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Einleitung ——

1 Einleitung

Die Bewertung der Belastungen von Versuchstieren spielt in der
Versuchstierkunde eine sehr grof3e Rolle, ist aber aufgrund der vielfaltigen
Reaktionen des Organismus auf einwirkende Reize nur sehr schwer
vorzunehmen.

Da das Verhalten der Tiere zunéchst einen relativ einfach zu interpretierenden
Indikator darstellt, wird es haufig zur ersten Einschatzung der Belastung
herangezogen. Jedoch handelt es sich hierbei um eine relativ subjektive
Bewertung, welche mit Hilfe von objektivierbaren Daten (z. B. Kreislauf,
Hormone) gestutzt werden muf3.

Aus diesem Grund besteht ein aktueller Bedarf an gesicherten Daten, welche
eine Aussage dariber mdoglich machen, wie stark der Einflulz von
tierexperimentellen MaRnahmen auf das Befinden von Versuchstieren ist. Um
eine moglichst objektive Bewertung unterschiedlicher MaRnahmen zu
gewabhrleisten, wurden fir diese Arbeit die Hormone Prolaktin und Kortikosteron
ausgewahlt, deren Konzentrationen im Blut nachweislich in direktem
Zusammenhang mit stref3auslésenden Situationen stehen.

Die ausgewahlten Manipulationen, deren Uberprifung AufschluR uber eine
mogliche Belastung von Versuchstieren geben soll, stellen laboribliche
Behandlungsprozeduren dar, welche bei vielen tierexperimentellen
Untersuchungen routinemalf3ig durchgefuhrt werden.

Aufgrund der Unterschiede zwischen den Manipulationen soll auf der Basis der
gefundenen Hormonwerte eine differenzierte Bewertung des Schweregrades

dieser MalRnhahmen versucht werden.
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2 Literaturibersicht

2.1 Uberblick zu Belastungen von Versuchstieren

Die Versuchstierkunde kann als multidisziplindre Wissenschaft definiert werden
mit dem vorrangigen Ziel eines tierschutzgerechten Einsatzes von Tieren in der
biomedizinischen Forschung und dem weiteren Ziel, informative, unbeeinfluf3te
und reproduzierbare Daten zu erhalten (Zutphen et al., 1995).

Viele Beispiele belegen, wie rasch und empfindlich der Organismus des
Versuchstieres schon auf geringfiigige Storungen reagiert. Deshalb liegt es im
Eigeninteresse des Experimentators, die Belastung des Tieres und damit die
unkontrollierte Beeinflussung der zu untersuchenden Parameter mdoglichst
gering zu halten (Scharmann, 1988).

Experimentelle beabsichtigter > Experimentelle
Manipulationen Effekt Ergebnisse
un - Effekte
. fisch
beabsichtigte Effekte SPEZIISCNE
4 Veranderungen:
— Endokrinologie
Beemtrgchtlgung kompensatorische ' Immun0|09|e
aer P| - Kreislauf
Homoostase Mechanismen Futteraufnahme
Gesundheitszustand
u. a.

Abbildung 1. Beabsichtigte und unbeabsichtigte Effekte von
Manipulationen auf experimentelle Ergebnisse (nach Herck et al., 1994)

Aufgrund der Haltung oder aufgrund experimenteller Manipulationen kommt es
im Labor immer wieder zu Situationen, welche fur die Tiere mit einer Belastung

verbunden sind. Eine Folge daraus ist, dal} diese Belastung haufig zu einer
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Zunahme der Unterschiede von experimentellen Ergebnissen fihrt und somit
einen entscheidenden Einflul3 auf diese Ergebnisse hat (Herck et al., 1994). Die
dadurch verursachte starke Varianz der Ergebnisse wird tUber die Verwendung
grol3er Tierzahlen versucht zu kompensieren, was aber aus Tierschutzaspekten
abzulehnen ist.

Die Beurteilung von Belastungen bei Versuchstieren, zum Beispiel durch
Schmerzen, Distrel3 und Leiden, verlangt von dem Experimentator die Kenntnis
der komplizierten Mechanismen, die diesen "Gemiutszustanden" zugrunde
liegen. Er mu3 in der Lage sein, diese Zustdnde bei den Tieren zu erkennen
und zu bewerten. Weiterhin haben die Experimentatoren eine ethische wie eine
gesetzliche Verpflichtung den Einflul3 solcher Faktoren auf den Tierversuch zu
minimieren (GV-SOLAS, 1995).

Moberg (1999) definiert Distref3 als einen Zustand, der als Folge von Strel3
auftreten kann. Aufgrund von Strel3 kommt es beim Tier zu einer biologischen
Antwort, die der Bewaltigung der Situation dient, welche die eigene
Homoostase bedroht. Der Begriff Homobostase besagt, dal die Bedingungen
sowohl des inneren Zustands (wie Kodrpertemperatur, Blutglukose,
Wassergehalt des Korpers) als auch der Umwelt (wie Rangplatz in einer
sozialen Gruppe usw.) fur eine bestimmte Zeit in einem vorhersehbaren Bereich
konstant gehalten werden. Ein Tier kann seine Homobostase nur
aufrechterhalten, wenn es seine aktuelle Situation mit der Norm fir innere und
aulBere Faktoren vergleichen kann und es verhaltensméRige und
physiologische Wege findet, um die Norm zu realisieren (Koolhaas et al., 1995).
Strel3 fungiert bei Tieren somit als Triebfeder zur Entwicklung biologischer
Strategien um Stressoren besser zu bewaltigen. In den meisten Fallen bleibt die
Auswirkung von kurz dauerndem Strel3 auf das Tier ohne Folgen. Kommt es
aber durch langer dauernde Belastung, aufgrund streRverursachender
Experimente oder einer permanenten Bedrohung, zu einer erheblichen
biologischen Reaktion der Tiere, welche zu einer pathologischen Veranderung
fuhrt, ist dieser Zustand als Distrel3 zu bezeichnen.

Von der UFAW (1989) wird Distrel3 als Zustand definiert, in dem das Tier einen

betrachtlichen Teil seiner Anstrengungen bzw. seiner Ressourcen adaptiven
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Reaktionen widmen mul3, die darauf gerichtet sind, der Herausforderung einer
bestimmten Umweltsituation zu begegnen.

Der Begriff Distrel3 umfal3t solche Zustande, welche als "Angst", "Frustration"
oder "Depression” bezeichnet werden, ebenso wie "Diskomfort”, welcher als
eine milde Form von Distrel3 betrachtet wird. Die potentiell zu Distrel3 fihrenden
Reize sind Extremwerte jener Faktoren, die zur normalen Umwelt des Tieres
gehoren. Sie schlielen das Verhalten des Experimentators, des an Versuchen
beteiligten Personals und der Tierpfleger ein. Bei dem Versuch Distrel3 zu
bewerten, muf3 man sich dartber im Klaren sein, daf3 die gleiche Situation fur
bestimmte Tiere mehr und fir andere weniger belastend sein kann, in
Abhangigkeit von den bisherigen Erfahrungen sowie den individuellen
Mdoglichkeiten und F&ahigkeiten, diese Situation zu bewaltigen, auch "Coping"
genannt. Je erfolgreicher das Coping eines Tieres ist, um so weniger belastend
ist der Distrel3 (GV-SOLAS, 1995).

Nach Jones und Gillham (1988) sind Copingmuster Verhaltensreaktionen, die
den Strel3, welcher durch physiologische Parameter gemessen werden kann,
verringern. Das Copingmuster héngt dabei von einer Reihe von Faktoren ab,
zum Beispiel der genetischen Anlage, der kérperlichen Verfassung und den
friheren Erfahrungen mit &hnlichen oder anderen Stref3situationen, wobei die
Vorhersehbarkeit der Situation von grof3er Bedeutung ist (Henry und Stephens,
1977).

Im weiteren Verlauf der vorliegenden Arbeit findet keine Differenzierung
zwischen "gutem Stref3" (Eustref3), "neutralem Stre3" und "schlechtem Stre3"
(DistreR) statt, da mit dem Begriff Strel3 in dieser Arbeit grundsatzlich eine mehr

oder minder starke Beeintrachtigung des Tieres gemeint ist.

2.1.1 Streld

Strel3 bei Tieren ist nicht immer leicht zu erkennen oder zu definieren. Fraser et
al. (1975) definierten Strel3 als einen Zustand, welcher sich ereignet, wenn ein
Tier mit unangenehmen physikalischen oder psychischen Situationen
konfrontiert wird, welche bei ihm eine Stérung des normalen physiologischen

und mentalen Gleichgewichts verursachen.
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Bereits um die Jahrhundertwende wurde das Konzept von der Notwehrfunktion
des Nebennierenmarks (NNM), welches eine entscheidende Rolle wahrend des
Strel3geschehens spielt, formuliert. Grundlage dieses Konzeptes ist die
Intensivierung der Korperfunktionen, welche die Reaktionsfahigkeit eines Tieres
in bezug auf Kampf oder Flucht erh6hen. Die daraus folgende gesteigerte
Sauerstoff- und Energieversorgung der Skelettmuskulatur sowie des Gehirnes
fuhren beim Tier dazu, sich gegeniber Gefahren optimal zu verteidigen
(Cannon, 1929).

Mit dem Begriff "Stre3" bezeichnete Selye (1981) einerseits den Stimulus
(Stressor) andererseits die Reaktion oder die Interaktion zwischen Stimulus und
Reaktion. Das "allgemeine Anpassungssyndrom”, welches von ihm formuliert
wurde, gliedert sich in drei Stadien der Korperreaktion auf Stref3reize. Erstens
die "Alarmreaktion”, welche hauptsachlich durch eine gesteigerte Freisetzung
von Kortikosteroiden aus den Nebennieren gekennzeichnet ist und deren
Funktion es ist, die Widerstandsfahigkeit wieder herzustellen. Bei fortgesetzter
Einwirkung des Reizes geht die Alarmreaktion in eine zweite Phase, das
"Adaptationsstadium” tber und bei Fortbestehen der Einwirkung bricht die
Anpassung des Organismus zusammen und endet in der dritten Phase, dem
"Stadium der Erschopfung”, welches nach neueren Untersuchungen nur in ganz
wenigen Ausnahmefallen nachgewiesen wurde.

Von Mason (1974) wurde festgestellt, daf3 viele Stressoren nur dann zu
Stref3reaktionen fuhrten, wenn das Bewul3tsein davon beeinflul3t wurde. Die
Aktivierung des psychologischen Apparates stellt einen ersten Boten bei der
Strel3reaktion dar und ist somit eine spezifische Antwort auf Strel3, welche auf
bestimmte psychologische Zustande hin erfolgt. Diese "Kognitive Mediator-
Theorie" muldte relativiert werden, da nicht nur psychische, sondern auch
physische Stimuli die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse (HHA-
Achse) aktivieren konnen, ohne Beteiligung des kognitiven zentralen
Nervensystems (ZNS). Zusatzlich gelangte man zu der Erkenntnis, dal’ nicht
nur die Aktivierung der hypothalamo-hypophysar-adrenalen Achse zur
Strel3reaktion gehdrt, sondern dal3 Veranderungen in der Plasmakonzentration

vieler Hormone in einer organisierten und integrierten Weise stattfinden.
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Strel3situationen, bei denen ein Kontrollverlust droht, bewirken uber die
Amygdala des Limbischen Systems, das sympathische autonome
Nervensystem und das Nebennierenmark eine erhdhte Katecholamin-
freisetzung zur Unterstitzung der notwendig gewordenen Handlungsfahigkeit
("Fight and Flight"). Ist ein Kontrollverlust bereits eingetreten, fuhrt dieser zur
Unterdrickung (Depression) von Verhalten, was durch Aktivierung der
Hippocampus-Septum-Achse des Limbischen Systems und des HHA-Systems
sowie die daraus resultierende ACTH- (Kortikotropin) und Kortikosteroid-
freisetzung unterstitzt wird (Henry und Stephens, 1977).

Die aktuelle Vorstellung von Strel umfal3t alle mdglichen extraindividuellen
Ereignisse, die in der Lage sind, ein breites Spektrum von intraindividuellen
Reaktionen hervorzurufen, nachdem sie durch einen komplexen Filter von
individuellen Unterschieden gegangen sind (Veith-Flanigan und Sandman,
1985).

Das Phanomen Streld umfal3t sowohl Ereignisse in der Umwelt (Stref3stimuli,
Stressoren), als auch die darauffolgende Koérperreaktion (Strel3reaktion), wobei
verschiedene Individuen unterschiedlich stark auf das gleiche Umweltereignis
reagieren. Somit handelt es sich bei der Strel3reaktion nicht um eine klar
definierbare Anderung in speziellen Organen, sondern um ein Syndrom von
Veranderungen im gesamten Organismus (Moberg, 1985).

Die Reaktion des Organismus auf Strel3 setzt sich aus einer abgestimmten
Koordination von Verhalten, Endokrinium und autonomen Nervensystem
zusammen, was zu einer Vielzahl von Verdnderungen bei dem entsprechenden

Individuum fihrt (siehe Tabelle 1).
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Anderungen Zuna;hme Hormonelle Zuna;hme }j/g;a:ftirnuonnglgz Zuna;hme
EIES VEMEHES Abnahme VRN Abnahme | Systems Abnahme
Bewegungs- Hormone der Aktivitat des i
aktivitat Hirnanhangdriise Sympatikus
Neue - 3-Endorphin - Blutdruck -
Umgebung
Soz.|.ale - ACTH - Temperatur -
Verédnderungen
Ruckzug - Prolaktin - Herzfrequenz -
Immobilitat - Vasopressin - Plasma- -
Noradrenalin
Sozialkontakt - Wachstums- - Plasma-Renin -
hormon
Verstecken - Thyreotrophes - Plasma-Glukose -
Hormon
Erschrecken - FSH - Aktivitat des_ -
Parasympatikus
Nahrungs- - LH i Magensaure- -
aufnahme Sekretion
. - Hormone der -
Exploration Nebennieren Magenleerung
Se>.(u.e'llle - Kortikosteroide - Magen- . -
Aktivitat geschwire
Soz|ale. - Adrenalin - Defakation -
Interaktion
Spontanes - Hormone des Funktion des —
Verhalten Pankreas Immunsystems
Glukagon -
Insulin /-

Tabelle 1: Darstellung der verhaltensmé&Rigen, endokrinen und autonomen
Reaktionen von Ratten auf StreR (- = Erhéhung; =~ = Erniedrigung), (nach
Herck et al., 1994)

Bei der Stref3forschung ist zu berticksichtigen, dal3 eine Veranderung in einem
der Systeme der StrelR3antwort nicht notwendigerweise einen negativen Effekt
auf das Tier haben muf3. Zum Beispiel ist der Anstieg der Nebennieren
Kortikosteroide als Antwort auf einen Stimulus nicht nattrlicherweise schadlich.
Vielmehr wurde im Rahmen der Evolution bei den S&ugetieren unter anderem
das Nebennieren-System entwickelt, um das Tier mit einem Mechanismus
auszustatten, der durch die Veranderung der biologischen Funktionen das
Individuum in die Lage versetzt besser mit einem Stressor fertig zu werden
(Moberg, 1985).
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2.1.1.1 Stressoren

Die Einteilung der Stressoren, welche zu Strel3reaktionen fiihren, erfolgt sowohl
nach qualitativen als auch nach quantitativen Kriterien. Eine qualitative
Einteilung nach physikalischen Eigenschaften eines Stressors (z. B. thermisch,
elektrisch, chemisch, narkosebedingt) sowie nach der Gesamtsituation (z. B.
Immobilisation, soziale Isolation) scheint jedoch unzureichend, da oft mehrere
Faktoren gleichzeitig einwirken oder aber qualitativ unterschiedliche Stressoren
ein und dieselbe Reaktion auslosen konnen. Dabei hangt die subjektiv
empfundene Belastung nicht nur von der physikalischen GroRe des Stressors
ab, sonder ebenfalls von der Voraussagbarkeit und Kontrollierbarkeit des
Stressors. So verursacht ein Stressor, welcher vorhersehbar oder kontrollierbar
ist, weniger Strel3, als der selbe Stressor, wenn er von den Tieren nicht
voraussagbar oder kontrollierbar ist (Murison, 1985; Quirce et al., 1981).
Bei der quantitativen Einteilung des Stressors wird zwischen Dauer und
Intensitat der Einwirkung unterschieden. Obwohl man die Intensitat eines
physikalischen Stressors objektiv messen kann (z. B. in Grad, Dezibel oder
Ampere), besteht keine Mdglichkeit eine Aussage daruber zu machen, wie
intensiv der Organismus den Stimulus wirklich wahrnimmt. Von grol3erer
Bedeutung ist deshalb in diesem Zusammenhang eine Angabe Uber die Dauer
des einwirkenden Stressors. So wird in den meisten Untersuchungen zwischen
akutem und chronischem Strel3 unterschieden.
Diese beiden Formen des Stresses konnen nach Koolhaas et al. (1995) wie
folgt definiert werden:

Akuter Strel3 ist der Zustand eines Lebewesens, der nach einer plotzlichen

Abnahme der Voraussagbarkeit und/oder Kontrollierbarkeit wesentlicher

Umweltveranderungen auftritt.

Chronischer Strel3 ist der Zustand eines Lebewesens immer dann, wenn

umweltbedingte Aspekte eine niedrige Vorhersagbarkeit haben und/oder

Uber eine lange Zeit nicht oder nur schlecht kontrolliert werden kénnen.
Diese Einteilung nach der Dauer der Einwirkung eines Stressors wurde von
Burchfield (1979) durch eine dritte Strel3kategorie, den chronisch

intermittierenden Strel3, erganzt. Er ist gekennzeichnet durch einen akuten
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Stressor, welcher in regelmaligen oder unregelmaldigen Intervallen wiederholt
wird. Bei dieser Stre3form kann es dazu kommen, dald die Reaktion der Tiere
auf einen mehrfach wiederholten weniger intensiven Stressoren bei jeder
Wiederkehr abnimmt, bis keine Reaktion mehr wahrnehmbar ist, weil in diesem
Fall eine Gewdhnung (Habituation) an den Stimulus eingetreten ist (De Boer et
al., 1990). Andererseits kann die Strel3reaktion auf einen wiederkehrenden
intensiven Stressor entweder unverédndert bleiben, oder aber sie fallt
zunehmend starker aus, da eine Sensibilisierung stattgefunden hat (Konarska
et al., 1989).

Die im Leben von Labortieren vorkommenden Stref3situationen sind von vielen
beeinflussenden Faktoren abhangig, stellen aber vorwiegend eine
Wiederholung von  gleichen  (homotypischen) oder verschiedenen
(heterotypischen) Stressoren dar (Ladewig, 1994).

2.1.1.2 Streflreaktion

Bei der Reaktion auf einwirkende Stressoren werden unterschiedliche
endokrine Systeme aktiviert. Eine zentrale integrierende Rolle bei der
Regulation der Strel3reaktion spielt hierbei der Hypothalamus. Durch ein Netz
von Nervenbahnen steht er in enger Verbindung sowohl mit hdheren
(Limbisches System, Neocortex) als auch mit niedrigeren Hirnstrukturen
(Hirnstamm, Riickenmark). Uber afferente Nervenbahnen empfangt er standig
Informationen Uber externe und interne Ereignisse, welche nach Abstimmung
mit den verschiedenen Strukturen in Reaktionen umgewandelt und Uber
efferente Nervenbahnen beziehungsweise Uber Hormone weitergeleitet werden
(Henry und Stephens, 1977).

Akute belastende Stressoren aktivieren dabei das sympatho-adrenomedullare
System, so dald es zur Ausschittung von Adrenalin und Noradrenalin in den
peripheren Blutkreislauf kommt. Dadurch erhéhen sich Herzfrequenz und
Blutdruck und es kommt zur Umverteilung des Blutes aus den inneren Organen
in die Skelettmuskulatur und zur Mobilisierung der Energievorrate in der Leber.
Somit ist der Organismus auf eine rasche Reaktion vorbereitet. Im Gegensatz

dazu aktivieren langer wirkende oder chronische Stressoren die Hypophysen-
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Hypothalmus-Nebennierenrinden-Achse, so dal3 der Plasma-Glukokortikoid-
Spiegel ansteigt und durch Glukoneogenese der Kohlenhydratgehalt der Leber
erhoht wird. Die hypothalamo-adrenokortikale Anwort setzt somit den
Energieversorgungsprozel3, welcher im sympatho-adrenomedullaren System
begann, folgerichtig fort (Lawrence, 1994).

2.2 Hormonelle Antwort auf Belastungen

Schon frih wurde eine strelRbedingte Aktivierung des sympatho-
adrenomedullaren Systems und die damit verbundene Freisetzung der
Katecholamine nachgewiesen (Cannon, 1929).

Dabei kommt dem Katecholamin Dopamin als Neurotransmitter im zentralen
und im peripheren autonomen Nervensystem sowie als hypothalamischer
Hemmfaktor fur die Prolaktinfreisetzung aus der Hypophyse eine wichtige
physiologische Bedeutung zu (Ddcke, 1994).

Auf die Darstellung der physiologischen Funktionen der Katecholamine im
Zusammenhang mit dem Strel3geschehen wird an dieser Stelle nicht néher
eingegangen, da sie bereits im Rahmen einer anderen Dissertation des
Institutes ausfuhrlich besprochen wurden (Brand, 1998).

Untersuchungen der letzten Jahrzehnte haben gezeigt, dalR viele
neuroendokrine Systeme auf einen Stressor reagieren. Dies schlief3t nicht nur
Systeme mit ein, die an der Regulation der Nebenniere (CRH - Kortikotropes-
Releasing-Hormon, Vasopressin, ACTH) beteiligt sind, sondern auch solche,
die an der Reproduktion (FSH, LH, Testosteron, Ostrogen, Prolaktin), dem
Stoffwechsel (Wachstumshormon, Thyreotropes Hormon, Thyroxin, Insulin)
sowie der Regulation des Blutdrucks und anderer Korperflissigkeiten
(Vasopressin, Oxytocin) beteiligt sind. Das Hypophysenhormon, welches die
Nebenniere zur Ausschittung von Kortikosteron anregt, ist das ACTH
(Adrenokortikotropes Hormon). Die Auswirkungen von Strel3 auf diese
neuroendokrinen Systeme koénnen direkt, aber auch indirekt durch Interaktion
mit anderen neuroendokrinen Systemen erfolgen (Koolhaas et al., 1995).

Ein allgemeiner Uberblick tber die vielfaltigen hormonellen Veranderungen auf

den Strel3reiz wurde bereits in der Tabelle 1 gegeben.
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2.2.1 Hormone als StrelRindikatoren

Die Verhaltensanderung als Folge einer StreReinwirkung ist sicherlich die erste
Reaktion, welche bei einem Tier am einfachsten und offensichtlichsten zu
deuten ist. Jedoch reicht dieser Parameter alleine zur Beurteilung der Belastung
nicht aus und so missen die Reaktionen des autonomen Nervensystems und
des endokrinen Systems mit einbezogen werden (GV-SOLAS, 1995).

Es existieren viele Untersuchungen zu unterschiedlichen Hormonen, welche als
"StreRBindikatoren" bezeichnet werden. Bei der Verwendung von Hormonen zur
Bewertung von Strel3 ist zu bericksichtigen, dal’ die Hohe ihrer Konzentration
aufgrund individueller Schwankungen, unter anderem verursacht durch
biologische Rhythmen, Fitterungsgewohnheiten und die Art der Blutentnahme,
stark variiert. Die Messung von Hormonen ist also nur dann von Nutzen fir die
Beurteilung des Stre3geschehens, wenn sie unter auf3erst exakt kontrollierten
Bedingungen stattfindet (Moberg, 1999).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Hormone Prolaktin und Kortikosteron
untersucht, so da? im Folgenden nur diese beiden Hormone besprochen

werden.

2.2.1.1 Prolaktin

Aufgrund seiner luteotropen Wirkung bei den Nagetieren wurde das Prolaktin in
friheren Zeiten den Gonadotropinen zugeordnet. Es wurde von Stricker und
Grueter (1928) in Extrakten aus Rinderhypophysen als eine die Milchsekretion
stimulierende Substanz entdeckt. Im Jahre 1937 konnte es dann als erstes
Hypophysenvorderlappen-Hormon in  hochgereinigter Form aus Schaf-
hypophysen dargestellt werden.

Das Prolaktin ist ein einkettiges Polypeptidhormon, welches bei Wiederkauer
und Schwein aus 198 bzw. 199 Aminosauren mit 3 Disulfidbriicken besteht, von
denen die im Zentrum des Molekiils gelegene Disufidbricke fur die laktogene
Aktivitat erforderlich ist. Das Molekulargewicht betragt ca. 23.000 Dalton. Die
Prolaktine unterschiedlicher Spezies zeigen signifikante Variationen in der
Aminosauren-Sequenz, so dal3 z. B. Menschen- und Ratten-Prolaktin nur in

50 Prozent der Aminoséaurenreste tUbereinstimmen (Docke, 1994).
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In der Hypophyse der Ratte wurden mehr als 10 Varianten des Prolaktin mit
unterschiedlichem Molekulargewicht und zum Teil auch unterschiedlicher
biologischer Wirkung festgestellt.

Die Biosynthese des Prolaktin durch Abspaltung von einem gréf3eren
Prakursormolekdl erfolgt in erster Linie in den sogenannten laktotropen Zellen
der Pars distalis der Hypophyse. Diese liegen vorwiegend im lateralen und
anteromedialen Teil des Hypophysenvorderlappens, gehdren zum azidophilen
Typ, und machen bei nicht graviden Tieren 10 - 25% der Drusenzellen in der
Adenohypophyse aus.

Wie bei den anderen hypophysaren Hormonen erfolgt die Freisetzung
episodisch und unterliegt einer zirkadianen Rhythmik.

Im Blut sind die Prolaktin-Konzentrationen im Erwachsenenalter bei mannlichen
Tieren generell niedriger als bei weiblichen und zeigen bei letzteren zusatzlich
eine Beziehung zum Ovarialzyklus, mit héchsten Werten um die Ovulation. Die
etwas hoheren Prolaktin-Konzentrationen im Blut der weiblichen Tiere beruhen
auf der Wirkung des Ostrogens, welches ebenfalls fir den praovulatorischen
Prolaktingipfel, dessen Auspragung bei Ratten sehr deutlich ist, verantwortlich
gemacht wird (Docke, 1994).

Die wesentlichsten Wirkungen des Prolaktin bei den weiblichen S&ugetieren
beziehen sich auf die Mammogenese, die Laktogenese und die Galaktopoese.
Im Hoden mannlicher Nagetiere fordert Prolaktin Uber Rezeptoren in den
Leydigzellen die Androgensynthese. Es wurden noch zahlreiche andere
Aktivitdten des Prolaktins gefunden, wie zum Beispiel seine Bedeutung bei der
Regulation des Salz- und Wasserhaushaltes, die Wirkungen im Fett- und
Kohlenhydratstoffwechsel sowie die Forderung des somatischen Wachstums.
Der Hypophysenvorderlappen spielt im Rahmen der neurohormonalen
Regulation der Prolaktinfreisetzung bei der Ratte eine zentrale Rolle. Im
Gegensatz zur Wirkung auf die Sekretion aller anderen Hormone der
Adenohypophyse Ubt der Hypothalamus auf die Freisetzung von Prolaktin bei
den Saugetieren priméar einen hemmenden Einflu3 aus. Dies wurde schon
frihzeitig daran erkannt, dafR sich bei kleinen Versuchstieren nach einer

Hypophysektomie und nachfolgender Transplantation der Hypophyse in ein
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anderes Korpergebiet die Sekretion der Ubrigen Hormone deutlich verringerte,
die des Prolaktin aber anstieg (Docke, 1994). Verantwortlich fir den tonisch
hemmenden Einfluld des Hypothalamus auf die Prolaktinsekretion ist u. a. das
Katecholamin Dopamin, welches als der wichtigste Prolaktin-Inhibiting-Faktor
(PIF) zu bezeichnen ist (Ben-Jonathan, 1985). Weitere Neurotransmitter, fur die
entsprechende Hemmeffekte festgestellt wurden, sind die g-Aminobuttersdure
(GABA), das Histamin, die Neuropeptide GAP (Gonadotropin-Releasing
Hormon-Associated Peptide), Neurotensin und die Substanz P (Bonsack,
1988).

Die bei den Saugetieren bestehende tonische Hemmung der Prolaktinsekretion
wird unter physiologischen Bedingungen vor allem in der Laktation, in
Strel3zustanden, sowie vor der Ovulation unterbrochen.

AulRerdem wurde eine gréRere Anzahl von Stimulatoren der Prolaktinsekretion
gefunden. Von diesen weist aber keiner die Eigenschaften eines unter allen
Bedingungen wirksamen Freisetzungsfaktors auf. Aufgrund bisheriger
Ergebnisse wird davon ausgegangen, daf3 in Abhangigkeit vom physiologischen
Prozel3 und auch von der Spezies unterschiedliche Mechanismen aktiviert
werden, in denen unterschiedliche Mediatoren wirksam werden. Bei der Ratte
scheint das Neuropeptid Oxytocin das fur die Prolaktinfreisetzung wichtigste
neurohypophysare Hormon zu sein. Der Neurotransmitter Serotonin verstarkt
zwar bei der Ratte nicht die basale Prolaktinausschittung, hat jedoch eine
wichtige Funktion bei der Vermittlung der stimulierenden Wirkung eines
Stressors in bezug auf die vermehrte Ausschittung des Hormons Prolaktin
(Dbcke, 1994).

Seggie und Brown (1975) zeigten, dal3 die Prolaktinsekretion sehr empfindlich
auf Strel3 reagiert, so dal3 schon ein funf Sekunden andauerndes Handling zu
einer dreifachen Erh6hung der Plasma Prolaktin-Spiegel fihrte. Andere leichte
Stressoren wie z. B. die Blutenthnahme und die intraperitoneale Injektion von
Kochsalzlosung (Krulich et al., 1974) oder das einfache Herausnehmen eines
Kafigs mit Ratten aus dem Haltungsregal (Gartner et al., 1980) fihrten ebenfalls
zu einer signifikanten Prolaktin-Reaktion. Werden Ratten in Transportkisten

gesetzt und in einen anderen Raum gebracht, so fuhrt dieses ebenfalls zu
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einem deutlichen Anstieg der Prolaktin-Spiegel im Plasma dieser Tiere (Euker
etal., 1975).

Ein akuter elektrischer Ful3schock provoziert bei Ratten einen deutlichen
Anstieg der Freisetzung von Prolaktin ins Blut. Jedoch zeigte diese Studie von
Hollt et al. (1986), dalR chronischer Stre3 nicht zu einer Verdnderung der
Konzentration der messenger-RNA, welche fur Prolaktin im Hypophysen-
vorderlappen kodiert, fihrt. Dies kann ein Indiz dafir sein, dal3 Prolaktin nur
eine Rolle bei der Kurzzeit-Antwort auf Stref3 spielt.

In der Literatur werden basale Plasma-Prolaktin-Spiegel flr Ratten mit Werten

zwischen 5 bis 10 ng/ml angegeben (Taché et al., 1978; Yelvington et al., 1985;
Kant et al., 1987). Jedoch sind auch Kontrollwerte von 19 ng/ml (&, 18°° Uhr)

gefunden worden (Kant et al., 1986).

2.2.1.2 Kortikosteron

Bei Mensch, Schwein, Rind und Hund stellt das Kortisol, bei Kaninchen, Maus
und Ratte stellt das Kortikosteron das wichtigste Glukokortikoid dar (Schulster
etal., 1976).

Bei der Frage nach der Lokalisation der Glukokortikosteroidsynthese hat sich
inzwischen die Vorstellung durchgesetzt, dal? die Produktion dieser Steroide
vornehmlich in der Zona fasciculata der Nebennierenrinde (NNR) erfolgen soll
(Hill et al., 1983).

