopeptidase, EC 3.4.11.1 (modifiziert nach L.c. (14)):

Phosphat-Puffer, pH 7,2, 90 mmol/l, L-Leucin-p-nitroanilid
0,8 mmol/l.

Die Bestimmungen erfolgten im optischen Test bei 366 nm,
bzw. fiir die Alkalische Phosphatase und Leucinaminopepti-
dase kolorimetrisch bei 405 nm; es wurde mit Mikroliter-
Methoden (6) gearbeitet. Alle Messungen erfolgten bei 25 °C
in teilmechanisierten Mefipldtzen; die Aktivititen wurden als
U/1 berechnet.

Der Protein-Gehalt der Serum-Proben wurde mit Hilfe der
Biuret-Reaktion bestimmt (15). Harnstoff und anorganisches
Phosphat wurden nach Standardmethoden (16 bzw. 17) unter
Verwendung kommerzieller Testpackungen (BOEHRINGER
bzw. MERCK) gemessen. Die Bestimmungen der drei letztge-
nannten Parameter erfolgten mit einem cinkanaligen diskon-
tinuierlichen Analysenautomaten (Braun SysteMatik). Zur
internen Qualititskontrolle wurden k#ufliche Kontrollseren
(Precinorm E, Precipath E, Precinorm S, simtlich BOEHRINGER,
Mannheim) verwendet. Bei den Ratten wurde der Himatokrit
der Blutproben mit einer Standard-Mikromethode bestimmt;
es wurde fiir 15 min mit 20000 g zentrifugiert. Die Unter-
suchung relativer Verdnderungen der Grofie des Plasmaraumes
erfolgte iiber die Messung der Verteilung und Elimination
intravends injizierten 125)-markierten Humanalbumins
(AMERSHAM-BUCHLER, Braunschweig).

Ergebnisse und Diskussion

Untersuchungen an Ratten

In der Tabelle 1 sind die Ergebnisse der Untersuchungen
an Ratten zusammengestellt. Fiir die Enzyme Sorbit-
dehydrogenase, Glutamatdehydrogenase und Leucin-
aminopeptidase wurden nahezu identische Aktivititen
bei den vier Entnahmetechniken gefunden. Lediglich
bei der Aortenincision lagen die Mittelwerte von Sor-
bitdehydrogenase und Leucinaminopeptidase niedriger
als bei den anderen drei Techniken, die Unterschiede

Tab. 1. Enzymaktivitdten (U/1) und Konzentrationen von Protein (g/1), Harnstoff (mmol/l) und anorganischem Phosphat (mmol/l) im
Blutserum sowie der Himatokrit der Ratte bei Entnahme des Blutes durch vier verschiedene Techniken. n = 12

Retroorbitalpunktion Herzpunktion Venenkatheter Aortenincision

X S X S5 X S X %
Sorbitdehydrogenase 6,1 0,5 6,1 0,7 6,2 0,5 53 0,5
Lactatdehydrogenase 58,8 8,5 45,6 5,0 44 4 3,3 104 20,6
Malatdehydrogenase 130 25,5 70,3 12,1 62,7 6,3 134 24,9
Glutamatdehydrogenase 8,8 0,8 7,8 0,8 8.4 0,5 8,7 0,8
Aspartataminotransferase 48,9 5,9 37,9 1,6 39,5 1,8 46,2 3,1
Alaninaminotransferase 54,0 4,3 46,7 2,8 46,9 2,6 47,6 3,3
Pyruvatkinase 73,5 5,8 64,5 6.0 59,1 3,1 98,2 13,5
Creatinkinase 142 32,5 104 13,0 75,1 5,5 239 42,1
Myokinase 81,6 16,9 52,0 5,5 47,3 3,0 199 45,2
Alkalische Phosphatase 272 13,9 235 12,8 243 12,8 223 11,8
Leucinaminopeptidase 13,3 0,8 13,0 0,5 13,2 0,5 12,0 0,6
Protein 61,9 0,8 59,1 0,7 60,9 0,6 51,5 1,1
Harnstoff 7,9 0,1 7,8 0,1 7,9 0,1 8,2 0,2
Phosphat, anorg. 2,5 0,07 2,3 0,04 2,4 0,07 2,4 0,06
Hiamatokrit 46,4 0,6 443 0,6 45,2 0,6 31,7 1,4
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konnten jedoch statistisch nicht gesichert werden. Fiir
Aspartataminotransferase, Alaninaminotransferase und
Alkalische Phosphatase wurden bei Retroorbitalpunk-
tion im Mittel um 13 % bis 21 % héhere Werte gefun-
den als bei Entnahme des Blutes iiber den Venenkatheter
(fiir Aspartataminotransferase und Alkalische Phospha-
tase 2P < 0,05, fiir Alaninaminotransferase 2P < 0,01).
Bei der Aspartataminotransferase war auch die Aktivi-
tit im Serum aus Blut, das durch Aortenincision gewon-
nen war, im Mittel um 17% héoher als bei Entnahme

aus dem Venenkatheter (2P < 0,05).

