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Zusammenfassung: Versuchstiere kénnen als Modell fiir den Menschen herange-
zogen werden, wenn Analogien zwischen tierischen und menschlichen Funktionen
bestehen. Deshalb kommt der Wahl von Spezies und Stamm bei der Entwicklung
solcher Modelle eine besondere Bedeutung zu. Die Kenntnis der ernidhrungsphy-
siologischen Besonderheiten einer Spezies ist die Voraussetzung fiir die Herstel-
lung vollwertiger Diiten. Oft sind Vorleistungen bereits in der Zuchtstation zu
erbringen, um kurative Modelle (iberhaupt erst anwenden zu kénnen. Nur wenn die
hohen Anforderungen an die Standardisierung des tierexperimentellen Teiles einer
Untersuchung erfiillt sind, konnen klinische und subklinische Symptome eindeu-
tig zugeordnet werden. Mit empfindlichen biochemischen Reaktionen lassen sich
sowohl Imbalanzen und Interaktionen von Nihr- und Wirkstoffen sowie Substitu-
tionserfolge erfassen. Ebenso konnen die Resorption und der Stoffwechsel von
Praparaten verfolgt werden.

Negative Auswirkungen auf das Analysenergebnis sind bereits bei der Wahl des
Narkotikums, der Entnahme und Lagerung von Organproben auszuschlief3en.
Wegen ihrer Bedeutung fir die Planung und Auswertung stellt auch die Biometrie
einen integrierenden Bestandteil eines jeden Forschungsprojektes dar.

Die am Ganztier erzielte wissenschaftliche Information kann weder mit isolierten
Organen und Zellkulturen, noch mit Hilfe simulierender Computersysteme
erreicht werden.

GroBe Anstrengungen, auch unter Einbeziehung biotechnologischer Methoden,
sind erforderlich, um die Tierzahlen weiterhin zu reduzieren und gleichzeitig die
Aussagekraft der Experimente zu erhohen. In jedem Fall jedoch mussen die wis-
senschaftlichen Zielsetzungen mit den ethischen Anliegen des Tierschutzes in
Einklang gebracht werden.

Summary: Experimental animals may serve as models for human beings, if
analogies between animal and human functions exist. Therefore, the selection of
species and strain plays an important role in the development of such models.
Knowledge of the nutritional and physiological characteristics of a species is a
prerequisite for the composition of complete diets. Often, preliminary work has to
begin at the breeding farm in order to make use of such curative models possible.
Only when the high requirements of standardization of experimental animals are
met can clinical and subclinical symptoms be determined distinctly. By means of
sensitive biochemical reactions, imbalances and interactions of nutritive and active
ingredients, as well as successful substitutions, can be recorded. The study of
absorption and metabolism of preparations is made possible by observing these
reactions.

*y Herrn Prof. Dr. med. Karl Heinz Béssler zum 65. Geburtstag gewidmet
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However, negative influence on the results of analysis must be eliminated by
correct selection of narcotics, and the proper excision and storage of organs.
Because of its importance for the planning and evaluation of experiments, biometry
is an integral part of every research project.

The scientific information which must be gained from the whole experimental
animal cannot be substituted by either isolated organs and cell cultures, or by
means of computer simulation.

A demanding effort, which includes biotechnological methods, is necessary to
further reduce the number of experimental animals and, simultaneously, to
enhance experimental evidence. In any case, all scientific aims must be in accord-
ance with the ethical principles of the Society for the Prevention of Cruelty to
Animals.

Schltisselwérter: geeignete Spezies, analoge Reaktionen, oplimale Standardisie-
rung, ethische Grundsitze, spezifische Alternativen

Key words: suitable species, analogous reactions, optimal standardization, ethical
principles, specific alternatives

Einleitung

Grundsitzlich ist ein Versuchstier dann Modell, wenn die mit einem
Tierversuch erzielten Resultate auf eine andere Tierart oder auf den Men-
schen ubertragen werden.

Damit das Tier zum Moedell werden kann, benétigen wir Vorstellungen,
die auf Analogien zwischen tierischen und menschlichen Funktionen oder
Verhaltensweisen beruhen.

Als erstes verlangt der Einsatz von Tiermodellen in der Forschung
theoretische Vorarbeit, die zur Aufstellung einer Hypothese fihrt. Darauf
folgt die Uberprifung der Hypothese mit dem gewahlten Modell.

SchlieBilich bedarf es noch der Humanexperimente, um zu beweisen,
daf3 Analogie zwischen Tier und Mensch besteht.

Es liegen Erfahrungswerte vor, daf} sich etwa 70 % der Wirkungen von
Pharmaka auf den Menschen direkt voraussagen lassen. Das ist eine sehr
grof3e Treffsicherheit, die es jedoch noch zu verbessern gilt.

Durch Anstrengungen auf vielen Gebieten ist die Aussagekraft der
Tierversuche in den letzten Jahren stark angestiegen. Die Fortschritte
wurden aber nicht durch eine Erhéhung der Tierzahlen erreicht, sondern
sogar bei einer beachtlichen Abnahme derselben.

Jeder tierexperimentell arbeitende Wissenschaftler ist heute bemiiht, in
seinem Zustandigkeitsbereich die ethischen Forderungen mit den
wissenschaftlichen Zielsetzungen zu vereinen.

Aus dem Bediirfnis heraus, dem Tier nicht ohne vertretbaren Grund
Angst oder Leid zuzufligen, wird stets versucht, auch Alternativen zum
Tierversuch in das wissenschaftliche Programm aufzunehmen.

Wenn es auch keine echten Alternativen gibt, sondern nur ergénzende
Methoden, so tragen sie doch indirekt dazu bei, die Zahl der Tierversuche
noch weiter zu reduzieren.

Aber Resorption, Organverteilung, Metabolismus und Ausscheidung
von einzelnen Verbindungen sowie die Wechselbeziehungen von
Praparatkombinationen lassen sich nicht an isolierten Organen, mit Hilfe
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Tab. 1. Anteil verschiedener Tierarten am Gesamtbedarf der Versuchstiere.

Tierspezies BRD (BFPI) 1979 CH (Interpharma, BS) 1982
Abs. Y% Abs. %
Mause 1969103 55,8 1137852 60,8
Ratten, Hamster 1174306 33,3 620138 33,2
Meerschweinchen 121288 3,4 37973 2,0
Kaninchen 110567 3,1 15136 0,81
Katzen 13109 0,37 3530 0,19
Hunde 13167 0,37 2499 0,13
1818 0,05 210 0,01
Landw. Nutztiere 3762 0,11 762 0,04
Vogel 92805 2,60 24266 1,30
Kaltbluter 28894 0,82 27738 1,50

BPI = Bundesverband Pharmazeut. Industrie e.V., Tiere in der Arzneimittel-
forschung

Interpharma Firmen Ciba-Geigy, Sandoz, Hoffmann-La Roche

Umfrage Juli 1983

von Gewebekulturen oder simulierenden Computersystemen studieren.
Hierfiir gibt es keine anderen Méglichkeiten als den Versuch am lebenden
Tier (Tab. 1).

Auch mit diesen Ausfiihrungen soll ein Beitrag zur Optimierung von
Tierversuchen geleistet werden. Da das Meerschweinchen zusammen mit
Ratte und Maus etwa 95 % aller verwendeten Labortiere ausmacht, soll es
in diesem Beitrag starker beriicksichtigt werden (1).

Standardisierung der Versuchsbedingungen

Viele wissenschaftliche Probleme konnten erst angegangen werden,
nachdem eine groBe Anzahl Tierspezies und -stimme zur Verfligung
standen. Durch zilichterische Mafinahmen war es méglich, die genetisch
fixierten Reaktionsmuster der Versuchstiere zu vereinheitlichen. Die
Tiere sind gesiinder, da Zucht und Aufzucht unter besonders kontrollier-
ten Bedingungen (SPF, specified pathogen free) durchgefiihrt werden.
Aufwendige Verbesserungen der Umweltbedingungen ermoéglichen die
gleichbleibende Haltung der Versuchstiere.