Beim Tier ist die Glukokortikoidproduktion in erster Linie von der ACTH-
Konzentration im Plasma abhangig. Da die Nebennierenrinde gréRere Mengen
an Kortikosteroiden nicht zu speichern vermag, mul3 sie bei vermehrtem Bedarf
in der Lage sein, rasch mit einer erhéhten Biosynthese zu reagieren.
Glukokortikosteroide werden, wie die meisten Hormone, nicht kontinuierlich,
sondern episodisch sezerniert und besitzen einen deutlichen zirkadianen
Rhythmus, der die episodische Glukokortikosteroidsekretion tUberlagert (Thun,
1987).

Kortikosteron (11R,21-Dihydroxy-4-pregnen-3,20-dion) ist das im Blutkreislauf
der Ratte am haufigsten vorkommende Steroid, da ihr das Enzym C-17

Hydrolase fehlt und ihre Nebennierenrinde, im Gegensatz zum Menschen und
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den meisten anderen Saugetieren, nicht in der Lage ist, Kortisol zu
synthetisieren  (Eisenstein, 1967). Kortikosteron stellt damit das
Hauptsekretionsprodukt der Nebennierenrinde der Ratte dar (Gomez-Sanchez
etal., 1975).

Die Regulation der Kortikosteron-Konzentration im Plasma erfolgt durch
negative Ruckkopplung. Diese Ruckkopplung zu den lbergeordneten Zentren
(Hypothalamus, Hypophyse) wird durch die Glukokortikoidkonzentration im
Plasma hergestellt, wobei ein Anstieg auf die CRH-Sekretion hemmend, ein
Abfall hingegen stimulierend wirkt (negatives Feedback). Intensiver Strel3 kann
diese Feedback-Regulation Uberspielen. Ebenso ist die NNR-Aktivitat
verschiedenen exogenen und endogenen Einflissen (Stressoren) unterworfen,
welche durch die Aktivierung des Hypothalamus-Hypophysen-NNR-Systhems
zu einer gesteigerten Kortikosteronsekretion fiihren, die ihrerseits die zirkadiane
Tagesrhythmik durchbrechen kann (Décke, 1994).

Aufgrund der Empfindlichkeit der Kortikosteron Reaktion auf Strefld kann mit ihr
die Intensitat eines einwirkenden Stressors gut bewertet werden (Kant et al.,
1985). So fuhrt z. B. der Kkurzfristige Aufenthalt in unterschiedlich
angereicherten Kafigen bei Ratten zu deutlich abgestuften Kortikosteron-
Konzentrationen (Hennessy et al., 1979). Andere Untersuchungen zeigen, daf3
es bei Ratten mit steigender Intensitat von Elektrostimulationen ("Fuf3schock™)
ebenfalls zu einer proportionalen Erhéhung der Kortikosteron-Spiegel kommt
(Kant et al., 1983c).

Bei Nagetieren greift Kortikosteron in eine Fulle von Stoffwechselprozessen ein.
So spielt es eine Rolle bei der Erhaltung des Blutdruckes und ist an der
Gluconeogenese, der Kalziumabsorption und der Sekretion von Magensaure
beteiligt. Es greift in den Kohlenhydrat-, den Protein-, sowie den
Fettstoffwechsel ein. Daneben ist Kortikosteron auch in die Kontrolle des
Elektrolyt- und Wasserhaushaltes integriert. Eine entzindungshemmende
Wirkung, wie es das Kortisol beim Menschen hat, besitzt das Kortikosteron
nicht.

Durch den EinfluR zahlreicher Faktoren differieren die basalen Plasma-

Kortikosteron-Spiegel der Ratte in der Literatur zum Teil recht erheblich. So
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liegen die Werte bei 37 ng/ml um 6°° Uhr und 145 ng/ml um 18°° Uhr (Kant et
al., 1986), oder bei 80 ng/ml um 8°° Uhr (Hennessy et al., 1979). Weiterhin
existieren deutliche Unterschiede zwischen verschiedenen Rattenstammen.
Keim und Sigg (1976) fanden Werte zwischen 48 - 56 ng/ml bei funf
verschiedenen Stammen. Gartner (1971a) verglich ebenfalls die biologische
Variabilitat der Kortikosteron-Werte verschiedener Rattenstimme und
unterschiedlicher  Haltungsformen  (Einzelhaltung/Gruppenhaltung)  und
ermittelte dabei Ruhewerte von 92 bis 380 ng/ml (9°° Uhr, nach Chloroform-
Narkose). Hohe Basiswerte wurden auch von Natelson et al.,, (1981) bei

katheterisierten jungen mannlichen Ratten am Morgen mit 200 ng/ml gefunden.

2.3 Reaktionen von Versuchstieren auf unterschiedliche Manipulationen

Im Rahmen dieser Untersuchung wurden acht Manipulationen vorgenommen.
Sie wurden mit Bezug auf die haufigsten und gebrauchlichsten Mal3nahmen,
welche bei Labortieren routinemalig durchgefiihrt werden, ausgewahlt. Diese
Manipulationen lassen sich grob einteilen in die nichtinvasiven Maflinahmen, zu
denen auch der allgemeine Umgang mit Labortieren ("Handling")! z&hlt, sowie

die invasiven MalRnahmen.

2.3.1 Nichtinvasive Manipulationen

In diesem Zusammenhang werden unter nichtinvasiven Manipulationen alle
Malinahmen verstanden, bei denen der Tierkdrper unverletzt bleibt und nichts

in ihn hineingebracht wird.

2.3.1.1 Handling

Jede Art von Tierhaltung ist mit "Handling" und mit Einschrankungen in der

Bewegungsfreiheit der Tiere verknipft (Anderson et al., 1994).

! Das englische Wort "Handling" bezeichnet jeglichen Umgang mit Tieren. Eine adaquate
deutsche Ubersetzung ist nicht mdglich (to handle = sich befassen mit), so daR in allen Fallen,
in denen der Umgang mit dem Tier nur durch umstandliche Umschreibung darstellbar wére, das
Wort "Handling" als Lehnwort Glbernommen wurde.
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Die Tiere reagieren darauf sowohl mit Flucht- als auch mit Angriffsverhalten
(agonistisches Verhalten) gegentber dem Menschen, wenn sie in eine
furchtauslosende Situation (z. B. Fixation) geraten. Im Gegensatz zu diesen
Flucht- und Kampfreaktionen kann ein Handling aber auch eine
"Erstarrungsreaktion” oder "Immobilisierung" auslésen. Subjektiv kdnnen diese
Reaktionen auf Fixation oder Handling als Indikator flr Furcht oder Strel3
gewertet werten (Lawrence, 1994). Furcht wurde bisher vor allem aus
Verhaltensreaktionen wie dem Fluchtverhalten abgeleitet, wahrend der
klassische Stre3 auf Reaktionen des autonomen Nervensystems und des
endokrinen Systems auf eine breite Palette von Umwelteinflissen
zurlckzufihren ist. Andererseits wird die Furcht als bedeutsamster emotionaler
Ausdruck von Strefl3 von der breiten Stref3definition mit erfal3t. Furcht und Strel3
erscheinen dann am ahnlichsten, wenn das Tier einer Kurzzeitbelastung
ausgesetzt ist, die sowohl Verhaltensreaktionen, welche typisch fur Furcht sind,
als auch stre3bedingte Aktivierung des sympathischen Nervensystems
auslosen. Furcht und Strel3 kénnen aber auch in chronischen Belastungs-
situationen eng miteinander verbunden sein, so dal3 es bei einem belastenden
Handling, bedingt durch eine Erhdhung des Glukokortikoid-Spiegels, zu einer
verstarkten Fluchtbereitschaft kommt (Lawrence, 1994).

Doch nicht nur ein belastendes Handling fuhrt zu physiologischen Reaktionen
des Tieres. So zeigten Steinberg und Watson (1960), dal3 schon routinemaRig
durchgefuhrtes Handling einen starken Einflu3 auf die von ihnen untersuchte
Gewichtszunahme von 200 Tage alten Ratten hatte. Eine Gruppe von Ratten
wurde den folgenden Veranderungen ausgesetzt: Umsetzen in einen neuen
Raum, Wechsel von Futterpellets zu mehlartigem Futter, Wechsel von
Dreiergruppen zu Einzelhaltung, orale Verabreichung von Wasser, taglicher
Kafigwechsel. Nach einer Untersuchungszeit von 44 Tagen zeigten diese
Ratten einen Gewichtsverlust gegeniber den ungestorten Tieren von 9%. Diese
Gewichtsreduktion kann als ein Indiz fur eine Belastung der Tiere angesehen
werden (Morton und Griffiths, 1985).
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2.3.1.2 Wiegen

Das Wiegen gehort zu den routinemalR3ig durchgefiihrten Prozeduren in der
Labortierhaltung. Dennoch bedeutet auch eine so einfache und haufig
wiederkehrende Téatigkeit fir ein Tier zunachst ein unvorhersehbares Ereignis
und kann somit durchaus eine Belastung fir das Tier darstellen.

Andererseits ist eine regelmallige Kontrolle der Tiere zur Beurteilung ihres
Gesundheitszustandes unerla3lich, da sich gerade die Nahrungs- und
Flussigkeitsaufnahme sowie das Korpergewicht bei vielen akuten und
chronischen Beschwerden andert. So ist zum Beispiel der Grad des Leidens bei
Ratten, welche an experimentellen chronischen Erkrankungen litten, gut an den
individuellen Gewichtsverlusten erkennbar. Aufgrund dieser Erkenntnisse
wurden semiquantitative Bewertungsformen (Scores) entwickelt, mit denen
verschiedene Grade von Schmerzen, Leiden und Schaden differenziert werden
konnen, wobei die Gewichtsreduktion als das entscheidende Kriterium
herangezogen wird (Gartner und Militzer, 1993).

Die Bestimmung des Korpergewichtes dient nicht nur der Gesundheits-
Uberwachung, sondern stellt zudem ein wichtiges Instrumentarium zur
Bewertung von haltungs- oder versuchsbedingten Einflissen auf das
Wohlbefinden von Labortieren dar. Es ermdglicht die Beurteilung von
"Handling-Effekten", "sozialem Strel3", sowie von Auswirkungen experimenteller
Stressoren auf die Labortiere.

Zahlreiche Untersuchungen haben gezeigt, da? chronischer Stre3 zu einer
Gewichtsverminderung oder einer reduzierten Gewichtsentwicklung bei
heranwachsenden Tieren fihrt. Dabei fuhrt der katabole Effekt einiger
Hormone, welche wahrend des Stresses freigesetzt werden, wie zum Beispiel
die Glukokortikoide und Katecholamine, vermutlich zu einer Gewichtsreduktion
(Klasing, 1985).

Armario et al. (1987) berichteten darliber, daf} die Futteraufnahme und die
Gewichtsentwicklung von zwei Monate alten Ratten, welche zu dritt in einem
Kafig sal3en, geringer war, als bei gleich alten Tieren, die sich zu zehnt in einem

Kafig befanden. Dieser Unterschied zeigte sich nach zwei Wochen.
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All diese Untersuchungen zeigen, welche wichtige Rolle das regelmafiige

Wiegen der Tiere bei der Beurteilung ihres Wohlbefindens spielt.

2.3.1.3 Fixierung

Das richtige Fassen, Aufheben und Festhalten (Fixieren) von Versuchstieren ist
eine wesentliche Voraussetzung flr eine tierschutzgerechte Haltung wie auch
fur eine versuchsgerechte Durchfuhrung tierexperimenteller MalRnahmen.
Zahlreiche physiologische Parameter wie z. B. Pulsfrequenz, Blutdruck sowie
die Sekretion bestimmter Hormone sprechen Uber das sonst Ubliche Mafl}
hinaus an, wenn Tiere unsachgemal3er Behandlung ausgesetzt sind (Weil3 et
al., 1996). Doch auch eine lege artis Fixation einer Ratte, z. B. zur oralen
Eingabe mit der Schlundsonde, kann bei Erstaktion einen lebensbedrohenden
Eingriff fir das Tier darstellen, bei dem alle Parameter, die flr Belastung bisher
herangezogen wurden, Hochstwerte erreichen kdnnen (Juhr, 1996).

In vielen Fallen ist das Handling mit einer Fixation der Tiere verbunden, so dal3
ein Kontrollverlust durch Verhinderung des Fluchtverhaltens auftritt. Manifestiert
sich diese Blockade des Fluchtverhaltens lber einen langeren Zeitraum, so
versucht das Tier die Kontrolle Gber die Umwelt so lange wieder zu erlangen,
bis dieser Kontrollverlust offensichtlich wird und das Tier sich auf den
"Ruckzugsstatus” (conservation-withdrawal state) umstellt. Dieses Modell wird
durch zahlreiche Beobachtungen gestitzt. So zeigten die Forscher Kvetnansky
et al. (1970) in Untersuchungen mit Ratten, dafl} regelmafig wiederholter
Immobilisierungsstreld am Anfang einen Zustand von Hilflosigkeit hervorruft, in
dem die Aktivierung der HHA-Achse dominiert. Bei zunehmender Wiederholung
erhoht sich die Vorhersagbarkeit der Stref3situation und eine entsprechende
Anderung der StreRreaktion in Richtung Aktivierung des sympathischen
autonomen Nervensystems und des Nebennierenmarks tritt ein.

Durch Immobilisation bedingter Strel3 verursachte einen schnellen Anstieg von
Katecholaminen, wahrend Kortikosteron nur langsam anstieg (Grimée und
Wiilfert, 1995). AuRerdem wurden erhéhte Werte von ACTH gemessen.

Aus der Kenntnis, dal3 die Fixierung einen erheblichen Strel3 darstellt und zu

einem hohen und lang anhaltenden Kortikosteron-Spiegel im Plasma von
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Ratten fuhrt, wurden mannliche Ratten Uber eine Dauer von vier Stunden fixiert.
Danach wurde der zeitliche Verlauf der Kortikosteron—Konzentration bestimmit.
Das Maximum der Plasmakonzentration wahrend der Fixierung wurde zwischen
dreil3ig Minuten und einer Stunde gemessen. Der Wert nach vier Stunden
Fixierung war zwar gegenuber dem Wert der ersten Stunde signifikant
erniedrigt, lag aber immer noch Uber dem Anfangswert (Dallman und Jones,
1973).

Unterschiedliche Formen der Fixierung von Ratten wurden von der UFAW
(1988) daraufhin verglichen, ob Unterschiede in bezug auf die ausfiihrende
Person bestehen, oder ob das Tragen von Handschuhen bei der Fixierung
einen mel3baren Einflul auf die Beunruhigung der Tiere hat. Nach Ausfihrung
der entsprechenden Fixierungen wurde die Bewegungsaktivitat der Tiere (als
Mal3 fur den "Storeffekt") bestimmt. Fixiert ein erfahrener Experimentator (ohne
Handschuh) eine Ratte durch Ergreifen des Nackenfells oder Umgreifen des
Brustkorbes, so gibt es anschlieBend keine signifikante Ver&nderung der
Aktivitat. Bei der Fixierung durch unerfahrene Experimentatoren, welche dabei
Handschuhe trugen, war die Beunruhigung der Tiere deutlich geringer, als bei
den Tieren, welche durch unerfahrene Personen ohne Handschuhe gehalten
wurden. Der Grund dafur ist, dal3 die zuletzt genannten Personen aus Angst
verletzt zu werden wahrscheinlich fester zugriffen, was die Tiere mehr
belastete. Ungelbten Experimentatoren wird deshalb das Tragen von

Handschuhen empfohlen.

2.3.1.4 Transport

Da Versuchstiere nur in Ausnahmefallen an dem Ort in den Versuch genommen
werden, an dem sie gezichtet wurden, gehdort der Transport von Labortieren zu
den unumganglichen MalRnahmen, mit denen diese Tiere im Laufe ihres
Lebens konfrontiert werden. Im gunstigsten Fall findet ein Transport nur
innerhalb einer Versuchstiereinrichtung statt, im Extremfall sogar Uber
Kontinente hinweg.

Dieser Transport stellt flr die Versuchstiere eine Veranderung ihrer Umwelt dar

und ruft endokrine und metabolische Reaktionen bei ihnen hervor. Dieser
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sogenannte Transportstrel3 kann die einzelnen Individuen unterschiedlich
beeinflussen und so die interindividuelle Streuung bestimmter physiologischer
MelRwerte erhbhen (Beynen et al.,, 1995b). Somit vermag der Transportstrel3
den physiologischen Zustand eines Tieres zu beeinflussen, wobei der Umfang
dieser Stérung der Homoostase von der Entfernung, der Léange und der Art und
Weise des Transportes abhangig ist (Ruiven et al., 1996).

Selbst kurze Transporte innerhalb eines Gebaudes zwischen zwei Raumen
zeigten einen signifikanten Anstieg der Kortikosteron-Konzentrationen im Blut
von Mausen im Vergleich zu den nicht transportierten Kontrolltieren
(Drozdowicz et al., 1990). Nach solchen Kurztransporten erfolgte die
Normalisierung der Kortikosteron-Werte innerhalb eines Tages, trotz der
zusatzlichen Veranderungen in der Umwelt dieser Tiere, wie ein neuer Kéfig,
neue Einstreu, Isolation vom gewohnten Kafigpartner, Neugruppierung und
anderes Personal (Tuli et al., 1995).

Langere Transporte z. B. mit einem Transportfahrzeug oder dem Flugzeug
erhohten den Kortikosteron-Spiegel im Blut von Mausen dagegen Uber einen
Zeitraum von mehr als 48 Stunden nach Ankunft der Tiere (Landi et al., 1988).
Vergleichbare Ergebnisse gib es auch fur andere Tierspezies. So war der
Kortisol-Spiegel im Blut von Kaninchen, welche zuvor mit einem Transporter
bzw. Flugzeug befordert wurden, direkt nach der Ankunft signifikant héher, als
der Wert, welcher nach einer Woche Aufenthalt gemessen wurde (Toth und
January, 1990).

Eine Untersuchung von insgesamt 25 Blutparametern, welche fur die
Strel3reaktion reprasentativ sind, wurden an Laborratten durchgefihrt.
Nachdem diese Tiere kurzfristig in ihren Kafigen transportiert oder einer
1-minutigen Atheranasthesie unterzogen worden waren, stiegen die
Serumspiegel fur Prolaktin, Kortikosteron, TSH, FSH, LH, T3, T4, um das 2,5-
bis 5-fache gegenuber den Kontrollseren an (Gartner et al., 1980).

Auch andere Parameter werden durch den Kafigtransport oder nur durch das
Berihren des Tieres im Kafig beeinflul3t. Bei Ratten steigerten solche
Manipulationen die Herzfrequenz gegentiber dem Ruhewert um bis zu 55%
(Battner, 1982).
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2.3.2 Invasive Manipulationen

Unter invasiven Manipulationen versteht man MalRnahmen, die mit einem
Eingriff in den Korper verbunden sind (Pschyrembel, 1982). Zu ihnen gehdren
die Verabreichungen (z. B. Injektion, orale Applikation) sowie die Entnahmen
(z. B. Blutentnahme), die Kennzeichnungen (z. B. Mikrochip-Implantation,
Ohrlochung) und in diesem Zusammenhang auch die Anéasthesie (z. B. CO»-

Narkose).

2.3.2.1 Verabreichungen

Das haufig vorgebrachte Argument, die Uberwiegende Zahl der Tierexperimente
sei fur die Versuchstiere nur mit unerheblichen Belastungen verbunden, wie es
zum Beispiel auch der menschliche Patient mit dem Einstich einer Spritze
erduldet, ist nicht zutreffend, denn der Mensch weil3 um die Bedeutung und die
Notwendigkeit einer Injektion, das Tier jedoch nicht. Vielmehr gerat es in Panik,
wenn es ergriffen wird und in einer unnatlrlichen Lage fixiert wird. Somit
konnen schon geringfigige Eingriffe wie z. B. eine Injektion oder das Einflihren
einer Magenschlundsonde ein Tier in Todesangst versetzen, wenn es dabei in
eine ihm ungewohnte Zwangslage versetzt wird, die es ja nicht verstehen kann
(Scharmann, 1988).

Der Zusammenhang zwischen Verabreichungen und Veranderung von
Hormonen wurde schon Ende der 60er Jahre von Haas und Fischer (1969)
untersucht, welche i. m., i. v. und per os Applikationen bei Laborratten
vornahmen. Die i. m. Injektion von 0,1 ml/kg NaCl in physiologischer Losung
anderte den zirkadianen Rhythmus des Kortikosteron-Spiegels nicht. Bei i. v.
Applikation der gleichen Menge trat kurzfristig nach 30 Minuten eine signifikante
Erhéhung des Kortikosteron-Blutspiegels auf. Die Belastung der Tiere per os
mit 5,0 ml/kg Aqua dest. fuhrt gleichfalls zu keiner signifikanten Abweichung der
Kortikosteron-Werte von den Werten der Kontrolltiere ohne Behandlung.
Dallman und Jones (1973) bewerteten eine Injektion bei Ratten als einen
milden Strel3 und untersuchten den zeitlichen Verlauf der Kortikosteron-
Konzentrationen im Plasma nach einer intraperitonealen Injektion. Nach dieser

Manipulation kam es zu einer diskreten Hormonantwort mit einem Maximum
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nach finfzehn Minuten und einem schnellen Abfall der Konzentration bis zur
dreilBigsten Minute.

Die Verabreichung von Substanzen direkt in den Magen mittels einer
Magenschlundsonde ist eine gebrauchliche und besonders in der
pharmazeutischen Industrie héaufig angewandte Methode. Nach der oralen
Verabreichung unterschiedlich grof3er Volumina von einfachem Leitungswasser
wurde die Beunruhigung der Tiere Uber einen Zeitraum von einer Stunde post
applikationem gemessen. Die Beunruhigung der Tiere ist 10 bis 30 Minuten
nach der Applikation von 6,0 ml/kg KGW am starksten ausgepragt, danach folgt
eine rasche Beruhigung. Dadurch, dal3 eine so moderate Dosierung eine so
auffallige Beunruhigung der Tiere hervorruft, sollte die Dosis von 6,0 ml/kg
KGW flr eine orale Verabreichung als absolute Obergrenze angesehen werden
(UFAW, 1988).

2.3.2.2 Kennzeichnungen

Grundsatzlich ist die Idee des Kennzeichnens und Identifizierens von Tieren im
Sinne des Tierschutzes positiv zu bewerten (Wormuth, 1998). Inzwischen ist die
Kennzeichnung von Tieren teilweise sogar gesetzlich vorgeschrieben. So
existiert fir den Bereich der Forschung eine Verordnung Uber die Aufzeichnung
Uber Versuchstiere und deren Kennzeichnung (BGBI., 1988).

Die Vorbereitung des Tieres zur Kennzeichnung wie auch die Kennzeichnung
selbst missen tiervertraglich sein. Die Kennzeichnung des Tieres sollte
maoglichst wenig Einflu auf das Wohlbefinden des Tieres sowohl aus klinischer
als auch aus ethologischer Sicht haben. Neben Strel3 und Schmerzempfindung
wahrend der Kennzeichnung zahlen hierzu ortliche Gewebereaktionen,
Beeintrachtigung des Allgemeinbefindens und Verhaltensanderungen des
gekennzeichneten Tieres (Hartmann et al., 1997).

Die gebrauchlichsten Methoden zur Kennzeichnung von Labornagern sind zur
Zeit Haut- und Fellfarbung, Tatowierungen, Ohrlochung und —kerbung sowie
elektronische Identifikationsverfahren (Gaalen et al., 1975).

Besonders in der Versuchstierhaltung war und ist die Ohrlochung oder

Ohrkerbung bei Ratten und Mausen haufig die Methode der Wahl fir die
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Einzelidentifizierung. Die dinnhautigen Ohrmuscheln sollten in den Bereichen,
welche frei von Blutgefal3en und Empfindungsnerven sind, gelocht oder gekerbt
werden (Weil3 et al., 1996).

Jedoch stellt diese Art der Kennzeichnung einen substantiellen Eingriff dar, bei
dem eine mdgliche Belastung der Tiere nicht auszuschlie3en ist, wobei dieses
weniger den kurzfristigen und geringfigigen Schmerzreiz bei der Perforation
betrifft, als vielmehr die sich anschlieRenden Komplikationen wie Blutungen
oder Entziindungen (Rusche, 1987).

Durch die Entwicklung der Transponder-Technik steht heute eine sichere und
viel Arbeit ersparende Methode der Kennzeichnung auch fur Kleintiere zur
Verfiigung. Die subkutane Applikation des Transponders erfolgt in der Regel
auf dem Rucken oder im Schulterbereich und kann bei Ratten und Mausen mit
dem Absetzen erfolgen. Eine Betdubung der Tiere ist nicht unbedingt
erforderlich, jedoch ware eventuell eine kurze Inhalationsnarkose flur die
sorgfaltige Durchfiihrung der Implantation von Vorteil (Weil3 et al., 1996).

Bereits 1983 wurden in Amerika die ersten Transponder bei Psittaciden, Fohlen
und adulten Pferden eingepflanzt. 1986 erfolgte dann in einer Versuchsanstalt
in Kansas die Kennzeichnung von 35 weiRen Mausen mit dem Transponder.
Mittlerweile hat sich das Mikrochip-ldentifikationssystem als eine
komplikationsfreie, unschadliche und falschungssichere Kennzeichnungsart bei
Tieren erwiesen (Dorn, 1987).

Die Reaktion der Tiere auf die Implantation von Glastranspondern ist im
wesentlichen von ihrer KorpergroRe und artspezifischen Besonderheiten
abhéngig. So wurden zahlreiche Untersuchungen an verschiedenen Tierarten
wie z. B. Amphibien (Mrozek et al., 1995), Vogeln (Kummerfeld, 1996),
Kleintieren (Arndt und Wiedemann, 1991), Hunden (Hesselholt et al., 1992)
sowie Schweinen (Lammers et al., 1995) u. a. durchgefihrt. Wéahrend das
Implantat von grofReren Tieren sehr gut vertragen wird, kann es bei kleineren
Tierarten (z. B. Vogeln) zu o6rtlichen Gewebereaktionen kommen (Hartmann et
al., 1997).

Bei Untersuchungen an Laborratten, denen die Transponder in der Mitte des

Ruckens subkutan implantiert wurden, konnten in einer Langzeitstudie (1 Jahr)
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weder klinische noch histopathologische Veréanderungen festgestellt werden
(Ball et al., 1991).

2.3.2.3 Blutentnahme

Bei der Blutentnahme ist zu bedenken, daf nur eine sachkundige Vorbereitung
und Durchfihrung gewahrleistet, dal? diese Prozedur fur die Tiere mit einem
Minimum an Belastung verbunden ist. Dies ist grundsatzlich zwar bei jeder
tierexperimentellen MalRnahme zu fordern, bei der Blutentnahme kann jedoch
eine unsachgemalRe Durchfihrung unmittelbar in die Versuchsergebnisse
eingehen, da Angst und Strel3 innerhalb von Sekunden wichtige Blutparameter
verandern konnen (Weil3 et al., 1996). Des weiteren mul3 beachtet werden, dal3
schon das Bewegen oder Offnen des Kéfigs bei Ratten innerhalb von Minuten
zu einem erheblichen Anstieg von Kortikosteroiden und anderen Hormonen
(auch Prolaktin) sowie zu Veranderungen in der Kreislaufreaktion flhren
(Gartner et al., 1980). Fur die Bestimmung der Kortikosteron-Ruhewerte im Blut
wird eine Manipulationszeit von maximal 100 Sekunden empfohlen (Gartner
und Messow, 1976).

In einer Untersuchung zur Methode der Blutentnahme wurden bei mannlichen
Wistar-Ratten keine signifikanten Unterschiede der Plasma Kortikosteron-
Spiegel zwischen einer Blutentnahme aus der Aorta abdominalis unter
Athernarkose und einer Entnahme nach Dekapitation gefunden, vorausgesetzt,
dal3 die Zeit zwischen dem Herausnehmen des Tieres aus dem Kafig und dem
Abschlu3 der Blutentnahme 150 Sekunden nicht Gberschritt (Barrett und
Stockham, 1963).

2.3.2.4 CO,-Anéasthesie

Die zur Zeit gebrauchlichsten Anasthesiemethoden bei Labortieren sind die
Inhalationsanéasthesie und die Injektionsanasthesie, wobei die letztere apparativ
weniger aufwendig ist, aber langer dauert und wegen der Manipulation der
Tiere zu erheblichem Strel3 fihrt. Ein Vergleich dieser beiden
Anasthesiemethoden von Borkowski et al. (1995) zeigte, dal3 Ratten, welche
nur kurzfristig Kohlendioxid ausgesetzt waren, die niedrigsten Kortikosteron-

Konzentrationen besal3en, wohingegen Ratten die mit Ketamin — Xylazin oder
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Pentobarbital anasthesiert wurden, die hochsten Konzentrationen an
Kortikosteron aufwiesen.

Fur eine Inhalationsénesthesie stehen mittlerweile eine Vielzahl an Praparaten
zur Verfiigung. Neben dem Ather, welcher wegen seiner langsamen Anflutung
und seiner schleimhautreizenden Wirkung vor allem zur Euthanasie verwendet
wird, sind die "moderneren” Inhalationsanasthetika (Halothan, Isofluran und
Methoxyfluran) unter Laborbedingungen ohne einen Verdampfer nicht
dosierbar. Deshalb bietet sich das Kohlendioxid-Gas, welches nicht nur zu einer
schnellen Bewul3tlosigkeit fuhrt, sondern sich auch einfach und problemlos
applizieren laf3t, als durchaus probates Narkosegas im Hinblick auf eine kurze
Anasthesie bei kleinen Labortieren an (Meier, 1994).

Zur Objektivierung des Faktors Strel3, induziert durch die Kohlendioxid-
Anasthesie, wurde Kortikosteron im Serum von Ratten wahrend der Anasthesie
gemessen. Alle erhaltenen Hormonwerte zwischen 300 und 550 ng/ml, gleich
bei welcher Gaskonzentration (60% CO, — 40% O,; 80% CO, — 20% O; 100%
COy,), waren um ein Vielfaches erhdht. Zum Vergleich betrug der Kortikosteron-
Wert unter Isoflurannarkose 390 ng/ml. Somit stellte der Kortikosteron-Wert
einen sensitiven Index fir emotionalen Strel3 dar, stieg jedoch schon vor der
Anasthesieeinleitung und nicht wahrend der Narkose an. Daraus wurde der
Schlul® gezogen, dal’ die Kortikosteronerhhung mit dem Handling selbst zu
erklaren ist (Meier, 1994). Das konnten auch Urbanski und Kelley (1991)
zeigen, die an Hand der Plasma Kortikosteron- und Prolaktin-Konzentration
nachwiesen, dald die Strel3belastung durch Dekapitation bei Ratten nach einer
vorhergehenden CO,-Narkose erheblich gemindert wurde, dal3 also der Strel3
durch das Handling groRer ist, als durch die CO,-Narkose. Diese Befunde
wurden auch von Hackbarth et al. (1998) durch ihre Untersuchung zur
Tierschutzrelevanz der Euthanasie mit CO, bestétigt. Klippers (1997) stellte in
ihrer Arbeit fest, daf’ die Kortikosteron-Werte der untersuchten Ratten durch die
CO,-Betaubung nicht verandert wurden und schlof3 daraus, dal3 die Tiere
wahrend dieser Betdubung keinen Strel3 empfanden.