Besonders auffillige Unterschiede wurden bei der Lac-
tatdehydrogenase, der Malatdehydrogenase, der Pyruvat-
kinase, der Creatinkinase und der Myokinase beobachtet.
Bei diesen fiinf Enzymen lagen die Aktivititen im Blut-
serum nach Aortenincision im Mittel zwischen 67%
(Pyruvatkinase) und 324 % (Myokinase) iiber den zuge-
hérigen Aktivititen im Serum bei Blutentnahme aus
dem Venenkatheter. Die Unterschiede waren in jedem
Falle statistisch signifikant. Auch nach der Retroorbital-
punktion wurden fiir diese funf Enzyme signifikant
hohere Serum-Aktivititen gefunden als nach der Blut-
entnahme aus der kanulierten V. jugularis. Die mittle-
ren relativen Erh6hungen lagen hier zwischen 24%
(Pyruvatkinase) und 100% (Creatinkinase). Bei der Lac-
tatdehydrogenase, der Malatdehydrogenase, der Pyru-
vatkinase und der Myokinase wurden zwischen den
Techniken Venen-Katheterisierung und Herzpunktion
keine signifikanten Unterschiede gefunden. Fiir die
Creatinkinase waren nach Herzpunktion die Serum-
Aktivititen um im Mittel 43 % hoher als nach der Blut-
entnahme aus der kanulierten Vene (2P < 0,05). Be-
sonders hervorzuheben ist, daf} bei allen Enzymen, fiir
die Unterschiede zwischen den einzelnen Techniken
beobachtet wurden, die Varianzen der Mefwerte bei
Entnahme des Blutes iiber den Venenkatheter niedriger
als bei jeder anderen Technik waren.

Die Konzentrationen von Harnstoff und anorganischem
Phosphat waren bei allen vier Entnahme-Techniken
nahezu identisch. Sowohl die Proteinkonzentrationen
als auch die Himatokritwerte wurden nach Aorten-
incision um im Mittel 15% niedriger gefunden als nach
Entnahme des Blutes iiber den Venenkatheter (2P
<0,01).

Die relativen Unterschiede gegeniiber den Mef3werten,
die im Serum bzw. Blut nach Entnahme aus der V. jugu-
laris gefunden wurden (= 100%), sind in der Abbildung 1
dargestellt; sie wurden fiir jedes Tier getrennt berechnet
und dann gemittelt. Aus dieser Abbildung geht auch
hervor, welche der Unterschiede im gepaarten t-Test
statistisch gesichert werden konnten. Nicht mit aufge-

- nommen wurden diejenigen Parameter, bei denen in

keinem Falle signifikante Unterschiede beobachtet
worden waren.

Bei der Beurteilung der beobachteten Unterschiede war
zu iiberlegen, ob die Mefwerte evtl. durch die Besonder-
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Abb. 1. Relative Unterschiede von Enzymaktivititen und Protein-
konzentrationen im Blutserum sowie von Himatokrit-
werten der Ratte bei Entnahme des Blutes mit vier ver-
schiedenen Techniken.

e Venenkatheter = Herzpunktion
a Retroorbitalpunktion 4 Aortenincision
—: 2P < 0,05

heiten der Versuchsanordnung verfalscht worden waren,
da die vier Blutentnahmen aus statistischen Griinden in
festgelegter Reihenfolge am gleichen Tier erfolgten.
Besonders die Abnahme der Proteinkonzentrationen und
der Hamatokritwerte bei der letzten Entnahme legten
die Vermutung nahe, daf} es im Verlaufe des Versuches
zu akuten Flissigkeitsverschiebungen zwischen dem
intravasalen und dem interstitiellen Raum gekommen
war. Die Ratten hatten schon vor der letzten Blutent-
nahme innerhalb von 1,5-2 min 2—2,5 ml Blut verloren,
was bei einem Blutvolumen von 15—20 ml zu einem-
hypovoldmischen Schock fithren mufl. Zur Klirung
dieser Fragestellung wurde die Verteilung bzw. Elimi-
nation von intravends injiziertem 125J-markiertem
Albumin untersucht.