Diesen positiven Leisungen der Versuchstierkunde standen aber auch
negative gegeniuber, die ein Experiment erschwerten. So wurde z. B. mit
hohen Wirkstoffzulagen die Reproduktionsleistung der Tiere und die
Rentabilitit einer Farm erhéht.

Solche Tiere waren jedoch nicht mehr fiir Teste zu verwenden, die eine
Depletierung an dem zu priifenden Wirkstoff erforderlich machten.
Besonders deutlich zeigte sich dies im Falle der fettléslichen Vitamine mit
ihrer Neigung zur Depotbildung. Durch die enge Zusammenarbeit zwi-
schen Zichter und Forscher kénnen heute Tierspezies und -stimme
bereitgestellt werden, die fiir das jeweilige Experiment am besten geeig-
net sind.
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Tab. 2. Vorleistungen in der Zuchtstation, unentbehrliche Voraussetzung fiir eine
optimale Versuchsdurchfithrung.

Ratte/Stamm  Wirkstoff- Zuchtleistungen pro Weibchen und Jahr
anpassung -
im Zuchtfutter
Anzahl Abgesetzte Abgesetzte
Wiirfe % Wiirfe % Junge %
Fua-Albino keine 100,0 100,0 100,0
SPF zwei Wirkstoffe 95,2 89,8 82,3
(Vitamine A+ D)
Holtzman keine 100,0 100,0 100,0
SPF zwei Wirkstoffe 91,8 87,0 83,3
(Vitamine A + D)

Vorleistungen auf der Versuchstierseite

Die Vorleistungen zur Optimierung der Tierexperimente sind mit einem
beachtlichen Mehraufwand an Arbeit verbunden. Bei den fettléslichen
Vitaminen A und D wurde z. B. deren Gehalt im Futter reduziert und jede
Charge analysiert. Damit die Zuchtleistungen nicht unter 85% im Ver-
gleich zu dem voll erndhrten Kollektiv absinken, werden Anzahl Wiirfe,
abgesetzte Wiirfe und Junge registriert (2) (Tab. 2).

Der Vorteil einer solchen MafBnahme 146t sich an Tieren mit und ohne
angepaliter Vitamin-A-Versorgung aufzeigen. Die Anpassung ergab eine
Verkiirzung der Depletierungszeit um 25 Tage und etwa 100 g leichtere
Tiere, was sich auf die spitere Gewichtsentwicklung gilinstig auswirkte.
Die Dosis-Wirkungs-Beziehung war eine bessere, da die Wachstumskur-
ven steiler verliefen.

Bei Ubernahme von Versuchstieren unbekannter Herkunft ist es
deshalb notwendig, deren Status zu uberpriifen, z.B. den bestimmter
wasserloslicher Vitamine mit Hilfe funktioneller Tests und den der fettlos-
lichen Vitamine mit Gehaltsbestimmungen in Leber und Plasma. Bei
Vitamin A wurden grof3ie Unterschiede im Leberspiegel gefunden, die
Werte lagen zwischen 250 und 2500 IEA (Tab. 3).

Aufstallung im Tierlabor

Dem Aufstallungssystem kommt eine grofle Bedeutung zu, da es sich
nach den Moglichkeiten der Regulierung von Temperatur, Feuchtigkeit
und Luftumwalzung richten muf3. Im Makrolonkifig kénnen die Tiere mit
Vorteil ihr eigenes, individuell verschiedenes Mikroklima schaffen. Als
Nachteil ist die schlechte Hygiene anzufithren, da eine erhohte
Ammoniakbildung einen Storfaktor bei geschwiachten Tieren darstellt. Im
Falle von Drahtkifigen sind die Kontrolle und Anpassung der
Umgebungsfaktoren bedeutend aufwendiger. Mit zunehmender Vitamin-
verarmung steigt z.B. die Temperaturempfindlichkeit, und eine nicht
zugfreie Liiftung fiihrt zu vermehrten Ausfillen. Bei Meerschweinchen
hat sich ein Kifigtyp bewéhrt, der auf drei Seiten geschlossen ist.
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Tab. 3. Teste zur Uberprifung der Versorgung mit Vitaminen und Mikronéhr-
stoffen.

Vitamine und  Nachweismethode Bevorzugtes Beurteilung
Mikrondhrstoffe Organsystem
Vitamin B, Transketolasetest Erythrozyten
Vitamin B, Glutathionreduktase- Vollblut/Erythro- Spezifisch: Aktivie-
test zyten rung durch
Coenzym in vitro
Vitamin Bg Glutamat-Oxalacetat- Erythrozyten
Transaminasetest
Vitamin E Hamolysetest, Kreatin- Erythrozyten Spezifisch Diffe-
phosphokinasetest Serum/Plasma rentialdiagnose
Vitamin K Gerinnungstest Vollblut/Plasma  Spezifisch
Vitamin C Alk. Phosphatase- Plasma Differentialdia-
test gnose
Selen Glutathionperoxydase- Erythrozyten/ Spezifisch
test Plasma
Vitamin A Speichertest Leber Spezifisch

Erndhrung des Meerschweinchens

Auf dem Ernihrungssektor hat sich die offene Formel durchgesetzt und
die Komponenten werden auf Wunsch bekanntgegeben. Die meisten Her-
steller von Standarddiidten erfillen die Forderungen der GLP-Regula-
tions- und GV-Solas-Empfehlungen. Auch Sonderdidaten sind auf dem
Markt, die eine den Versuchsbedingungen angepalite Versorgung erméog-
lichen. Es kommt aber immer wieder vor, daf3 bei der Analyse von Néahr-
und Wirkstoffen grof3e Differenzen zu den deklarierten Werten gefunden
werden. Bei mehreren Alleinfuttermitteln fir Meerschweinchen wurden
in den Rohnahrstoffen Abweichungen von +30% festgestellt. Die
angegebenen Gehalte der Aminoséiuren waren im Extremfall nur zu etwa
¥ vorhanden oder wurden um den Faktor 4,5 Giberschritten. Auch in der
Verdaulichkeit der Futtermittel wurden grofle Unterschiede festgestellt.
Pellets waren nicht nur in der Form, sondern auch in der Harte ver-
schieden. AuBerdem lag der Vitamin-C-Gehalt bei allen Analysen unter
50 % der deklarierten Angaben (3). Das durften hiufig die Grinde sein,
daB unerwartete Schwierigkeiten bei Tierexperimenten auftreten.

Auch wir analysierten pelletiertes Meerschweinchenfutter auf Vitamin
C und fanden im besten Falle etwa 50%, gelegentlich war aber kein
Vitamin C nachweisbar (Tab. 4).

Bei der Herstellung von Spezialdidten fur Meerschweinchen erhéhen
sich die von anderen Tierarten her bekannten Schwierigkeiten noch um
einige weitere. Meerschweinchen sind absolute Herbivoren und auf eine
ausreichende Vitamin-C-Zufuhr mit der Nahrung angewiesen, da ihnen
das Enzym L-Gulonolacton-Oxidase fehlt.

Zum Energiebedarf 1afit sich sagen, dafl das Meerschweinchen fuar
Wachstum und Zucht 11,7 MJ (2800 kcal) und fir Haltung 10,5 MJ
(2500 kcal) pro kg an umsetzbarer Energie benétigt (4). Werden die Ener-
giebedarfsangaben auf das metabolische Koérpergewicht bezogen, dann
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Tab. 4. Wirkstoffkontrolle von kommerziell erhéltlichem, pelletiertem Haltungsfut-
ter fur Meerschweinchen. Parameter: Vitamin-C-Gehalt in mg/kg Futtermittel.

Herstelier Vitamin C (mg/kg)
Deklaration Analyse
A KU 580 240
B KUN 580 20
C AL 580 < 20
D FU-S 1000 0

gelten diese flr eine ganze Reihe von Funktionen bei verschiedenen
Tierspezies: Haltung 0,45, Wachstum 1,20, Trachtigkeit und Laktation
1,30 MJ/Tag (5).

