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Zusammenfassung:

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einflup des
Knochenzustandes auf die Retention und Verteilung von
Americium-241 im Knochen kleiner Nagetiere untersucht. Durch
vermehrte korperliche Tdtigkeit vor und nach
Radionuklidinjektion konnten nur geringe Verdnderungen in
Knochenstruktur und Verhalten des Americiums im Knochen
bewirkt werden. Eine mit Hilfe einer Phosphor- oder
Calciummangeldidt erhohte Knochenresorption resultierte in
einer vermehrten Ausscheidung von Americium aus dem Knochen,
wobei Zn-DTPA als Chelatbildner eine =zus&dtzliche Fraktion
entfernte. Gleichzeitig Zu einer Calciummangeldiit
kontinuierlich verabreichte pharmakologische Mengen von
Vitamin D-Hormonen erhodhten die Knochenresorption und damit
eine Ausscheidung von Americium aus dem Knochen nicht iber

die Wirkung der Calciummangeldidt allein hinaus.

Effect of Bone~status on Retention and Distribution of
Americium—-241 in Bones of Small Rodents

Forced physical exercise before and after application of
americium-241 resul ted in only small changes in
bone-structure and behaviour of the radionuclide in bone.
Feeding of a low phosphorus or low calcium diet resulted in
an increased excretion of americium from bone, vwhereby
Zn-DTPA as chelating agent removed an additional fraction of
the radionuclide from bone. Low calcium diet and simultaneous
continuous infusion of pharmacological doses of vitamin
D-hormones didn’t increase the excretion of americium more

than the low calcium diet alone.
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1. EINLEITUNG

1.1. Allgemeines

Viele Isotope der Transuranelemente, wie z.B. Plutonium-239
oder Americium-241, gehoren zur Gruppe a-Strahlen emit-

tierender, knochensuchender Radionuklide.

Americium-241, ein Isotop des Elements 95, das Ende des
Jahres 1944 von G.T. Seaborg und seinen Mitarbeitern ent-

deckt wurde (Sea46), wurde in der vorliegenden Arbeit als ein

Beispiel solcher Radionuklide angewandt. Es hat eine
Halbwertszeit von 432,6 Jahren (See81) und entsteht im Reak-
torbrennmaterial hauptsichlich durch B-Zerfall von
Plutonium—-241. Selbst keine nuklearen VEigenschaften

besitzend, wird es bei der Wiederaufarbeitung abgebrannter
Uranbrennelemente und bei der Produktion wvon Plutonium-
brennstoff abgetrennt und angereichert. Das angeréicherte
241Am wird in Medizin und Industrie als langlebiger
a-Partikel und aufgrund seiner 60 keV ~-Strahlung als
niederenergetische <v-Quelle genutzt, z.B. bei Ionisations-
kammerrauchdetektoren. 241Am ist jedoch hauptsdchlich ein
Abfallprodukt der Nuklearindustrie, das auch in die Umwelt
gelangen kann (Het76). Vor allem Arbeiter in der Nuklear-
industrie (Hei79), aber auch die Gesamtbevilkerung konnen

diesem Element potentiell exponiert sein.

Tierexperimente, die bereits kurz nach der Entdeckung des
Americiums an Ratten durchgefiihrt wurden (Ham47,Sco48), haben
gezeigt, dafB ein signifikanter Betrag dieses Radionuklids im
Korper vor allem von Leber und Skelett zuriickgehalten wird.
Weitere Versuche mit Ratten (Tay61,Ben65,Durb69,Pri83,Son83),
Syrischen Hamstern (Rod77,SeiT77), Chinesischen Hamstern
(McK72,Sei77) und Beagle Hunden (L10o70) bestdtigten diese
ersten Befunde. Aus der Leber von Ratte und Maus wird das
241Am sehr rasch ausgeschieden und die biologische
Halbwertszeit betradgt in der Rattenleber nur etwa 8 Tage
(Ubersicht bei Durb73), wihrend sie sich beim Chinesischen

Hamster (Sei78) und beim Hund (L1lo70) als auferordentlich



lange erwies. Ein betrachtlicher Teil des im Skelett
befindlichen 241Am verweilt mit sehr langer biologischer

Halbwertszeit im Knochen.