Die Abbildung 2 fa3t die Ergebnisse von jeweils 9
Versuchen zusammen. Bei der Kontrollgruppe wurden
in kurzen Zeitabstinden je 200—300 ul Blut iiber einen
Venenkatheter entnommen; im Plasma wurde die Radio-

~ aktivitit gemessen. Daraus resultiert die durchgezogene

Kurve, die fiir Ratten die normale Eliminations-Cha-
rakteristik von Makromolekiilen aus dem Intravasalraum
représentiert. Der Versuchsgruppe wurden gleiche Men-
gen markierten Albumins injiziert. Nach der ersten Blut-
entnahme zur Ermittlung des Ausgangswertes (= 100%)
erfolgten die weiteren Entnahmen wie im Hauptversuch,
sowohl die Volumina als auch die Zeitdifferenzen be-
treffend. Aus der Abweichung dieser Werte, sie sind als
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Abb. 2. Einfluf der Blutentnahmetechnik auf die Grofie des Ver-
teilungsraumes von intravends injiziertem !25J-markier-
tem Albumin. Durchgezogene Linie: Kontrollgruppe;

R: Retroorbitalpunktion; H: Herzpunktion; V: Venen-
katheter; A: Aortenincision. Mittelwerte und Streuung
(sy) aus jeweils 9 Versuchen. Weitere Erklirung im Text.

Punkte mit Streuung in die Abbildung aufgenommen,
vom Verlauf der Kontrollkurve kann errechnet werden,
daB bei der Retroorbitalpunktion der Verteilungsraum
fir Albumin um etwa 6 % zu niedrig (2P < 0,001), bei
der abschliefenden Aortenincision um etwa 6% zu hoch
(2P < 0,05) erfat wurde. Im Falle der Retroorbital-
punktion ist dieser zu einer Erh6hung von Enzymakti-
vititen und Proteinkonzentrationen fiilhrende Effekt
durch einen mit der Stauung beider Venae jugulares
verbundenen erhdhten hydrostatischen Druck erklirt.
Bei der Aortenincision diirfte es sich um einen durch
den akuten Blutverlust bedingten Wassereinstrom aus
dem Interstitium handeln. In beiden Fillen kénnen diese
Effekte zwar die Unterschiede in den Proteinkonzen-
trationen und Hiamatokritwerten hinlinglich erkliren,
nicht aber die Unterschiede fiir die Enzymaktivititen.

Es ist naheliegend, bei der Frage nach den Ursachen fiir
die beschriebenen Effekte in erster Linie an stérende
Einfliisse durch eine leichte Himolyse oder friihzeitig
einsetzende Blutgerinnung zu denken. Das Ausmaf der
Aktivititsunterschiede wie auch die Enzymmuster lassen
einen iiberwiegenden Himolyse-Effekt absolut unwahr-
scheinlich erscheinen, zumal in keinem Falle eine sicht-
bare Himolyse beobachtet wurde. Nach eigenen Erfah-
rungen wird bei der Ratte eine Himolyse sicher dann
erkannt, wenn die Konzentration des freien Himoglobins
im Serum oberhalb 0,3 g/l liegt. Eine zu dieser Konzen-
tration fithrenden Lysis von Erythrocyten in vitro

wiirde zu folgenden Aktivitdtsanstiegen fithren: Lactat-
dehydrogenase 36 U/l, Malatdehydrogenase 16 U/l,
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Aspartataminotransferase 0,9 U/l, Alaninaminotrans-
ferase 0,2 U/, Myokinase 6 U/l, Creatinkinase kein
Anstieg (Diese Berechnung basiert auf unveréffentlich-
ten Daten von Friedel & Mattenheimer).

Die tatsichlich gemessenen Unterschiede waren in jedem
Fall weit grofer. Auch zeitliche Unterschiede beim Ein-
setzen der Blutgerinnung, die gerade bei der Ratte einen
massiven Enzymaustritt aus Blutpldttchen zur Folge

hat (18~20), konnen die beschriebenen Effekte nicht
anndhernd erkliren; die Enzymmuster in Blutplidttchen
(19) unterscheiden sich wesentlich vom Muster der
beobachteten Aktivitdtsunterschiede.