Als routinemalRige Methode fir kurz dauernde Eingriffe, wie zum Beispiel

Blutentnahmen, wird die CO,-Anasthesie bei Labortieren empfohlen (Abel und
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Bartling, 1978). So wurden Tiere in einer sieben Liter fassenden
Betaubungskammer einem Gasflul3 von zwei Litern CO, pro Minute, was einer
Konzentration von 25 - 35 Volumenprozent entspricht, ausgesetzt. Der
Narkosebeginn lag bei den Ratten zwischen der 13. und 33. Sekunde. Nach
einer Expositionszeit von 30 Sekunden betrug die Narkosedauer bei den Ratten
im Mittel 30 Sekunden. Diese Expositionszeit (bei 2 I/min Gasstrom) kann bei
Ratten um das 14-fache Uberschritten werden, bevor der Tod eintritt.

Die Inhalation von 80%igem CO, fuhrt bei adulten Ratten nach 15 bis
30 Sekunden zu einer Bewultlosigkeit mit einer geringgradigen Veréanderung
der Herzfrequenz und des Blutdrucks (Cranach und Gassmann-Langmoen,
1990). Das Stadium der chirurgischen Toleranz bei dieser CO,-Konzentration
hielt in Abhangigkeit von der Expositionszeit von 60 bzw. 120 Sekunden
zwischen 54 und 77 Sekunden lang an (Kohler et al., 1999). Bei niedrigen CO,-
Konzentrationen wurden hingegen erhohte Glukose- und Adrenalin-Werte
gefunden (Kuppers, 1997).

Wahrend einige Autoren empfehlen, die Narkosekammer mit CO, vorzufluten
(Blackshaw et al., 1988; Smith, 1986), zeigten andere Untersucher, dal3 die
Tiere weniger beunruhigt sind, wenn das CO»-Gas erst dann eingeleitet wird,
wenn sich die Tiere bereits im Narkosekéfig befinden (Hewett et al., 1993;
Woodbury et al., 1958).

2.4 Zielsetzung

Die fur diese Untersuchung ausgewahlten Manipulationen, wie das Wiegen, der
Transport in einem fremden Kafig, die Fixierung mittels Handtuch bzw.
Nackengriff, die intramuskulare- und die orale Applikation sowie die
Kennzeichnung durch Ohrlochung und Mikrochip, stehen beispielhaft fir
versuchstierkundliche Routinemanipulationen, die im allgemeinen als wenig bis
gering belastend eingestuft werden.

Fur die Beurteilung der Belastung von Labortieren stehen eine Reihe
unterschiedlicher Indikatoren zu Verfigung. Im Rahmen dieser Arbeit wurden

die Hormone Prolaktin und Kortikosteron untersucht, welche nach dem
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Einwirken eines Stressors zwar unterschiedlich schnell, jedoch sehr sensibel
mit einer Veranderung ihrer Serumkonzentrationen reagieren.

Es scheint bei beiden Hormonen ein gleichartiger Mechanismus fir die
Regulation der Hormonfreisetzung zu existieren, wobei die Schwelle zur
Aktivierung dieses Freisetzungsmechanismuses beim Kortikosteron niedriger
als bei der Prolaktin-Freisetzung zu sein scheint (Kawakami et al., 1979).

Die physiologische Bedeutung der Prolaktin-Freisetzung durch negative Stimuli
ist nicht geklart, aber die Bestimmung der Prolaktin Plasmakonzentration wird
als guter Indikator fur das "Belastungsniveau” von Tieren angesehen (Clark et
al., 1997).

Das NNR-Hormon Kortikosteron dient zum Nachweis der Aktivierung der HHA-
Achse und ist in diesem Zusammenhang ein oft untersuchtes "Strel3hormon"
(O Brien et al., 1993). Nach der Aktivierung der HHA-Achse durch Strel3 zeigt
dieses Glukokortikoid einen signifikanten Anstieg seiner Plasmakonzentration
innerhalb von 5 bis 10 Minuten nach Setzen eines Stressors. Bei Nagern
werden maximale Plasmaspiegel ungefahr 20 Minuten nach dem Beginn des
Stresses beobachtet, wobei der Zeitverlauf von der Intensitat des Stressors
abhangig ist (Manser, 1992).

Durch verschiedene Untersuchungen konnte bestatigt werden, dal3 ein enger
Zusammenhang zwischen der Quantitat und Qualitat eines Stressors und
dessen Effekt auf die Hormonspiegel von Prolaktin und Kortikosteron besteht
(Armario et al., 1986; Jones und Gillham, 1988).

Das Ziel dieser Arbeit ist es, durch die Untersuchung definierter Situationen des
routinemafigen Umgangs mit Laborratten in der Versuchstierhaltung, eine
Stref3reaktion nachzuweisen.

Wie gezeigt stellen die ausgewahlten Hormone anerkannte StrefRindikatoren
dar und bieten sich somit zur Untersuchung von manipulationsbedingten
Belastungen an. Zudem existieren fir beide Hormone etablierte Labortests, mit

deren Hilfe sich ihre Serumkonzentrationen exakt bestimmen lassen.
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3 Material und Methode

Die in diesem Kapitel erwédhnten Materialien sind noch einmal ausfuhrlich im
Anhang (Seite 139) dargestelit.

3.1 Tiere

Die Untersuchungen wurden an Albinoratten (Rattus norvegicus) des
Auszuchtstammes Wistar, welche aus der SPF-Zucht des Bundesinstitutes fur
gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterinarmedizin in Berlin stammten,

durchgefinhrt.

3.1.1 Vorversuche

Fur den ersten Vorversuch wurden elf Monate alte Tiere, zwanzig mannliche mit
einem durchschnittlichem Gewicht von 534,5 g + 78,6 g und zwanzig weibliche
mit einem durchschnittlichem Gewicht von 286,4 g £ 38,8 g, verwendet. Die
Kennzeichnung der Labortiere erfolgte durch Einfarbung der Schwanzwurzel
mittels eines Filzstiftes (Marker 3000, Fa. Edding, Ahrensburg), wodurch sich
die beiden Tiere eines Kafigs unterscheiden liel3en.

Die weiteren Vorversuche fanden an insgesamt vierundzwanzig mannlichen,
sechs Monate alten Ratten mit einem durchschnittichem Gewicht von 467,5
+ 69,3 g statt. Diese Tiere wurden nicht gekennzeichnet, da sie wahrend der

Versuchsdurchflihrung einzeln saf3en.

3.1.2 Hauptversuche

Bei den sechzehn Tieren, welche fur die Hauptversuche verwendet wurden,
handelte es sich um sechzehn Monate alte mannliche Ratten mit einem
durchschnittichem Gewicht von 523,9 + 58,5 g. Jedes Tier erhielt eine Woche

vor Versuchsbeginn eine schwarze Farbmarkierung.

3.2 Haltungsbedingungen

Die Haltung der Tiere erfolgte in mit Weichholzgranulat (Typ H 9, Fa. Altromin,

Lage) eingestreuten Polykarbonat-Kafigen (Makrolon®, Fa. Bayer, Leverkusen),
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welche mit einem Deckel aus Drahtgitter verschlossen waren. Zur Fitterung der
Tiere wurde eine pelletierte Alleindiat der Firma Altromin (Haltungsdiat 1324)
verwendet. Das Trankwasser (pH 7, Gesamtharte >21 °d), welches sich in
durchsichtigen Polykarbonflaschen befand, sowie das Futter, welches Uber eine
Futterraufe gereicht wurde, standen den Tieren ad libitum zur Verfigung. Im
Tierraum herrschte eine 16-fache Luftwechselrate, bei einer Raumtemperatur
von 21 + 1 °C und einer Luftfeuchte von 60 + 5%. Die Beleuchtungsperiode
erstreckte sich von 6°° Uhr bis 18°° Uhr (MEZ) und wurde morgens mit einer

10-minatigen Dammerungsphase eingeleitet und abends ebenso beendet.

3.2.1 Vorversuche

Bei den ersten Vorversuchen befanden sich jeweils zwei gleichgeschlechtliche
Tiere, die von Anfang an aneinander gewodhnt waren, in einem Kafig (Typ IlI,
37 cm Lange x 21 cm Breite x 15 cm Hohe). Die Reinigung der Kéafige erfolgte
nach einem vorher exakt festgelegten Kafigwechselplan, so dal3 die Tiere vor
jeder Manipulation zwei Tage lang ungestért waren. Die Tur zum Tierraum
stand wahrend der gesamten Versuchszeit unter Verschluf? und wurde nur zur
Blutentnahme und gleichzeitigem Kafigwechsel getffnet, um zu gewahrleisten,
dal3 eine unvorhersehbare Stérung der Tiere ausgeschlossen werden konnte.

Fur die folgenden Untersuchungen wurden sechs Ratten zwei Wochen vor
Versuchsbeginn einzeln in Kéfige des Typs Il gesetzt, wobei die Auswahl der
Tiere willkarlich stattfand. Die Reihenfolge der Blutentnahme wurde durch

Randomisation festgelegt (siehe Kapitel 3.7.1).

3.2.2 Hauptversuche

Vor den Untersuchungen des Hauptversuches wurden die 16 Tiere durch
Randomisation in vier Gruppen mit jeweils vier Tieren aufgeteilt, welche dann in
Kafigen des Typs IV (55 cm Lange x 33 cm Breite x 19,5 cm H6he) gehalten
wurden. Je zwei der Gruppen wurden den gleichen Manipulationen ausgesetzt
und zu je einem Block zusammengefal3t (siehe Kapitel 3.7.1). Die
gekennzeichneten Kafige wurden dann blockweise, also je zwei Ubereinander,

in das Haltungsregal gestellt.
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3.3 Vorversuche

3.3.1 Erster Vorversuch

Ziel dieser ersten Untersuchung war es, eine Methode zu entwickeln mit der es
moglich war, weitgehend unbeeinfluBte Hormonwerte bei den Tieren zu
ermitteln. Aus diesem Grund fand die Einleitung des Narkosegases (CO,) von
auRerhalb ohne Offnung des Tierraumes statt. Weiterhin wurde ein
Blutentnahmeplan (siehe Tabelle 2) erstellt, welcher gewéhrleisten sollte, daf3
von jedem Tier drei Proben genommen wurden, welche sich hinsichtlich der

Entnahmezeit unterschieden.

Tier-Nr. Kafig-Nr. Uhrzeit 1 Uhrzeit 2 Uhrzeit 3
; 1 10°° 11°° 10°°
3 2 11°° 10°° 11°°*
4
2 3 10°° 11°° 10°°
7

4 11°° 10°° 11°°
8
9 5 11°° 10°° 11°°
10
11 00 oo 00
12 6 10 11 10
13 oo oo oo
14 7 11 10 11
15 oo oo oo
16 8 11 10 11
17 oo oo oo
18 9 11 10 11
19 oo oo oo
50 10 10 11 10

Tabelle 2: Blutentnahmeplan fir die méannlichen Wistar-Ratten des ersten

Vorversuchs (* aufgrund unzureichender Narkose bei Tier-Nr. 3 keine Blutentnahme
moglich)

3.3.1.1 Inhalationsnarkose

Vierundzwanzig Stunden vor der Blutentnahme wurden zwei Haltungskafige,

der durch Randomisation festgelegten Tiere, unter Gewahrleistung
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ausreichender Luft-, Wasser- und Futterzufuhr, mit einem durchsichtigen
Plexiglasdeckel verschlossen. Durch einen Gummischlauch (Rotilabo®, Fa.
Roth, Karlsruhe), welcher im Bereich zwischen der Turzarge und der Raumtlr
mit einem stabilen Rohrchen (Edelstahl, Eigenanfertigung) versehen war, wurde
der Kéafig mit einer, au3erhalb des Tierraumes befindlichen, CO,-Gasflasche
(Kohlensaureflasche, Fa. Air Liquide, Dusseldorf) mit Druckminderer (Pluto, Fa.
Drager, Berlin) verbunden und der Tierraum sodann bis zum nachsten Tag mit
einem Vorhangeschlol3 gegen unvorhersehbares Betreten gesichert.

Am Entnahmetag wurden dann jeweils um 10°° und um 11°° Uhr die Blutproben
durch Punktion des retrobulbaren Venenplexus (Plexus venosus orbitalis)
gewonnen. Zuerst wurde fur die Dauer von funfzig Sekunden das Narkosegas
von auRen, ohne Offnung des Tierraumes und unter Sichtkontrolle, in den
entsprechenden Kéfig geleitet. Danach wurde die Tur gedffnet und innerhalb
von funfzehn bis drei3ig Sekunden fur das jeweils erste Tier, beziehungsweise
dreilig bis funfzig Sekunden fir das zweite Tier, die Blutprobe entnommen.

Die Tiere wachten unverzlglich nach der etwa vierzig bis sechzig Sekunden
andauernden Kurznarkose wieder auf, wurden gewogen und in einen
gereinigten Kafig umgesetzt.

Das Umsetzen der Tiere in den neuen Kafig erfolgte jeweils nach der Entnahme
der Blutprobe und war durch einen vorher festgelegten Kafigwechselplan so
koordiniert, dal3 die Tiere mindestens zwei Tage vor der Entnahme der

Blutprobe nicht durch das Wechseln beeintrachtigt wurden.

3.3.1.2 Blutentnahme

Unter vorsichtiger Stauung der Halsgefal3e mittels Daumen und Zeigefinger,
wobei die Augen deutlich hervortraten, wurde ein zuvor in der Mitte
durchgebrochenes  Kapillarrohrchen  (Mikro—Haematokrit-Kapillaren,  Fa.
Heiland, Hamburg) am nasalen Augenwinkel drehend in Richtung auf das
gegeniiberliegende Kiefergelenk eingefiihrt, bis nach Uberwindung der Tenon-
Kapsel (elastischer Widerstand) die kntécherne Orbita erreicht wurde. Nach
leichtem Zuriickziehen der Kapillare wurde dann das austretende Blut in einem

aus Polypropylen bestehenden Reaktionsgefald (1,5 ml Volumen, Fa.
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Eppendorf, Hamburg) solange aufgefangen, bis auf der angebrachten
Skalierung ein Wert von 0,8 bis 1,0 ml erreicht war. Nach dem Herausziehen
der Hamatokritkapillare wurden eventuell auftretende Nachblutungen mit einem
Zellstofftupfer bis zum vdlligen Stillstand versorgt.

(Die durchgefihrten Blutentnahmen wurden bei der Senatsverwaltung fur

Gesundheit in Berlin unter der Nummer T 0025/94 angezeigt.)

3.3.1.3 Probenaufbereitung

Die so gewonnenen Vollblutproben wurden zehn Minuten nach der Entnahme
bei 12000 Umdrehungen pro Minute (entspricht 8050 g) zentrifugiert (Centrifuge
5412, Fa. Eppendorf, Hamburg). Der gesamte Uberstand wurde vorsichtig mit
einer Pipette (Varipette 4810, Fa. Eppendorf, Hamburg) entnommen und
portionsweise in neue Reaktionsgefalie Ubertragen, so dal3 insgesamt vier
gleich grof3e Einzelproben (je zwei fur die Bestimmung von Prolaktin und
Kortikosteron) entstanden. Diese Reaktionsgefale wurden in einer
Einfrierkassette aus Polycarbonat (GréRe 81, Fa. NeolLab, Heidelberg)
aufbewahrt, welche dann in einen Tiefkihlraum verbracht wurden, wo sie bei
einer Temperatur von - 20 °C bis zum Analysetermin lagerten. Die Aufbereitung
und Aufbewahrung aller weiteren Serumproben geschah auf die gleiche Art und

Weise.

3.3.2 Weitere Vorversuche

Alle fur diese Untersuchung verwendeten Tiere wurden zwei Wochen vor
Beginn der jeweiligen Manipulation einzeln in Kafige (Typ Ill) gesetzt. Die
Auswahl der jeweils sechs Tiere eines Versuchsdurchganges, sowie die
Numerierung der Kéafige erfolgte willkirlich, die dann folgenden Manipulationen
("Anheben”, "Wiegen", " i. m.-Injektion") wurden in der Reihenfolge eines vorher
festgelegten Randomisationsplanes durchgefihrt. Fir jede Manipulation
wurden somit auf diese Weise an jeweils drei Terminen, welche mindestens
zwei Tage auseinander lagen, die Proben entnommen, wobei die Entnahmezeit
immer zwischen 10°° und 11°° Uhr lag. Es wurden insgesamt zwei

Versuchsdurchgange mit jeweils sechs Tieren durchgefihrt.
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Zur Narkose der Tiere wurden diese in einen neuen Kafig (Typ Ill), welcher mit
einem durchsichtigen, mit einer Klappe versehenen Plexiglasdeckel
verschlossen war, hineingesetzt. Die Einleitung des Kohlendioxids in die
vorgeflutete Kammer erfolgte mit einer DurchfluBmenge von vier Litern pro
Minute bis zur Bewultlosigkeit der Tiere. Dieses wurde durch das Auflegen des
Kopfes auf den Kafigboden festgestellt. Dieser Zustand trat je nach Individuum
innerhalb von 30 bis 40 Sekunden ein und dauerte je nach Tiefe zwischen
25 und 35 Sekunden weiter an.

Die Blutentnahme erfolgte bei allen Tieren in der bereits weiter oben
beschriebenen Art und Weise (3.3.1.2).

3.3.2.1 Anheben

Nach dem Betreten des Tierraumes wurde der Kéfig des ersten Tieres aus dem
Regal genommen, auf einen Labortisch gestellt, der Kafigdeckel entfernt und
das Tier an der Schwanzbasis ergriffen, um es fur zwei Sekunden aus seinem
Kafig herauszuheben. Nach dem Zurlcksetzen des Tieres in den Haltungskafig
wurde die erste von sechs Stoppuhren (Kronen-Stoppuhr, Fa. Heiland,
Hamburg), welche fur die Messung der unterschiedlich langen Zeitintervalle bis
zu den Blutentnahmen benétigt wurden, gestartet. Anschliel3end wurde dieser
Kafig wieder in das Regal zurtick gestellt und der ndchste herausgenommen, so
dalR am Ende des gesamten Durchganges alle sechs Tiere der gleichen
Behandlung unterzogen worden waren. In Abstanden einer entsprechenden
Zeitreihe von 2, 5, 10, 20, 40 und 60 Minuten wurden dann die Blutproben von
den zuvor durch Kohlendioxid narkotisierten Tieren, durch Punktion des

retrobulbaren Venenplexus, gewonnen.

3.3.2.2 Wiegen

Die Entnahme der Tiere aus ihren Kafigen zum Zwecke des Wiegens geschah
in der gleichen Weise, wie es bereits beim Versuch "Anheben" beschrieben
wurde. Der eigentliche Vorgang des Wiegens dauerte 15 Sekunden und

erfolgte mittels einer elektrischen Laborwaage (Picco 1000, Fa. Wedo,

Dieburg). Auf dieser Waage befand sich ein leerer Kafig (Makrolon®, Typ 1), in
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den die Ratten hineingesetzt wurden. Nach Beendigung jedes Wiegevorganges
wurde wiederum jeweils eine Stoppuhr gestartet. Nach Ablauf der
entsprechenden Zeitintervalle (s. 0.) wurde die Narkose eingeleitet und die

Blutentnahme vorgenommen.

3.3.2.3 Intramuskulare Injektion

Zur Injektion von 0,5 ml physiologischer Kochsalzlésung (Isotone Natrium-
chloridlésung 0,9%, Fa. Braun, Melsungen) in die kaudale Oberschenkel-
muskulatur (Muskulus semitendinosus) wurden die Tiere mittels eines
Nackengriffes fixiert. Die Spritze (Omnifix, Tuberkulin SOLO, Fa. Heiland,
Hamburg) wurde mit der Kanule (Sterican®, 0,90 © 40 mm, Fa. Braun,
Melsungen) in einem stumpfen Winkel parallel zum Oberschenkelknochen (Os
femoris) von distal nach proximal in das Muskelblindel der abgespreizten
GliedmalRe vorgeschoben. Auf das Aspirieren folgte die langsame Injektion der
vorgegebenen Loésung. Nach dieser Verabreichung wurde das Tier
zuruckgesetzt und gleichzeitig die Stoppuhr gestartet. Narkose und
Blutentnahme erfolgten in der gleichen Weise wie bei den anderen

Manipulationen schon beschrieben.

3.3.3 AbschlieRender Vorversuch

Bei dieser letzten Voruntersuchung wurden zwo6lf einzeln im Kafig sitzende
Tiere fur eine Dauer von je dreil3ig Sekunden gewogen. Bei sechs Tieren fand
daraufhin die Blutentnahme nach zehn Minuten, bei den anderen sechs nach
zwanzig Minuten statt. Mit einem Abstand von jeweils einem Tag wurde dieser

Vorgang insgesamt dreimal pro Tier durchgefuhrt.

3.4 Hauptversuche

Vor dem eigentlichen Hauptversuch wurde jedes Tier zweimal gewogen, ohne
die anschlieRende Entnahme einer Blutprobe, um den genauen Ablauf dieses
Vorganges vorab durchzuspielen und die Tiere mit dieser Prozedur ein wenig
vertraut zu machen. Die gesamte Untersuchung wurde in zwei Durchgangen
vorgenommen, welche jeweils zwei Wochen dauerten und zwischen denen eine

Woche ohne Behandlung lag. Diese Unterbrechung wurde aus
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Tierschutzgrinden eingeftigt, um die Belastung der Tiere so gering wie mdglich
zu halten und ihnen die Méglichkeit zur Regeneration zu gewahren. Aus den
gleichen Griinden erfolgte die Entnahme der Proben und die Ausfihrung der
invasiven Methoden alternierend auf beiden Korperseiten.

Der auf den zuvor durchgefihrten Vorversuchen basierende erstellte
Versuchsplan (Tabelle 3) gewéahrleistete eine statistisch abgesicherte
Ausgewogenheit der vorgenommenen Prozeduren. An den Tieren eines jeden
Blockes wurden jeweils vier, in ihrem vermuteten Schweregrad ansteigende,
Manipulationen [Block A: Wiegen (1), Handtuch—Fixierung (2), i. m.—Injektion
(3), Mikrochip-Implantation (4), bzw. Block B: Transport (5), Nackengriff-
Fixierung (6), p. o.-Applikation (7), Ohrlochung (8)], mit zwei unterschiedlichen
Entnahmezeiten (nach 10 und 20 Minuten), vorgenommen. Alle durchgefihrten
Manipulationen fanden innerhalb einer Minute statt, woran sich eine Pause von
einer weiteren Minute anschlof3, die nétig war, um bei der sich spéater

anschlieRenden Blutentnahme gentigend Zeit fir jede Entnahme zu haben.

Manipulationen
Kafig | Tier [ Eingew6hnung Blutentnahme nach:
Nr. Ohne | Ohne 20 10 20 10 10 20 10 20
Entn. | Entn. min min min min min min min min
1 1 1 1 2 4 3 1 2 4 3
A1l 2 1 1 2 3 1 4 2 3 1 4
3 1 1 3 4 2 1 3 4 2 1
4 1 1 4 1 3 2 4 1 3 2
5 1 1 1 2 4 3 1 2 4 3
A2 6 1 1 2 3 1 4 2 3 1 4
7 1 1 3 4 2 1 3 4 2 1
8 1 1 4 1 3 2 4 1 3 2
9 1 1 5 6 8 7 5 6 8 7
B1 10 1 1 6 7 5 8 6 7 5 8
11 1 1 7 8 6 5 7 8 6 5
12 1 1 8 5 7 6 8 5 7 6
13 1 1 5 6 8 7 5 6 8 7
B 2 14 1 1 6 7 5 8 6 7 5 8
15 1 1 7 8 6 5 7 8 6 5
16 1 1 8 5 7 6 8 5 7 6

Tabelle 3: Versuchsplan fur den Ablauf des Hauptversuches

Da es fur die Bewertung des Einflusses der Manipulation auf die untersuchten

Blutparameter von entscheidender Bedeutung ist, das die Entnahme der
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Blutprobe so schnell wie mdglich nach Eintritt der Bewul3tlosigkeit erfolgt,

wurden die Tiere in den bereits vorgefluteten Narkosekafig gesetzt.

3.4.1 Wiegen

Zum Wiegen auf einer elektrischen Waage (Pico 1000, Fa. Wedo, Dieburg)
wurde zunédchst der Haltungskafig aus dem Regal - und dann ein Tier,
entsprechend der vorher festgelegten Reihenfolge, aus seinem Kafig
genommen. Dazu wurde es an der Schwanzwurzel ergriffen, in den Wiegekafig
(Typ 1) gehoben und eine Minute lang gewogen. Nach dem Protokollieren des
Ergebnisses schlol sich die oben erwahnte 1-minttige Pause an, nach welcher

dann die nachste Manipulation an einem anderen Tier vorgenommen wurde.

3.4.2 Handtuch-Fixierung

Das zur Fixierung verwendete Handtuch (Baumwollhandtuch, Fa. Glet, Berlin)
wurde Uber das Tier, welches sich nach Entnahme aus dem Kafig auf der
leeren Labortischplatte befand, gelegt. Dann wurde das Tier durch das
Handtuch hindurch ergriffen und unter méaRigem Druck so fixiert, wie es auch
zur Durchfihrung einer Manipulation notwendig gewesen ware. Nach
Beendigung der eine Minute andauernden Prozedur wurde das Tier wieder in
seinen Kafig zurick gesetzt. Bei den sich anschlieRenden Manipulationen
"Injektion" und "Mikrochip—Implantation” wurde diese Art der Fixierung in der

gleichen Weise beibehalten.

3.4.3 Intramuskulare Injektion

Die Verabreichungstechnik entsprach der Methode, welche auch bei den
Vorversuchen (siehe 3.3.2.3) angewandt wurde. Die Injektion von 0,5 ml
physiologischer Kochsalzlosung wurde jeweils nur einmal pro Korperseite
durchgefihrt.

3.4.4 Mikrochip-Implantation

Ein Mikrochip (Gewicht: 120 mg, Lange: 14 mm, Durchmesser 2,2 mm) mit
unveranderbarem Code (zehnstellige Kombination aus Grof3buchstaben und

Ziffern in alternierender Reihenfolge) steckt luftdicht eingeschlossen in einer
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biokompatiblen Glaskapsel mit patentierter Kunstoffkappe, die das Verrutschen
(Wandern) der Kapsel verhindert. Dieser Transponder (Implantierbares Mikro-
Identifikationssystem, Fa. Plexx, Elst, Niederlande) wurde den entsprechenden
Tieren subkutan appliziert. Dazu wurden die Tiere dem Ké&fig entnommen und
unter Zuhilfenahme eines Handtuches, wie bereits oben beschrieben, fixiert.
Die Implantation erfolgte in der Mitte der seitlichen Brustwand auf HOhe des
kaudalen Rippenbogens. Die verwendete Kanile (@ auf3en = 2,8 mm) wurde
mit dem scharfen Anschliff, dessen Offnung dem Applizierenden zugewandt
war, so weit unter die mit zwei Fingern abgehobene Haut vorgeschoben, bis die
Austrittsoffnung der Kanule nicht mehr sichtbar war. Durch Betdtigung eines
verschiebbaren Kolbens wurde dann der Transponder in die gebildete Hautfalte
hineingeschoben und danach das Kanulenende vorsichtig aus der Haut

zurlickgezogen.

3.4.5 Transportieren

Der Transport erfolgte in einem frischen, nur mit Einstreu versehenen
Kunststoffkafig (Makrolon®, Typ Ill), welcher mit einem konventionellen
Drahtgitterdeckel verschlossen war. Nach dem Hineinsetzen des Tieres in den
Transportkafig wurde derselbe aus dem Haltungsraum hinaus auf den Flur und
nach einem kurzen Weg wieder zurtck in den Tierraum getragen. Dieser
gesamte Vorgang, vom Ergreifen des Tieres bis zum Zurlicksetzen, dauerte

jeweils genau eine Minute.

3.4.6 Nackengriff-Fixierung

Nach Entfernen des Kéfigdeckels wurde das entsprechende Tier angehoben
indem man die Hand um den Brustkorb und den Nacken des Tieres legte, den
Daumen kaudal der Schultergliedmal3e hindurch auf dem Brustbein plazierte
und dabei den Kopf zwischen Zeigefinger und Mittelfinger fixierte. Um
Abwehrbewegungen und damit unter Umstanden verbundene Verletzungen des
Tieres und des Untersuchers zu vermeiden, wurde zusatzlich mit der anderen
Hand die Schwanzwurzel ergriffen und festgehalten. Ebenso wie bei allen

anderen Manipulationen wurden auch hierbei Handschuhe aus grauem
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Nappaleder (Fa. Glet, Berlin) getragen, um die Bedingungen bei allen

Untersuchungen gleich zu halten.

3.4.7 Orale Applikation

Die Fixierung der Tiere erfolgte mittels Nackengriff auf die oben beschriebene
Art und Weise, so dal3 sich der Kopf des Tieres in gestreckter Haltung befand.
Dann wurde eine starre, leicht gebogene Edelstahlsonde mit olivenformiger
Verdickung am Vorderende (Knopfkanule, Fa. Heiland, Hamburg) soweit Uber
den Zungenrucken geschoben, bis sich am Zungengrund ein leichter
Widerstand bemerkbar machte. Durch eine leichte Drehung der Sonde liel3 sich
der Schluckreflex auslésen, woraufhin die Sonde leicht und ohne weiteren
Widerstand bis in den Magen vorgeschoben werden konnte. Dort wurde dann
ein Milliliter physiologische Kochsalzlésung (Isotone Natriumchloridlésung
0,9%, Fa. Braun, Melsungen) aus einer Spritze (Injekt 2 ml, Fa. Heiland,
Hamburg) appliziert. Die Kantle wurde vorsichtig zuriickgezogen und das Tier

bis zum Ablauf einer Minute gehalten und anschlielend zurtickgesetzt.

3.4.8 Ohrlochung

Zur Kennzeichnung der Tiere mittels einer aus Metall bestehenden
Ohrlochstanze (@ = 2 mm, Fa. Lésenbeck, Iserlohn) wurden die Tiere, wie
bereits unter Punkt 3.4.6 beschrieben, fixiert. Der mechanische Vorgang dieser
Manipulation war nur mit groRem Kraftaufwand zu bewaltigen und gelang nicht
immer vollstandig bis zur kompletten Perforation samtlicher Anteile des Ohres.
Folge war eine, bei einigen Tieren aufgrund der mechanischen Belastung

aufgetretene, Quetschwunde (Vulnus contusum).

3.5 AbschluBversuch

Einen Tag vor der eigentlichen Untersuchung wurden die verbliebenen zwolf
Tiere des Hauptversuches durch eine erneute Farbmarkierung an der
Schwanzbasis gekennzeichnet, so dal3 danach vier Gruppen mit jeweils drei
Tieren entstanden. Es wurden wieder zwei Blocke gebildet, deren zugehoérige

Kafige dann tGbereinander im Haltungsregal angeordnet waren.
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Die durchgefuhrte Manipulation bei allen Tieren bestand in der Implantation
eines Mikrochips. Dieses geschah mit der bereits weiter oben erwahnten
Methode 3.4.4). An einem Untersuchungstag wurde somit jeweils ein Kéfig
jedes Blockes behandelt, wahrend die Tiere des zweiten Ka&figs ohne
Behandlung blieben und nur zur Blutentnahme herangezogen wurden. Diese
Untersuchung wurde an vier aufeinander folgenden Tagen durchgefuhrt, um
von jedem Tier vier Proben, zwei mit und zwei ohne vorherige Manipulation, zu
erhalten. Um auch hier die Ausgewogenheit der Versuchsanordnung zu

gewahrleisten wurde ein eigener Versuchsplan (Tabelle 4) erstellt.