Americium~241 wird anfidnglich an allen Arten von Knochenober-
fldchen abgelagert, an endostalen, periostalen und an den
Oberfldchen von GefdpBkandlen im kompakten Knochen (Tay61,
Durb69,L1070). In den langen Knochen der Ratte wird 241Am in
einem Band entlang der Epiphysenoberfl&dche der Wachstumsfuge
konzentriert (Nen72,P0l76). Besonders bevorzugt wird es
jedoch an solchen Oberfldchen abgelagert, die ruhen oder
resorbieren (Her62). Dort wird das Americium iiberwiegend an
Glykoproteine gebunden (Chi72). Von diesen Oberfldchen-
ablagerungen aus werden durch die kurzreichenden a-Partikel
des 241Am kritische Zellpopulationen bestrahlt, die nahe
diesen Oberfl&dchen liegen, wie knochenbildende Zellen oder
Zellen des benachbarten Knochenmarks. Auf diese Weise konnen
Knochentumore (Tay61) oder in seltenen FdZllen Leukdmien

hervorgerufen werden (Vau73).

Im Laufe des Knochenwachstums wird ein Teil dieser oberfldch-
lichen Ablagerungen durch Knochenanbau begraben. Umbau des
Knochens (remodelling) ist dafiir verantwortlich, daf durch
Knochenresorption an den Oberflidchen abgelagertes 1Am von
diesen Oberfldchen wieder entfernt wird. Dabei kann das
resorbierte 241Am zum einen zundchst durch phagocytotische
Zellen im Knochenmark festgehalten und anschliefBend wieder zu
den benachbarten KnochenoberflZdchen transferiert werden
(local recycling), zum andern kann es die Blutbahn betreten
und an anderen Stellen im Knochen wieder abgelagert werden
(systemic recycling) (Durb69,Pri83). Die Wiederverteilung von
Actiniden an neue Stellen im Knochen nach Resorption anfang-
licher Oberfldchenablagerungen war eine der friithsten
Beobachtungen zum Verhalten dieser Radionuklide (Cop47).
Arnold und Jee beschrieben die Wiederverteilung von Plutonium

in den langen Knochen der Ratte detailliert (Arnb57).

Genaue Kenntnisse iiber Verteilungsmuster, Wiederverteilung

und Retentionscharakteristika im Knochen sind wichtig, da sie



die Strahlendosen, die die sensitiven Zellen erhalten, beein-
flussen. Das wdhrend des Knochenumbaus freigesetzte 241Am
kann mit Hilfe einer Chelattherapie aus dem Knochen entfernt
werden (Jam71,Pol76) und so die Strahlenbelastung erheblich
gesenkt werden. Der in der vorliegenden Arbeit eingesetzte
Chelatbildner, das Zn-Chelat der Diethylentriaminpentaessig-
sdure (Zn-DTPA) als Mittel der Wahl einer Dauerchelatthera-
pie, bildet mit den ungebundenen Schwermetallatomen stabile

Komplexe, die dann ausgeschieden werden (Vol74a,Tay80,Vo184).

Der Umfang und die Geschwindigkeit von An- und Abbauvor-
gidngen, mit denen sich Knochenmasse und -struktur veridndern,
haben einen grofBen Einfluf auf die Kinetik von inkorporiertem
241Am. Der gesamte Knochenstoffwechsel unterliegt den
Einfliissen vieler Faktoren, die physiologische Prozesse im
Knochen stimulieren oder hemmen konnen. Durch diese Faktoren
konnte auch die Actinidretention und die Zugidnglichkeit des
Actinids fiir einen Chelatbildner beeinflufBt werden.