Physiologisch am gunstigsten wirken Rohfasergehalte von 10-15 % fir
Zuchttiere, 15-18 % fur Haltung und etwa 12 % fur Jungtiere (6).

Aufgrund der Spezialisierung seines Verdauungstraktes ist das Meer-
schweinchen in der Lage, den rohfaserhaltigen Anteil der Nahrung enzy-
matisch und mikrobiell aufzuschlieflen. Zellulose wird in Caecum und
proximalem Colon in kurzkettige Fettsduren tberfiihrt, die zur Deckung
des Energiebedarfs beitragen. Beim Meerschweinchen werden Flissig-
keit und Partikel verschiedener Gréfien von 0,08-0,2 mm in Caecum/
Colon nicht getrennt, wie das beim Kaninchen der Fall ist. Die Verweil-
dauer der Nahrung ist in diesem Darmabschnitt mit 9 Stunden etwa
dreimal so lang wie in Magen/Dinndarm und distalem Colon/Rektum
(7, 8).

Es ist interessant, daf3 auch der tégliche Proteinerhaltungsbedarf bei
einer Reihe untersuchter Tiere (Meerschweinchen, Ratte, Maus, Hund,
Schwein) einheitlich hoch bei 1,6 g verwertbarem Protein pro kg metabo-
lischem Korpergewicht liegt (9, 10).

Wahrend bei der Ratte viele Untersuchungen zur Ermittlung des Ami-
nosiurebedarfs vorliegen, sind diese bei Meerschweinchen selten.

Es wird ein Aminosduremuster angegeben, das auch dem Bedarf ande-
rer Nager (Ratte, Maus, Hamster), Karnivoren (Hund, Katze) und Affen
entspricht (5, 11).

Fir Mineralstoffe, Mikronahrstoffe und Vitamine ist es ebenfalls sinn-
voll sich nach den Empfehlungen fur die oben erwihnten Versuchstiere
zu richten.

Uber den Bedarf des Meerschweinchens an ungesattigten Fettsauren ist
wenig bekannt. Ein Gehalt von 1% Maisél verhindert Hautldsionen und
ermoglicht ein gutes Wachstum.

Entwicklung einer semisynthetischen Diit

Die Diat sollte so optimiert sein, dal sie Langzeitversuche ermoglicht,
ohne daf3 hohere Verluste auftreten (Tab. 5).

Als Energietrager wurden hydrolysierte Maisstarke, Gerste, Holzzellu-
lose und Zucker ausgewdihlt. Mit dem Anteil von Sojadl erreichte die
umsetzbare Energie 11,3 MJ pro kg. Mit dem Ol wurden gleichzeitig
essentielle Fettsduren (0,13 % Linolsiure) in die Diét gebracht.
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Tab. 5. Semisynthetische Diat fur Meerschweinchen Nr. 5. Vitamin A und Vitamin
C analytisch nicht nachweisbar.

Ingredienzen g/ Pramix 1: Salze, Einwaage
kg Diat Aminosiuren
Sojamin 90 120,0 CaCOq 15,00 g
Casein, technisch 120,0 CaHPO, (wasserfrei) 14,00 g
Magermilchpulver 50,0 K,HPO, 16,90 g
Hydrol. Maisstarke 100,0 KCl 13,86 g
Zucker, krist. 83,2 MgSO, - 3 H,O 15,00 g
Gerste, gemahlen 200,0 NaCl 6,50 g
Luzerneheumehl 80,0 NaHCO, 2,00 g
Holzzellulosepulver 80,0 C;Hy,FeOy, * 2 H,O 1,30 g
Sojadl, raff, 50,0 MnSO, - 2 H,0O 0,158
Pramix 1: ggg‘% 5 H0 ggg g
Mineral- und Mikro- 96,8 ’
nihrstoffe, Amino- g?MOO‘* 21,0 8’?8 22
sauren CoCl - 6 H,0 1.20 mg
Px_‘:‘iml?c 2: i Na,Se0, - 5 H,O 0,50 mg
Vitamine + Trager 20,0 Glycin 5,00 g
<o L-Arginin 500¢g
Verd. Rohprotein (%) 271 o ’
Umsetzb. Energie (MJ/kg) 11,3 L-Methionin 300g
Fett (Cal%) 16,3

Der Anteil von 27,1 % an verdaulichem Rohprotein stammte aus isolier-
tem Sojaprotein, technischem Casein und Magermilchpulver. An kristalli-
nen Aminosiuren wurden 0,3 % L-Methionin, 0,5 % L-Arginin und 0,5 %
Glyein zugesetzt.

Bei den Mineralstoffen Ca und P wurden die aus den Ingredienzen
stammenden Anteile mitgerechnet und ergaben nach Zusatz von CaCQOs;,
CaHPO, (wasserfrei) und K;HPO, prozentuale Gehalte von 1,34 % Ca und
0,90 % P. Die Kalium-, Natrium- und Magnesiumgehalte der Diét betrugen
1,1, 0,32 und 0,20 %. Mikronihrstoffe und Vitamine wurden in Anlehnung
an die fiur Ratten geltenden Bedarfszahlen eingesetzt.

Luzerneheumehl wurde als Ingredienz gewihlt, da es Faktoren enthélt,
die sich auf Langzeitversuche ginstig auswirken.

Uberpriifung der neu entwickelten Diit

Zur Uberprifung mit den Parametern Wachstum und Uberlebensrate
wurde die Diit als Pulver angeboten. Dadurch wird ausgeschlossen, daf
weniger stabile Wirkstoffe nach der Pelletierung unterdosiert sind oder
daB die Prefiverluste durch héhere Einwaagen ausgeglichen werden. In
jedem Fall konnen Degradationsprodukte auftreten, deren Auswirkung
auf ein Experiment nicht einmal abgeschitzt werden kann.

Der grofle Nachteil bei der Verfiitterung nicht pelletierter Didten an
Nager besteht darin, daB3 die Schneidezihne weiter wachsen und nicht
abgenutzt werden.
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Tab. 6. Entwicklung einer semisynthetischen, pulverférmigen Diat fur Langzeitver-
suche bei Meerschweinchen. Grunddiiat (MS Nr. 5) Vitamin C, Vitamin A in allen
Chargen analytisch nicht nachweisbar. Parameter: Vitamin-C-Gehalt von 12, im
Abstand von je 2 Monaten hergestellten Futtermischungen.

Chargen Nr. Vitamin-C-Gehalt in mg/kg Diat

Zusatz 75 mg Zusatz 1500 mg  Zusatz 3000 mg

1 71 1370 2895
2 74 1460 3050
3 78 1310 2830
4 76 1330 2830
5 84 1430 2900
6 82 1380 2990
7 85 1420 2840
8 79 1390 2800
9 72 1470 2840
10 81 1450 3020
11 66 1475 2950
12 74 1305 2893
Mittelwert 76,8 mg 1400 mg 2903 mg
SD 5,71 61,3 82,3
SE 1,65 17,7 23,7

Wir haben diese Probleme zu lésen versucht, indem Weichholzklétze in
den Drahtkéfig gelegt wurden. AuBBerdem wurden einmal pro Woche 50 g
sterilisiertes Heu (15 min, 117°C) angeboten. Damit beide Meerschwein-
chen eines Kafigs freien Zugang zum Futter hatten, wurden zwei Behalter
installiert.

Da fur die Erstellung von Meerschweinchendiiten Kenntnisse tiber die
tatsachlich benotigte Vitamin-C-Menge von Bedeutung sind, wurden drei
Dosierungen verabreicht. Namlich 75 ppm (N = 48), 1500 ppm (N = 32) und
3000 ppm (N = 32). Um Abweichungen zwischen Soll- und Istgehalt erfas-
sen zu kénnen, wurde jede neu hergestellte Futtercharge analytisch unter-
sucht (Tab. 6).

Kérpergewicht und Futterverbrauch

Bis zum Ende des ersten Jahres wurden Korpergewicht und Futterauf-
nahme wéchentlich registriert und zeigten fir alle drei Dosierungen eine
gute Ubereinstimmung (Abb. 1).