Datum: | Uhrzeit:
Gruppe/Kéfig 1/1 2/1 1/2 2/2
Manipulation | Chip (rechts) Keine Chip (rechts) Keine

1 4 7 10
Tier-Nr. 2 5 8 11
3 6 9 12

Datum: | Uhrzeit:
Gruppe/Kéfig 2/2 1/2 2/1 1/1
Manipulation | Chip (rechts) Keine Chip (rechts) Keine

11 8 5 2
Tier-Nr. 12 9 6 3
10 7 4 1

Datum: | Uhrzeit:
Gruppe/Kéfig 1/1 2/1 1/2 2/2
Manipulation | Chip (links) Keine Chip (links) Keine

3 6 9 12
Tier-Nr. 1 4 7 10
2 5 8 11

Datum: | Uhrzeit:
Gruppe/Kéfig 2/2 1/2 2/1 1/1
Manipulation | Chip (links) Keine Chip (links) Keine

10 7 4 1
Tier-Nr. 11 8 5 2
12 9 6 3

Tabelle 4: Versuchsablaufplan des AbschlufRversuches
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3.6 Analysemethoden

Uber den gesamten Zeitraum der Untersuchungen wurden 310 Proben fiir die
Bestimmung der Prolaktin-Konzentration und 358 Proben fir die Analyse der
Kortikosteron-Konzentration genommen.

Die zur Analyse der Serumproben verwendeten Tests stammten beide von der
Firma DPC Biermann GmbH (Bad Nauheim). Die Zwischenlagerung der Proben
bis zum Labortermin erfolgte in Reaktionsgefal3en aus Polypropylen (1,5 ml
Volumen, Fa. Heiland, Hamburg) bei einer Temperatur von -20 °C in einem
Tiefkihlraum. Die Testkomponenten, welche in einem Kihlraum bei 8 °C
aufbewahrt wurden, sowie die eingefrorenen Serumproben wurden vor

Testbeginn auf Raumtemperatur erwarmt.

3.6.1 Prolaktin

Das verwendete Testbesteck (Milenia®) ist ein immunometrischer
Enzymimmunoassay mit Flissigphasen-Inkubation und anschliel3ender
Festphasen-Trennung zur quantitativen Bestimmung von Prolaktin im Serum
der Ratte.

Die Serumproben und die vom Testhersteller vorgegebenen Standards werden
zusammen mit im UberschuB befindlichen polyklonalen, Ligand-gekoppelten
Prolaktin-Antikrpern und monoklonalen, mit Meerrettichperoxidase markierten
Antikdrpern in die Ligand-beschichteten Kiivetten einer Mikroplatte pipettiert.
Wahrend der ersten einstindigen Inkubation erkennen diese spezifischen
Antikérper unterschiedliche Epitope der in den Proben vorliegenden Prolaktin-
Molekile und bilden einen sogenannten Sandwich-Komplex aus, welcher aus
den beiden Antikérpern und dem eingeschlossenen Prolaktin besteht. Durch die
Zugabe eines multivalenten Anti-Liganden werden die entstandenen Antigen-
Antikorper-Komplexe wahrend der darauf folgenden sechzig Minuten an der
Innenwand der Mikroplattenkavitaten immobilisiert. Die ungebundenen
Reaktionspartner werden in einem anschlieRenden Waschgang entfernt.

Das zugegebene Substrat, in diesem Fall TMB (3,3,5,5-Tetra-Methyl-

Benzidin), wird vom gebundenen Enzym zu einem farbigen Endprodukt
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umgesetzt. Durch die Zugabe der Stopplésung wird nach drei3ig Minuten die
enzymatische Reaktion unterbrochen.

Die bei einer Wellenlange von 490 nm im Mikroplatten-Photometer (Microelisa®,
Fa. Dynatech, Denkendorf) gemessene optische Dichte der Losung ist der
Konzentration an vorhandenem Ratten-Prolaktin in der entsprechenden

Serumprobe direkt proportional.

3.6.2 Kortikosteron

Es handelt sich bei dem hier verwendeten Test (Coat-A-Count®) um einen
kompetitiven  Festphasen-Radioimmunoassay zur  Bestimmung  von
Kortikosteron im Serum der Ratte.

Die vorhandenen Serumproben sowie die Standards werden zusammen mit
dem !?°J-markierten Ratten-Kortikosteron in mit spezifischen Antikérpern
markierten Polypropylen-Réhrchen pipettiert. Wahrend der zweistiindigen
Inkubation konkurrieren das im Rattenserum vorhandene Kortikosteron und das
1253-markierte Kortikosteron um eine limitierte Anzahl von Bindungsstellen der
an die Réhrchenwand gebundenen spezifischen Antikorper. Nach Abschlul® der
Reaktion werden die ungebundenen Reaktionspartner durch Dekantieren
entfernt, bevor die Menge gebundener Radioaktivitat im Gammacounter
(Gammamaster, Fa. Wallac, Deutschland) gemessen wird. Die gemessenen
Counts sind der Konzentration an Ratten-Kortikosteron in der entsprechenden

Serumprobe indirekt proportional.

3.6.3 Auswertung

Zur Auswertung des Prolaktin-Tests war eine lineare Darstellung der
Regressionsgeraden im XY-Diagramm die Kurvenanpassung der Wahl, wobei
zunachst von allen Doppelwerten der Extinktionen der Standards die
Mittelwerte errechnet wurden. Aus diesen Mittelwerten wurde dann die
prozentuale Bindungsrate jeder einzelnen Standardkonzentration im Verhaltnis
zum Maximalstandard (100% Bindungsrate) berechnet und die sich daraus
ergebende Gerade in die Darstellung eingezeichnet. Anhand der so
gewonnenen Standardkurve wurden anschlieend, nach Berechnung der

Steigung der Geraden, die Konzentrationen der unbekannten Proben bestimmit.

42



Material und Methode ——

Bei der Auswertung des Ratten-Kortikosteron-Radioimmunoassays wurde die
Darstellungsform eines XY-Diagramms mit halblogarithmischer Auftragung
verwendet. Die Berechnung der Werte, sowie die graphische Darstellung der
Ergebnisse, erfolgte vollautomatisch durch das integrierte Computerprogramm

des verwendeten Gammacounters.

3.7 Statistik

3.7.1 Versuchsplanung

Die biometrische Analyse von Tierversuchen setzt voraus, daf® zwischen den
Versuchsgruppen nicht schon bei Versuchsbeginn schwerwiegende
Unterschiede vorhanden sind. Das Risiko solcher MelRwertverzerrungen ist
insbesondere dann sehr grol3, wenn die Versuchstiere rein willkirlich zu
Kafiggruppen zusammengestellt werden. Der beste Weg, dies zu vermeiden, ist
die zufallige Zuordnung der Tiere, die sogenannte Randomisation (Dietzel et al.,
1978).

Aus diesem Grund wurden alle Untersuchungen an den Tieren nach dem
Prinzip der Randomisation durchgefiihrt. In den Voruntersuchungen wurde die
einfache, vollstandige Randomisation der Versuchstiere zur Festlegung der
Reihenfolge der Manipulationen bzw. Zeitpunkte benutzt. Alle Manipulationen
wurden an mindestens sechs Tieren wiederholt.

Bei dem Hauptversuch wurden in einem ersten Schritt die auf Grund des
aufgestellten Versuchsplans vorgesehenen sechzehn Versuchstiere mit einer
einfachen, vollstandigen Randomisation auf die acht Manipulationen (je 2 Tiere
pro Manipulation) aufgeteilt. Je vier Manipulationen wurden zu einem Block von
Manipulationen mit aufsteigendem Schweregrad zusammengefal3t, welcher
dann aus zwei Kafigen mit je vier Tieren bestand. Jedes Tier wurde jeder
Manipulation seines Blocks zweimal ausgesetzt, weil die darauf folgende
Blutentnahme einmal nach zehn Minuten (zur Bestimmung von Prolaktin) und
das andere Mal nach zwanzig Minuten (fur die Kortikosteron-Bestimmung)
erfolgen muf3te. Die Reihenfolge der Manipulationen pro Tier wurde mit Hilfe
eines lateinischen Quadrats (siehe Tabelle 3, Seite 36) mit balancierten

Nachbarschaftsbeziehungen (Durier et al.,, 1997) fur beide Blocke gleich
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festgelegt. Damit wurden alle drei Grundprinzipien der Versuchsplanung nach
Herzberg und Cox (1969) erflllt, Randomisation, ausreichende Versuchs-
wiederholung und Einschrankung der Variabilitat durch Blockbildung (in diesem
Fall ist Block = Tier).

Fir den AbschluRversuch wurden die sechzehn bisher benutzten Tiere auf
zwolIf Tiere (4 Kafige mit je 3 Tieren) reduziert, wegen eines zwischenzeitlich
aufgetretenen Tierverlustes in zwei Kafigen. Diese zwolf verbliebenen Tiere
wurden in zwei Gruppen randomisiert. In der Gruppe 1 war die Abfolge der
Manipulationen bei vier weiteren Blutentnahmen "Chip-Implantation — keine
Manipulation — Chip — keine", bei der Gruppe 2 wurde die Abfolge "keine

Manipulation — Chip-Implantation — keine — Chip" verwendet.

3.7.2 Versuchsauswertung und Darstellungen

Als Darstellungsform fir die Ergebnisse des Vorversuches, sowie des
Hauptversuches, wurde das Boxplot-Diagramm verwendet.

Die Box eines Plots wird vom ersten und dritten Quartil (25% bzw. 75%
Perzentil) begrenzt. Dessen innere Linie reprasentiert den Median (= zweites
Quiartil). Daraus folgt, daf3 sich innerhalb der Box die mittleren 50% der Werte
befinden. Ferner werden der kleinste und gro3te Wert einer Mel3reihe markiert,
sofern diese nicht als "Ausreil3er" interpretiert werden. Werte, die um mehr als
drei Kastenlangen auf3erhalb liegen, werden im Boxplot als Extremwerte mit
einem Stern gekennzeichnet. Werte, die um mehr als anderthalb Kastenlangen
aulRerhalb liegen, werden mit einem Kreis gekennzeichnet (Buhl und Zofel,
1998).

Zur Interpretation der graphischen Darstellungen wurden der Median und die
beiden weiteren Perzentile und das arithmetische Mittel sowie die
Standardabweichung als Zahlenwerte in tabellarischer Form angegeben.

Zur Darstellung aller weiteren Versuche wurden Streudiagramme verwendet.
Sie verdeutlichen zum einen den zeitlichen Verlauf der Hormonausschuttung
und zum anderen die inter- und intraindividuelle Varianz der Hormon-

konzentrationen.
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Die statistische Analyse der Ergebnisse des Hauptversuches erfolgte mit Hilfe
der zweifaktoriellen Varianzanalyse mit den beiden Faktoren "Manipulation” und
"Tier". Sie soll die Frage klaren, ob sich die auftretenden Mittelwertunterschiede
der Manipulationen bzw. der Tiere mit zuféalligen Schwankungen erklaren
lassen, oder ob es sich um signifikante Unterschiede handelt.

Zur Dbildlichen Darstellung der varianzanalytischen Ergebnisse wurde in
Anlehnung an die Technik der Qualitatskontrollkarten das 95%-Konfidenz-
intervall um das jeweilige Gesamtmittel eines Blockes gewdahlt und die
Mittelwerte der einzelnen Manipulationen eingefigt.

Das Ergebnis des Abschluf3versuchs wurde mit dem t-Test fur verbundene
Stichproben ausgewertet. Dabei wurden nur die Messungen der beiden ersten
aufeinander folgenden Blutenthahmen verwendet, weil ein zeitlich bedingter
Verstarkungseffekt bei den weiteren zwei Blutentnahmen nicht auszuschlieR3en
war. Zur Prifung der Paardifferenzen wurde bei allen zwo6lf Tieren die Differenz
zwischen dem Kortikosteron-Wert des Tieres "mit Chip" gegen den
Kortikosteron-Wert des gleichen Tieres ohne Manipulation ("ohne Chip")
berechnet.

Zur graphischen Darstellung der Ergebnisse wurde das Computerprogramm
SPSS (Version 7.5.3, Fa. SPSS Inc.) eingesetzt, wahrend die Berechnungen
der statistischen Auswertung mit dem Programm Statgraphics (Version 3.0, Fa.

Statistical Graphics Corp.) durchgeftihrt wurden.
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4 Ergebnisse

4.1 Erster Vorversuch

In einem ersten Vorversuch sollten zwei mdgliche EinfluR3faktoren auf die
Serumkonzentration der zu untersuchenden Hormone gepruft werden. Zum
einen ist dieses der Entnahmezeitpunkt (10°° Uhr / 11°° Uhr) und zum anderen
das Geschlecht der Tiere.

Als Versuchstiere standen zwanzig mannliche und zwanzig weibliche Wistar-
Ratten im Alter von elf Monaten zu Verfugung, welche jeweils zu zweit
(gleichgeschlechtlich) in einem Kafig saRen. Von jedem Tier wurden drei
Blutproben genommen, wobei die CO,-Narkose von den Tieren unbemerkt von
aul3erhalb des Tierraumes eingeleitet wurde. Der Zeitpunkt der Blutentnahme
wurden so alterniert, dal3 von jedem Tier mindestens von einem Zeitpunkt zwei
MeRwerte verglichen werden konnten (siehe Kapitel 3.3.1).

Der Einflul des Geschlechtes auf die Hormone erwies sich als besonders
bedeutend und wird im Folgenden zuerst behandelt.

In Abbildung 2 und Abbildung 3 sind die Hormonspiegel der zwanzig
mannlichen und zwanzig weiblichen Tiere einander in Form von Boxplot-
Diagrammen gegenubergestellt. Als Hormonspiegel eines Tieres wurde jeweils
der arithmetische Mittelwert aus den drei Blutentnahmen verwendet.

Bei der Auswertung zeigt sich ein grofRer geschlechtsspezifischer Unterschied
in bezug auf die Hormonausschuttung. Fir Prolaktin sind die Ergebnisse in
Abbildung 2 und Tabelle 5 dargestellt, in Abbildung 3 und Tabelle 6 die
Ergebnisse fir Kortikosteron.
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Abbildung 2: Unterschied der Prolaktin-Konzentrationen im Serum
mannlicher und weiblicher Wistar-Ratten, nach einfacher Blutentnahme
unter CO,-Narkose, ohne vorherige Beeinflussung

Prolaktin (ng/ml) Mannliche Tiere Weibliche Tiere
N 20 20
Minimum 10,6 25,7

25% 15,6 66,7
Perzentile Median 21,8 88,5

75% 33,7 1145
Maximum 42,3 165,1
Arithm. Mittelwert 23,4 88,6
Std. Abweichung 9,6 35,0

Tabelle 5: Statistische Kennwerte zur Abbildung 2

Die mittlere Prolaktin-Konzentration der weiblichen Tiere (Median = 88,5 ng/ml)
ist um das Vierfache hoher, als die mittlere Prolaktin-Konzentration der
mannlichen Tiere (21,8 ng/ml). Die Streuung der Prolaktin-Werte ist bei den

weiblichen Tieren ebenfalls deutlich groRer, um das 3- bis 4-fache im Vergleich
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zu den mannlichen Individuen (vergl. Standardabweichungen bzw.
Spannweiten). So wurde bei den weiblichen Tieren als héchster Prolaktin-Wert

165,1 ng/ml gemessen, bei den mannlichen dagegen nur 42,3 ng/ml.
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Abbildung 3: Unterschied der Kortikosteron-Konzentrationen im Serum
mannlicher und weiblicher Wistar-Ratten, nach einfacher Blutentnahme
unter CO,-Narkose, ohne vorherige Beeinflussung

Kortikosteron (ng/ml) Mannliche Tiere Weibliche Tiere
N 20 20
Minimum 39,8 65,6

25% 93,5 121,7
Perzentile Median 130,5 202,7

75% 193,0 270,4
Maximum 607,5 396,0
Arithm. Mittelwert 164,2 199,5
Std. Abweichung 129,3 93,0

Tabelle 6: Statistische Kennwerte zur Abbildung 3

Der Geschlechtsunterschied ist beim Kortikosteron nicht ganz so grof3, aber

noch immer bedeutend.
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Die mittlere Kortikosteron-Konzentration der mannlichen Tiere (Median =
130,5 ng/ml) liegt um 35,6% niedriger als bei den weiblichen Tieren
(202,7 ng/ml). Bei den mannlichen Tieren traten zwei Extremwerte auf, die vom
verwendeten Statistikprogramm (SPSS) in Abbildung 3 automatisch als
"Ausreiller" klassifiziert wurden. Diese fuhren dazu, daf das arithmetische
Mittel der Kortikosteron-Werte bei den mannlichen Tieren um 33,7 Einheiten
Uber ihrem Median liegt und auch die Standardabweichung ihrer Werte
wesentlich grofier ist, als bei den weiblichen Tieren. Vergleicht man statt der
Standardabweichung die Differenzen zwischen dem 25% und dem 75%
Perzentil der beiden Geschlechter (mannlich = 99,5 ng/ml; weiblich =
148,7 ng/ml), so erweist sich wie beim Prolaktin auch die Streuung der
mannlichen Kortikosteron-Spiegel als eindeutig kleiner.

Im Weiteren wird eine Gegeniberstellung der mittleren Hormonkonzentrationen
zu unterschiedlichen Entnahmezeiten (10°°/11°° Uhr) nach Geschlechtern
getrennt vorgenommen. Die Ergebnisse dieser Auswertung sind in den
Abbildungen 4 bis 7 und den dazugehérigen Tabellen 6 bis 9 wiedergegeben.
Die unterschiedliche Anzahl der Proben resultiert zum einen aus einer aufgrund
einer nicht ausreichenden Narkose mifl3lungenen Blutentnahme. Zum anderen
muf3te aus organisatorischen Grinden ein 10°° Uhr Entnahmetermin auf

11°° Uhr verschoben werden.
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Abbildung 4: Prolaktin-Konzentrationen im Serum mannlicher Wistar-
Ratten zu den Entnahmezeiten 10°° und 11°° Uhr, nach Blutentnahme

Entnahmezeit
(méannliche Ratten)

unter CO,-Narkose, ohne vorherige Beeinflussung

Prolaktin (ng/ml) — mannliche Tiere 10°° Uhr 11°° Uhr
N 28 31
Minimum 51 51
25% 12,2 12,8
Perzentile Median 16,5 17,8
75% 30,7 29,0
Maximum 63,1 83,5
Arithm. Mittelwert 23,5 23,7
Std. Abweichung 15,9 16,6

Tabelle 7: Statistische Kennwerte zur Abbildung 4

Der Median der

Entnahmezeitpunkt 10°° Uhr (16,5 ng/ml) unterscheidet sich kaum von dem

Prolaktin-Konzentrationen der maéannlichen Tiere zum
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Median der Entnahmen zum Zeitpunkt 11°° Uhr (17,8 ng/ml). Bei beiden
Entnahmezeiten traten jeweils zwei "Ausrei3er” auf, die eine geringfligige
Erhéhung der arithmetischen Mittelwerte der Gruppen im Vergleich zu ihren
Medianwerten verursachten. Die Standardabweichungen und die Differenzen
zwischen dem 25% und 75% Perzentil unterscheiden sich zwischen 10°° Uhr

und 11°° Uhr ebenfalls nur marginal.
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Abbildung 5: Kortikosteron-Konzentrationen im Serum mannlicher Wistar-
Ratten zu den Entnahmezeiten 10°° und 11°° Uhr, nach Blutentnahme
unter CO,-Narkose, ohne vorherige Beeinflussung

Kortikosteron (ng/ml) — mannl. Tiere 10°° Uhr 11°° Uhr
N 28 31
Minimum 19,5 29,1
25% 34,4 71,2
Perzentile Median 74,7 151,8
75% 144,0 239,9
Maximum 538,9 676,1
Arithm. Mittelwert 121,6 188,4
Std. Abweichung 134,1 156,2

Tabelle 8: Statistische Kennwerte zur Abbildung 5

Bei den Kortikosteron-Konzentrationen der mannlichen Tiere traten an beiden
Entnahmezeitpunkten jeweils drei "Ausreil3er" auf. Der Median aus den

Bestimmungen um 11°° Uhr (151,8 ng/ml) ist um das Doppelte grofer als der
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10°° Uhr Wert (74,7 ng/ml). Die Streuung der Kortikosteron-Konzentrationen ist
bei den Bestimmungen um 11°° Uhr eindeutig grofRer, wenn man die
Differenzen zwischen den 25% und 75% Perzentilen zugrunde legt (109,6 ng/ml
zu 168,7 ng/ml).

Die entsprechenden Ergebnisse der weiblichen Tiere sind in den folgenden
Abbildungen dargestellt. Die unterschiedliche Probenzahl kommt hier durch
eine unzureichende Narkose bei einem Tier sowie durch den Exitus eines
anderen Tieres nach der zweiten Entnahme zustande. Der Verlust wurde durch
ein gleichaltes Tier ausgeglichen, um das soziale Gleichgewicht innerhalb der
Kafige nicht zu stéren, doch wurden seine Prolaktin- und Kortikosteron-Werte

bei der Auswertung nicht mit berticksichtigt.
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Abbildung 6: Prolaktin-Konzentrationen im Serum weiblicher Wistar-
Ratten zu den Entnahmezeiten 10°° und 11°° Uhr, nach Blutentnahme
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8
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Entnahmezeit
(weibliche Ratten)

unter CO2-Narkose, ohne vorherige Beeinflussung

Prolaktin (ng/ml) —weibliche Tiere 10°° Uhr 11°° Uhr
N 28 30
Minimum 15,6 19,8
25% 38,9 44,3
Perzentile Median 89,5 79,6
75% 121,0 136,8
Maximum 200,1 188,8
Arithm. Mittelwert 88,5 86,8
Std. Abweichung 53,5 51,9

Tabelle 9: Statistische Kennwerte zur Abbildung 6

Auch bei den weiblichen Tieren unterscheiden sich die mittleren Prolaktin-
Konzentrationen, welche um 10°° Uhr (Median 89,5 ng/ml) gemessen wurden,

kaum von den 11°° Uhr Werten (79,6 ng/ml). Ebenso sind die Streuungen der
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Werte, gemessen an den Standardabweichungen bzw. Spannweiten, um
10°° Uhr und 11°° Uhr nahezu gleich.
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Abbildung 7: Kortikosteron-Konzentrationen im Serum weiblicher Wistar-
Ratten zu den Entnahmezeiten 10°° und 11°° Uhr, nach Blutentnahme
unter CO,-Narkose, ohne vorherige Beeinflussung

Kortikosteron (ng/ml) —weibl. Tiere 10°° Uhr 11°° Uhr
N 28 30
Minimum 52,5 40,4
25% 106,0 65,0
Perzentile Median 170,9 180,2
75% 290,1 313,6
Maximum 449 8 491,1
Arithm. Mittelwert 198,8 197,5
Std. Abweichung 1154 140,5

Tabelle 10: Statistische Kennwerte zur Abbildung 7

Im Gegensatz zu den méannlichen Tieren gibt es dagegen bei den Kortikosteron
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Konzentrationen der weiblichen Tiere nur einen ganz geringen Unterschied
zwischen den Medianwerten der 10°° Uhr (170,9 ng/ml) und
11°° Uhr (180,2 ng/ml) Entnahmen. Die Standardabweichung der 11°° Uhr
Entnahmen ist mit 140,5 ng/ml etwas grof3er als bei den 10°° Uhr Entnahmen
(115,4 ng/ml).

Als Ergebnis der ersten Vorversuche kann zusammengefal3t werden:

1. Es besteht ein klar ausgepragter Geschlechtsunterschied der Prolaktin- und
der Kortikosteron-Konzentration im Serum der untersuchten Tiere. Der
Prolaktin-Spiegel ist bei den weiblichen Ratten fast viermal gréRer als bei
den mannlichen Tieren. Der Geschlechtsunterschied ist bei den
Kortikosteron-Konzentrationen nicht ganz so extrem ausgepragt, betragt
aber immerhin noch 36%, um welche die Hormonwerte der Weibchen hoher
liegen.

2. Beim Prolaktin hat die Uhrzeit der Blutenthnahmen bei mé&nnlichen und
weiblichen Tieren keinen eindeutig gerichteten Einfluf3.

3. Dagegen ist der Kortikosteron-Spiegel bei den mannlichen Ratten von der
Uhrzeit der Blutentnahme deutlich abhangig. Der Kortikosteron-Spiegel war
um 11°° Uhr im Mittel doppelt so hoch wie um 10°° Uhr. Die Uhrzeit der
Blutentnahmen hatte bei den weiblichen Ratten dagegen kaum EinfluR auf

den Kortikosteron-Spiegel.

Die grofRen geschlechtsspezifischen Unterschiede in der Konzentration der
untersuchten Hormone fuhrten dazu, fur alle weiteren Untersuchungen nur noch
mannliche Tiere zu verwenden, wegen der deutlich kleineren Streuung ihrer
Werte.

4.2 \Weitere Vorversuche

In weiteren Vorversuchen sollte geklart werden, welcher zeitliche Abstand
zwischen dem Strel3 einer Manipulation und nachfolgender Blutentnahme fir
die Bestimmung der beiden Hormone Prolaktin und Kortikosteron optimal ist.

Als Manipulationen wurden "Anheben", "Wiegen" und eine intramuskulare

56



Ergebnisse ——

"Injektion" durchgefiihrt. Dabei wurde jede Manipulation an sechs Tieren
dreimal wiederholt, und bei jeder Wiederholung wurden die sechs Tiere zufallig
den sechs Blutentnahmezeitpunkten (2, 5, 10, 20, 40 und 60 Minuten nach der
Manipulation) zugeordnet. Pro Blutentnahmezeitpunkt wurde aus den Werten
der drei gleich behandelten Tiere ein mittlerer Hormonspiegel (arithmetisches
Mittel) berechnet. Mit sechs anderen Tieren wurde dieser Versuchsplan ein
zweites Mal durchgefiihrt, so daRR schlie3lich fir jeden Blutentnahmezeitpunkt
und jede Manipulation zwei von einander unabhangige mittlere Hormonspiegel
aus zwei Tiergruppen zur Verfigung standen.

Aus den Mittelwerten der drei Manipulationen eines Zeitpunktes wurden
wiederum die arithmetischen Mittel gebildet. Diese wurden in der graphischen
Darstellung der Ergebnisse in Abbildung 8 und Abbildung 9 zum besseren
Erkennen des Zeitverlaufs durch eine Linie miteinander verbunden. Die
mittleren Hormonkonzentrationen der einzelnen Manipulationen wurden durch
unterschiedliche Symbole dargestellt. Dabei wurde allerdings nicht zwischen
den beiden Tiergruppen unterschieden, so dalR jedes Symbol an jedem

Zeitpunkt zweimal vorkommit.
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Abbildung 8: Prolaktin-Konzentrationen im Serum mannlicher Wistar-
Ratten, zu unterschiedlichen Wartezeiten nach den Manipulationen
"Anheben”, "Wiegen" und "Injektion"

Fur das Hormon Prolaktin ergibt sich, gemessen an der Mittelwertslinie in
Abbildung 8, eine deutliche Spitze zum Zeitpunkt "10 min" (58,4 ng/ml). Danach
kommt es mit zunehmendem Abstand zwischen Manipulation und
Blutentnahme zu einer kontinuierlichen Abnahme der Prolaktin-Konzentrationen
bis diese nach 60 Minuten sogar unter das Anfangsniveau gesunken sind.

Bei der Darstellung der Kortikosteron-Werte standen fir die Manipulation
"Anheben” nur die Werte einer Gruppe zur Verfigung, so dal3 in der
Abbildung 9 das entsprechende Symbol pro Entnahmezeitpunkt nur einmal

dargestellt ist.
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Abbildung 9: Kortikosteron-Konzentrationen im Serum mannlicher Wistar-
Ratten, zu unterschiedlichen Wartezeiten nach den Manipulationen
"Anheben”, "Wiegen" und "Injektion"

Die gemittelten Kortikosteron-Werte steigen im hier dargestellten Zeitverlauf
von einem Basiswert bei zwei Minuten (112 ng/ml) kontinuierlich (175,4 ng/ml -
256,5 ng/ml) bis zu einem Gipfel bei zwanzig Minuten (301,9 ng/ml) an. Nach
weiteren zwanzig Minuten fallen sie zunachst steil (163,9 ng/ml) und in den
letzten zwanzig Minuten nur noch geringfligig ab, so dafl3 sie nach einer Stunde

(150,8 ng/ml) fast wieder das Anfangsniveau erreicht haben.

Zusammenfassung der Ergebnisse der weiteren Vorversuche

Die Zeitverlaufskurve fir das Hormon Prolaktin zeigt ein deutliches Maximum

der Serumkonzentration zehn Minuten nach Durchfihrung der Manipulationen.
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Bei dem Hormon Kortikosteron zeigt sich dieser Maximalwert zwanzig Minuten
nach den Manipulationen.

Als Konsequenz der Ergebnisse dieser weiteren Vorversuche wurde bei den
folgenden Versuchen fir die Bestimmung des Hormons Prolaktin immer ein
Abstand von zehn Minuten zwischen Manipulation und Blutenthnahme
eingehalten, fur die Bestimmung von Kortikosteron dagegen ein Abstand von

zwanzig Minuten.

4.3 AbschlieRender Vorversuch

Bei den bisherigen Vorversuchen waren die Hormonspiegel der Blutproben
eines Zeitpunktes auch bei gleicher Manipulation sehr unterschiedlich. Da diese
Blutproben jeweils von verschiedenen Tieren stammten, war es das Ziel dieses
abschlieBenden Vorversuches, durch den intraindividuellen Vergleich von
Blutproben eines Tieres zu klaren, ob die Mel3werte eines Tieres weniger
streuen als die Werte verschiedener Tiere und ob sich dadurch eine
versuchsplanerische Mdoglichkeit ergibt, die Varianz der Hormonspiegel
einzuschranken.

Hierzu wurden sechs Tiere dieser Versuchsreihe zunachst gewogen
(= eigentliche Manipulation) und ihnen anschlieend nach zehn Minuten
Blutproben fiir die Prolaktin-Bestimmung entnommen, wahrend bei sechs
anderen Tieren die Blutenthnahmen fir die Kortikosteron-Bestimmung erst
zwanzig Minuten nach dem "Wiegen" stattfanden. Bei allen zwdlf Tieren wurde
diese Manipulation mit anschlieBender Blutentnahme dreimal identisch
wiederholt, jeweils zur gleichen Uhrzeit (10°° Uhr), mit einem Tag Pause
zwischen den Entnahmen.

Die Ergebnisse der drei Hormonbestimmungen jedes Tieres sind in

Abbildung 10 und Abbildung 11 individuell getrennt dargestellt.
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Abbildung 10: Inter- und intraindividuelle Varianz der Prolaktin-
Konzentration im Serum von sechs méannlichen Wistar-Ratten, an drei
unterschiedlichen Entnahmeterminen, jeweils zehn Minuten nach dem
"Wiegen"

Die Abbildung 10 zeigt, dal? die Prolaktin-Werte eines Tieres, auch wenn sie an
drei verschiedenen Tagen gemessen wurden, relativ nahe beieinander liegen.
Zwischen den sechs untersuchten Tieren bestehen dagegen teilweise

erhebliche Unterschiede (vergl. z. B. Tier-Nr. 1 zu Tier-Nr. 3).
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Abbildung 11: Inter- und intraindividuelle Varianz der Kortikosteron-
Konzentration im Serum von sechs méannlichen Wistar-Ratten, an drei
unterschiedlichen Entnahmeterminen, jeweils zwanzig Minuten nach dem
"Wiegen"

Auch beim Vergleich der Kortikosteron-Spiegel der sechs anderen untersuchten
Tiere zeigt sich ein deutlicher interindividueller Unterschied bei geringer

intraindividueller Varianz (vergl. z. B. Tier-Nr. 4 und Tier-Nr. 5).