Im folgenden Abschnitt sollen nun einige dieser Faktoren kurz

umrissen werden.
1.2. Knochenstoffwechselfaktoren

Die Regulation des Knochenan-, —um- und -abbaus hidngt von der
Aktion vieler Hormone, Wachstumsfaktoren und lokaler
Regulationsfaktoren mit direkten oder indirekten Effekten auf
den Knochen ab. Die einzelnen Faktoren und ihre Wirkungs-
weise, soweit bekannt, sind entsprechenden Ubersichtsartikeln

zu entnehmen (Can83,Can88,Mark88,Vae88).

Ein klassisches an der Calciumregulation beteiligtes Hormon

ist das hypocalcidmisch wirkende Calcitonin (CT), dessen
Aufgabe im Knochenstoffwechsel in einer Hemmung der
osteoclastédren Resorption und der renal-tubuldren

Phosphatriickresorption besteht.
Ein weiteres wichtiges hier 2zu nennendes Hormon ist das

Parathormon (PTH). Die biologischen Wirkungen des PTH haben
eine Anhebung des Serumcalciums zum Ziel. PTH stimuliert die

Osteoclasten mittels enzymatischer Aufldosung der Hydroxyl-



apatitkristalle im Knochen, Calcium zu mobilisieren. Auch der
Abbau der Knochenmatrix wird durch PTH gefordert, was an
einem Anstieg der Hydroxyprolinausscheidung im Urin

erkenntlich ist.
Vitamin D3 verursacht, nach Metabolisierung in Leber und

Niere zu seinem wirksamen Metaboliten 1,25-Dihydroxychole-

calciferol, eine Erhohung der Plasmacalcium- und -phosphat-

spiégel durch drei Grundmechanismen: .

- Stimulation der Enterocyten des Diinndarms, Calcium vom Lu-
men ins Plasma zu transportieren, ebenso Phosphor.

- bei Fehlen von ausreichenden Mengen Calcium in der Nahrung
benutzt der Korper das Skelett als Quelle fiir Calcium, wo-
bei bei der Mobilisierung die Vitamin D-Hormone und PTH

zusammenwirken.
~ Riickresorption von Calcium im distalen Nierentubulus.

Uberblicke zum Wissensstand iiber die genauen Wirkungsweisen

von Vitamin D und seinen Metaboliten findet man Dbei

Rai80,Nor82,Hen84 und DelS8S8.

Es ist bekannt, daf mechanische Belastung des Knochens, z.B.
Gewichtsbelastung und Zug von Sehnen und Muskeln, Prozesse
von Knochenbildung und Calciumablagerung stimulieren (Sav69,
Ste81, Dar85). Fehlen diese physikalischen Impulse z.B. durch
Immobilisierung oder Schwerelosigkeit, so ist die
osteoplastische Tatigkeit reduziert, wadhrend sich die
osteoclastdre Resorption erhoht oder mit normaler Rate
fortgesetzt wird (Whe58,Maz83). Durch diese Vorginge wird die
corticale und trabekuldre Knochenbildung gehemmt, immer mehr
Knochenmasse wird abgebaut und Osteoporose kann sich
entwickeln.

Umgekehrt kann sich durch eine erhohte Belastung des Knochens
die Knochenmasse vergrofern (Sav69,Ste81) und so sogar der
altersbedingten Osteoporose entgegengewirkt werden (BeyS85),
was zwangslaufig mit einer Intensivierung des
Knochenstoffwechsels einhergehen mufi. Mechanische Belastung
steigert die Knochenbildung moglicherweise durch
piezoelektrische Stimulation der Osteoblastenaktivitat.

Training konnte auch die hormonelle Kontrolle des



Knochenmetabolismus beeinflussen (Myb89). All dies konnte die

Retention und Verteilung von an den Knochenoberflidchen

abgelagertem 241Am entscheidend beeinflussen.