Zur weiteren Bewertung der Didt wurden nach einem Jahr je vier Tiere
einer Gruppe getétet, um den Vitamin-C-Gehalt in verschiedenen Orga-
nen sowie in Thrombozyten und Plasma zu bestimmen. Die mit 75 ppm
Vitamin C behandelte Gruppe zeigte signifikant tiefere Werte als die
beiden anderen Gruppen (Tab. 7).

Histologische Untersuchung wichtiger Organe

Auch die histologische Untersuchung wurde fir die Beurteilung der
Diit herangezogen. Nach 1% und 2 Jahren Versuchsdauer wurden von je
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Abb. 1. Diat-Entwicklung. Einflufl der Vitamin-C-Versorgung auf das Koérperge-
wicht von Meerschweinchen. Pulverféormige Vitamin-C-Mangel-Didt (Nr. 5), sup-
plementiert mit L-Ascorbinsdure. Versuch MS 1/80 vom 7.1.1980-5.1.1981.

zwei Tieren einer Behandlung die Organe Herz, Lunge, Milz, Leber, Niere,
Nebenniere und Hoden histologisch untersucht. Nach 1% Jahren ergaben
sich keinerlei Hinweise auf Organlisionen, die mit der Versuchsdauer
oder der Vitamin-C-Dosis zusammenhéngen konnten.

Bei den Tieren, die 1500 und 3000 ppm Vitamin C erhalten hatten,
wurden auch nach zwei Jahren keine pathologischen Verdnderungen
gefunden. Dagegen wurden bei der mit 75 ppm Vitamin C behandelten
Gruppe etwas vermehrt histio-lymphozytire Infiltrate in Lunge und Niere
sowie auffillig viele Konkremente in der Niere festgestellt.

In der Zona reticularis der Nebenniere wurden gelbbraune Granula
gefunden, die nach zuséitzlicher Farbung mit Berliner Blau auf eine Bela-
stung mit Eisenverbindungen hindeuten.

Die Dosis von 75 ppm Vitamin C ist flr eine ldngerfristige Anwendung
zu tief, da die Infektabwehr vermindert und der Eisenstoffwechsel gestort
sind.
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Tab. 7. Langzeit-Vitamin-C-Verabreichung uber das Futter. Grunddiat (MS Nr. 5):
Vitamin C und A analytisch nicht nachweisbar. Parameter: Vitamin-C-Gehalt ver-
schiedener Organe (mg/100 g) nach 12monatiger Versuchsdauer. N = 4 & Meer-
schweinchen je Dosis. Mittelwerte £ SE.

mg/100 g Organ
Untersuchte Proben Vitamin-C-Gehalt: mg/100 ml Plasma
pg/10% Zellen

75 mg C/kg 1500 mg C/kg 3000 mg C/kg

Futter Futter Futter
Nebenniere 21,8 +27 154,0 +21,0 135,0 +14,0
Leber 25 *04 32,4 £22 352 +1,7
Gehirn 55 *0,8 20,5 +0,6 20,5 +1,8
Niere 1,3 £05 11,8 0,3 152 =13
Herz < 0,1 3,5 x£0,7 28 +0.,8
Muskel 04 0,1 1,2 *06 1,7 £0,2
Plasma 0,028 + 0,003 0,89 *0,04 1,22 +0,15
Thrombozyten 0,061 £ 0,004 0,222 = 0,004 0,322 + 0,056

Mortalitat

Ein weiteres Kriterium zur Beurteilung einer Diit sind die spontanen
Todesfille, die wahrend der Priifperiode auftreten. Von Versuchsbeginn
ab wurde deshalb die Zahl der Ausfalle registriert. Viermal (nach %%, 1, 1%
und 2 Jahren Versuchsdauer) wurde die Haufigkeit der Ausfalle stati-
stisch mit Hilfe des Chi-Quadrat-Testes untersucht. Zu keinem der Zeit-
punkte konnten gesicherte Unterschiede zwischen den Behandlungen
festgestellt werden (Abb. 2).

Schlubfolgernd kann gesagt werden, dafl die neu entwickelte Diat
sicher vollwertig ist, wenn ein Vitamin-C-Gehalt zwischen 250 und
1000 ppm analytisch nachgewiesen wird.

Unter dem beschriebenen Fuatterungsregime und den Haltungsbedin-
gungen bleiben Meerschweinchen wihrend mehreren Jahren gesund und
eignen sich fur erndhrungsphysiologische Untersuchungen.

Heilung oberflichlicher Wunden

An Ratten konnte mit dem von uns entwickelten Wundheilungsmodell
gezeigt werden, daf sich die Qualitat einer Diat Gber den Heilverlauf einer
Wunde beurteilen 143t. Mit Hilfe der standardisierten Blistertechnik wer-
den gleich grofie und gleich tiefe Wunden gesetzt. Durch tdgliche Messung
der Feuchtigkeitsabgabe wird der Heilverlauf einer Wunde verfolgt. Wird
die Regressionsgerade mit der x-Achse zum Schnitt gebracht, dann 148t
sich die Heildauer exakt ermitteln. Mit der Berechnung des Quotienten
aus den x-Achsen-Abschnitten wird das Wirksamkeitsverhiltnis ausge-
drickt. Im Vergleich zu einer vollwertigen Diit ergab die Verminderung
des Gehaltes von einem Vitamin (Ca-D-Pantothenat) oder von vier Vit-
aminen (A, E, Biotin, Calpan) eine Verlangerung der Heildauer um das
1,12- bzw. 1,52fache (Tab. 8).
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Abb, 2. Entwicklung einer semisynthetischen, pulverférmigen Di4t far Meer-
schweinchen. Uberpriiffung anhand von Gewichtsentwicklung und Mortalititsrate.

Einfluf3 der Wirkstoffversorgung auf biochemische Parameter

Ein funktioneller Parameter, der sich zur Uberprafung des Vitamin-C-
Status eignet, ist die alkalische Phosphatase (AP) im Plasma. Durch
Verfiitterung der nicht mit Vitamin C angereicherten Grunddiit sank bei
Meerschweinchen die Aktivitiat der AP von 120 auf 37 und nach weiteren
zehn Tagen auf 22,0 U-1"!. Auch die Redepletierung solcher Mangeltiere
lieB sich demonstrieren. Mit 0,2 mg Vitamin C tiglich wurde innerhalb
von 8 Tagen nur eine geringfugige Aktivitidtsveridnderung erreicht, wah-
rend mit 0,4 mg ein Anstieg von 22,8 auf 130,9 und mit 0,8 mg ein solcher
von 25,7 auf 184,7 U-17! zu verzeichnen war (Abb. 3).

Diese Befunde dienten zum Aufbau eines Testes zur Bestimmung der
Wirksamkeit von Vitamin-C-aktiven Verbindungen. Auf molekularer
Basis waren L-Ascorbinsdure und 6-Palmitoyl-L-Ascorbinsdure gleich
wirksam. Von jeder Verbindung wurden 1,70 und 3,40 pmol wihrend 6
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Abb. 3. Vitamin C. Kurative Wirkung bei Meerschweinchen. Parameter: Alkalische
Serumphosphatase (AP), umol p-Nitrophenol-min !-1"!; 6 méannliche Tiere pro
Dosierung.

Tagen téglich oral verabreicht und die Aktivititsveranderungen der AP
gemessen.

Der Versorgungszustand mit einem anderen Vitamin, ndmlich Vitamin
E, 1453t sich tGber die Aktivitat der Kreatinkinase (CPK) erfassen. Dieses
Enzym ist fiir die Muskelkontraktion wichtig, da es die Bereitstellung von
Adenosintriphosphat aus Kreatinphosphat gewihrleistet. Es ist bei
Mensch und Tier gut muskelspezifisch. Bei durch Vitamin-E-Mangel
bedingter Muskeldystrophie tritt eine signifikante Enzymverminderung
in der Skelettmuskulatur und eine Hyperenzymamie im Plasma auf.