Zusammenfassung der Ergebnisse des abschlieRenden Vorversuchs

Als Ergebnis dieses Versuches kann festgehalten werden, dal3 die
untersuchten Tiere auf die Manipulation "Wiegen" zwar mit einem von Tier zu
Tier sehr unterschiedlich hohen Ausschittungsniveau von Prolaktin und
Kortikosteron reagieren. lhre individuelle Reaktion auf den wiederholten

Stressor ist aber anndhernd gleich, was sowohl fur die Prolaktin- als auch fur
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die Kortikosteron-Konzentrationen gilt. Daraus folgt, dal3 ein Versuchsplan, der
die interindividuellen Unterschiede ausschalten wirde, zu einer Einschrankung
der Variabilitat der Hormonspiegel und damit auch zu einer Einsparung von

Versuchstieren fuhren konnte.

4.4 Hauptversuch

Auf der Grundlage der Ergebnisse aus den Vorversuchen wurden im Hauptteil
der Ergebnisse dieser Arbeit zwei Fragestellungen getrennt bearbeitet.

Im Rahmen dieses Hauptversuches wurde zuerst untersucht, ob Stref3 durch
Manipulationen, die nach menschlichem Ermessen in ihrem Schweregrad
abgestuft sind, auch zu abgestuften Reaktionen mit entsprechenden
Hormonspiegeln bei den Ratten fuhrt.

Der daran anschlieRende Abschlu3versuch (siehe Kapitel 4.5) sollte klaren, ob
Stre3 durch eine definierte Manipulation bei Ratten Uberhaupt hoéhere
Hormonwerte verursacht, im Vergleich zu den Werten dieser Tiere ohne
vorhergehende Manipulation.

Aus der Vielzahl der moglichen Manipulationen wurden acht Methoden fir den
Hauptversuch ausgewahlt, die bei der Haltung von kleinen Versuchstieren zur
taglichen Routine gehéren und als nicht besonders schmerzhaft eingestuft sind.
Als weiteres Auswabhlkriterium galt fur die Methoden, dal3 jeweils zwei
Manipulationen im Schweregrad vergleichbar sein sollten (siehe Tabelle 11).
Dadurch konnte der Hauptversuch zur Sicherheit n&dmlich in Form von zwei
gleichartigen Behandlungsblocken (A und B) wiederholt werden, mit jeweils vier

Manipulationen von &hnlich aufsteigendem Schweregrad.
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Manipulationen Nummer Block A Nummer Block B Manipulationen
Wiegen im 1 5 Transport im
fremden Kéfig fremden Kéfig
Fixierung mit > 6 Fixierung mit
Handtuch Nackengriff
Fixierung und 3 7 Fixierung und
i. m.-Injektion p. 0.-Applikation
Fixierung und 4 8 Fixierung und
Mikrochip-Implantation Ohrlochung

Tabelle 11: Numerierung der durchgefiihrten Manipulationen

Der nach den Ergebnissen der Vorversuche erstellte Versuchsplan des
Hauptversuches ("Lateinisches Quadrat” in Tabelle 12) basierte auf einer
ausgewogenen Reihenfolge der Durchfihrung der Manipulationen. Auf
Kontrollmessungen ohne vorherige Manipulation wurde bei diesen Tieren
verzichtet, um ihre Belastung durch weitere zwei Blutentnahmen in Serie nicht
noch zu erhdhen. Zumal die Frage, ob eine Manipulation im Vergleich mit
unbehandelten Kontrollwerten zu einer Anderung der Hormonspiegel fiihrt,

noch ausfiuhrlich im AbschluRversuch untersucht werden sollte.
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Block A

e . Reihenfolge der Durchfihrung der
Kafig-Nr. Tier-Nr. Manipulationen
1 1 2 4 3
1 2 2 3 1 4
3 3 4 2 1
4 4 1 3 2
5 1 2 4 3
5 6 2 3 1 4
7 3 4 2 1
8 4 1 3 2
Block B
e . Reihenfolge der Durchfuhrung der
Kafig-Nr. Tier-Nr. ﬁ/lanipulationen g
9 5 6 8 7
3 10 6 7 5 8
11 7 8 6 5
12 8 5 7 6
13 5 6 8 7
4 14 6 7 5 8
15 7 8 6 5
16 8 5 7 6

Tabelle 12: Behandlungsplan des Hauptversuches auf der Grundlage
eines lateinischen Quadrats mit balancierten Nachbarschaftsbeziehungen
(in Anlehnung an Durier et al., 1997)

Der Hauptversuch wurde an sechzehn méannlichen Wistar-Ratten durchgefinhrt,
die, vor Versuchsbeginn, zuféllig auf vier Kafige verteilt wurden. Die Tiere der
Kafige 1 und 2 wurden den Manipulationen des Blocks A unterworfen, die Tiere
in den Kafigen 3 und 4 denjenigen des Blocks B. Pro Block wurden
entsprechend die Hormonspiegel von jeweils acht mannlichen Ratten bestimmt,
wobei jedes Tier jeder der vier Manipulationen seines Blocks in der
dargestellten Reihenfolge ausgesetzt wurde.

Bei dem ausgewahlten Versuchsplan wird an den Tieren eines Ké&figs an jedem
Versuchstag jede Manipulation einmal ausgefuhrt. Jeder Manipulation folgt jede
der drei anderen Manipulationen einmal nach, verteilt auf die vier Tiere eines

Kafigs.
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Wegen der unterschiedlich langen Wartezeiten, die zwischen den
Manipulationen und den Blutentnahmen fir die Bestimmungen von Prolaktin
bzw. Kortikosteron abzuwarten waren, muf3ten die Manipulationen in der
gleichen Reihenfolge zweimal pro Tier wiederholt werden, was hier tabellarisch
nicht mehr dargestellt wurde (vergl. aber Tabelle 3 im Kapitel 3.4). Zur
Eingew6hnung wurde jedes Tier vor dieser Serie der acht Blutentnahmen
zweimal dem "Wiegen" in einem fremden Kafig ohne nachfolgende
Blutentnahme ausgesetzt.

Als erste Ubersicht der Ergebnisse sind in der Abbildung 12 die
Konzentrationen des Hormons Prolaktin fur alle durchgefiihrten Manipulationen
in Block A und B dargestellt. Jedem Boxplot einer Manipulation liegen die

Einzelwerte der acht Tiere eines Blocks zugrunde.
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Abbildung 12: Prolaktin-Konzentrationen im Serum mannlicher Wistar-
Ratten, jeweils 10 Minuten nach der Durchfuhrung aller experimentellen
Manipulationen

Zwar sind die Mittelwerte und Streuungen der Prolaktin-Spiegel in den
einzelnen Manipulationsgruppen unterschiedlich, aber ein systematischer
Unterschied zwischen Block A und Block B ist nicht zu erkennen. Die
niedrigsten Medianwerte der Prolaktin-Konzentrationen insgesamt zeigen sich
bei der "p. o.-Applikation” (62 ng/ml) und der "Injektion" (69,7 ng/ml), wahrend
es nur geringfugige Differenzen zwischen dem "Nackengriff* (73,6 ng/ml) und
der Fixierung mittels "Handtuch" (77,1 ng/ml), sowie dem "Wiegen" (78,9 ng/ml)
und dem "Transport” (79,6 ng/ml) gibt. Die hochsten mittleren Hormonwerte
wurden bei den Manipulationen "Ohrlochung" (84,1 ng/ml) und der "Mikrochip"-
Implantation (89,3 ng/ml) gefunden. Die niedrigsten Streuungen der
Hormonspiegel finden sich bei den Manipulationen intramuskulare "Injektion”

und "Mikrochip"-Implantation.

67



—— Ergebnisse

700
600 =
E 500 s
> . B S
c
S _ J_ —L /=
o
@ 300 9 —_— J_
o]
X - 1
g 200+
O
100 1 *
0 L L L] L L] L] L] L]
N = 8 8 8 8 8 8 8 8
Wiegen Injektion Transport p.o.-Applikation
Handtuch Mikrochip Nackengriff Ohrlochung

Manipulationen

Abbildung 13: Kortikosteron-Konzentrationen im Serum mannlicher
Wistar-Ratten, jeweils 20 Minuten nach der Durchfuhrung aller
experimentellen Manipulationen

Auch bei der Darstellung der Ergebnisse fiur das Hormon Kortikosteron ist ein
systematischer Unterschied zwischen den Blocken A und B mit ihren jeweils
acht verschiedenen Tieren nicht zu sehen. Bei den Medianwerten der
Kortikosteron-Konzentrationen ergeben sich fur die "Ohrlochung" (381,2 ng/ml)
und den "Nackengriff" (388,2 ng/ml) die niedrigsten Werte. Die Werte fur den
"Transport" (397,7 ng/ml), die Fixierung mittels "Handtuch" (401,4 ng/ml), die
"p. o.-Applikation" (408,7 ng/ml) und die "Injektion" (413 ng/ml) unterscheiden
sich nur unwesentlich voneinander. Die hochsten mittleren Kortikosteron-
Konzentrationen ergeben sich hier fur die Manipulationen "Wiegen"
(435,2 ng/ml) und "Mikrochip"-Implantation (445 ng/ml). "Injektion" und
"Nackengriff" weisen die kleinsten Streuungen der Hormonspiegel auf,
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wohingegen die Manipulation "Wiegen" in einem fremden Kafig zur grof3ten

Streuung der Mel3werte flhrt.
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Abbildung 14: Prolaktin-Konzentrationen im Serum jeder mannlichen
Wistar-Ratte des Blocks A, jeweils 10 Minuten nach der Durchfihrung der
experimentellen Manipulationen

In Abbildung 14 sind die individuellen Reaktionen der Tiere des Blocks A auf die
bei ihnen durchgefihrten Manipulationen dargestellt. Es ergibt sich ein
ahnliches Bild, wie beim abschlieienden Vorversuch. Die Tiere reagieren im
Vergleich zueinander sehr unterschiedlich, wahrend die Prolaktin-Werte eines
einzelnen Tieres, trotz der verschiedenen Manipulationen, nur geringflgig
schwanken. Zur Absicherung dieses Ergebnisses wurden die ermittelten Daten

einer statistischen Uberprifung mittels zweifacher Varianzanalyse unterzogen.
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In den folgenden Ergebnistabellen der Varianzanalysen werden zunachst die
Manipulationen 1-4, welche nur bei den Tieren des Blocks A (Tiernummern 1-8)
durchgefuhrt wurden,

dargestellt. In einer weiteren Analyse erfolgt die

Auswertung von den Manipulationen 5-8, welche ausschlief3lich bei den Tieren

des Blocks B (Tiernummern 9-16) stattfanden.

Summe der
Ursache guadrierten Freiheitsgrade | Mittlere Varianz F p-Wert
Abweichungen
Manipulationen
(1-4) 557,05 3 185,68 0,84 0,4849
Tiere (1-8) 14261,70 7 2037,38 9,27 0,0000

Rest 4617,76 21 219,89

Gesamt 19436,51 31

Tabelle 13: Varianzanalyse der Prolaktin-Konzentrationen bei den Tieren
von Block A: "Wiegen", "Handtuch-Fixierung", "i. m.-Injektion" und
"Mikrochip-Implantation”

Aus der Tabelle 13 ist ersichtlich, dafl3 es bei der Ausschittung des Hormons
Prolaktin keinen signifikanten Unterschied (p > 0,05) zwischen "Wiegen",
"Handtuch-Fixierung", "Injektion” und "Mikrochip" gibt, wéhrend dagegen die
interindividuellen Unterschiede von Tier zu Tier

(p < 0,001).

hoch signifikant sind
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Abbildung 15: Prolaktin-Konzentrationen im Serum jeder mannlichen
Wistar-Ratte des Blocks B, jeweils 10 Minuten nach der Durchfihrung der
experimentellen Manipulationen

Auch bei den Tieren von Block B zeigt die Abbildung 15 einen deutlichen
interindividuellen Unterschied bezuglich ihrer endokrinen Reaktion auf die
durchgefuhrten  Manipulationen. Die Reaktionen auf unterschiedliche

Manipulationen innerhalb eines Tieres differieren nur wenig.
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Summe der
Ursache quadrierten Freiheitsgrade | Mittlere Varianz F p-Wert
Abweichungen
Manipulationen
(5-8) 753,80 3 251,26 0,85 0,4817
Tiere (9-16) 18156,60 7 2593,80 8,78 0,0000

Rest 6202,07 21 295,33

Gesamt 25112.47 31

Tabelle 14: Varianzanalyse der Prolaktin-Konzentrationen bei den Tieren
von Block B: "Transport”, "Nackengriff-Fixierung"”, "p. o.-Applikation™ und
"Ohrlochung"

Der Eindruck von Abbildung 15 wird durch die entsprechende Varianzanalyse
(Tabelle 14) eindeutig bestétigt, deren Ergebnis nahezu identisch ist mit
demjenigen der Manipulationen 1-4. Auch hier existiert kein signifikanter
Unterschied (p > 0,05) zwischen "Transport®, "Nackengriff-Fixierung",
"p. o.-Applikation" und "Ohrlochung", wahrend der Unterschied zwischen den

Tieren hoch signifikant ist (p < 0,001).
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Bei der statistischen Auswertung der Kortikosteron-Werte kommt es zu den

gleichen Ergebnissen, wie sie schon bei den Prolaktin-Werten beschrieben

wurden.
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Abbildung 16: Kortikosteron-Konzentrationen im Serum jeder mannlichen
Wistar-Ratte des Blocks A, jeweils 20 Minuten nach der Durchfihrung der
experimentellen Manipulationen
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Summe der
Ursache quadrierten Freiheitsgrade | Mittlere Varianz F p-Wert
Abweichungen
Manipulationen
(1-4) 6325,00 3 2108,36 0,73 0,5457
Tiere (1-8) | 128749,00 7 18392,70 6,37 0,0004
Rest 60675,00 21 2889,28
Gesamt 195749,00 31
Tabelle 15: Varianzanalyse der Kortikosteron-Konzentrationen bei den
Tieren von Block A: "Wiegen", "Handtuch-Fixierung", "i. m.-Injektion" und

"Mikrochip-Implantation™

Schon die Abbildung 16 zeigt, dal3 die Ausschittung von Kortikosteron sehr
starke interindividuelle Unterschiede von Tier zu Tier aufweist. Kein Unterschied
existiert jedoch in bezug auf die durchgefiihrten Manipulationen "Wiegen",

"Handtuch-Fixierung", "i. m.-Injektion” und "Mikrochip-Implantation’.
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Abbildung 17: Kortikosteron-Konzentrationen im Serum jeder mannlichen
Wistar-Ratte des Blocks B, jeweils 20 Minuten nach der Durchfihrung der
experimentellen Manipulationen

Summe der
Ursache quadrierten Freiheitsgrade | Mittlere Varianz F p-Wert
Abweichungen
Manipulationen
(5-8) 1740,61 3 580,20 0,21 0,8908
Tiere (9-16) | 165093,00 7 23584,70 8,39 0,0001
Rest 59008,20 21 2809,91
Gesamt 225841,81 31
Tabelle 16: Varianzanalyse der Kortikosteron-Konzentrationen bei den
Tieren von Block B: "Transport", "Nackengriff-Fixierung",

"p. o.-Applikation” und "Ohrlochung"

Die Manipulationen "Transport”, "Nackengriff-Fixierung", "p. o.-Applikation" und
"Ohrlochung"

Kortikosteron-Konzentration im Serum der Tiere vom Block B. Die zweifache

ergaben

ebenfalls

keine
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Varianzanalyse in Tabelle 16 bestatigt dieses eindeutig. Der Unterschied
zwischen den Tieren ist jedoch auch hier deutlich vorhanden (siehe besonders
Tier-Nr. 14).

Als Zusammenfassung der Ergebnisse aller durchgefiuihrten Varianzanalysen
bot es sich an, die arithmetischen Mittelwerte der Hormonbestimmungen nach
den einzelnen Manipulationen im Rahmen eines 95%-Konfidenzintervalls dem

jeweiligen Gesamtmittelwert des Hormons in einem Block gegentiber zu stellen.
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Abbildung 18: 95%-Konfidenzintervalle der mittleren Prolaktin-
Konzentrationen mannlicher Wistar-Ratten nach den experimentellen
Manipulationen?

Die gestrichelte Linie in den Abbildungen 18 und 19 stellt jeweils das
Gesamtmittel eines Hormons in einem Block dar, die durchgezogenen Linien
sind die Grenzen seines 95%-Konfidenzintervalls, welches aus der Restvarianz
der entsprechenden Varianzanalyse berechnet wurde.

Wie aus Abbildung 18 ersichtlich, liegen alle Mittelwerte der Prolaktin-
Konzentrationen der Manipulationen in den Blocken A und B eng um das

Gesamtmittel und ganz eindeutig innerhalb des 95%-Konfidenzintervalls.

2 Manipulationen Block A: 1 ="Wiegen", 2 = "Handtuch-Fixierung", 3 = "i. m.-Injektion",
4 = "Mikrochip-Implantation”
Block B: 5 = "Transport", 6 = "Nackengriff-Fixierung", 7 = "p. o.-Applikation",
8 = "Ohrlochung"
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Abbildung 19: 95%-Konfidenzintervalle der mittleren Kortikosteron-
Konzentrationen mannlicher Wistar-Ratten nach den experimentellen
Manipulationen (siehe FuRnote Seite 45)

Auch beim Kortikosteron @bbildung 19) liegen die mittleren Hormonspiegel
nach den Manipulationen ganz eng um das Hormon-Gesamtmittel des
jeweiligen Blockes und ebenfalls eindeutig innerhalb der Grenzen des
Konfidenzintervalls.

Diese Abbildungen machen klar, dal3 durch die Manipulationen nur ganz
geringe, zufallsbedingte Abweichungen, von dem fur alle Tiere gultigen
mittleren Hormonspiegel verursacht wurden. Der vermutete Schweregrad einer
Manipulation hatte also keinen Einflu3, weder beim Prolaktin noch beim

Kortikosteron.

Zusammenfassung der Ergebnisse des Hauptversuches

1. Es konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den
durchgefuhrten Manipulationen nachgewiesen werden, weder durch die
Bestimmung der Prolaktin- noch der Kortikosteron-Konzentrationen.

2. Es zeigte sich ein hoch signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen
Tieren in bezug auf ihre individuellen Hormonantworten auf die bei ihnen

vorgenommenen Manipulationen.
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45 AbschluB3versuch

Mit der letzten Untersuchungsreihe sollte der Versuch unternommen werden
nachzuweisen, ob die Durchfihrung einer Manipulation im Vergleich zu einer
Bestimmung ohne vorherige Manipulation zu einem generellen Unterschied in
der Ausschittung des Hormons Kortikosteron fihrt.

Als Manipulation wurde die fur besonders schwerwiegend gehaltene
"Mikrochip-Implantation” (siehe Abbildung 13) ausgewahlt. Es sollten die
Kortikosteron-Werte von zwodlf Tieren intraindividuell verglichen werden, die sich
ohne diese Manipulation bzw. nach der "Mikrochip-Implantation” ergaben. Zur
Sicherheit sollte die Manipulation zweimal an einem Tier durchgefiihrt werden
und auch mit zwei Blutentnahmen (des gleichen Tieres) ohne Manipulation
verglichen werden. Um hierbei eine ausgewogene Versuchsanordnung zu
gewahrleisten, wurde ein eigener Versuchsablaufplan mit alternierender
Behandlung (siehe Tabelle 4, Seite 40) erstelit.

Es waren zwei Gruppen mit jeweils zwei Kafigen zu je drei Tieren vorgesehen,
auf welche die zwolf Versuchstiere bei Beginn zuféllig aufgeteilt wurden. Allen
sechs Tieren der ersten Gruppe (Tier-Nr. 1, 2, 3 und 7, 8, 9) wurde am ersten
Versuchstag auf der rechten Korperseite auf Hohe des kaudalen Rippenbogens
ein Mikrochip implantiert, wobei die Tiere mit einem Handtuch fixiert wurden
(siehe Kapitel 3.4.4). Die sechs Tiere der zweiten Gruppe (Tier-Nr. 4, 5, 6 und
10, 11, 12) blieben am ersten Versuchstag bei der Blutentnahme zur
Kortikosteron-Bestimmung ohne vorherige Manipulation. Am  zweiten
Versuchstag blieben die Tiere der ersten Gruppe dann alternierend ohne
Manipulation. Den Tieren der zweiten Gruppe wurde an diesem Tag der
Mikrochip auf der rechten Korperseite implantiert, usw. bis am vierten
Versuchstag von allen Tieren zwei Blutproben mit "Mikrochip-Implantation” und
zwei Blutproben ohne vorherige Manipulation vorlagen.

Im Folgenden (Abbildung 20 und Abbildung 21) wird der intraindividuelle Verlauf
der Kortikosteron-Werte der Tiere fur die beiden Gruppen getrennt dargestellt.
Die einzelnen Tiere der Gruppen sind durch verschiedene Symbole
gekennzeichnet und ihre MelRwerte durch individuell markierte Linien

verbunden.
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Abbildung 20: Kortikosteron-Konzentration im Serum der mannlichen
Wistar-Ratten von Gruppe 1 mit und ohne experimentelle Manipulation

Bei den Tieren der Gruppe 1, welche am ersten Versuchstag alle vor der
Blutentnahme einen Mikrochip implantiert bekamen, ist am zweiten
Versuchstag "ohne Chip" ein deutlicher Abfall der Kortikosteron-Werte zu
sehen, gefolgt von einem neuerlichen kraftigen Anstieg am dritten Tag
"mit Chip" und wiederum einem Abfall der Werte am vierten Tag "ohne Chip".

Bei zwei Tieren (Nr. 1 und Nr. 8) ist dieser Verlauf nicht so ausgepragt.
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Abbildung 21: Kortikosteron-Konzentration im Serum der mannlichen
Wistar-Ratten von Gruppe 2 ohne und mit experimenteller Manipulation

Die Tiere der Gruppe 2 zeigen dagegen einen ganz anderen Verlauf der
Kortikosteron-Werte. Der Anstieg nach der ersten Blutentnahme ohne vorherige
Manipulation zu dem Wert des zweiten Versuchstages "mit Chip" ist gering.
Nachfolgend findet zum dritten Versuchstag "ohne Chip" kaum ein Abfall statt
und nur bei zwei Tieren (Nr. 6 und Nr. 10) kommt es bei der zweiten Mikrochip-
Implantation zu einem neuerlichen Anstieg der Werte.

Um zu prifen, ob ein zeitlich bedingter Verstarkungseffekt (siehe Kapitel 3.7.2)
im Verlauf dieser Untersuchungen eine Rolle spielt, wurde fir jedes Tier (ohne
Berucksichtigung der Manipulationen) ein Mittelwert aus der ersten und zweiten
Kortikosteron-Bestimmung und ein weiterer Mittelwert aus der dritten und
vierten Bestimmung gebildet und verglichen (Abbildung 22). In beiden
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Mittelwerten eines Tieres ist jeweils eine Messung mit und eine Messung ohne

"Mikrochip-Implantation” vertreten.
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Abbildung 22: Mittelwerte aller 12 mannlichen Wistar-Ratten der beiden
ersten bzw. der beiden letzten Kortikosteron-Bestimmungen

Die Darstellung dieses Vergleiches zeigt, dal} bei neun der zwdlf Tiere der
Mittelwert der beiden letzten Bestimmungen hoher liegt als der Mittelwert der
beiden ersten Bestimmungen; bei einem Tier (Nr. 3) sind sie gleich, und nur bei
zwei Tieren (Nr. 4 und Nr. 5) niedriger.

Dieser Befund spricht dafur, dal3 der Kortikosteron-Wert durch die
vorhergegangene Blutentnahme erhdht wird, moglicherweise sogar unabhangig
von der zusatzlichen Manipulation.

Geht man von einem Verstarkungseffekt durch die Blutenthnahmen aus, so

ergeben sich in einem einfachen hypothetischen Modell, ganz &hnlich wie bei
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den hier untersuchten Ratten der Gruppen 1 und 2, zwei sehr unterschiedliche

Kurvenverlaufe.

10

Hormonkonzentration
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Reihenfolge der Entnahme

Abbildung 23: Theoretischer Versuchsablauf’, wenn der Versuch mit
experimenteller Manipulation beginnt

In Abbildung 23 wird in dem hypothetischen Versuch vor der ersten
Blutentnahme ein Mikrochip implantiert. Im Vergleich zur folgenden
Blutentnahme "ohne Chip" ist die Hormonkonzentration bei dieser ersten
Entnahme fuinf mal so hoch. Bei der dritten Blutenthnahme (wiederum "mit Chip")
fuhrt ein Verstarkungseffekt zu einer zusétzlichen Erhdhung um drei Einheiten,
so dalR die Hormonkonzentration jetzt bei acht Einheiten liegt. Der
Verstarkungseffekt fuhrt bei der vierten Blutentnahme "ohne Chip", gegenuber
der zweiten Entnahme "ohne Chip", ebenfalls zu einer zusatzlichen Erhéhung

der Hormonkonzentration um drei Einheiten auf insgesamt vier Einheiten.

% Bei festen Effekten fiir Manipulations- und Gewéhnungseinfluf3.
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Abbildung 24: Theoretischer Versuchsablauf, wenn der Versuch ohne
experimentelle Manipulation beginnt

Unter genau den gleiche Voraussetzungen fuhrt dagegen ein Versuchsbeginn
mit einer ersten Blutentnahme "ohne Chip" in Abbildung 24 bei genau den
gleichen Hormonkonzentrationen zu einem ganz anderen, stark abgeflachten
Kurvenverlauf des hypothetischen Versuchs. Dies kbnnte eine Erklarung dafur
sein, weshalb der Verlauf der Hormonspiegel bei den Ratten der ersten und der
zweiten Gruppe so unterschiedlich war.

Fir die Beantwortung der Frage, ob die "Chip-Implantation” generell zu einer
Erhoéhung des Kortikosteron-Spiegels geflihrt hat, scheint es daher ausreichend
und auch besser zu sein, nur die Werte der ersten beiden Blutentnahmen jedes
Tieres heranzuziehen. Wegen des nicht zu quantifizierenden Verstarkungs-
effekts wurden die MeR3werte der dritten und vierten Blutentnahme nicht mehr
verwendet.
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Als statistisches Auswertungsverfahren wurde der t-Test fur gepaarte

Differenzen durchgefuhrt (siehe Tabelle 17).

Gepaarte Differenzen
- : Standardfehler :
Manipulation Mittelwert des t per. df Sig.
Mittelwertes
Ohne Chip -
Mit Chip 106,9 21,8 4,9 11 0,000

(toer.= berechnete PrifgréRe t; df = Anzahl der Freiheitsgrade; Sig.= Irrtumswahrscheinlichkeit p)

Tabelle 17: Ergebnis des t-Tests der gepaarten Differenzen zwischen den
beiden ersten MelRwerten aller 12 Tiere

Fiur jedes Tier wurde aus seinen ersten beiden MeRwerten die Differenz der
Hormonspiegel mit und ohne "Chip-Implantation” berechnet. Im Mittel lag der
Kortikosteron-Wert der Ratten um 106,9 ng/ml hoéher, wenn vor der
Blutentnahme eine "Chip-Implantation” stattgefunden hat. Diese Erh6hung nach

einer Manipulation erwies sich im t-Test als hoch signifikant (p < 0,001).

Zusammenfassung des Ergebnisses des AbschluRversuchs

Im Vergleich zur Blutentnahme ohne vorherige Manipulation fiihrte bei den hier
untersuchten Tieren die durchgefihrte Manipulation (Implantation eines
Mikrochip) mit anschlieRender Blutentnahme zu einer signifikanten Erhohung

der Kortikosteron-Serumkonzentration um durchschnittlich 106,9 ng/ml.
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5 Diskussion

Die Bewertung der Belastungen von Versuchstieren beruht oft nur auf einer
intuitiven Beurteilung (Juhr, 1996), was unter anderem ein Grund dafur ist, die
Problematik des Schweregrades experimenteller Eingriffe hier erneut zu
diskutieren.

Fur Labortiere kann schon das einfachste Handling mit einem mehr oder
weniger intensiven Strel3 verbunden sein, der sich je nach Art, Dauer und
Intensitat des einwirkenden Stressors durch unterschiedlich starke neuronale,
biochemische, metabolische, endokrinologische, immunologische oder
ethologische Veranderungen des physiologischen Gleichgewichts der Tiere
aulert.

In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, den Einflul3d von definierten
Stressoren wie "Wiegen, Transport, Fixierung" etc. auf die Prolaktin- und
Kortikosteron-Spiegel im Serum von Ratten zu messen.

Dabei miUssen neben diesen eigentlich interessierenden Stressoren auch die
Einflisse physiologischer und methodischer Faktoren berlcksichtigt werden,
die ebenfalls nicht zu vernachlassigende Effekte auf die hier untersuchten
Hormonwerte besitzen. Zu diesen Faktoren gehéren das Geschlecht der Tiere,
der zirkadiane Rhythmus der Hormonspiegel, sowie ganz wesentlich, die

Umstande der Blutentnahme.

5.1 Beeinflussung durch das Geschlecht

Die ersten eigenen Voruntersuchungen fanden an weiblichen und ménnlichen
Wistar-Ratten statt. Der Vergleich der Prolaktin-Konzentrationen beider
Geschlechter ergibt einen 4-fach hoheren Mittelwert der weiblichen Tiere
(88,5 ng/ml) gegenuber dem Mittelwert der mannlichen Tiere (21,8 ng/ml). Die
Streuung der Prolaktin-Einzelwerte ist bei den weiblichen Tieren ebenfalls um
anndhernd das 4-fache grol3er.

Untersuchungen von Kant et al. (1983b) zeigten im Gegensatz zu den hier

gefundenen Ergebnissen keinen so deutlichen Unterschied der Prolaktin-
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Konzentrationen bei ungestrel3ten mannlichen (4,6 ng/ml) und ungestrel3ten
weiblichen Ratten (6,4 ng/ml).

Zu ahnlichen Ergebnissen kamen auch Milenkovic et al. (1984), die ebenfalls
keinen Unterschied der Prolaktin-Reaktion zwischen jungen (Alter: 3 Monate)
mannlichen und weiblichen Wistar-Ratten nach der Durchfihrung einer

Schmerz verursachenden Manipulation fanden. Das Maximum der Hormon-
konzentration bei beiden Geschlechtern (¢ = 112,4 ng/ml; @ = 112,5 ng/ml)

wurde nach 10 Minuten erreicht (siehe auch 5.4), fiel danach jedoch rasch

wieder ab. Einen deutlichen Unterschied zeigte hingegen der Vergleich der

Prolaktin-Werte dieser jungen gegentber alteren Ratten (Alter: & = 25 Monate;

© = 15 Monate) bei gleicher Versuchsanordnung. Die dlteren Tiere reagierten
nicht nur mit wesentlich niedrigeren Prolaktin-Spiegeln auf die Manipulation,

sondern zeigten auch einen deutlichen Geschlechtsunterschied (3 = 28,9 ng/

ml; @ = 43,3 ng/ml), der auch durch frihere Untersuchungen von Du Ruisseau

et al. (1978), mit Prolaktin-Werten von 12 ng/ml fur die mannlichen und 80
ng/ml fir die weiblichen Tiere, bestatigt wird.

Fenske und Wuttke (1977) untersuchten den altersabhangigen Unterschied der
Prolaktin-Konzentrationen bei ménnlichen Ratten. Sie fanden, dal3 die Tiere
wahrend der ersten 15 Tage nach der Geburt durchgehend niedrige Prolaktin-
Spiegel (25 ng/ml) zeigten. Ein signifikanter Unterschied zwischen ungestrel3ten
und gestrel3ten Tieren wahrend dieses Zeitraumes war nicht vorhanden. Die
Serum Prolaktin-Konzentration der ungestref3ten Tiere stieg zwischen dem
16. und 35. Tag zunehmend bis auf 74,5 ng/ml an. Nach 45 Tagen waren die
Werte wieder auf das Niveau der erwachsenen ungestref3ten Tiere (46 ng/ml)
abgesunken. Zwischen dem 16. und 20. Tag zeigten sich erstmalig signifikant
hohere Werte bei gestrel3ten gegenlber ungestreldten Tieren. Bei erwachsenen
Tieren (200-250 g KGW) wurde dann nach einem 10-minutigen Kéfigtransport
ein starker Anstieg der Prolaktin-Werte, um bis zu 119 ng/ml gegenlber der
ungestrel3ten Kontrollgruppe, festgestelit.