1.3. Arbeiten zum EinflupB des Knochenstoffwechsels auf die

Retention und Verteilung von Actiniden

Im Folgenden soll ein Uberblick der bisher durchgefiihrten
Arbeiten zum Einfluf des Knochenstoffwechsels auf Retention

und Verteilung von Actiniden im Knochen gegeben werden.

Copp et al. (Cop47) filhrte bereits Ende der 40er Jahre

Versuche zur Beeinflussung von Strotium-90, einem knochen-

volumen—-suchenden Radionuklid, aber auch von Plutonium-239,

Yttrium-88 und Cer-144 - alle drei Radionuklide sind
oberfldchen-affin - durch, einmal mit Didten, die einen hohen
bzw. niedrigen Calciumanteil enthielten, zum anderen mit
phosphorarmer Didt. Als Versuchstiere dienten junge und
erwachsene Ratten, denen die Didten vor Radionuklidgabe
gefiittert wurden. Junge Tiere mit calciumarmer Didt

absorbierten die hodchste Dosis von 9OSr. Bei den anderen
Radionukliden absorbierten junge Tiere mit calciumarmer Didt
den gleichen Prozentsatz wie ausgewachsene Tiere mit der
calciumreichen DiZt. Bei den Tieren, die die phosphorarme
Didt erhielten, wurde aufgrund der extremen Demineralisierung
des Skeletts Plutonium in der nicht calcifizierten
organischen Matrix abgelagert, was sich in einer Erhcdhung der
absorbierten Dosis von 30% bei den Kontrolltieren auf 58% bei
den Tieren mit der phosphorarmen Didt bemerkbar machte.
Weitere resorptionsstimulierende Agenzien wie Parathormon,
Ammoniumchlorid und Citrat, die bei chronischen
Radiumvergif tungen eingesetzt wurden, hatten keine
signifikanten Effekte auf die Exkretion von Pu, Y und Ce,
obwohl sie die Exkretion von Sr leicht erhohten.

Versuche mit Plutonium, bei denen die Ratten nach Injektion
einen Monat lang einer resorptionsstimulierenden Behandlung
unterworfen wurden und anschliefBend einer

Remineralisierungsphase mit einer optimalen Didt, werden 1in



dieser Arbeit erwdhnt. Ziel dieser Behandlung war, die
Plutoniumablagerungen auf den Knochenoberflidchen mit neuem
Knochen zu begraben.

~Leider finden sich in dieser Arbeit keine Angaben iiber die

Retention in den einzelnen Skeletteilen.

Cuisinier-Gleizes et al. (Cui76) verabreichten die knochen-

suchenden Radionuklide 85Sr, 177Lu und das Actinid 237Np an

parathyroidektomierte und normale Ratten. Die Radionuklide

dienten hier als Knochenmarker fiir Vorgidnge, die an der

Knochenoberflidche stattfinden. 3 Wochen vor Didtbeginn wurden

die Radionuklide den Tieren intravenos injiziert. Die
phosphorarme Didt (0,03% P, 0,6% Ca) wurde eine Woche lang
gefiittert. Fir 237Np wurde eine leicht erhdhte Ausscheidung
bei den Tieren , die die phosphorarme Didt erhielten,

beobachtet, die jedoch nicht signifikant verschieden von der

der Kontrolltiere war (0,21% der injizierten Dosis gegeniiber

0,14%).

Thomasset et al. (Tho76) verfolgten 1in sehr Hdhnlichen
Versuchen neben dem Einflufl einer phosphorarmen Didt auf die
Ausscheidung von 177Lu. 853r und 237Np auch den einer
calciumarmen Didt (0,054 Ca, 0,3% P). Auch hier ist eine
leichte Erhcdhung der 237Np—Ausscheidung zu verzeichnen, die

iiber einen Zeitraum von 7 Tagen bei den Tieren mit

calciumarmer Didt signifikant hoher liegt als bei den

Kontrolltieren.