An diesem Beispiel lassen sich auch tierstammspezifische Unterschiede
bei der Wirkstoffversorgung aufzeigen. Wiahrend eine mehr als 200 Tage
lange Vitamin-E-Mangel-Futterung bei Tieren des Stammes Himalayan,
spotted noétig war, um CPK-Aktivititen von 1700 bis 3000 mU-ml™! zu
ergeben, konnten beim Stamm BFA/ZH/Kisslegg in etwa 100 Tagen Akti-
vitaten von 7000 bis 11000 mU-ml™! erreicht werden.

Die tégliche intramuskulédre Injektion einer Kombination aus 0,05 mg
Se + 15,0 mg Vitamin E fiihrte wihrend 9 Tagen zur Heilung der Dystro-
phie mit Rickgang der hohen CPK-Aktivititen auf Werte zwischen 208,1
und 416,3 mU-ml™! (Tab. 9).

In einem weiteren Versuch wurden Vitamin-E-Mangel-Meerschwein-
chen mit einer mittleren CPK-Aktivitit von 2200 mU-ml™! mit Se/Vit. E
behandelt. Vierzehn Tage nach der i.m. Injektion war ein starker Ruck-
gang der CPK-Werte, aber keine Veridnderung in den Aktivititen von
ASAT (GOT) und ALAT (GPT) festzustellen. Die Aktivititen der Se-
abhingigen GSH-Px waren stark erh6éht und die Differenz der Mittelwerte
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statistisch hoch gesichert. Die Wirkung der Se-Injektion zeigte sich auch
im Anstieg des Se-Gehaltes in Blut und Leber (Tab. 10).

Préaparate mit einem engeren Se/Vit.E-Verhiltnis als 1:300 wirken bei zu
niedrigem Vitamin-E-Gehalt im Futter toxisch und fithren zu Verlusten.

Wie spezifisch die Kreatinkinase fur die Skelettmuskulatur ist, zeigte
sich bei der Aktivitatsprafung dieses Enzyms in den Organen Herzmus-
kel, Hirn, Leber und Niere bei den Spezies Ratte, Meerschweinchen und
Katze. Das Enzym ASAT ist dagegen weniger organspezifisch. Es erreicht
zwar mit Ausnahme der Katze die héchsten Aktivititen im Herzmuskel,
besitzt jedoch auch relativ hohe Aktivititen in Leber und Niere. Beim
Enzym ALAT wurden bei allen Spezies einheitlich die héchsten Aktivita-
ten in der Leber gefunden, bei Meerschweinchen zuséatzlich noch im
Herzmuskel (12).

Kombination von biologischen und biochemischen Parametern

Ein zytoplasmatisches Enzym, das bereits bei Permeabilititsverinde-
rungen der Zellmembran ins Plasma tbertritt, ist die Pyruvatkinase (PK)
bei der Ratte. Nach viermonatiger Verfutterung einer Vitamin-E-Mangel-
Diit an weibliche Fu-Albino-Ratten wurde nach der Paarung eine voll-
stdndige Resorption der Foten und eine Erhohung der PK-Aktivitat auf
Werte von 2000-3000 U-17! festgestellt. Bei Wirksamkeitsvergleichen von
Vitamin-E-aktiven Verbindungen werden depletierte Tiere vom 5.
Schwangerschaftstag ab behandelt. Am 20. Tag wird Blut fur die PK-
Bestimmung durch Herzpunktion entnommen, und Implantationsstellen
sowie lebende Féten werden gezihlt. Fiir die statistische Auswertung des
Parameters Resorption-Gestation mit Hilfe der gewichteten Probitanalyse
wird das Verhiltnis der Weibchen mit lebenden Féten zur Gesamtzahl der
trachtigen Tiere einer Gruppe gebildet. Der Parameter PK-Aktivitiat wird
mit Hilfe des 12-Punkt-Parallel-Line-Assay ausgewertet. Mit dem Vergleich
von dl-a- und d-a-Tocopherolacetat — Aktivititsverhiltnisse 1:1,41 bzw.
1:1,62—-konnte gezeigt werden, dal3 sich beide Parameter in einer Versuchs-
anordnung bestimmen lassen. Resorption-Gestation und Myopathie kon-
nen noch durch Plasma- und Lebertocopherolgehalte erginzt werden. Die
Parameter sind hoch korreliert, Resorption-Gestation und Organspiegel
positiv, dagegen die Myopathie negativ zur applizierten Dosis.

Durch die quantitative Auswertung mehrerer Parameter kann der Infor-
mationsgewinn erhéht werden bei gleichzeitiger Einsparung von Ver-
suchstieren und Kosten (13).

Die Qualitdt solcher Untersuchungen hangt weitgehend vom Beitrag
der chemischen Analytik ab, die die Charakterisierung der zu priifenden
Verbindungen mittels GLC-Methoden und die Gehaltskontrolle von allen
Loésungen mit HPLC durchfiihrt.

Werden diese Kriterien berticksichtigt, dann ist eine gute Reproduzier-
barkeit der Resultate moglich, wie am Beispiel des wiederholten Ver-
gleichs von dl-a-Tocopherolacetat und d-o-Tocopherol gezeigt werden
konnte. Mit dem Parameter Resorption-Gestation wurden Aktivitatsver-
héiltnisse von 1:0,70, 0,74, 0,62 (Mittelwert 0,69) und mit dem Parameter
Myopathie von 1:0,77, 0,70 (Mittelwert 0,74) erzielt, die allerdings nicht das
inder US-Pharmakopde beschriebene Verhiltnis von 1:1,49 bestiitigen (14).
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Verminderung der Streuung durch einheitliche Reaktionslage der Tiere

Eine wichtige MafBnahme, die oft grofle Streuung der MeBgrofien bei
Tierversuchen zu reduzieren, stellt die bessere Standardisierung der Tiere
dar. Die Streuung kommt dadurch zustande, daff iblicherweise mit der
Behandlung aller Tiere gleichzeitig begonnen wird.

Arbeitstechnisch ist das sehr vorteilhaft, denn sobald ein Tier das spezi-
fische Syndrom aufweist, wird es nicht mehr kontrolliert. Infolge der
unterschiedlich langen Wartezeiten bis zur Supplementierung kommt es
bei den am ldngsten depletierten Tieren zu erhéhter Kortikoidbildung mit
katabolen Effekten. Auf eine Behandlung mit kleinen Dosen reagieren
solche Tiere verzdgert oder nicht mehr.

Flr einen Hauptversuch sollten deshalb nur Tiere verwendet werden,
die eine einheitliche physiologische Reaktionslage besitzen. Das macht
eine Kontrolle in sehr kurzen Zeitabstidnden erforderlich. Sobald bei einer
bestimmten Anzahl Tiere der gewiinschte Grad des Anfangskriteriums
festgestellt wird, werden sie den verschiedenen Versuchsgruppen rein
zufallig zugeteilt, und es wird mit der Behandlung begonnen. Allerdings
dauert es oft mehrere Tage, bis die erforderliche Gruppenstarke erreicht
ist, und die Versuchsdauer wird um diese Zeitspanne verlingert. Der
Arbeitsaufwand sowie die Anforderungen an die Verantwortlichkeit und
das technische Konnen der Mitarbeiter erhdhen sich betriachtlich
(Tab. 11).

Interaktionen von Wirkstoffen

Wihrend bei der Heilung der Myopathie die Wirkung von Vitamin E
durch Selen verstirkt werden kann, fiithrt ein hoheres Angebot von essen-
tiellen Fettsduren und vor allem von Vitamin A zu einem gesteigerten
Bedarf an Vitamin E. Mit Hilfe des Dialursidure-induzierten Himolysete-
stes konnte bei Ratten gezeigt werden, dafl je Gramm essentieller Fettsdu-
ren das Vitamin-E-Angebot im Futter um 1 mg erhéht werden muf8, damit
der Vitamin-E-Status der Tiere erhalten bleibt. Diese Untersuchungen
wurden mit Linolsduremethylester und Maisél durchgefithrt. In Abhén-
gigkeit von der Spezies und den gewihlten Parametern liegt der Mehrver-
brauch an Vitamin E pro Gramm Linolsdure zwischen 0,5 und 3,0 mg
(Abb. 4).