Bei einer anderen Untersuchung (Odio und Brodish, 1989), der durch Strel3

induzierten altersabhangigen Ausschittung von Kortikosteron bei Ratten,
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zeigten beide Altersgruppen (6 bzw. 22 Monate) nach Einwirken eines ersten
akuten Stressors keine Unterschiede in der Kortikosteron-Konzentration. Nach
der dritten Stressorexposition waren die Kortikosteron-Werte der jungen Tiere
jedoch deutlich hoher, als die der alteren Tiere. Vermutet wird, dal3 die
Sensibilitdt des adrenokortikalen Kontrollsystems bei alteren Tieren abnimmt
(Riegle, 1973), was sich in einer Abnahme der Ansprechbarkeit der
Nebennieren gegentiber ACTH auRRert (Sapolsky et al., 1986).

Neben dieser altersabhangigen Veranderung der Reaktionslage des endokrinen
Systems spielt das Zyklusstadium weiblicher Tiere in diesem Zusammenhang
eine ebenfalls bedeutende Rolle.

Die Untersuchung von Riegle und Meites (1976) zeigte, dal3 verschiedenartige
Stressoren, in Abhéngigkeit vom Zyklusstadium der weiblichen Ratten, zu
unterschiedlich starken Veradnderungen der Serum Prolaktin-Spiegel fuhrten.
Ein leichter StreR (Ather-Narkose) beeinfluRRte die Prolaktin-Konzentration bei
diesen Ratten nicht, welche sich in verschiedenen Zyklusphasen befanden. Bei
hohen Basalwerten am Nachmittag des Prodstrus fuhrte ein intensiver Stressor
(Fixierung) sogar zu einer Erniedrigung der Prolaktin-Werte um 52% gegenuber
der unbehandelten Kontrollgruppe, wéhrend im Diéstrus (einer Zyklusphase®
mit einer niedrigen Prolaktin-Konzentration) ein intensiver Stressor zu einem
starken Anstieg (um 75%) der Serumkonzentration von Prolaktin flhrte.

Eine andere Untersuchung des zyklusabhangigen Verlaufes der Prolaktin-
Konzentration bei Ratten mittels zweier unterschiedlicher Blutentnahme-
Methoden (Dekapitation / Dauerkatheter) zeigte deutliche Unterschiede
hinsichtlich des Zeitverlaufes und der Hohe der gemessenen Hormon-
konzentrationen. Am Tag des Prodstrus zeigten die dekapitierten Tiere einen
Maximalwert mit 40 ng/ml um 17°° Uhr, wéhrend die katheterisierten Tiere
einen Maximalwert von 100 ng/ml bereits um 15°° Uhr aufwiesen. Die Ursache
fur diese Diskrepanz sah Neill (1972) in dem chronischen Strel3, den die

Katheterisierung fur die Tiere wohl darstellte.

* Bei unbehandelten weiblichen Ratten wurden erhdhte Prolaktin-Konzentrationen am
Nachmittag des Proostrus, am Tag des Ostrus, am ersten Tag der Trachtigkeit und wahrend
der Laktation gefunden. Niedrige Basalwerte wurden wahrend des Didstrus und am Morgen des
Ostrus beobachtet.
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Bei den Kortikosteron-Werten der eigenen Voruntersuchung zeigte sich
ebenfalls ein Unterschied zwischen den Geschlechtern, auch wenn dieser
geringer als bei den Prolaktin-Werten ausfiel. Die mittleren Hormonspiegel der
weiblichen Tiere (202,7 ng/ml) liegen um ein Drittel Gber denen der mannlichen
Ratten (130,5 ng/ml).

Der Vergleich der Kortikosteron-Werte bei ungestref3ten Ratten zeigte auch bei
Kant et al. (1983b) einen geschlechtsbezogenen Unterschied. Die Werte der
mannlichen Tiere (98 ng/ml) lagen geringflgig unter den Konzentrationen der

weiblichen Tiere (112 ng/ml), wahrend die Streuung der Werte beider

Geschlechter in etwa gleich war (3 + 30 ng/ml; Q@ + 35 ng/ml). Auch Critchlow et

al. (1963) berichteten von héheren Kortikosteron-Basalwerten bei weiblichen
Ratten (24 Stunden Mittelwert = 300 ng/ml) gegentber mannlichen Individuen

(100 ng/ml), bei ebenfalls erhéhter Streuung der Werte bei den weiblichen

Tieren (&' = 14 ng/ml; @ = 35 ng/ml). Die Kortikosteron-Spiegel der weiblichen

Tiere waren zudem stark zyklusabhangig (wahrend des Prodstrus 367 ng/ml, im
Ostrus 239 ng/ml und im Didstrus 168 ng/ml).

Livezey et al. (1985) fanden nur geringfligig erhohte basale Kortikosteron-Werte
bei weiblichen Ratten (9 = 260 ng/ml; & = 230 ng/ml) und fiir beide

Geschlechter die gleiche Standardabweichung (x 34 ng/ml). Doch nahm dieser
geringe Unterschied zwischen den Geschlechtern nach einem "Fixierungsstre3"
deutlich zu. Die weiblichen Tiere wiesen 15 Minuten nach dem Beginn des
Stresses Werte von 610 + 53 ng/ml auf, wahrend die Werte der méannlichen
Ratten nur bei 350 + 15 ng/ml lagen.

Kurz gefal3t, unterstiitzen die Befunde aus der Literatur die nach den eigenen
Voruntersuchungen getroffene Entscheidung, fur die weiteren Untersuchungen
der vorliegenden Arbeit nur noch mannliche Tiere zu verwenden, aufgrund der
grofR3en Variabilitdt der Hormonwerte bei den weiblichen Tieren, als Folge ihrer

Zyklusabhangigkeit.
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5.2 Beeinflussung durch den zirkadianen Rhythmus

Die Prolaktin- und die Kortikosteron-Werte im Serum der Ratte unterliegen
starken tageszeitlichen Schwankungen. Einige Untersuchungen weisen
daraufhin, daf3 eine hormonelle Reaktion auf Strel3 durch die Tageszeit
beeinfluRt wird, zu der sich der Strel3 ereignet (Dunn et al., 1972b; Engeland et
al., 1977; Marti et al., 1993; Torrellas et al., 1981).

Aufgrund einer ausgepragten zirkadianen Rhythmik der hier untersuchten
Hormone sollte an Hand der Voruntersuchungen auch eine eventuell
vorhandene Auswirkung dieser Hormonschwankungen innerhalb eines kurzen
Zeitraumes zwischen 10°° und 11°° Uhr Uberpruft werden.

Bei dem Hormon Prolaktin hat die hier untersuchte Zeitspanne bei beiden
Geschlechtern keinen eindeutig gerichteten Einflu@ auf die Hohe der
Serumkonzentration. So liegt der 10°° Uhr-Wert (16,5 ng/ml) der mannlichen
Tiere nur geringfugig unter ihrem 11°° Uhr-Wert (17,8 ng/ml), wéhrend bei den
Weibchen die Konzentration um 10°° Uhr (89,5 ng/ml) geringfligig grof3er ist als
um 11°° Uhr (79,6 ng/ml).

Dagegen ist der Kortikosteron-Spiegel bei den mannlichen Ratten deutlicher
von der Uhrzeit abhangig. Er ist um 11°° Uhr (151,8 ng/ml) im Mittel doppelt so
hoch als um 10°° Uhr (74,7 ng/ml). Die weiblichen Tiere zeigen hingegen nur
einen minimalen Unterschied, wobei der Hormonwert um 11°° Uhr (180,2 ng/ml)
tber dem 10°° Uhr-Wert (170,9 ng/ml) liegt.

Bei Kant et al. (1986) zeigte der Vergleich der Prolaktin- und Kortikosteron-
Konzentrationen von gestrel3ten (Fixierung in einem Glasrohr) und
ungestref3ten mannlichen Ratten wahrend einer 24-stiindigen Untersuchungs-
periode eine ausgepragte zirkadiane Rhythmik, wobei sowohl die Prolaktin- als
auch die Kortikosteron-Werte der gestrel3ten Tiere tUber den gesamten Zeitraum
insgesamt erhoht waren. Beim Prolaktin hatte die Entnahmezeit nur bei den
ungestref3ten Tieren einen signifikanten Einflu@ auf die Hohe der Plasma-
Konzentration (10°° Uhr = 3 ng/ml; 12°° Uhr = 23 ng/ml), nicht aber bei den
gestrel3ten Tieren. Beim Kortikosteron bestand in beiden
Untersuchungsgruppen (ungestref3te / gestrel3te Tiere) ein eindeutiger

Zusammenhang zwischen der Hormonkonzentration und der Entnahmezeit. Die

89



—— Diskussion

Kortikosteron-Konzentration der ungestref3ten Tiere war um 10°° Uhr (19 ng/ml)
deutlich niedriger als um 12°° Uhr (95 ng/ml). Allgemein wurde festgestellt
(Torrellas et al.,, 1981), dalR ein Stressor einen starkeren Anstieg der
Kortikosteron-Werte am Vormittag ausloste, als dieses am Nachmittag der Fall
war, weil morgens die basalen Konzentrationen generell niedriger als
nachmittags waren.

Wie eine Untersuchung von Dunn et al. (1972a) zeigte, stieg der Prolaktin-
Spiegel bei ménnlichen Ratten zum spéaten Nachmittag hin an und erreichte
einen ersten Gipfel um 17°° Uhr, gefolgt von einem zweiten Gipfel und
Tageshochstwert um 23°° Uhr (18,63 ng/ml), wéahrend in den Morgenstunden
(8°° Uhr) die niedrigsten Konzentrationen (8,13 ng/ml) gemessen wurden. In
dieser Studie verursachte StreR ("Athernarkose") ebenfalls ein deutlich hoheres
Niveau der Serum Prolaktin-Spiegel bei den Tieren Uber die gesamte
24-Stunden Periode. Sowohl die gestrel3ten, als auch die nicht gestrel3ten
Ratten, zeigten eine deutliche zirkadiane Rhythmik der Serum Prolaktin-Spiegel
mit tageszeitlichen Schwankungen zwischen 130% bei den ungestref3ten und
90% bei den gestrel3ten Tieren.

In einer weiteren Arbeit von Dunn et al. (1972b) ergab sich ein deutlicher

Anstieg der Kortikosteron-Konzentration nicht gestref3ter Ratten ab 11°° Uhr

(? 197 ng/ml, & 124 ng/ml), bis diese schlie3lich um 17°° Uhr ihre Hochstwerte
(? =526 ng/ml; & = 268 ng/ml) erreichten. Es zeigten sich ebenfalls durchweg
signifikant hdéhere Serumspiegel bei den gestreRten Ratten ¢ = 789 ng/mi;
4 = 349 ng/ml) gegentiber den nicht gestreRten Tieren (@ = 285 ng/ml;

4 =131 ng/ml) unter Beibehaltung des zirkadianen Rhythmus tber die gesamte

24-Stunden Periode.

Diese zirkadiane Periodizitat der Kortikosteron-Spiegel im Blut von weiblichen
Ratten blieb selbst bei einer "Dauerbeleuchtung” des Tierraumes, welche zu
pathologischen Veranderungen der Retina dieser Tiere fuhrte, in ihrer
charakteristischen Form erhalten (Dunn et al., 1972).

Auch Manser (1992) weist fur wiederholte Untersuchungen auf die groRRe

Bedeutung der tageszeitlichen Schwankungen der Hormonwerte hin. Deshalb
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sollten die Probenentnahmen zur Bestimmung der Hormone Prolaktin und
Kortikosteron jeweils zur gleichen Tageszeit vorgenommen werden. Die
Versuchsplanung der vorliegenden Arbeit wurde aus diesem Grunde auch so
gestaltet, daR alle Blutentnahmen zwischen 10%° Uhr und 11'° Uhr stattfinden

konnten, was auch strikt eingehalten wurde.

5.3 Beeinflussung durch Narkose und Blutentnahme

Die in dieser Arbeit angewandte Narkoseform (CO.-Inhalationsnarkose) sowie
die Art der Blutentnahme (Punktion des Plexus venosus orbitalis) sind zwei
anerkannte Methoden der Versuchstiertechnik zur schonenden und
tierschutzgerechten Gewinnung von Blutproben.

Die CO»-Narkose, als eine Form der Kurznarkose fur kleinere Eingriffe, wird im
Vergleich zu anderen Narkoseformen von vielen Autoren als geeignet
empfohlen, da es durch eine Inhalationsnarkose mit CO, zu geringeren
Veranderungen der Blutparameter und des Verhaltens kommt (Blackshaw et
al., 1988; Borkowski et al., 1995; Fowler et al., 1980; Hackbarth et al., 1998;
Klppers, 1997; Meier, 1994).

Da es bei dem eigenen Hauptversuch zu keiner weiteren Beeinflussung der
Blutparameter kommen sollte, muf3te die Entnahme der Blutprobe so schnell
wie moglich nach Eintritt der Bewul3tlosigkeit erfolgen, weshalb die Tiere in
einen mit Kohlendioxid vorgefluteten Narkosekafig gesetzt wurden. Ein
entnahmefahiger Zustand wurde bereits nach 15-17 Sekunden erreicht, was mit
den Untersuchungen von Blackshaw et al. (1988), der fur Ratten eine Dauer
von 12-13 Sekunden ermittelte, in etwa Ubereinstimmt. Hewett et al. (1993)
ermittelten eine Zeitspanne von 12 Sekunden bis zur Immobilitat und
19 Sekunden bis zum Verlust des Umdrehreflexes bei Ratten, die in einen mit
CO,-vorgefluteten Kafig gesetzt wurden.

Die Blutentnahme aus dem retrobulbéaren Venenplexus hat bei Maus, Ratte und
Hamster in den letzten Jahren eine starke Verbreitung gefunden. Bei
sachgerechter Durchfuihrung werden lediglich Bindegewebe, peribulbares Fett
und Venen punktiert (Nicklas, 1994). Wichtig fur die Punktion des retrobulbéren

Venengeflechts ist die korrekte Fixierung des narkotisierten Tieres (Joint
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Working Group on Refinement, 1993). Untersuchungen zur Auswirkung von
Punktionen des retrobulbaren Venenplexus bei der Ratte ergaben, dal3 bei
ordnungsgemaler Durchfihrung wesentliche Schadigungen des Auges oder
Beeintrachtigungen des Wohlbefindens nicht auftraten (Beynen et al., 1995a;
Herck et al., 1992).

Eine Reihe von Untersuchungen dieser Methode zeigte jedoch, daf nicht nur
die sachgerechte Durchfihrung dieser Entnahmemethode sondern vor allem
die dabei angewandte Narkoseform einen entscheidenden EinfluR auf
verschiedene Blutparameter hatte. So hatte die Orbitalpunktion bei
Athernarkose keinen weiteren EinfluR auf die Kortikosteron-Konzentration. Im
Vergleich zu dekapitierten Kontrolltieren fiihrte die Athernarkose schon allein zu
einem starken Anstieg dieses Hormonspiegels (Herck et al., 1991; Herck et al.,
1997).

Cook et al. (1973) beobachteten bei mannlichen Ratten, dafl} sich der
Kortikosteron-Spiegel 2,5 Minuten nach einer 30 Sekunden dauernden
Athereinwirkung gegeniiber dem Ruhewert verdoppelt hatte und nach
15 Minuten auf den 5-fachen Ausgangswert angestiegen war. Fur eine
Kurznarkose bei Ratten ist Ather zwar nach wie vor ein gebrauchliches
Narkosemittel, sollte jedoch bei Untersuchungen des chronischen und
subakuten Stref3geschehens nicht verwendet werden, da es eine starke
Aktivierung der bekannten "Strel3achsen" induziert (Sarlis, 1991).

Der Vergleich der retrobulbéren Punktion mit der Entnahme durch Herzpunktion
- beide unter leichter Athernarkose - und der Blutgewinnung durch Dekapitation
ergab fir das Hormon Kortikosteron keine signifikante Anderung der
Serumkonzentration, wahrend das Hormon Prolaktin héhere Serumspiegel bei
der Punktion des retrobulb&ren Venenplexus aufwies (Dohler et al., 1977b).
Dies wird relativiert durch die Untersuchungen von Riegle und Meites (1976),
die an ungestrel3ten weiblichen Ratten keinen Unterschied der Prolaktin-Werte
fanden, beim Vergleich der Blutentnahmen durch Orbitalpunktion
beziehungsweise durch Dekapitation.

Urbanski und Kelley (1991) konnten sogar zeigen, dal3 sich durch eine

vorhergehende CO,-Narkose die Strel3belastung weiblichen Ratten durch

92



Diskussion ——

Dekapitation erheblich mindern liel3. Die Prolaktin- und Kortikosteron-Werte der
zuvor betaubten Tiere waren deutlich niedriger, woraus geschlossen wurde,
dal3 der Streld durch das Handling gréf3er war, als durch die CO,-Narkose.

Da fir die vorliegende Arbeit achtmal Blutproben von denselben Tieren
genommen werden sollten, muf3te ein moglichst schonendes Blutentnahme-
verfahren mit entsprechender Kurzzeitnarkose verwendet werden. Dieses sollte
auch bei haufiger Anwendung von den Tieren gut toleriert werden und zu
keinem zusatzlichen Anstieg der Hormonwerte fihren.

Die Blutentnahme aus dem retrobulbaren Venenplexus unter CO,-Narkose hat
sich im Laufe der Versuche als eine Methode zur wiederholten

Probengewinnung bei langer andauernden Untersuchungen bestens bewahrt.

5.4 Beeinflussung durch den Zeitverlauf der Hormonantwort

Ebenfalls von entscheidender Bedeutung fiir eine korrekte Bewertung der
gefundenen  Hormonkonzentrationen ist die Berlcksichtigung des
Zeitabstandes zwischen dem Setzen eines Stressors und der sich daran
anschlieBenden Blutentnahme. Fir Prolaktin  und Kortikosteron sind
charakteristische Konzentrationskurven der Plasmaspiegel beschrieben worden
(Paris et al., 1987; Seggie und Brown, 1975). Dabei zeigten beide Hormone
nach Einwirken eines Stressors dhnliche Verlaufskurven.

Ein Gipfel der Prolaktin-Konzentration wurde zwischen 8 bis 15 Minuten nach
dem Einsetzen des Stresses gemessen. Die Dauer des Prolaktin-Anstiegs ist
dabei vom Charakter, der Intensitat und der Dauer des Stressors abhangig. Die
Ruckkehr zu den Basalwerten erfolgte ungefahr 20 bis 60 Minuten nach dem
Setzen eines akuten Stressors (Krulich et al., 1974; Paris et al., 1987).

Briski und Sylvester (1987) beobachteten ab der drei3igsten Minute sogar einen
Abfall der Prolaktin-Konzentration unter die Basalwerte.

Die eigenen Vorversuche, welche im Zusammenhang mit dem Entnahme-
zeitpunkt® nach vorangegangener Manipulation durchgefilhrt wurden, zeigten
fur das Hormon Prolaktin ein deutliches Maximum (58,4 ng/ml) nach zehn

Minuten.

> Zeitpunkte: 2, 5, 10, 20, 40, 60 Minuten nach Manipulation
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Dieser Befund stimmt mit den Ergebnissen von Krulich et al. (1974) Uberein.
Nach einem kurzen Aufenthalt mannlicher Ratten in einem leeren Glasgefal
wurde bei den daraufhin folgenden Blutentnahmen der hodchste Prolaktin-
Spiegel (125 ng/ml) zehn Minuten nach dieser Manipulation gefunden. Der
Vergleich weiterer Manipulationen, wie zum Beispiel ein 2-minutiger AtherstreR
oder ein mehrfach wiederholter AtherstreR3, zeigte ebenfalls hohe Serumspiegel
nach zehn Minuten, wobei nach dem alleinigen AtherstreR die maximale
Prolaktin-Konzentration (150 ng/ml) erst nach dreil3ig Minuten gemessen
wurde.

Die Ergebnisse von Dohler et al. (1977a) und Gartner et al. (1980) zeigten
hingegen ein erstes Prolaktin-Maximum (53 ng/ml) schon funf Minuten nach
einer Stérung der Tiere und im weiteren Verlauf nach 10 Minuten einen Abfall,
gefolgt von einem zweiten Maximalwert (93 ng/ml) nach einer Stunde. Eine
noch schnellere Reaktion von Prolaktin auf das Einwirken eines Stressors
beschrieben Clark et al. (1997). Die Prolaktin-Konzentration stieg sehr schnell
an und erreichte innerhalb von 3 Minuten das Maximum, gefolgt von einem
leichten Abfall, bis nach einer Stunde die Ausgangswerte wieder erreicht
wurden.

Nach Clark et al. (1997) stiegen die Konzentrationen der Glukokortikoide bei
plétzlicher Aktivierung der HHA-Achse innerhalb von 5 bis 10 Minuten
signifikant an. Bei Nagetieren wurden die maximalen Konzentrationen ungefahr
20 Minuten nach Stimulation erreicht, wobei die Zeitspanne von der Intensitéat
des Stressors abhangig war. Nach Erreichen des Maximalwertes kam es dann
zu einem langsamen aber kontinuierlichem Abfall der Kortikosteron-
Konzentration bis nach 2 Stunden das Niveau der Basalwerte erreicht wurde.
Dieser Abfall beruht zum einen auf dem bekannten Feedback-Mechanismus der
HHA-Achse und ist zum anderen das Ergebnis der Kortikosteron Halbwertszeit
von ungefahr 60 Minuten (Haemisch et al., 1999).

In den eigenen Vorversuchen wurde die hochste mittlere Kortikosteron-
Konzentration (301,9 ng/ml) 20 Minuten nach den durchgefuhrten

Manipulationen gemessen.
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Dieses Ergebnis wird durch die Untersuchung des zeitlichen Verlaufes der
Kortikosteron-Konzentration von Haemisch et al. (1999) bestétigt. Bei dem
Vergleich der Kortikosteron-Spiegel am Morgen (8°° Uhr) und am Abend
(18°° Uhr) zeigten sich zwar bei der Enthahme am Abend insgesamt deutlich
hohere Werte. Ein  Maximum wurde aber fir beide Tageszeiten
ubereinstimmend nach 20 Minuten gemessen.

Einen &hnlichen Verlauf der Kortikosteron-Antwort fanden auch Dallman und
Jones (1973), Dohler et al. (1977a) und Géartner et al. (1980). Ubereinstimmend
ergab sich ein maximaler Hormonspiegel mit Werten zwischen 320 und
490 ng/ml 15 Minuten nach einer Stressor-Konfrontation.

Vergleichbare Ergebnisse wurden auch von Seggie und Brown (1975)
beschrieben, welche bei méannlichen Wistar-Ratten die Auswirkung eines
5 Sekunden dauernden Handlings oder einer 3-minitigen Konfrontation mit
einer neuen Umgebung untersuchten. Die Hormonreaktion auf die neue
Umgebung war insgesamt starker und die hochste Kortikosteron-Konzentration
(220 ng/ml) wurde nach 15 Minuten gefunden, wahrend die Hormonspiegel
nach dem Handling zunachst etwas langsamer anstiegen und die hochsten
Werte (116 ng/ml) zwischen 15 und 30 Minuten aufwiesen.

Akuter Streld bei Ratten, z. B. provoziert durch die Anwesenheit eines Hundes
im Tierraum, fuhrte ebenfalls nach 20 Minuten zu einem maximalen
Kortikosteron-Wert (324 ng/ml), wie Armario et al. (1984) berichteten.
Dobrakovova et al. (1993) hoben mannliche Ratten aus ihrem Haltungskéafig
heraus und setzten sie nach einer Minute wieder zurtick. In Abstadnden von
einer, funf und finfzehn Minuten wurden Uber einen in der Schwanzarterie
liegenden Katheter Blutproben entnommen. Die Kortikosteron-Spiegel lagen
nach funf und flinfzehn Minuten 90% tber dem Basalwert. Ebenso konnte nach
dem Verbringen von weiblichen Ratten in eine ungewohnte Umgebung und
anschlieRender Bestimmung der Blutwerte ein deutlicher Anstieg (80%) der
Kortikosteron-Konzentrationen innerhalb von 30 Minuten nach dieser
Manipulation nachgewiesen werden (Baldwin et al., 1974).

Die Ergebnisse der eigenen Vorversuche werden somit durch die Befunde in

der Literatur als richtig bestétigt und damit auch die fur die Hauptversuche
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getroffene Festlegung, nach einer vorangegangenen Manipulation 10 Minuten
bis zur Blutentnahme fur die Prolaktin-Bestimmung zu warten und fur die
Kortikosteron-Werte 20 Minuten verstreichen zu lassen, um den maximalen

Anstieg der jeweiligen Hormonspiegel zu erfassen.

5.5 Beeinflussung durch die individuellen Unterschiede

Es existiert eine grof3e Vielfalt sowohl an physiologischen Reaktionen wie auch
an Verhaltensanderungen, welche Tiere zeigen, wenn sie gestort werden.
Zusatzlich zu den Unterschieden zwischen den Tierarten gibt es noch
erhebliche Unterschiede zwischen den Individuen innerhalb einer Art, in ihrer
Reaktion auf einen stérenden Einflul3 (Broom et al., 1993).

Obwohl jedes Tier das gleiche Repertoire an biologischen Méglichkeiten zur
Bewadltigung von Strel3 besitzt, benutzen die Individuen unterschiedliche
Strategien zur Strel3bewaltigung. Die Anwendung einer individuellen Strategie
basiert auf einer Reihe von modulierenden Faktoren, wie frihere Erfahrungen,
genetischer Hintergrund, Alter oder physiologischer Status. Gerade wenn sich
ein Experimentator auf die Untersuchung eines bestimmten Stressors
konzentriert hat, wird die Bewertung dieses Stressors zusatzlich durch diese
interindividuelle Variabilitat der Stre3antwort verkompliziert (Moberg, 1987).

Dal3 Individuen sehr unterschiedlich auf &ulRere Reize reagieren, ist aus einigen
Untersuchungen an Nagern bekannt (Lawrence, 1994). So lassen sich zwei
grundsatzlich verschiedene Wege erkennen, wie die einzelnen Individuen in
furcht- und streBauslésenden Situationen reagieren. Einmal gibt es Tiere,
welche durch Flucht oder Kampf reagieren, zum anderen solche, die passiv mit
eingeschréankter Bewegung bis hin zur vélligen Immobilisierung antworten.

Auch Ratten reagieren verhaltensmafiig sehr unterschiedlich auf Belastungen.
Dieses scheint ebenfalls fir physiologische Reaktionen zu gelten, wobei eine
enge Beziehung zwischen den individuellen Unterschieden im Verhalten und in
der physiologischen Reaktion bestehen. Diese Beziehung ist bei den
Katecholaminen enger als bei den Kortikosteroiden ausgepragt (Natelson et al.,
1987). Ein solcher Zusammenhang wurde auch von Gilad und Jimerson (1981)

bei zwei unterschiedlichen Rattenstammen beschrieben. Auch hier bestand
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eine Beziehung zwischen der verhaltensméafiigen Reaktion der beiden Stamme
und deren Ausschuttung von Katecholaminen bei Strel3, wahrend dieser Bezug
beim Kortikosteron nicht nachgewiesen wurde.

Fokkema et al. (1988) untersuchten den Zusammenhang zwischen sozialen
Verhaltensmustern und der Ausschittung von Katecholaminen und
Kortikosteron an 18 einzeln gehaltenen, kanulierten méannlichen Ratten. Die
Studie zeigte, dal3 erhebliche Unterschiede sowohl bei den Basalwerten als
auch bei der Amplitude der Hormonantwort zwischen den einzelnen Individuen
existierten. Diese Untersuchung belegte, da3 die Reaktion von mannlichen
Ratten auf sozialen Strel3 (z. B. Rangordnung) einen deutlichen
Zusammenhang zwischen ihrem Verhalten und ihrer sympatho-adrenalen
Hormonantwort zeigte. Dabei hing die Ho6he der Amplitude dieser
Hormonantwort sowohl von der Art des Stressors, als auch von der
individuellen Reaktionslage, welche sich aufgrund der basalen Noradrenalin-
Konzentration vorhersagen liel3, ab.

Im allgemeinen wird aber in der versuchstierkundlichen Literatur und auch bei
vielen bisherigen Hormon- bzw. Strel3-Untersuchungen die sehr grol3e
interindividuelle Variabilitat weitgehend unbeachtet gelassen. Wie die hier
vorliegende Untersuchung gezeigt hat, besteht zwischen den einzelnen
Individuen ein deutlicher Unterschied in der Reaktionslage, welcher durch die
Untersuchungen von Shin (1979), der den Mechanismus der Prolaktin-
Ausschittung an einzelnen Ratten verglich und Vogel und Jensh (1988), die die
individuelle Kortikosteron-Freisetzung bei chronischem Strel3 beschrieben,
bestatigt wird.

Der eigene aschlieRende Vorversuch sowie der Hauptversuch lassen den
Schlufd zu, dalR diese interindividuelle Varianz einen ganz entscheidenden
Anteil an der oftmals in der Literatur festgestellten grof3en Streuung der Werte
von Tierkollektiven hat. Die gefundenen Ergebnisse zeigen, dal3 die Intensitat
eines Stressors nur einen geringen EinfluR auf die Hohe der bestimmten
Hormone hat, daein Individuum auf jede Art von Stérung mit einer relativ gleich
hohen Hormonausschuittung reagiert. Die Reaktionen der einzelnen Individuen

(Tiere) auf den gleichen Stressor variieren jedoch signifikant voneinander.
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Es ist davon auszugehen, daf? der Einflul3 sozialer Bedingungen auf die Varianz
endokrin gesteuerter Parameter erheblich ist, da Rangauseinandersetzungen
im besonderen MalRe das Hypophysen-Nebennierenrinden-System stimulieren.
Der Vergleich der Kortikosteron-Konzentrationen im Serum von Ratten bei
Einzelhaltung und Gruppenhaltung zeigte, dal3 durch Einzelhaltung die
Gesamtvarianz um 64-86% vermindert wird und somit der Einflu der
Gruppenhaltung auf die Streuung der Kortikosteron-Gehalte besonders grof} ist
(Gartner und Bonath, 1971b).

Ein Zusammenhang zwischen der Haltungsform (Einzel- oder Gruppenhaltung)
und der individuellen Reaktion auf stref3auslésende Situationen wurde auch von
Barrett und Stockham (1963) beschrieben. Die Tiere, welche einzeln in Kéfigen
gehalten wurden und 16 Stunden ungestort blieben, zeigten basale
Kortikosteron-Plasmawerte von 58 ng/ml. Die Basalwerte von Ratten, welche in
groReren Gruppen (20 Tiere) gehalten wurden, waren mit 95 ng/ml annahernd
doppelt so hoch. Die einzeln gehaltenen Ratten zeigten insgesamt eine
geringere individuelle Schwankung (x 3 ng/ml) ihrer Kortikosteron-Werte, als die
Tiere aus der Gruppenhaltung (x 11 ng/ml). Andererseits reagierten die Tiere
der Gruppenhaltung nach dem Wechsel der Umgebung nur mit einem 3-fachen
Anstieg ihrer Kortikosteron-Werte, wahrend sich die Werte bei den einzeln
gehaltenen Tieren um das b5-fache erhohten. Diese Unterschiede der
Hormonwerte lassen sich im Zusammenhang mit der sozialen Struktur
innerhalb einer Gruppe begrinden. So zeigten ranghohe Individuen in einer
Gruppe geringere Kortikosteron-Blutspiegel, wahrend rangniedrige Tiere hohe
Kortikosteron-Werte besalRen (Gartner und Bonath, 1971b).