Hollins et al. untersuchten in einer Reihe von Arbeiten die

Retention von Am und Pu wZahrend Perioden von anabolischer und
katabolischer Aktivitdt im Skelett von Ratten (Hol72,Dur73,
Hol73). Es wurden Wirkungen von Alter, Geschlecht,
Tridchtigkeit und Sdugen, und Effekte von kiinstlichem Stref,
wie parenterale Gabe von Parathormon, Calcitonin, Ostrogen,
Calciumgluconat, calciumfreier Didt und Parathyroidektomie

untersucht. Ihrer Meinung nach vergrofert eine Erhohung der

Knochenresorption durch Gabe resorptionsstimulierender

Substanzen wie PTH die resorbierende Oberfliche und damit die



Retention des Actinids, das sich bevorzugt an ruhenden und
resorbierenden Oberflachen ablagert. Auch bei calciumfreier
Didt wurde eine ansteigende Retention bei Am und Pu be-
obachtet. Bei gleichzeitiger Gabe von PTH und calciumfreier
Didt kam es zu einem weiteren Anstieg der Retention bei Am,
wdhrend sie bei Pu gleich blieb. Gabe von Calciumgluconat
sollte den Blutcalciumspiegel erhohen und damit gleichzeitig
mit einer Reduzierung der Knochenresorption die Retention
herabsetzen. Verabreichung von Calcitonin hatte keinen Effekt
auf die Retention von Pu und Am. Eine abfallende Retention

von Am wurde nach Parathyroidektomie aufgrund gesunkener

Blutcalciumspiegel beobachtet.

Fisher et al. befaBten sich mit der Dekorporation von 241Am

aus mannlichen und weiblichen MAusen mit Hilfe von Zn-DTPA
und dem knochenresorptionsstimulierenden Hormon PTH,
desweitern mit Ammoniumchlorid wund Heparin (Fis74,Fis75,
Fis76). Es wurde hier eine leicht erhchte Dekorporation von
241Am beobachtet, wenn in der 3.-6. Woche der Chelattherapie
400 USP-Einheiten/kg PTH pro Tag verabreicht wurden (Fis74)
oder einmalig 4000 USP-Einheiten/kg PTH wdhrend einer
Zn-DTPA-Behandlung am 3.-25. Tag nach Radionuklidinjektion
(Fis76). Ammoniumchlorid und Heparin erwiesen sich dagegen
als nicht wirksam. Die Retention des 241Am in den einzelnen

Knochen wurde in dieser Arbeit nicht bestimmt.

Bhattacharyya und Peterson (Bha80) versuchten die Dekor-

poration von im Knochen abgelagertem Pu zu erhchen, indem sie

erwachsenen weiblichen Miusen gleichzeitig mit Zn-DTPA eine

hohe Dosis Vitamin D3 (20000 IU) intramuskulidr applizierten.

Nach Injektion von Pu-Citrat wurden die Mduse auf eine
calciumarme Didt umgestellt. In dieser Arbeit erhohte eine
Behandlung mit Vitamin D die Freisetzung von Plutonium aus
dem Skelett nicht, weder mit noch ohne DTPA-Behandlung. Die
Pu-Spiegel lagen bei Vitamin D behandelten Tieren sogar noch
etwas hoher. Nach Bhattacharyya bewirkt die pharmakologische

Dosis von Vitamin D zwar einen signifikanten Anstieg der



Knochenresorptionsrate, aber dieser Anstieg geht nicht
parallel mit einer erhohten Freisetzung von Pu aus dem
Skelett. Als ein mdglicher Grund wird ein Unterschied
zwischen den Stellen der Plutoniumablagerung im Knochen und

den Stellen, an denen die durch Vitamin D hervorgerufene

Resorption stattfindet, genannt.