Es ist sehr viel wahrscheinlicher, dafl sowohl bei der
Retroorbitalpunktion als auch bei der Incision der Aorta
dem Blut intrazelluldre wie auch interstitielle Fliissig-
keit beigemischt wird, was zu einer Verfilschung der
Héhe von Enzymaktivititen im Serum fithren muf. Fiir
die Blutentnahme-Technik des Dekapitierens wurde von
Meltzer & Guschwan (21) auf diese Fehlerméglichkeit
hingewiesen. Auch die bei Herzpunktion im Vergleich
zur Entnahme iiber den Venenkatheter deutlich erhdht
gefundenen Creatinkinase-Aktivititen diirften unseres
Erachtens auf einen durch die Punktion hervorgerufenen
Enzymaustritt zuriickzufiihren sein, da gerade bei dieser

- Technik die Gefahr besteht, dad wie bei einer Nadel-

biopsie Gewebsteile der Interkostalmuskulatur oder des
Myocards aspiriert werden konnen.

Untersuchungen an Méusen

Bei der Maus wurden nur zwei Entnahme-Techniken
(Venenkatheter und Aortenincision) miteinander ver-
glichen, da ein zu starker Blutverlust vermieden werden
sollte. Aus dem gleichen Grunde wurden die Unter-
suchungen auf die Bestimmung von Enzymaktivititen
beschrankt. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 2 zu-
sammengestellt. Die Aktivititen der Sorbitdehydro-
genase, der Glutamatdehydrogenase, der Alaninamino-
transferase, der Pyruvatkinase, der Alkalischen Phospha-
tase und der Leucinaminopeptidase zeigten keine signi-

Tab. 2. Enzymaktivititen (U/1) im Serum der Maus bei Entnahme
des Blutes durch Venenkatheter und durch Aortenincision.

n=12

Venenkatheter Aortenincision

x % X SX
Sorbitdehydrogenasc 10,8 0,9 10,3 0,8
Lactatdehydrogenase 163 12,5 279 41,4
Malatdehydrogenase 242 33,9 383 40,4
Glutamatdehydrogenase 11,6 0,8 12,2 0,6
Aspartataminotransferase 28,1 2,1 39,4 3,7
Alaninaminotransferase 30,3 1,2 33,7 2,4
Pyruvatkinase 363 38,9 396 42,0
Creatinkinase 121 12,9 409 54,4
Myokinase 21,6 3,6 140 33,8
Alkalische Phosphatase 166 15,2 158 14,5
Leucinaminopeptidase 8,5 0,5 8,7 0,6
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fikanten Unterschiede. Fiir die Lactatdehydrogenase,
die Malatdehydrogenase, die Aspartatdehydrogenase,
die Creatinkinase und die Myokinase wurden dhnliche
Ergebnisse wie bei der Ratte ermittelt, wobei auffillt,
daR auch bei der Maus die relativen Unterschiede bei
den Aktivititen der Creatinkinase und der Myokinase
mit im Mittel 260% bzw. 560% am stérksten ausgepragt
waren. Die statistisch gesicherten relativen Unterschiede
sind in der Abbildung 3 dargestellt (bei der Lactatdehy-
drogenase 2P < 0,05, sonst 2P < 0,01).

Wie die Muster der Aktivititserh6hung, besonders aber
die Creatinkinase-Werte zeigen, diirfte auch bei der Maus
ein Einfluf von Himolyse oder Gerinnung bzw. ein
hierbei auftretender Enzymaustritt aus Blutpldttchen
(22) zu vernachlissigen sein. Wie schon bei der Ratte
sollte die Ursache fiir die beschriebenen Effekte vornehm-
lich in einem Enzymaustritt, provoziert hier durch die
Schnittincision, zu suchen sein, zumal wenn man beriick-
sichtigt, daB gerade fiir die betroffenen Enzyme in der
Muskulatur (Muscularis der Aorta!) ein betrichtlicher
Aktivititsgradient zwischen dem intrazelluldren und
dem extrazelluliren Raum besteht.

A
Die beschriebenen Ergebnisse sind insofern etwas ent-
mutigend, als gerade die fiir chronische Versuche elegante
Entnahmetechnik der Retroorbitalpunktion bei Unter-
suchungen von Enzymaktivititen in der Regel nicht
geeignet erscheint. Allenfalls fiir toxikologische Unter-
suchungen wiren die Fehler, mit denen hier beispiels-
weise bei den Aminotransferasen zu rechnen ist, tole-
rierbar. Fiir Studien zur Aufklarung der Ursachen der
biologischen Varianz von Enzymaktivititen im Serum
sind hingegen sowohl die Retroorbitalpunktion als auch
die Aortenincision als Techniken der Blutentnahme
abzulehnen. Es ist anzunehmen, daf} die im Vergleich

zur klinischen Medizin extrem hohen Varianzen von
Enzymaktivititen im Serum von kleinen Laboratoriums-
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