Die groRen interindividuellen Schwankungen der Hormonwerte der eigenen
Untersuchung kdonnten demnach dadurch bedingt sein, dal3 jeweils 4 Tiere in
einem Kafig gehalten wurden, was aber aus versuchstechnischen Griinden
(siehe Kapitel 3.7 Statistik) nicht anders mdglich war. Aul3erdem sollte aus
Grunden des Tierschutzes eine Einzelhaltung von Ratten, soweit diese nicht

zwingend notwendig ist, vermieden werden.
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5.6 Beeinflussung durch Veranderung der Umgebung

Das Wiegen sowie der Transport von Ratten sind in der Versuchstierzucht und

Haltung haufig vorkommende MalRnahmen, welche mit wenig offensichtlichen
Belastungen fur die Tiere verbunden sind. Dennoch sind das Herausnehmen
aus dem Kafig sowie das Verbringen in eine neue oder ungewohnte Umgebung

(Waagschale, Transportbehaltnis) als nicht zu vernachlassigende Stressoren
anzusehen. Levine (1985) behauptet sogar, da die Exposition eines Tieres

gegenuber etwas "Neuartigem" eine der schwerwiegendsten Versuchs-

bedingungen darstellt, die zu einem Anstieg der Hypophysen-Nebennieren-

Aktivitat fuhrt.

Beim direkten Vergleich aller durchgefiihrten Manipulationen zeigen beide

Hormone nach diesen beiden MalRnahmen in ihrer jeweiligen Versuchsgruppe

(= Block) die zweit hdchsten mittleren Serumkonzentrationen. Die Prolaktin-
Werte fur das "Wiegen" und den "Transport" liegen bei 78,9 ng/ml bzw.

79,6 ng/ml. Fur das Hormon Kortikosteron wurden Werte von 435,2 ng/ml fur
das "Wiegen" und 397,7 ng/ml nach dem "Transport" ermittelt.

Zu anderen Ergebnissen kamen Barrett und Stockham (1963). In ihrer
Untersuchung der Kortikosteron-Konzentrationen bei einzeln gehaltenen Ratten
fanden sie 15 Minuten nach dem Wiegen einen Maximalwert von 219 ng/ml. Im

Vergleich dazu waren die Kortikosteron-Spiegel nach dem Transport mit
304 ng/ml hoher als nach dem Wiegen. Zum Vergleich lag in dieser
Untersuchung der Kortikosteron-Wert nach einer i. p.-Injektion mit 262 ng/ml

zwischen diesen beiden Werten. Gegeniber den ermittelten Basalwerten
(58 ng/ml) kam es durch die durchgefihrten Manipulationen somit zu
Erhdhungen der Kortikosteron-Konzentrationen im Serum um das 4- bis
5-fache. Zu &hnlichen Ergebnissen gelangten auch Baldwin et al. (1974). Sie

verbrachten weibliche Ratten in eine ungewohnte Umgebung (offenen Kéfig)
und registrierten Veranderungen von Plasma-Prolaktin, Luteinisierendem
Hormon (LH) und Kortikosteron. Die Blutwerte des Kortikosterons stiegen
besonders stark an (um das 5-fache), wahrend die Prolaktin-Werte der im
Protstrus befindlichen Tiere sich nicht veranderten. Krulich et al. (1974)

untersuchten in diesem Zusammenhang ebenfalls die Veranderung der

99



—— Diskussion

Prolaktin-Spiegel. Einzeln gehaltene Ratten wurden fur 2 Minuten in ein
Glasgefald gesetzt und sofort danach bzw. 10, 30, und 60 Minuten nach dem
Zurucksetzen in ihren Haltungskafig Blutproben durch Dekapitation gewonnen.
Die Prolaktin-Spiegel (Basalwert = 30 ng/ml) zeigten nach dieser Manipulation
einen deutlichen, aber nur voribergehenden Anstieg mit einem Maximum nach
10 Minuten (125 ng/ml) und Ruckkehr auf den Ausgangswert nach 2 Stunden.
Bei einem anderen Versuchsansatz von De Boer et al. (1990) wurden einzelne
Tiere einer Gruppe mannlicher Wistar-Ratten vorsichtig aus ihrem
Haltungskéfig herausgehoben, Gber einen anderen Kafig gehalten und danach
wieder in ihren Kafig zurlckgesetzt. Die Tiere einer weiteren Gruppe wurden
einzeln in einen leeren Kéafig gesetzt und dort fir 15 Minuten belassen. Die
Tiere der ersten Gruppe zeigten nach 15 Minuten eine 2,5-fach hohere
(159 ng/ml), die der zweiten Gruppe sogar eine 6-fach hthere Kortikosteron-
Konzentration (373 ng/ml) gegenlUber einer unbeeinfluten Kontrollgruppe
(61 ng/ml). Einen gleich starken Anstieg der Kortikosteron-Spiegel beschrieben
auch Herck et al. (1991). Nach dem kurz dauernden Umsetzen (2 Minuten) von
Ratten in einen anderen Kafig wurden 15 Minuten spater durchschnittlich 6-fach
hohere Kortikosteron-Werte (165 ng/ml) gemessen.

Der EinfluR eines Kafigtransportes auf die Zeitverlaufe von verschiedenen
Blutparametern, die reprasentativ fir Strel3reaktionen sind, wurden von Gartner
et al. (1980) an mannlichen Ratten untersucht, nachdem diese Tiere kurzfristig
mit ihrem Kafig bewegt worden waren. FUnf Minuten nach der
Stressorkonfrontation waren die Serumspiegel fur Prolaktin mit 60 ng/ml um das
2,5-fache hoher als im Kontrollserum (24 ng/ml), welches innerhalb von
100 Sekunden nach Betreten des Tierraumes durch Dekapitation gewonnen
wurde. Die Kortikosteron-Spiegel (Kontrollserum = 180 ng/ml) waren nach
15 Minuten um nicht ganz das Doppelte erhdht (320 ng/ml).

In einer anderen Untersuchung wurde der Effekt eines Transportes von
mannlichen Ratten aus einem Tierraum in ein Labor Uberprift. Der gesamte
Transport dauerte 5 Minuten. In Abstdnden von 10, 30, 60, 120 und 240
Minuten nach Beginn des Transportes, wurden die Blutproben genommen. In

einem weiteren Experiment wurden die Tiere fir 3 Tage in einem ungewohnten
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Raum gehalten und am 4. Tag innerhalb einer Minute in einen Nebenraum
gebracht um dort nach 10, 30, 60, und 120 Minuten die Blutproben zu nehmen.
Die Tiere beider Gruppen zeigten einen biphasischen Verlauf der Prolaktin-
Konzentration. Die Werte der ersten Gruppe zeigten ein erstes Maximum nach
30 Minuten (43 ng/ml) gefolgt von einem zweiten nach 240 Minuten (43 ng/ml).
Die zweite Gruppe hatte bereits nach 10 Minuten die maximale Prolaktin-
Konzentration (80 ng/ml) und bei der letzten Bestimmung (120 min) noch
einmal erhéhte Werte (70 ng/ml), wobei die mittleren Konzentrationen der
zweiten Gruppe insgesamt deutlich héher lagen (Krulich et al., 1974). Diese
Ergebnisse wurden auch von Fenske und Wuttke (1977) bestétigt, die bei
ungestref3ten erwachsenen mannlichen Ratten (200-250 g KGW) basale
Prolaktin-Werte von 46 ng/ml gemessen hatten und 20 Minuten nach einem
10-minutigen Kafigtransport stellten sie einen starken Anstieg (um 119 ng/ml)
der Prolaktin-Werte fest.

Fur die Amplitude der hormonellen Reaktion ist unter anderem die Zunahme
der Veranderung der Umgebung mit verantwortlich. Die Hohe der Kortikosteron-
Spiegel steigt proportional mit dem Grad der Umgebungsveranderung an
(Flaherty et al., 1986).

Ein weiterer Faktor beim Zustandekommen unterschiedlicher Hormonspiegel ist
in diesem Zusammenhang die Vorhersehbarkeit eines Ereignisses. So
produzierte ein unberechenbares Hineinsetzen in einen neuen Kafig einen
starkeren Anstieg der Kortikosteron-Spiegel, als ein vorhersehbares Umsetzen
in einen neuen Kéfig. Daraus wurde geschlossen, dal3 die Art und Weise der
Konfrontation mit etwas Neuartigem die Starke der hormonellen Antwort
beeinflut. Dartber hinaus wurde beobachtet, dal sowohl Kortikosteron als
auch Prolaktin 30 Minuten nach der finften Exposition gegenuber einem neuen
Kafig auf das Ausgangsniveau zuriickkehrten, was nach Muir und Pfister (1986)
fur eine Adaptation dieser beiden Hormone an wiederholte Stressoren spricht.
Zu der gleichen Erkenntnis gelangten auch Dobrakovova und Jurcovicova
(1984), die eine wiederholte Konfrontation von Ratten mit den Stressoren
Handling und Transport untersuchten. Sie stellten die Prolaktin- und

Kortikosteron-Werte einer einmaligen Manipulation den Werten nach 8- bzw.
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15-maliger Wiederholung gegenuber. Beide Hormone offenbarten eine parallel
verlaufende Reaktion auf Stref3, wobei sich die Prolaktin-Konzentration nach
8-maligem Handling gegentber dem erstmaligen Handling deutlich um 53%
verringert hatte, wahrend 8-maliger Transport nur zu einer geringen
Erniedrigung (um 19%) fuhrte. Andererseits zeigten die Tiere nach 15-maligem
Handling und Transport leicht erhbhte Werte. Die Kortikosteron-
Konzentrationen waren hingegen nach allen mehrfach durchgefuhrten
Manipulationen erniedrigt, wobei sich der Unterschied nach 8- und 15-maligem
Handling mit 28 bzw. 26% am deutlichsten darstellte. Aufgrund dieser
Ergebnisse wurde geschlossen, dal3 das Prolaktin keine einheitlich gerichtete
Reaktion aufwies, wahrend fur das Kortikosteron eine deutliche Anpassung an
wiederholten moderaten Strel3 erfolgte.

All diese Untersuchungen und die eigenen Ergebnisse bestétigen, daf3 fur
Ratten sowohl der Transport als auch das mit dem Wiegen verknipfte
Umsetzen in einen leeren Kéfig schon eine mel3bare Belastung darstellt, die
sich anhand der beschriebenen Veranderungen, insbesondere der

Kortikosteron-Werte, sehr eindrucksvoll nachweisen lafit.

5.7 Beeinflussung durch Fixierung

Zur Durchfuhrung von Behandlungsmaf3nahmen ist bei Laborratten in den
meisten Fallen eine Fixierung der Tiere unumganglich, da sie sich gegen viele
Manipulationen vehement zu Wehr setzen. Auf der anderen Seite bedeutet jede
Art von Fixierung Strel3 fur die Tiere. Deshalb wurde im Rahmen dieser Arbeit
eine wenig bekannte Methode zur schonenden Fixierung von Ratten
untersucht. Dazu wurde ein Handtuch tiber den gesamten Tierkdrper gelegt und
das darunter befindliche Tier mit leichtem Druck festgehalten. Hinter dieser
Methode steht die Intention, dem Bedurfnis der Tiere nach einer dunklen
schitzenden Umgebung ("Hoéhle") nachzukommen, um sie dadurch etwas zu
beruhigen. Diese Technik wurde mit der gangigen Fixierung mittels Nackengriff
verglichen, wobei die Dauer der Immobilisation mit einer Minute fur beide

Methoden gleich lang war.
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Die Bestimmung der Prolaktin-Konzentration ergab fur beide Fixierungsarten
die zweitniedrigsten Gruppenwerte. Die Fixierung mittels Handtuch ergab einen
Wert von 77,1 ng/ml im Block A und nach der Immobilisierung durch
Nackengriff (Block B) wurde ein Wert von 73,6 ng/ml gefunden. Die
Kortikosteron-Konzentrationen nach diesen beiden Fixierungsmethoden,
zeigten gegenuber den anderen Manipulationen mit 401,4 ng/ml den kleinsten
Wert im Block A fur die "Handtuch-Fixierung" und mit 388,2 ng/ml fir die
"Nackengriff-Fixierung"  die  zweitniedrigste ~ Serumkonzentration  der
untersuchten Gruppe Block B.

In der Literatur wird einen Vielzahl von Fixierungs-Methoden fir Laborratten
beschrieben, wobei die Art und Weise der Immobilisierung zu unterschiedlich
starken psychischen und/oder physischen Belastungen der Tiere fuhren kann.
Ein weit verbreitetes Gerdt zur Immobilisation von Ratten stellt das
"Fixationsrohr" aus Glas oder transparentem Kunststoff dar.

Die Isolation und Beschrankung der Bewegungsfreiheit bei Ratten durch einen
solchen Plastikzylinder verursachte in einer Untersuchung von Donnerer und
Lembeck (1990) einen deutlichen Anstieg sowohl der Prolaktin-Sekretion von
einem Basalwert von 4 ng/ml auf einen Wert von 40 ng/ml, als auch der
Kortikosteron-Spiegel, welcher von einem Basalwert von rund 45 ng/ml auf
einen Wert von 570 ng/ml anstieg. Damit sollte nachgewiesen werden, daf3
emotionaler bzw. kognitiver Strel3, wie ihn eine Immobilisation im Plastikzylinder
nach Auffassung der Autoren darstellt, zu einer Freisetzung sowohl von
Kortikosteron als auch von Prolaktin fuhrte.

Auch andere Autoren nehmen eine Unterscheidung zwischen "emotionalen”
(z. B. Immobilisation) und physischen Stressoren (z. B. Kalte) vor. Direkte
Vergleiche dieser beiden "Stressorqualitaten” haben gezeigt, dal? die Prolaktin-
Antwort auf diese Reize unterschiedlich ausféllt. Bei einem Vergleich solch
unterschiedlicher Stressoren wie "Injektion”, "Kalteexposition", "forciertes
Laufen”, "Immobilisation” und "elektrischer FulRschock” provozierte die
15-mindtige Immobilisation in einem Plastikrohr mit 135 ng/ml die
zweithochsten Prolaktin-Werte aller untersuchten Manipulationen. Nur die

Elektrostimulation verursachte einen héheren Wert (197 ng/ml), wéahrend die
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"Kéaltexposition" nur zu einer geringfiigigen Erhdhung der Prolaktin-Werte von
5 ng/ml fihrte (Kant et al., 1983a). Zu vergleichbaren Ergebnissen beim
Prolaktin gelangten auch Lenox et al. (1980). Sie fanden nach einer 5-minttigen
Kalteexposition bei mannlichen Ratten eine Prolaktin-Konzentration von
10 ng/ml, wahrend eine gleich lange Fixierung in einem Plastikrohr zu einem
Prolaktin-Spiegel von 50 ng/ml fuhrte. Ein vollig anderes Ergebnis zeigten
hingegen die Kortikosteron-Werte. Mit 690 ng/ml nach der Kalteexposition und
650 ng/ml nach der Immobilisation lagen diese Konzentrationen praktisch auf
einem gleich hohen Niveau. Dieses Ergebnis konnte durch die Untersuchungen
von Odio und Maickel (1985) und Sakellaris und Vernikos-Danellis (1975)
jedoch nicht bestatigt werden. Beide Gruppen fanden hdhere Kortikosteron-
Konzentrationen nach einer Immobilisation im Gegensatz zur Kalteexposition.
Die Immobilisation bei mannlichen Ratten bt einen biphasischen Effekt auf die
Serum Prolaktin-Spiegel aus. Er ist gekennzeichnet durch eine frihe kurze
Stimulationsphase, gefolgt von einer langen Inhibitionsphase (Kawakami et al.,
1979). Eine 10-minutige Immobilisation induzierte einen schnellen Anstieg (um
600%) der Prolaktin-Konzentration mit einem Maximum nach 10 Minuten und
einem anschlieBenden langsamen Abfall der Werte, welche nach 5 Stunden
unter das Anfangsniveau abgesunken waren.

In einem anderen Versuch von Krulich et al. (1974) wurden mannliche Ratten
far 10, 30 und 60 Minuten in Drahtrohren fixiert und anschlieend Blutproben
auf die Prolaktin-Konzentration untersucht. Diese Immobilisation fihrte zu
einem mehr als 7-fachen Anstieg der Prolaktin-Spiegel, welche ebenfalls eine
maximale Konzentration zum Entnahmezeitpunkt 10 Minuten zeigten. Die
maximalen Konzentrationen nach Immobilisation (42 ng/ml) lagen im Vergleich
zu denen einer intraperitonealen Injektion von physiologischer Kochsalzlésung
hoher, wobei die letztgenannte Manipulation bereits nach 2 Minuten ihren
Maximalwert (35 ng/ml) erreicht hatte.

Briski und Sylvester (1987) untersuchten den Gewodhnungseffekt auf eine
wiederholte Immobilisation. Ein einmaliger 15-miniter Fixierungsstrel3 in einer
Plexiglasrohre resultierte in einer 100%igen Erhéhung der Prolaktin-Werte von

mannlichen Ratten. Tiere, welche an 10 vorangegangenen Tagen fur jeweils
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15 Minuten fixiert worden waren, zeigten nach dieser Zeitspanne bei einer
erneuten Immobilisation um bis zu 60% erniedrigte Prolaktin-Werte, was nach
Meinung der Autoren eventuell auf eine Habituation zurtckzufthren sei.
Perhach jr. und Barry 1l (1970) verglichen in ihrer Untersuchung die
Kortikosteron-Konzentrationen von Ratten wahrend einer "Koérperfixierung"
gegenuber einer "Nackenfixierung". Die "Kdorperfixierung" bestand aus der
Umwicklung des Tieres mit Maschendraht und anschlieRender Befestigung auf
einer Holzplatte. Bei der "Nackenfixierung" wurde der Kopf des Tieres durch die
Offnung einer Haltevorrichtung gesteckt und dann durch einen Schieber am
Hals fixiert, so dal3 der Hinterkérper frei beweglich war. Obwohl durch die
"Nackenfixierung" nur ein kleiner Teil des Korpers des Tieres eingeengt wurde,
stellte sie eine starkere Belastung als die "Korperfixierung" dar. Nach einer
Fixierungsdauer von einer Stunde waren die Kortikosteron-Spiegel der Tiere
wahrend der "Korperfixierung" auf 210 ng/ml und die der "Nackenfixierung" auf
360 ng/ml angestiegen, was eine deutliche Erh6hung gegeniber der
Kontrollgruppe mit einem Wert von 125 ng/ml darstellt.

Doch nicht nur die Methode der Fixation hat einen entscheidenden Einflul3 auf
die Modulation der hormonellen Reaktion, sondern ebenso die Dauer der
Immobilisation. Die Kortikosteron-Werte von Ratten nach einer zwei Minuten
dauernden Fixierung in einem Fixationglas erreichten nach 15 Minuten ein
Maximum von 410 ng/ml. Dieser Wert verringerte sich nur unwesentlich bis zur
dreiBigsten Minute, wonach es aber dann zu einem kontinuierlichen Abfall der
Werte kam, bis nach 90 Minuten wieder der Basiswert von 80 ng/ml erreicht
wurde (De Souza und Loon, 1982).

Der Verlauf der Kortikosteron-Konzentration wahrend einer 4-stlindigen
Immobilisierung in einer Plexiglasrohre begann mit einem Basalwert von
100 ng/ml gefolgt von einem drastischen Anstieg auf 600 ng/ml nach
30 Minuten und einem Maximum mit 635 ng/ml nach einer Stunde. Selbst nach
4 Stunden wurde noch ein Spiegel von 330 ng/ml im Serum der Tiere
gemessen. In einem anderen Versuchsansatz hatte eine 90-minutige Fixierung,
gefolgt von einer anschlieBenden Pause von 2 % Stunden, keinen Einflul3 auf

die Hohe der Kortikosteron-Werte, die nach einer anschlieRend
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vorgenommenen Injektion gemessen wurden, gegenuber einer unfixierten
Kontrolle. Das wurde von Dallman und Jones (1973) als Indiz daflir gewertet,
dal? nach dieser Pause (2 %2 Stunden) die Kortikosteron-Werte zumindest auf
das Anfangsniveau zuriickgesunken waren. Die Injektion verursachte, mit oder
ohne vorherige Fixation, einen Kortikosteron-Spiegel von 300 ng/ml und damit
deutlich weniger als die Immobilisation.

Bei der Untersuchung von Stressoren, wie "neuer Kéafig" und "Immobilisation”
(in einer Plastikréhre), von denen Keim und Sigg (1976) annahmen, daf3 beide
eine gleiche Intensitat besal3en, fanden sie unterschiedliche Auspragungen der
Kortikosteron-Verlaufskurven. Die Hormonwerte wahrend des 2-stiindigen
Aufenthaltes in einem neuen Kafig stiegen in einer flachen Kurve an und
erreichten mit 300 ng/ml nach 120 Minuten ihren Maximalwert. Die
durchgefiihrte Immobilisation von gleicher Dauer fiihrte hingegen zu einem
raschen Anstieg der Kortikosteron-Konzentration innerhalb von 30 Minuten und
erreichte eine wesentlich hohere Maximalkonzentration mit 510 ng/ml. Aus
diesen Differenzen in der Charakteristik der Verlaufskurven wurde geschlossen,
dald es sich hier offensichtlich um Stressoren mit unterschiedlicher Intensitéat
handelte.

In einem Langzeitversuch von Vogel und Jensh (1988) konnte gezeigt werden,
dalR eine tagliche Immobilisation bei Ratten zu einer Sensibilisierung der
Kortikosteron-Anwort nach 2 Wochen fihrt. Erst nach dieser Zeit kommt es zu
einem deutlichen Anstieg der Kortikosteron-Werte.

Allgemein ubereinstimmend, wird die Einschrankung der Bewegungsfreiheit von
Tieren als ein anerkannter Stressor gewertet. Jedoch ist eine Abgrenzung, ob
es sich bei der Immobilisation um einen psychischen oder physischen Stressor
handelt, aufgrund der verschiedenen angewandten Methoden, nicht immer
eindeutig vorzunehmen.

Die eigenen Ergebnisse lassen vermuten, daf3 eine Fixierung von Ratten mittels
eines Handtuches, im Gegensatz zu den in der Literatur beschriebenen
Verfahren zur Immobilisation dieser Tiere, eine relativ "tierschonende" Methode

darstellt, deren Anwendung auch fur den Untersucher recht komfortabel ist.
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5.8 Beeinflussung durch Verabreichungen

Bei einer Vielzahl von Tierversuchen (z. B. Arzneimittelzulassung, Toxikologie)
besteht die Notwendigkeit, eine Substanz in den Korper eines Labortieres
hineinzubringen. Bei den vielfdltigen Mdglichkeiten eine  Applikation
vorzunehmen, spielen die intramuskuldre Injektion sowie die orale
Verabreichung von LOdsungen eine grof3e Rolle. Der gesamte Vorgang einer
Applikation setzt sich aus einer Kombination von Handling, Fixierung und
kurzfristigem Schmerz bzw. Unbehagen zusammen.

Die "i. m.-Injektion”, in Kombination mit der "Handtuch-Fixierung", verursachte
im Vergleich zu den anderen durchgefiihrten Manipulationen relativ niedrige
Hormonwerte. Die Tiere vom Block A zeigten nach der "Injektion" den
niedrigsten Prolaktin-Wert mit 69,7 ng/ml. Bei den Kortikosteron-Werten hatte
diese Gruppe nach der "Injektion" den zweitniedrigsten Plasmawert mit
413 ng/ml.

Laut Lasa Working Party (1990) wird einer einfachen subkutanen Injektion,
welche ein mildes, voribergehendes Unbehagen verursacht, das niedrigste
Schmerzniveau zugewiesen. Eine intramuskulére Injektion wird mit einem
geringflgig héherem Schweregrad bewertet, wobei die hdhere Einstufung durch
das eventuelle Fortbestehen der Schmerzen nach der Injektion begriindet wird.
Der "Belastungs-Index" der UFAW (1988) bestatigt, dall es nach einer
subkutanen Injektion von physiologischer Kochsalzlésung zu keiner
signifikanten Anderung der Bewegungsaktivitidt von Ratten kommt, woraus
geschlossen wurde, dal? diese Manipulation keine oder nur eine geringgradige
Beunruhigung der Tiere zur Folge hat.

Rerup (1961) konstatierte, dal3 es die weit verbreitete Auffassung zu geben
schien, dal3 jede Art von Injektion an einem nicht-anasthesierten Labortier,
durch einen Anstieg der Sekretion von Corticotropin (ACTH) aus der
Hypophyse, als Antwort auf einen unspezifischen Strel3, gekennzeichnet sei. In
einer spateren Untersuchung belegten Rerup und Hedner (1962) hingegen, daf3
eine subkutane oder intraperitoneale Injektion bei nicht-anasthesierten Ratten
nicht per se zu einer Beeinflussung der frei im Plasma zirkulierenden Steroide

fuhrt. So kam es bei ihrer Untersuchung 30 Minuten nach einer Kochsalz-
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Injektion zu keiner signifikanten Veranderung der Plasma Kortikosteroide. Die
Kontrolltiere ohne Injektion besallen Plasmaspiegel von 326 ng/ml, wahrend die
Tiere nach einer subkutanen Injektion einen Wert von 285 ng/ml und nach einer
intraperitonealen Injektion einen Wert von 292 ng/ml aufwiesen. Dem entgegen
stehen die Ergebnisse von Barrett und Stockham (1963), die eine Erhéhung der
Kortikosteron-Werte nach einer i. p.-Injektion von Kochsalzlésung gegenuber
den Basalwerten (58 ng/ml) bei einzeln gehaltenen Ratten von 230% (nach
15 min) bis zu 350% (nach 60 min) fanden. Die maximale Konzentration wurde
mit 262 ng/ml eine Stunde nach Applikation gemessen. Diese Ergebnisse
konnten auch von Dallman und Jones (1973) bestatigt werden, die ebenfalls
15 Minuten nach einer Injektion einen deutlichen Anstieg der Kortikosteron-
Konzentration von 100 ng/ml auf 385 ng/ml fanden. Selbst nach einer
Zeitspanne von 45 Minuten post injektionem fanden Hackbarth et al. (1998) mit
250 bis 300 ng/ml noch deutlich erhdhte Kortikosteron-Plasmakonzentrationen.
Dieser Kortikosteron-Anstieg bei Ratten infolge einer Injektion wurde auch nicht
durch eine mehrfache Wiederholung beeinfluBt. Der Vergleich der
Kortikosteron-Werte von trainierten (eine / zwei / zehn vorangegangene
Injektionen, tagliches Handling Uber eine Woche) gegenuber untrainierten
Ratten zeigte, dal3 eine s. c.-Injektion jedesmal ein strefRvoller Stimulus war,
unabhangig von einem vorausgegangenen Training (Hodges und Mitchley,
1970).

Ahnliches gilt auch fir die Veranderung des Prolaktin-Spiegels durch eine
Injektion. Nach der intraperitonealen Injektion von 1 ml physiologischer
Kochsalzlésung wurden in Abstéanden von 2, 10, 30 und 60 Minuten Blutproben
entnommen. Es zeigte sich ein starker Anstieg der Prolaktin-Konzentration um
60% innerhalb von 2 Minuten nach der Injektion. Danach kam es zu einem
kontinuierlichen langsamen Abfall der Konzentration bis diese nach einer
Stunde wieder das Basisniveau (13 ng/ml) erreicht hatte (Krulich et al., 1974).
Im Gegensatz zu diesen Einschatzungen der Belastung durch eine Injektion
gibt es nur recht wenige Bewertungsansatze fur eine Belastung der Tiere durch
eine orale Applikation. Auch die eigenen Ergebnisse zeigen eine sehr

gegenlaufige Entwicklung der Prolaktin- und der Kortikosteron-Konzentrationen
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nach der oralen Verabreichung von physiologischer Kochsalzlésung und
Fixation mittels "Nackengriff'. Nach dieser Manipulation wurde zwar bei den
Prolaktin-Werten mit 62 ng/ml die niedrigste Serumkonzentration der
Versuchsgruppe gemessen, provozierte aber andererseits beim Kortikosteron
mit 408,7 ng/ml den héchsten Wert der Gruppe.

Haas und Fischer (1969) beschrieben schon friilh neben einem zirkadianen
Rhythmus auch den Effekt einer Injektion bzw. oralen Applikation auf den
Kortikosteron-Gehalt. Dieser Tagesrhythmus wurde weder durch eine
i. m.-Injektion von physiologischer Kochsalzlésung in einer Menge 0,1 ml/kg,
noch durch eine orale Belastung der Tiere mit 5,0 ml/kg beeinflu3t und fuhrte
dementsprechend zu keiner Veranderung der Kortikosteron-Werte. Die UFAW
(1988) bewertete das Verhalten von Ratten nach oraler Applikation
unterschiedlicher Mengen von Flussigkeit als Anzeichen flir eine Belastung.
Dabei wurde festgestellt, dal3 eine orale Verabreichung von physiologischer
Kochsalzlosung in Dosierungen von 1,5 bis 3,0 ml/kg KGW zu keiner mef3baren
Beunruhigung bei Ratten fuhrte. Jedoch lie sich 10 bis 30 Minuten nach der
oralen Applikation von 6,0 ml/kg physiologischer Kochsalzlosung eine starke
Beunruhigung der Ratten beobachten, was zu der Feststellung fihrte, dal3 es
bei dieser Dosierung zu einer Belastung der Tiere kam und dal3 diese Dosis
das obere Limit fur eine orale Verabreichung darstellen sollte.

Der in der eigenen Untersuchung gefundene gegenlaufige Effekt auf die beiden
Hormone Prolaktin und Kortikosteron (nach einer oralen Applikation) als
Reaktion auf den gleichen Stressor, wurde auch von Yelvington et al. (1984) bei
mannlichen Ratten beschrieben. Ihre Ergebnisse und die anderer Autoren
(Krieg jr. et al., 1984; Leung et al., 1980) zeigten, dalR der Kortikosteron-Spiegel
eines Tieres die Starke der Prolaktin-Antwort auf physischen und psychischen
Stre3 eindeutig vermindern kann. Das konnte bedeuten, dal3 der hier
gefundene hohe Kortikosteron-Spiegel zu einem verringerten Prolaktin-Spiegel
fuhrte, was dieses kontrare Ergebnis erklaren wirde.

Trotz der eigenen gegensatzlichen Befunde kann wohl davon ausgegangen
werden, dal} es sich bei der oralen Applikation von Substanzen, durch die dazu

notwendige Fixierung sowie das Einfiihren der Sonde in den Osophagus, um
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eine insgesamt belastende Situation fur Tiere handelt. Bei der Durchflhrung
dieser Prozedur kommt es insbesondere durch die Fixation dazu, daf} das
Verhaltensrepertoire der Tiere nicht mehr ausreicht sich dieser unangenehmen
Situation zu entziehen. Tritt dieser Fall ein, kommt es generell zu einer
vermehrten Ausschittung von Kortikosteron, was durch die eigenen Ergebnisse

bestatigt wird.