Zu Versuchen, die den moglichen Einfluf einer vermehrten
korperlichen Tdtigkeit auf die Actinidretention untersuchen,

findet man in der Literatur keine Hinweise.

1.4. Zielsetzung

Aufgrund der wenigen bisher durchgefiihrten Arbeiten zum
Einfluf des Knochenzustandes auf die Retention und Verteilung

von Actiniden im Knochen ist es nun Ziel dieser Arbeit

1. zu untersuchen, ob vermehrte korperliche Bewegung einen
Einflup auf die Retention von 241Am in Organen und Knochen
von Syrischen Hamstern und m3nnlichen und weiblichen
Ratten haben konnte, mit einem besonderen Augenmerk auf die
Verteilung des Radionuklids im Knochen.
a) wobei bei Hamstern der Einfluf eines Laufradtrainings

vor und nach Radionuklidinjektion untersucht werden

sollte.
b) bei Ratten aus Grinden des Strahlenschutzes nur der
Einfluf eines Trainings vor Injektion von 241Am mit

einer eigens zu diesen Zwecken gebauten Laufmaschine.

Bisher durchgefiihrte Arbeiten zur Retention von Americium
wurden ausschlieflich an im Kdfig sitzenden Tieren vorge-

nommen.

2. zZu testen, inwieweit eine calciumarme bzw. phosphorarme
Diat die Knochenresorption und damit eine mogliche
Americiumfreisetzung aus dem Knochen beeinflussen konnte.

Das freigesetzte Americium sollte mit Hilfe einer Langzeit-



dekorporationstherapie mit Zn-DTPA im Trinkwasser aus dem

Korper entfernt werden.

zu untersuchen, ob auch Gaben von erhdhten Dosen von
Vitamin D und seinen beiden Metaboliten 25-Hydroxychole-
calciferol und 1,25-Dihydroxycholecalciferol, die
kontinuierlich widhrend des Versuchszeitraumes mit Hilfe
von osmotischen Minipumpen verabreicht werden, eine Stimu-
lation der Knochenresorption bei gleichzeitiger Gabe
calciumarmen Futters und damit eine erhothte Freisetzung

des Americiums bewirken kdnnten.



2. HMATERIAL UND METHODEN
2.1. Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten midnnliche, 4 Wochen alte Hamster,
bezogen vom Zentralinstitut fir Versuchstierzucht, Hannover,
und mannliche und weibliche Sprague-Dawley Ratten ver-
schiedenen Alters, bezogen von der Wiga Versuchstierzucht,
Sulzfeld. Die Haltung erfolgte bei den Hamstern in Einzel-

kdfigen, bei den Ratten in Kidfigen mit maximal 3 Tieren.

Die Raumtemperatur in den Stdllen betrug etwa 22°% C bei einer
relativen Luftfeuchtigkeit von 50 bis 55 %. Die Raumbe-
leuchtung war 12 Stunden lang angeschaltet.

Das Futter bestand aus einer Standarddidt fir Hamster bzw.
Ratten (AltrominR, altromin GmbH u.Co KG, Lage), sowie einer
speziellen phosphor- bzw. calciumarmen Rattendidt (ebenfalls
AltrominR) ad libitum. Als Trinkwasser diente entweder Lei-
tungswasser, destilliertes Wasser oder Zn-DTPA, ebenfalls ad

libitum (Genaueres siehe Versuchsbeschreibung 2.9.2. und

2.9.3.).

Nach der Injektion des Radionuklids wurden die Tiere in
Kdfige mit Wegwerfinneneinsiatzen und -fufrosten umgesetzt.
Fir die restliche Versuchsdauer wurden die Tiere in spe-
ziellen Klimaschrdnken im Tierstall gehalten.