Diese Erkenntnisse sind besonders wichtig, da die Aufnahme von vege-
tabilen Olen und Fischélen in den letzten Jahren stark angestiegen ist, um
das Risiko von kardiovaskulidren Erkrankungen zu vermindern (15).

Die Wechselbeziehungen zwischen Vitamin A und Vitamin E haben wir
in Tiermodellen mit Ratte und Kiuken untersucht, da verschiedene
Erkrankungen die Anwendung hoher Vitamin-A-Dosen erforderlich
machen. Im Hamolysetest bei Ratten wurde der Einfluf3 von Vit. A auf die
Erythrozytenmembran gemessen. Der mit 1,5 mg dl-u-TAc erreichte
Schutzeffekt wurde durch die gleichzeitige Verabreichung von 10000 IEA
um 30 % reduziert.

Bei gleichbleibender Vitamin-E-Versorgung (80 mg dl-a-TAc) und
zunehmenden Vitamin-A-Gehalten (1500 bis 96000 IEA) pro kg Futter
wurde im Abdominalfett eine Abnahme von 60 auf 1 mg a-Tocopherol (a-
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Abb. 4. Einflufl von Linolsiure auf die Vitamin-E-Verarmung von Ratten.

TOH) pro kg Gewebe und im Plasma von 12 auf 2,5 mg o-TOH pro Liter
gefunden.

Durch die kombinierte Anwendung verschiedener Vitamin-A- (10, 30,
60, 120-10% IEA) und Vitamin-E-Gehalte (60, 120, 240 mg dl-a-TAc) pro kg
Futter konnten Korrelationen zwischen der Aufnahme der beiden Vit-
amine und dem o-TOH-Spiegel im Plasma berechnet werden.

Gleichung (1) zur Berechnung des Vitamin-E-Gehaltes im Futter zum
Erreichen eines gewlinschten Plasmaspiegels:

[Xg = (Y — 0,7790 + 0,4621 X,)/0,7890] ¢h)

Xg = Gesuchte Vitamin-E-Dosierung (mg a-TAc-kg™!)

Y = Gewiinschter Plasmaspiegel (mg o-TOH-17})

X, = Gewihlte Vitamin-A-Dosierung (IEA-kg™'-107%)
(Transformation in naturliche Logarithmen).

Durch Umformung wird Gleichung (2) erhalten, die es bei gegebener
Vitamin-A- und -E-Dosierung erlaubt, die zu erwartenden o-TOH-Spiegel
im Plasma zu berechnen:

[Y =0,7790 — 0,4621 X, + 0,7890 Xg| @)

Diese beim Versuchstier Kiiken erzielten Ergebnisse wurden auf den
Menschen Ubertragen, da bei beiden Spezies ein Plasmaspiegel von 10 mg
o-TOH 17! als normal angesehen wird. Mit Hilfe des Modells lieB sich fiir
den Menschen und die langfristige Einnahme von 30000 IEA pro Tag
(=428,6 IEA - kg™ 1) ein taglicher Vitamin-E-Bedarf von etwa 120 mg dl-a-
Tocopherolacetat berechnen (Tab. 12).
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Tab. 12. Anwendung des Tiermodells (Ktiken) auf den Menschen. Berechnung der
Vitamin-E-Dosis zum Erreichen eines gewtinschten o-Tocopherol-Spiegels im
Plasma bei bekannter Vitamin-A-Dosis

Gleichung:
[ Xg = (Y —0,7790 + 0,4621 - X,)/0,7890 |

Gesucht:  Xg Vitamin-E-Dosis fiir einmalige Applikation (mg/70 kg schwerer
Mensch)

Gegeben: X, Vitamin-A-Dosis IEA/70 kg schwerer Mensch)
Xa =30-10°IEA
Y Vitamin-E-Spiegel im Plasma (mg o.-TOH - 179
Y =10 mg
Briicke Mensch — Kiiken Futteraufnahme 100 g/Tag
Gegeben: 30 - 10° IEA/Mensch = 428,6 IEA/kg KGW = 4286 IEA/kg Futter
X, = 4,286 - 10° IEA; In 4,286 = 1,4554
Y = 10 mg; In 10 = 2,3026
Xe = (2,3026 - 0,7790 + 0,4621 - 1,4554)/0,7890
Xy = 2,1961/0,7890 = 2,7836

27836 = 16,1775 ppm dl-o-TAc (Futter)
1,6177 mg dl-a-TAc/kg KGW (Kiiken)
1,6177 - 70 — 113,2 mg/70 kg (Mensch)

€

o

Beispiel fiir Probenentnahmen und Aufbereitung

Von dem behandelten Versuchstier erwarten wir eine Reaktion, die es
abzulesen gilt. Diese kann physiologischer, himatologischer oder bioche-
mischer Art sein. Die physiologischen Parameter erfordern meist keine
besonderen MaBnahmen. Fir die Entnahme von Blut- und Organproben
sind die am besten geeigneten Methoden auszuwahlen.

Eine Hamolyse ist in jedem Fall zu vermeiden, wenn die Konzentration
von Stoffen (z. B. LDH, ASAT, Kalium) in den Erythrozyten grofer ist als
im Plasma; wenn Hamoglobin mit sichtbarem Licht interferiert (z.B.
Bestimmung von Bilirubin, Eisen, Harnstoff); wenn Himoglobin mit che-
mischen Reaktionen interferiert (z. B. Hemmung der Lipaseaktivitit,
Hemmung der Diazotierung bei der Bilirubinbestimmung).

Das sind wichtige Grinde, weshalb vermehrt Plasma anstelle von
Serum gewonnen wird. Bei Verwendung von Gerinnungshemmern ist die
Gefahr der Hamolyse bei der Blutentnahme, beim Transport und wahrend
der Aufbereitung der Proben vermindert. Ausnahmen bilden Enzyme
(saure Phosphatase, Aldolase), die bei der Gerinnung aus Thrombozyten
freigesetzt werden. Die Entnahme von Nuchternblut ist angezeigt, wenn
lipdmisches Plasma die Analyse stort oder Glucose bestimmt werden soll.

Fir die Organentnahme sind solche Verfahren zu wiahlen, welche die
Stoffwechselvorginge blockieren und dennoch Enzyme und Metaboliten
schonen. Fir Gewebeproben gilt die Frierstoptechnik als Methode der
Wahl. Am einfachsten ist die Probengewinnung und Aufbewahrung von
Substanzen, die keinem metabolischen Umbau unterworfen sind bzw.
Endprodukte des Stoffwechsels darstellen (z.B. anorganische Ionen,
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Creatinin, Bilirubin). Bei den meisten Metaboliten wird zum Zeitpunkt
der Probeentnahme die physiologische Regulierung unterbrochen, wih-
rend bei Enzymen die Funktionen weiterlaufen.

Zur Messung der Metaboliten ist Enteiweilung und Lagerung bei einem
bestimmten pH-Wert notwendig. Sollen mehrere Metaboliten bestimmt
werden, deren Stabilititsoptima bei verschiedenen pH-Werten liegen,
dann missen Homogenate oder Extrakte geteilt und getrennt behandelt
werden. Aliquots eignen sich besser fir Wiederholungen, da Auftauen
und wieder Einfrieren der Proben vermieden wird. Bei Enzymen kann
dies sowohl zu Verlust wie zu Erhéhung der Aktivitat flihren. Da aber
keine allgemein gultigen Regeln aufgestellt werden konnen, ist fur jeden
Parameter die Richtigkeit der gewahlten Methode zu tiberprifen.