5.9 Beeinflussung durch Kennzeichnung

Die Kennzeichnung von Versuchstieren ist eine wichtige Maflinahme zur
eindeutigen ldentifizierung eines Individuums. Gegenuber den gebrauchlichen
Methoden der Kennzeichnung wie z. B. Tatowierungen, Ohrmarken oder
Ohrlochungen hat durch die Entwicklungen im Bereich der Mikroelektronik die
Kennzeichnung mittels Transponder an Bedeutung gewonnen. Die
Kennzeichnung selbst sollte moglichst wenig Einfluld auf das Wohlbefinden des
Tieres sowohl aus klinischer, als auch ethologischer Sicht haben. Neben Strel3
und Schmerzempfindung wahrend der Kennzeichnung zé&hlen hierzu ortliche
Gewebereaktionen, Beeintrachtigung des  Allgemeinbefindens und
Verhaltensanderungen des gekennzeichneten Tieres (DVG, 1996).

Die Ergebnisse der Auswertung der Prolaktin-Bestimmungen zeigen flr beide
Methoden der Kennzeichnung ("Mikrochip"/"Ohrlochung™) in den beiden
Untersuchungsgruppen (Block A und B) die hochsten Serumkonzentrationen
mit 89,3 ng/ml nach "Chip-Applikation" und 84,1 ng/ml nach der "Ohrlochung".
Die Analyse der Kortikosteron-Konzentrationen zeigt ein  absolut
gegensatzliches Ergebnis. Hier reagieren die Tiere des Blocks A mit dem
hdchsten Kortikosteron-Wert (445 ng/ml) auf die Implantation eines Mikrochips,
wahrend die Tiere des Blocks B nach der "Ohrlochung" den niedrigsten
Kortikosteron-Spiegel (381,2 ng/ml) besitzen.

Allgemein kann die Methode der Implantation eines Mikrochips als eine
subkutane Injektion, mit einer entsprechend starkeren Kanulle, beschrieben
werden. Wahrend sie nur mit einer geringfigigen oberflachlichen
Gewebetrennung einhergeht, stellt die Perforation der Ohrmuschel zum Zwecke

der Kennzeichnung einen offensichtlich etwas starker gewebeverletzenden
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Eingriff dar, wobei beide MalBhahmen vermutlich mit Schmerzen verbunden
sind.

Die Bewertung des Umfanges der Schmerzwahrnehmung eines Tieres basiert
auf der Spannweite der Schmerzsensibilitdt und der Schmerztoleranzschwelle
(maximal tolerierter, experimenteller Schmerz), welche weitgehend auf dem
Analogieschlul® zur menschlichen Schmerzempfindung beruht. Es ist jedoch
unmoglich ein  Uberschreiten der (minimalen) Schmerzschwelle im
Zusammenhang mit einfachem Handling (z. B. subkutane Injektion) voéllig
auszuschliel3en (Kitchell und Johnson, 1985).

Des weiteren ist noch unklar, ob eine Wechselbeziehung zwischen der
Veranderung von biochemischen Parametern und der Empfindung von
Schmerz existiert. Zur Bewertung von Stre3 kann der Anstieg der
Plasmakonzentrationen der Nebennierenrinden-Hormone herangezogen
werden. Ein klarer Zusammenhang dieses Anstiegs in Verbindung mit
Schmerzen bedarf jedoch noch des Nachweises (AVTRW, 1986).
Ublicherweise steigen die Atemfrequenz, die Herzfrequenz und der Blutdruck
unter Schmerzen an. Diese Reaktionen kdnnen allerdings auch alleine durch
den Strel3 einer Manipulation ausgelést werden. Auch die Bestimmung von
Kortikosteroid- oder Katecholamin-Spiegeln bereitet Schwierigkeiten bei der
Beurteilung von Schmerzzustdnden, da sich diese Parameter durch jeden
Stressor verandern (Erhardt et al., 1998).

Die Empfindlichkeit der Haut ist abhangig von der Koérperregion. Obwohl die
Tiere sich oft gegen das Berihren ihrer Ohrmuscheln wehren, scheint dieses
Korperteil schmerzhaften Reizen gegentber nicht besonders empfindlich zu
sein (Gartner und Militzer, 1993). Auch die Lasa Working Party (1990) beurteilt
die Empfindlichkeit der Ohrmuschel dahingehend, dal3 sie nicht besonders
sensitiv  fir schmerzhafte Stimuli zu sein scheint, wobei sich akute
Schmerzzustande der Haut durch Kratzen, Belecken oder Beknabbern der
entsprechenden Stelle zeigen. Bei akuten schmerzhaften Stimuli kommt es bei
der Ratte zu deutlichen Lautduf3erungen. Da es bei der Durchfuhrung der
Ohrlochung nur bei wenigen Tieren zu einer wahrnehmbaren Lautauf3erung und

bei keinem der Tiere zu einer nachtraglichen Beschéaftigung mit dem markierten
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Ohr kam, ist davon auszugehen, dal3 es (Analogieschlul3 zum Menschen:
"Ohrlochstechen”) nur zu einer geringen Belastung der Tiere kommt, was das
Zustandekommen der relativ niedrigeren Kortikosteron-Werte erklaren kénnte.
Bisherige Untersuchungen der Belastung von Tieren durch die Implantation
eines Mikrochips fuhrten zu den Ergebnissen, dal} es erstens zu keiner
Verhaltenséanderung der Tiere wéhrend und nach der Applikation kam (Arndt
und Wiedemann, 1991) und zweitens, dal3 keine histopathologischen
Veranderungen nachgewiesen wurden (Ball et al., 1991; Behlert, 1989; Mrozek
et al., 1995; Rao und Edmondson, 1990).

Die eigene Untersuchung zeigt ebenfalls, daf} es wahrend der Applikation nur
selten zu LautduRerungen, als Zeichen fur einen akuten Schmerz, kam.
AulRerdem wiesen die Lautaul3erungen keinen direkten Bezug zu dem kurzen
Einstich der Kanile auf, sondern waren vielmehr kontinuierlich wahrend der
gesamten Zeitspanne der Fixierung zu vernehmen. Aul3erdem kann durch die
eigenen Erfahrungen mit dieser Methode bestéatigt werden, dal3 es post
applikationem zu keiner sichtbaren klinischen Veranderung bei den Tieren
gekommen ist. Auf die Beurteilung der Belastung, auf Basis endokriner

Veranderungen, wird im nachfolgenden Kapitel eingegangen.

5.10 Beeinflussung durch einen ausgewahlten Stressor

Ging es im Hauptversuch der vorliegenden Arbeit um die Beantwortung der
Frage ob der vermutete Schweregrad einer Manipulation zu einer abgestuften
Hormonreaktion bei den Versuchstieren fuhrt, sollte der Abschluf3versuch
Klarheit dartber schaffen ob die Hormonwerte nach einer Manipulation
tatsachlich hoher ansteigen als bei einer Blutentnahme ohne vorhergehende
Manipulation. Als Testmanipulation wurde die "Mikrochip-lImplantation” mit
"Handtuchfixierung" ausgewahlt. Es zeigte sich, dal3 es nach einer "Mikrochip-
Implantation" zu einer signifikanten Erhéhung des Kortikosteron-Spiegels im
Serum von Ratten kommt. Dieses kann als ein Anzeichen fir eine Belastung
der Tiere gewertet werden. Worauf aber letztendlich dieser Hormonanstieg
zuruckzufihren ist, kann aufgrund der zusatzlich einwirkenden Stressoren in

Form des Handlings und der Fixierung nicht eindeutig differenziert werden. Alle
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Ergebnisse deuten jedoch an, dal3 nicht nur die Implantation fir die endokrine
Reaktion allein verantwortlich ist.

Dieses mag auch eine Erklarung fir die zuvor diskutierten Ergebnisse der
anderen Manipulationen sein, bei denen kein signifikanter Unterschied der
Hormonantwort auf die verschiedenen Stressoren nachgewiesen werden
konnte. Allen durchgefuhrten Manipulationen geht ebenfalls ein Handling
voraus, welches vermutlich alleine schon zu einer starken Hormonantwort fuihrt,
so dal3 die nachfolgende eigentliche MalRnahme nur noch zu geringgradigen
Differenzen in den Hormonspiegeln fihrt.

Die Durchfuhrung des Abschlul3versuches wurde notwendig, weil es im
Hauptversuch keine Versuchsgruppe ohne Manipulation gab. Dieses hétte
entweder die Anzahl der Blutentnahmen noch mehr erhdht oder es hatte auf
eine der ausgewahlten Manipulationen verzichtet werden missen. Auf jeden
Fall ware der Plan der ausgewogenen Nachbarschaftsbeziehungen nicht
vollstandig zu verwirklichen gewesen, da alle Tiere entweder als erstes oder
zweites ohne Manipulation hatten untersucht werden mussen.

Ein weiterer nicht zu vernachlassigender Effekt bei der Untersuchung von
Belastungszustanden ist die Sensibilisierung. Sie tritt als Reaktion auf einen
taglich wiederholten, stark aversiven Stressor auf und fuhrt zu einer zunehmend
intensiveren adrenokortikalen Stref3reaktion. Im AbschluR3versuch wurde auch
eine Sensibilisierung und eine daraus resultierende Verstarkung der
Kortikosteron-Antwort nach wiederholtem Strel3 festgestellt, unabhéangig davon,
ob der Blutentnahme zur Kortikosteron-Bestimmung eine Manipulation
vorausging oder nicht. Dieser Effekt tritt nach Auffassung von Taché et al.
(1976) in den ersten 6 Tagen nach dem Einwirken eines wiederkehrenden
intensiven Stressors (chronische Immobilisation) besonders deutlich auf. Die
Kortikosteron-Werte stiegen bei der Untersuchung dieser Autoren am ersten
Tag auf 365 ng/ml an, zeigten am dritten Tag einen Wert von 417 ng/ml und
erreichten am sechsten Tag den Maximalwert von 582 ng/ml. Mit 548 ng/ml lag
die Hormonkonzentration am fiinfzehnten Tag immer noch deutlich Gber dem

Anfangswert von 156 ng/ml. Damit konnte eine Verstarkung der
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adenohypophysaren Aktivitdt wahrend eines chronisch intermittierenden
intensiven Stresses bei Ratten nachgewiesen werden.

Nach einer wiederholten Exposition gegentber einem Stressor kann es unter
gewissen Umstanden aber auch zu einer Gewodhnung (Habituation) und damit
zu einer sukzessiv verminderten Stre3hormonausschittung kommen. Welcher
der beiden Effekte auftritt, ist von verschiedenen Faktoren, die nachfolgend
dargestellt werden, abhangig.

Bei der Untersuchung der Intensitat eines Stressors stellten Pitman et al. (1988)
nach der Wiederholung eines milden Stressors (Fixierung in einem Plastikrohr)
eine Habituation innerhalb von 3 Tagen fest, wohingegen ein intensiver
Fixierungs-Stre3 ("Ausbinden des Tieres") selbst nach 7 Tagen noch keine
Anzeichen fur eine Gewdhnung erkennen liel3. Eine Stunde nach Beginn des
intensiven Stresses betrug die Kortikosteron-Konzentration am siebten Tag der
Versuchsreihe 310 ng/ml und unterschied sich damit nur unwesentlich von dem
Wert des ersten Tages (375 ng/ml).

Der Gewohnungseffekt ist nicht nur von der Intensitat des Stressors abhangig,
sondern wird auch von dem "Interstressor-Intervall" mitbestimmt. Bei weniger
intensiven Stressoren (z. B. einer nicht schmerzhaften Immobilisation von
begrenzter Dauer) nimmt die StreRreaktion bei jeder Wiederholung ab, bis
keine Reaktion mehr wahrnehmbar ist. Daraus folgt, je weniger intensiv der
Stressor ist, je Ofter die Wiederholung erfolgt und je kirzer das "Interstressor-
Intervall” ist, desto schneller tritt die Gewdhnung an den Stimulus ein (De Boer
et al., 1990). Zudem ist die Gewdhnung an einen wiederholten Stressor auch
stressorspezifisch und wird nicht auf neue Stressoren ubertragen (Kant et al.,
1985).

Im Zusammenhang mit einer Gewohnung an einen Stressor steht auch die
individuelle Reaktionslage der Tiere. Die Tiere, die urspringlich weniger
intensiv auf unterschiedlich starke Stressoren reagierten, zeigten spater weder
Anzeichen einer Habituation noch Unterschiede in ihrer hormonellen Antwort
auf die verschiedenen Stressoren. Dem entgegen reagierten die Ratten, welche

anfanglich eine starke Reaktion auf die Stressoren zeigten, mit einer teilweisen
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Gewobhnung, wobei es in Abhangigkeit von der Intensitdt des Stressors zu
unterschiedlichen Mustern der Reaktion kam (Natelson et al., 1988).

Die Ubertragung der Befunde aus der Literatur auf das Ergebnis des eigenen
Abschlul3versuches ergibt, dal} es sich bei der Manipulation "Mikrochip-
Implantation”, in Kombination mit der Fixation, eher um einen intensiven

Stressor aufgrund einer Verstarkung der Kortikosteron-Antwort handeln wird.

5.11 Allgemeine Beurteilung

Wie die zahlreichen Beispiele aus der Literatur belegen, sind die hier
untersuchten Hormone sensitive Indikatoren fiir ein Strel3geschehen.

Krulich et al. (1974) fanden das einfachste und am besten reproduzierbare
Ausschittungsmuster nach einer vorangegangenen Strel3-Situation bei der
Veréanderung der Plasma Prolaktin-Spiegel, im Vergleich zu den Hormonen LH,
FSH und GH. So rief ein einfacher Reiz von kurzer Dauer eine unverzigliche
sekretorische Reaktion hervor, welche so stark war, dafld die Prolaktin-Spiegel
innerhalb von 2 Minuten um das 4- bis 6-fache ansteigen. Sie schlossen
daraus, dal? von diesen vier untersuchten Hormonen das Prolaktin das
empfindlichste fir eine Stimulation durch Stref3 zu sein scheint, weil es bei allen
Manipulationen eine signifikante Verdnderung zeigte, selbst nach den
leichtesten Stressoren. Somit zeigt das Prolaktin der Ratte viele Charakteristika
eines Strefhormones &hnlich denen des ACTH, auch wenn seine
physiologische Bedeutung in diesem Zusammenhang noch nicht geklart ist.
Aber auch die Konzentration von Kortikosteron, dem am haufigsten
verwendeten Strel3parameter, ist im Zusammenhang mit einem akuten Strel3
ein ganz effizienter Indikator. Eine kurzfristig erhohte Kortikosteron-Sekretion
wurde Ubereinstimmend als Reaktion auf unterschiedliche Stressoren
nachgewiesen. In diesem Zusammenhang rufen Dbereits laboribliche
Prozeduren eine kurzfristige adrenokortikale Stref3reaktion hervor (Haemisch,
1998).

Die im eigenen Vorversuch (ohne vorhergehende Manipulation) ermittelten
Hormonwerte der maéannlichen Tiere fur Prolaktin mit 21,8 ng/ml und

Kortikosteron mit 130,5 ng/ml unterscheiden sich im direkten Vergleich mit den
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aus allen Manipulationen gemittelten Werten fur Prolaktin mit 76,6 ng/ml und
Kortikosteron mit 408 ng/ml sehr deutlich voneinander. Gegeniber den
"Ruhewerten” betrdgt der Unterschied der Kortikosteron-Konzentrationen
213%, der der Prolaktin-Konzentrationen rund 250%. Zu fast dem gleichen
Ergebnis kamen auch Krulich et al. (1974) nach der Durchfihrung von zehn
unterschiedlichen Manipulationen. Die durchschnittliche Veranderung der
Prolaktin-Spiegel nach allen durchgefuhrten Manipulationen betrug bei ihnen
ebenfalls rund 250%.

Trotz der sehr unterschiedlichen Manipulationen, die in der eigenen Arbeit
durchgefihrt wurden, zeigen beide Hormone als Reaktion auf die
verschiedenen experimentellen Prozeduren nur relativ geringe Unterschiede in
der Ho6he ihrer Serumspiegel. Da es beim Zustandekommen solcher
Hormonwerte eine Vielzahl an beeinflussenden Faktoren gibt, wird die
Interpretation dieser gefundenen Ergebnis erschwert. Zum einen kommt es
durch  strel3verursachende  Situationen  zur  Aktivierung  multipler
neuroendokriner Systeme, welche sich gegenseitig beeinflussen. Zum anderen
geht jeder durchgefiihrten Manipulation ein strel3induzierendes Handling (u. U.
eine Fixierung) voraus, wodurch es schon vor der eigentlichen Malihahme zu
einer Aktivierung der neuroendokrinen Systeme kommt. Das fuhrt dazu, dald
nicht nur die eigentliche Manipulation fir die Amplitude der Hormon-
ausschuttung allein verantwortlich ist, sondern die gesamten Umstande dieser
Aktion zu einem Anstieg der Hormonkonzentrationen bei den Tieren fuhrt,
wodurch der zu untersuchende Manipulationseffekt Uberdeckt wird. Demzufolge
besteht die Méglichkeit, dal’ der eigentliche Stressor flr ein Tier im Vergleich zu
den "Nebenwirkungen" nur wenig oder gar keine Bedeutung besitzt (Ladewig,
1994). Auch kann die von einigen Autoren beschriebene Sensitivitat der beiden
Hormone schon gegeniber milden Stressoren ein weiterer Grund daflr sein,
dal3 eine Differenzierung des Schweregrades der hier untersuchten
Manipulationen nur bedingt mdglich ist. Generell kann bei Ratten davon
ausgegangen werden, dal} Prolaktin ein ebenso sensibles Strel3-Hormon ist,
wie das Kortikosteron (Manser, 1992). Jedoch reflektieren die Plasma-Spiegel

dieser beiden Hormone nicht immer exakt die Starke einer Strel}
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verursachenden Situation, da sie dazu neigen, schon wéhrend eines moderaten
Stresses, maximale Spiegel zu entwickeln.

Die vorgenannten Griinde erschweren somit eine differenzierte Bewertung von
unterschiedlich intensiven Stressoren auf der Basis der hier bestimmten
Hormone.

Es bleibt noch zu erwéahnen, dal3 die fur diese Untersuchung verwendeten Tiere
nur mit den routineméanRig durchgefuhrten tierpflegerischen Malinahmen vertraut
waren. Daruber hinaus fand ein zusatzliches Handling nicht statt. Dieses kdnnte
dazu gefuhrt haben, dal’ der Faktor "Handling" die hier gefundenen Ergebnisse
entscheidend mit beeinfluf3t hat. Clausing (1998) konstatiert, dal3 es aufgrund
eines frihen Handlings bei jungen Laborratten in ihrem spateren Leben zu einer
Reduzierung der neuroendokrinen Reaktionen sowie der Verhaltensparameter
kommt. Meaney et al. (1989) konnten nachweisen, daf} ein frihes Handling bei
diesen Tieren zu einer dauerhaften Erhohung der Anzahl der
Glukokortikosteroidrezeptoren im Hippocampus fuhrte, wodurch der Effekt
zirkulierender Kortikosteroide im negativen Feedback verstarkt wird. Die
Wirkung dieser Rezeptorzunahme ist, dal3 die NNR-Reaktion dieser Tiere auf
akute Stressoren spater geringer ausféllt als bei den Ratten, welche in der
neonatalen Periode keinem Stressor ausgesetzt waren.

Diese frihe Konditionierung kénnte zur Reduzierung eines spéater auftretenden
negativen  Handling-Effektes ausgenutzt werden. Fir nachfolgende
Untersuchungen wirde es sich deshalb anbieten, durch eine mdglichst friihe
Gewohnungsphase zur Minimierung des Faktors Handling beizutragen, um auf
diese Weise spater den "reinen" Manipulationseffekt besser bewerten zu
konnen.

Hinzu kommt ein weiterer praktischer Aspekt und zwar, dal3 es auch mdglich
ist, altere Labortiere an unangenehme Situationen allmahlich zu gewéhnen, um
dadurch zu intensive Stref3reaktionen zu vermeiden. Dies ist nicht nur fur die
Forschung von Bedeutung (z. B. bei der Gewdhnung an methodisch bedingte
Eingriffe), sondern auch fur den praktischen Umgang mit diesen Tieren
(Ladewig, 1994).
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6 Zusammenfassung

Ziel dieser Untersuchung war es, die Belastung von Laborratten durch
experimentelle Methoden zu objektivieren. In der vorliegenden Arbeit wurde
versucht, den Einflul3 definierter Manipulationen wie "Wiegen", "Transport",
"Fixierung mittels Nackengriff", "Fixierung mittels Handtuch”, "i. m.-Injektion",
"p. o.-Applikation”, Markierung durch "Ohrlochung" bzw. durch "Mikrochip-
Implantation" auf die Belastungsparameter Prolaktin und Kortikosteron bei
mannlichen Wistar-Ratten zu messen und zu Uberpriifen, ob diese Hormone
eine graduierte Bewertung der durch diese verschiedenen Manipulationen
hervorgerufenen Belastung zulassen.

Die Ergebnisse zeigen, daf} alle durchgefuhrten Manipulationen zu einer
deutlichen Strel3reaktion bei den Tieren fuhren. Eine differenzierte Beurteilung
der unterschiedlichen Manipulationen lassen diese Befunde jedoch nicht zu, da
die Analyse der Blutproben, welche durch Punktion des retrobulbéren
Venenplexus unter CO,-Narkose gewonnen wurden, keinen signifikanten
Unterschied der Hormonwerte zwischen den einzelnen Manipulationen ergab,
obwohl diese als unterschiedlich schwerwiegend betrachtet werden. Alle
Manipulationen fuhrten jedoch zu héheren Hormonwerten als eine alleinige
CO,-Narkose. Dieses wurde durch den AbschluR3versuch noch einmal deutlich
nachgewiesen. Der Vergleich zwischen einer einfachen Blutentnahme ohne
vorhergehende Manipulation und einer Enthnahme nach Mikrochip-Implantation
ergab einen eindeutig signifikanten Anstieg der gemessenen Kortikosteron-
Werte nach der Durchfiihrung dieser Manipulation.

Die Ergebnisse der Vorversuche zeigen einen grof3en geschlechtsspezifischen
Unterschied in der Konzentration der untersuchten Hormone. Weibliche Ratten
besallen fast viermal hohere Prolaktin-Spiegel und um 36% hohere
Kortikosteron-Konzentrationen als die mannlichen Tiere. Die Streuung der
Prolaktin-Werte war bei den weiblichen Tieren ebenfalls deutlich gré3er, um

das 3- bis 4-fache im Vergleich zu den mannlichen Individuen.
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Dagegen ist der Kortikosteron-Spiegel bei den mannlichen Ratten deutlich von
dem Zeitpunkt der Blutentnahme abhéangig. Dieser Hormonspiegel war bei
ihnen um 11°° Uhr im Mittel doppelt so hoch wie um 10°° Uhr.

Die Untersuchung des zeitlichen Verlaufs der Hormonantwort ergab fir das
Prolaktin einen Maximalwert zehn Minuten nach der Durchfihrung der
Manipulationen, wahrend die hochste Kortikosteron-Konzentration zwanzig
Minuten nach den vorangegangenen Manipulationen gemessen wurde.
Weiterhin  wurde ein groBer interindividueller Unterschied in der
Hormonausschittung zwischen den Tieren gefunden, wohingegen die
intraindividuellen Schwankungen der Tiere bei Wiederholungsmessungen
relativ gering waren. Dies wurde bei der Versuchsplanung (lateinisches Quadrat
mit balancierten Nachbarschaftsbeziehungen) dazu ausgenutzt, um mit einer im
Vergleich mit der sonstigen Literatur sehr geringen Anzahl von 16 Tieren die
Untersuchung durchzufthren.

Wiederholungsmessungen an den Einzeltieren fihren zu einer deutlichen
Einschrankung des Versuchsfehlers und tragen damit entscheidend zur
Verbesserung der Versuchsergebnisse bei, was schliel3lich den Aussagewert
der gefundenen Ergebnisse entsprechend steigert. Eine optimierte
Versuchsplanung kann das wichtige Anliegen der Versuchstierkunde - die

Reduzierung des Tierverbrauchs - erfillen.
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7  Summary

Effect of simple manipulations on the concentration of prolactin and

corticosterone in laboratory rats

The aim of this investigation was to determine the degree of stress experienced
by laboratory rats when subjected to defined manipulations such as: "weighing",
“transportation”, "fixation using neck restraint”, "fixation using a towel", "i. m.
injection”, "oral administration" and marking by means of "earperforation" or
"microchip implantation”. Induced stress was evaluated by the production of
prolactin and corticosterone in male Wistar rats.

The results show that all the manipulations carried out gave rise to stress
responses in the animals. However a differentiated assessment of the various
manipulations, i.e. analysis of the blood samples taken by puncture of the
retrobulbar plexus vein under CO, anaesthetic, did not confirm this. There was
no significant difference between the hormone values resulting from individual
manipulations whereby all the values were higher than would be the case for a
CO; anaesthetic alone. This could be shown more clearly by comparing blood
taken from animals which had not been subjected to a manipulation with that of
blood taken from animals after removal of a microchip implant. The results of
this experiment showed that there was a significant increase in the measured
corticosterone level post manipulation.

The results of preliminary investigations show a large difference in the
concentration of the selected hormones according to the sex of the animal.
Female rats had prolactin levels almost four times that of male rats and
corticosterone levels which were up to 36% higher. The scattering of the
prolactin values was also three to four times greater for female rats than for
male animals. In the case of the male rats the corticosterone level varied
according to the time of sampling i.e. samples taken at 11.00 am were twice as

high as those taken at an hour previously.
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The hormone response was at a peak for prolactin ten minutes after the
manipulation had been carried out compared with twenty minutes post
manipulation for corticosterone.

Although there was a considerable difference in the hormone levels between
individual animals, the levels measured for each individual animal varied very
little. This factor (Latin square with balanced neighbour relationship) enabled us
to plan and carry out the experiments using only sixteen animals, a number
which the relevant literature confirms, is very small.

Repeated measurements on individual animals not only limit the experimental
error but lead to an improvement in the results and the confidence in the
resulting conclusion. An optimally planned experiment can help fulfill the most
important goal in animal testing, namely the reduction in the number of animals

used for animal experiments.
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weibliche

zum Beispiel

Zentrales Nervensystem
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10 Anhang

Fur die vorliegende Arbeit wurden die folgenden Materialien verwendet:

Baumwollhandticher: grau, kariert, Grof3e 50~ 70 cm, Firma John Glet,
Berlin, Deutschland, (Best.-Nr. 2345)

Cryobox: Einfrierkassette aus Polycarbonat, GréRe 81, 9 x 9 Offnungen,
Abmessung au3en 133 x 133 x 51 mm hoch, Firma NeolLab, Heidelberg,
Deutschland

Druckminderer: Pluto, Firma Drager, Berlin, Deutschland
Edelstahlréhrchen: Durchmesser innen 5,35 mm, (Eigenanfertigung)
Filzstift: Permanent Marker 3000, geruchsneutral, ungiftig, wasserfest,
Firma Edding, Ahrensburg, Deutschland

Futter: Haltungsdiat 1324, Pelletdurchmesser 10 mm, Gesamtprotein 19%,
Fett 4%, N-freie Extraktstoffe 50,5%, umsetzbare Energie 11,9 MJ/kg, Firma
Altromin, Lage, Deutschland

Gammacounter: Gammamaster Typ 1277, Automatic Gamma Counter;
Hersteller: Firma LKB Wallac, Deutschland

Hamatokritrohrchen: Mikro-Haematokrit-Kapillaren, ungraduiert, 75 m
Inhalt, 75 mm Lange, Na-heparin, O.D. (original Durchmesser) 1,5 - 1,6 mm,
Firma Heiland, Hamburg, Deutschland, (Code-No. 910 02 75, Best.-Nr. 380-
400)

Handschuhe: LHS (Lederhandschuhe) aus grauem Nappaleder, 240 mm,
GroRRe 10, Firma John Glet, Berlin, Deutschland, (Best.-Nr. 64335)

Kanulen: Sterican®, 0,90 40 mm, steril, pyrogenfrei, Luer-Lock,
Facettenschliff, entsprechend DIN: 13095 / ISI 6009, Farbcode gelb,: Firma
Braun, Melsungen, Deutschland

Knopfkanule: Durchmesser 1,2 mm~ Lange 4 cm, aus gebogenem
rostfreiem Stahl, Firma Heiland, Hamburg, Deutschland, (Best.-Nr. 370-139)
Kohlenséaureflasche: 10 Kg, 60 bar, Firma Air Liquide GmbH, Dusseldorf,

Deutschland
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Mikroplattenschuttler: Microshaker, AM 69, Hersteller: Denley-Tech LTD,
England, Vertrieb: Firma Dynatech AG, Zug, Schweiz

Ohrlochstanze: Lochdurchmesser 2 mm, rostfreies Metall, Firma
Lésenbeck, Iserlohn, Deutschland

Photometer: Microelisa® Minireader, Firma Dynatech GmbH, Denkendorf,
Deutschland

Physiologische Kochsalzldsung: Isotone Natriumchloridlésung, 0,9%ige
Lésung zur i. v. Injektion, steril und pyrogenfrei, Firma Braun, Melsungen,
Deutschland

Pipette: Eppendorf Multipette 4780, Spitzen mit verschiedenen Volumina,
Firma Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipette: Eppendorf Varipette 4810, 50 - 250 pl, blau Spitze (1000 pl), Firma
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Reaktionsgefal3e: Polypropylen, 39 x 13 mm, 10,8 mm @, Firma Heiland,
Hamburg, Deutschland

Schlauch: Gummi Schlauch, Rotilabo®, Durchmesser innen 8 mm, Wand
2 mm, Durchmesser auf3en 12 mm, Firma Roth, Karlsruhe, Deutschland,
(Best.-Nr. 0676.1)

Schlauch: PVC Schlauch, Rotilabo®, Durchmesser innen 6 mm, Wand

2 mm, Durchmesser auf3en 10 mm, Firma Roth, Karlsruhe, Deutschland,
(Best.-Nr. 9732.1)

Spritze: Injekt Braun 2 ml, DIN: 13098-A-2 LN, Luer-Ansatz, Firma Braun,
Melsungen, Deutschland

Spritze: Omnifix, Tuberkulin SOLO, 1 ml, DIN: 13098-A 1 LN, Luer-Ansatz,
Firma Heiland, Hamburg, Deutschland, (Best.-Nr. 370 - 155)

Stoppuhr: Kronen-Stoppuhr, 1/5 Sekundeneinteilung, Firma Heiland,
Hamburg, Deutschland, (Best.-Nr. 420 - 470)

Testkit Kortikosteron: Ratten-Corticosteron-RIA, Festphasen-
Radioimmunoassay (coated tubes) zur quantitativen Bestimmung von
Corticosteron im Serum der Ratte, Coat-A-Count (**°J), Hersteller:
Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, USA, Vertrieb: Firma
Biermann GmbH, Bad Nauheim, Deutschland, (Art.-Nr. TKRC 1)
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Testkit Prolaktin: Prolaktin bei Ratten Milenia®, Enzymimmunoassay zur
quantitativen Bestimmung von Prolaktin im Serum der Ratte, Hersteller:
Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, USA, Vertrieb: Firma
Biermann GmbH, Bad Nauheim, Deutschland, (Art.-Nr. MKVRP 1)
Transponder: Implantierbares Mikro-Identifikationssystem, IMI-1000, Firma
Plexx, 6660 AE Elst, Niederlande, (Best.-Nr. 11051)

Waage: Fabrikat Pico 1000, Mel3bereich: 1000g / 1g (= Maximum /
Einteilung), Hersteller: Firma WEDO, Dieburg, Deutschland, Vertrieb: Firma
Schéafer-Shop GmbH, Betzdorf/Sieg, Deutschland

Wirbelmischer: Vortex VF 2, Firma Schmid, Berlin, Deutschland, (Best.-Nr.
444 A 2150)

Zentrifuge: Centrifuge 5412, 12000 U / min, Firma Eppendorf, Hamburg,
Deutschland
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