Anisthesie von Versuchstieren

Unter die Wahl der geeigneten Methoden fur die Organentnahme sollte
auch die der Anésthesie fallen. Das Narkotikum ist von besonderer
Bedeutung, da Stoffwechselprozesse verindert und die Resultate der
nachfolgenden biochemischen Analyse beeinfluit werden kénnen. Am
Beispiel des Meerschweinchens 148t sich demonstrieren, dafl unvorherge-
sehene Reaktionen aus verschiedenen Griinden auftreten kénnen:

— Nervdses Verhalten und schnelles Erreichen der Belastbarkeitsgrenze
— Sehr aktiver Stoffwechsel
— Besonderheiten des Atmungssystems

Schnelle Atmung; Anhalten der Atmung tiber langere Zeit
— Schlechte Zuginglichkeit oberflachlicher Venen
-~ Gewisse Unsicherheit bei der i.p. Injektion
— Auftreten von Nekrosen bei i.m. Applikation
— Verminderte Detoxifizierung infolge erniedrigtem Glucose- und Ascor-

binsaurespiegel

Fiir die Inhalationsnarkose eignen sich Ather, Lachgas, Halothan und
Methoxyfluran. Zur Sicherheit sollte 30 min vor jeder Inhalationsnarkose
eine Primedikation mit 0,03-0,05 mg Atropin/kg KGW erfolgen, da Meer-
schweinchen viel Speichel produzieren (16, 17). Die sicherste Inhalations-
narkose bei kleinen Versuchstieren ist die mit Lachgas-Sauerstoff (1:1)
und einer geringen Konzentration Methoxyfluran (18). Methoxyfluran
selbst ist ein sehr gutes Anésthetikum, vor allem dann, wenn es mit
25-44 mg Ketamin - HCI pro kg KGW kombiniert wird.

Bei Halothan und Ather treten in der Einleitungsphase hiufig Exzitatio-
nen auf, die dazu verleiten, die Narkose weiter zu vertiefen. Hohe Konzen-
trationen fiihren jedoch haufig zu Atem- und Herzstillstand.

Ather hat eine sehr gute muskelrelaxierende Wirkung, reizt aber
Schleimhiute in Atemtrakt und Pharymnx.

Bei der intramuskulidren Injektion eines Narkotikums 143t sich durch
Verteilung der Injektionsfliissigkeit auf mehrere Stellen eine schnellere
Wirkung erzielen. Eine weitere Beschleunigung kann durch Hyaluroni-
dase erreicht werden (19, 20).

Hypnorm®, eine Kombination von Fluanison-Fentanyl, wird in einer
Dosierung von 0,5-0,7 ml pro Tier i.m. verabreicht. Innerhalb von 20 min
wird eine Anisthesie fiir die Dauer von 45 min erreicht. Die halbe Dosis
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kann nachinjiziert werden (21). Die Wirkungsdauer 148t sich auf 120 min
verlangern, wenn 0,5 ml Hypnorm und 25 mg Metomidat pro kg KGW
getrennt i.m. verabreicht werden. Zur Nachinjektion wird ein Funftel der
Basisdosierung von Metomidat verwendet (17).

Innovar-Vet® enthalt pro ml 0,4 mg Fentanyl und 20 mg Properidol. Mit
0,8 ml/kg KGW wird ein guter analgetischer Effekt erreicht, der eine
Stunde anhalt. Die Sedationsdauer betragt 3—4 h.

Sehr gut hat sich die Kombination von 100 mg Ketamin-HC] mit 2 mg
Xylazin pro kg KGW bewdhrt. Nach 5 min Einleitungszeit zeigen die Tiere
fiir 20 min gute Analgesie und Muskelrelaxation. Der Nachschlaf dauert in
der Regel eine halbe bis eine Stunde (22).

Bei der intraperitonealen Injektion ist ein schneller Wirkungseintritt der
Narkose zu beobachten, denn das Bauchfell besitzt eine grofle Resorp-
tionsflache. Zur intravendsen Injektion sind keine sehr groflen Unter-
schiede vorhanden, was die Zeit und die Dosierung betrifft.

Damit die Mortalitatsrate niedrig gehalten wird, sollte das Futter vor der
Anisthesie entzogen und das Korpergewicht genau ermittelt werden.

Na-Pentobarbital ist ein gebrauchliches Narkosemittel fir Meer-
schweinchen. Die i.p. verabreichte Dosis variiert von 28-40 mg/kg KGW.
Die Narkosedauer von 20 min 1483t sich auf 50 min verlingern, wenn als
Pramedikation 25 mg Chlorpromazin i.m. verabreicht werden (16).

Biometrie, eine wichtige Disziplin fiir die Optimierung

Mit dem Wissen um die Auswirkungen von Interaktionen gewisser
Substanzen auf das Ergebnis ist es leichter, diese bei der Planung zu
berticksichtigen. Ein hoher Grad an Préazision und eine gute Reproduzier-
barkeit der Versuche 14/t sich nur durch die Standardisierung moglichst
vieler Teile erreichen, die sowohl Haltung, Erndhrung, Testorganisation,
Kenntnis der zu priifenden Substanzen, analytische Kontrollen als auch
Entnahme von Organproben einschlie8t. Der Biometrie kommt bei die-
sem Zusammenspiel der Disziplinen eine groe Bedeutung zu, da sie eine
exakte Organisation der Untersuchungen und die saubere Auswertung
der Ergebnisse ermdéglicht. Anhand von quantitativen, kurativen Testver-
fahren bei Ratten soll der Anteil der Statistik bei der Optimierung von
Versuchen aufgezeigt werden.

Der Kolpokeratosetest zur Bestimmung der Vitamin-A-Aktivitdt von
Substanzen, Praparaten und Lebensmitteln beruht auf der antimetaplasti-
schen Wirkung von Vitamin A. Das squamdse Zellbild des Vitamin-A-
Mangels entspricht dem einer verlidngerten Brunst. Sobald bei einem Tier
im Vitamin-A-Mangel ein reines Schollenstadium auftritt, wird es in den
Versuch genommen. Um die statistische Auswertung der Ergebnisse mit
dem 6-Punkt-Parallel-Verfahren vornehmen zu konnen, werden die
Dosierungen geometrisch angeordnet. Als Parameter wird die Zeit in
Tagen von Beginn der Dosierung Uber die Normalisierung des Abstrich-
bildes bis zum Wiederauftreten von squamosen Zellen nach dem Vitamin-
A-Verbrauch ermittelt.

Die Wirksamkeit einer Vitamin-A-Tropfenlésung (Probe) wurde im Ver-
gleich zu reinstem Vitamin-A-Acetat (2906-10° IEA-g™!) ermittelt. Die
statistische Auswertung ergab, basierend auf der chemischen Analyse, ein
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Tab. 13. Biologische Wirksamkeit von Vitamin-A-Palmitat-Isomeren. Methode: Epi-
thelschutztest bei Ratten. Versuchsanlage: Fiir Auswertung mit 6-Punkt-Parallel-
Line-Assay.

Vit.-A-Palmitat-Isomere  Reinheit Rel. biol. Wirksamkeit
(Vertrauensgrenzen, P 0,05)
all-trans 99,2 % (GC) 100,0 %:
13-mono-cis 99,2 % (HPLC, F1. %) 77,3 % (71,6-83,4 %)
75,0 % (71,7-78,5 %)
11-mono-cis 98,2 % (HPLC, FL. %) 36,3 % (33,5-39,4 %)

34,4 % (33,5-354 %)

Wirksamkeitsverhéltnis von 1:1,03 (1,01-1,05; P 0,05) bei einem Standard-
fehler von 0,9 %. Mit Hilfe der Priifparameter wurde gezeigt, daf3 eine gute
Dosis-Wirkungs-Beziehung vorliegt, die Regressionsgeraden parallel ver-
laufen und nicht gekrimmt sind. Der Quotient aus Standardabweichung
und Steigung (s/b =) stellt ein Empfindlichkeitsmal dar und lag mit 0,06
weit unter dem noch zulissigen Wert von 0,3.

Mit dieser Methode wurde auch die Aktivitit der 3 mono-cis- und 3 di-
cis-Isomeren von Vitamin-A-Acetat und Vitamin-A-Palmitat im Vergleich
zu all-trans-Verbindungen ermittelt. Die Ergebnisse sollen demnichst
publiziert werden. Die gute Reproduzierbarkeit der Methode zeigte sich
beim wiederholten Vergleich des 13-mono-cis- und 11-mono-cis-Isomeren
von Vitamin-A-Palmitat (Tab. 13).

Mit dem Réntgentestlassen sich Vitamin-D-Aktivitaten der Vitamine Dy
und D, sowie von Metaboliten und Lebensmitteln bestimmen. In diesem
Test wird die Vitamin-D-abhangige Verkalkung der Epiphysenfuge der
Tibia beurteilt.

Der Test soll mit der Prifung eines Vitamin-A,D,-Konzentrates fiir die
Margarineherstellung und des Vitamin-D;-Gehalts in Milch-Drink (UP)
vorgestellt werden. Die Anlage des Testes erfolgt so, daf3 die statistische
Auswertung der Ergebnisse mit Hilfe des 6-Punkt-Parallel-Verfahrens
erfolgen kann. Die Dosierungen werden in geometrischer Reihe angeord-
net und richten sich nach der physikalisch-chemischen Analyse. Nach
Ttagiger Applikation werden die Tiere gerdontgt, und der Verkalkungsgrad
wird nach einer 12teiligen Skala eingestuft (23). Um jede Kontamination
erkennen zu kdénnen, werden auch unbehandelte Tiere mitgefiihrt, deren
Epiphysenfugen frei von Schatten sein sollten.

Die statistische Auswertung ergab ein Wirksamkeitsverhiltnis von
1:1,05 (0,98-1,13; P 0,05) bei einem Standardfehler von 3,8 %. Bei Anwen-
dung der Prufverfahren sollte die Nullhypothese im Falle der kombinier-
ten Steigung, als Hinweis auf eine gute Dosis-Wirkungs-Beziehung, zu
verwerfen sein. Bei den Parametern Parallelitat und Krimmung bestatigt
die Nullhypothese, dafl die Geraden parallel verlaufen und nicht
gekriimmt sind.

Der Gesetzgeber erlaubt bei Milch ein Uber- oder Unterschreiten des
Gehaltes um 15 %. Wird das Lebensmittel appliziert und nicht der extra-
hierte Wirkstoff, dann handelt es sich um eine Aktivitits- und keine
Gehaltsbestimmung. Die hohe Aktivitit konnte erkliart werden, nachdem
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Tab. 14. Einflu3 der Lagerungstemperatur von Vitamin Dj in 6liger Lésung auf das
Isomerisierungsverhiltnis von Vitamin D3 zu Pra-Vitamin Dy.

Temperatur Anteile in % Zeit zur Einstellung
°C des Gleichgewichtes
Pra-Vitamin Dy Vitamin D,
0 4 96 ein Jahr
20 7 93 ein Monat
40 11 89 3,5 Tage
80 22 78 0,1 Tage
120 35 65 7 Minuten

Nach Literaturangaben betragt die biologische Wirksamkeit von Pra-Vitamin D,
1/3-1/2 der von Vitamin D;.

auch die Wirksamkeit der nicht mit dem Vitamin-A,Ds;-Konzentrat
angereicherten Milch bestimmt worden war. Die tber +15 % hinausge-
hende Abweichung war auf den Grundgehalt der angelieferten Milch
zuriickzufiihren,

Die relative Wirksamkeit einer Vitamin-D-Probe hingt auch weitgehend
von der Qualitit des Standards ab. Es ist deshalb wichtig, den geldsten
Vitamin-Dj-Standard bei 0°C aufzubewahren, damit das Isomerenverhélt-
nis Pra-Vitamin D;:Vitamin D3 konstant 4:96 betragt. Temperaturerhdo-
hungen haben eine Veridnderung dieses Verhéaltnisses zugunsten des Pri-
Anteiles zur Folge (Tab. 14). Aktivititsmessungen zwischen solchen bei
0°C und 40°C gelagerten Proben ergaben bei einer nur kleinen Pra-Vit-
amin-Ds-Differenz von 9 % eine unerwartet grofle Abnahme der Wirksam-
keit (Tab. 15). v

Wurden aber die Standardverdiinnungen konstant bei 0°C aufbewahrt,
dann lief3en sich Giber Jahre hinaus nicht nur relativ, sondern auch absolut
gleiche Ergebnisse erzielen (Tab. 16).

SchiuBfolgerungen

An ausgewihlten Beispielen wurde versucht, die Vielschichtigkeit eines
Tierversuches aufzuzeigen. Es ist ein beschwerlicher Weg von der Bereit-
stellung der Versuchstiere bis zur Bestimmung der verschiedenen Para-
meter und der statistischen Auswertung der Ergebnisse.

— Die Uberpriifung der aufgestellten Hypothese macht ein geeignetes
Modell erforderlich.

— Die Optimierung des tierexperimentellen Teiles einer Untersuchung ist
nur durch sorgfiltiges Planen und sachgemaifles Einsetzen der Ver-
suchstiere moéglich.

— Die fiir das Experiment geeignete Spezies und der passende Stamm
sind auszuwéhlen,

— Die Durchfthrung spezieller Experimente verlangt die Vorbereitung
der Tiere in der Zuchtstation.

— Im Tierlaboratorium sind die Versuchstiere an die verianderten Hal-
tungsbedingungen zu gewdéhnen.
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Tab. 16. Reproduzierbarkeit von Ergebnissen des kurativen Rontgentests bei Rat-
ten. Mittlere Scoring-Werte des Verkalkungsgrades der Epiphysenfuge der Tibia
(12teilige Skala nach Bourdillon et al.) des Standardpraparates Vitamin D; krist.
Lagerung bei 0 °C: D; + Pra-D; = 95 % + 5 %.

Vitamin Dy krist., gel6st in 0,1 ml Olivenél Ph.H.VI

Jahr Vers.-Nr. 0,7 IED, 1,05 IED, 1,575 IED,
1977 RS 3,1 5.9 9,1
R 14 3,1 5,8 9,2
1978 R 10 3,1 6,0 9,1
R 24 3,0 6,0 8,8
1979 R2 3.4 6,0 9,1
RS 3,2 6,1 9,3
1980 R 20 3,3 6,4 9,1
R 30 3,2 6,1 9,1
1981 R5 3,4 6,3 9,3
R2 3,25 6,5 9,2
1982 R 15 3,3 6,4 9,5
R 42 3,1 6,3 9,1

Vitamin D, krist., gelost in 0,1 ml Athanol/Propylenglykol 1:10

1984 R6 3,5 6,5 10,1

R 12 3,6 7,1 9,6

Bei Versuchen, die eine gute Reproduzierbarkeit verlangen, sind Spe-
zialdidten einzusetzen.

Die Uberpriifung der Vollwertigkeit geschieht durch Erfassen des Kor-
pergewichts, Heilung oberflachlicher Wunden, Beurteilung klinisch-
chemischer Parameter, Histologie wichtiger Organe.

Den Interaktionen von Wirkstoffen in einer Diit ist besondere Aufmerk-
samkeit zu widmen.

Eingesetzte Priaparate muissen charakterisiert und Ldsungen analytisch
kontrolliert werden.

Um die Aussagekraft angewendeter Methoden zu erhéhen und Tiere
sowie Kosten zu sparen, werden physiologische und biochemische
Parameter gleichzeitig bestimmt.

Die Streuung der Resultate wird reduziert, indem Tiere einheitlicher
Reaktionslage in den Versuch genommen werden. Das geschieht durch
objektive Messung und subjektive Tierbeobachtung.

Die Anisthesie, die Entnahme von Organproben sowie deren Aufberei-
tung und Aufbewahrung kénnen von wesentlichem Einflufl auf die zu
bestimmenden Parameter sein.

Bei der Verbesserung der Aussagekraft von Tierversuchen kommt der
Biometrie eine wichtige Aufgabe zu.

Versuche werden so geplant, dafl sie nach der vorher festgelegten
statistischen Methode ausgewertet werden kénnen.

Die Giite einer Untersuchung wird mit Hilfe statistischer Priifverfahren
beurteilt.
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In der langen Kette der einzelnen Phasen sollte an keiner Stelle ein

schwaches Glied enthalten sein.
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