Einmal pro Woche wurden die Tiere gewogen und die

Gewichtskurven erstellt.
2.2. Herstellung der Radionuklidldsung und Injektion

Das in allen Versuchen verwendete 241Americium wurde von der
Firma Amersham, Grofbritannien, bezogen. Die Herstellung der
Stamm—- und Injektionslosungen fiihrte Herr Prof. Dr. V. Volf
in einer Handschuhbox durch. Jeweils einen Tag vor der In-
jektion der Tiere wurden entsprechende Aliquots der Stamm-

losung mit 1% Natriumcitratlosung verdiinnt und mit NaHCO3 auf

einen pH-Wert von 7 eingestellt.



Kurz vor Verabreichung wurde die Losung durch einen 0,025 um
Filter (Schleicher+Schiill GmbH, Dassel) filtriert, um
kolloidale Nuklidaggregationen in der Injektionsldsung zu

vermeiden.

Alle Injektionen der Radionuklidlosungen erfolgten in einer
Handschuhbox unter Athernarkose intramuskuldr (i.m.) in die
innere Seite des rechten Oberschenkels. Uber die Kaniile wurde
ein Kunststoffschlauch gezogen, um eine konstante Einstich-

tiefe zu erreichen (Vol74).
2.3. Sektion und Entnahme von Organen

Die Sektion erfolgte ebenfalls unter Athernarkose. Die Tiere
wurden durch Offnen der grofen Bauchgefifie entblutet. Das
Blut wurde in mit Liquemin DepotR (Hof fmann-LaRoche, Gren-
zach-Wyhlen) heparinisierten Zentrifugenrohrchen aufgefangen.
Das so ungerinnbar gemachte Blut wurde zentrifugiert und das
erhaltene Blutplasma diente zur Calcium- und Phosphat-
bestimmung.

Die inneren Organe der Tiere wurden aus Bauch- und Brusthohle
entfernt und der restliche Korper dorso-ventral gerontgt
(siehe 2.3.3.). Ein Teil der inneren Organe wurde gewogen und
auf die enthaltene Aktivitdt untersucht. Die langen Knochen
und alle 6 Lendenwirbel wurden entnommen, von anhaftendem
Gewebe gesdubert und gewogen. Die langen Knochen der linken
Korperhdlfte und der 3. und 4. Lendenwirbel wurden in

neutralem, phosphatgepufferten 8% Formalin (Merck, Darmstadt)

fixiert.
2.3.1. Trockengewichtsbestimmung der Knochen

Die Knochen der rechten Seite und die restlichen Lendenwirbel
dienten zur Bestimmung der Trockengewichte.

Hierfiir wurden die Knochen zunichst 3 Tage an der Luft und
anschlieBend bis zur Gewichtskonstanz in einem Wiarmeschrank
bei 80°C getrocknet, wofiir eine Trocknungsdauer von 24 Stun-

den ausreichte. Sofort im Anschluf daran wurden die Knochen

gewogen.



2.3.2. Bestimmung von Knochenlidnge und -durchmesser

Lange und Durchmesser der Knochen wurden mit Hilfe einer
Schublehre (MeBgenauigkeit 5/100 mm) ermittelt. Als Lingenmaf
beim Femur diente der Abstand zwischen dem tiefsten Punkt der
Verbindung zwischen Trochanter major und Femurhals und der
Fossa intercondylaris (L&dn88).

Der Femurdurchmesser wurde latero-lateral unmittelbar

unterhalb der Crista femoris ermittelt.
2.3.3. Rontgenaufnahmen einzelner Knochen

Alle entnommenen langen Knochen wurden einzeln gerontgt, um
etwaige Schiaden an den Knochen  Dbereits makroskopisch
feststellen zu kUnnen. Die Aufnahmen wurden mit einer
FaxitronR—Rﬁntgenrﬁhre erstellt, wobei die Expositionszeit
2,2 Minuten bei 40kV und 25 mA betrug. Als Filmmaterial

dienten hier feinkornige ROntgenfilme (D4 von Agfa-Gaevert).

Die Entwicklung der Filme &erfolgte mit handelsiiblichem
Rontgenfilm-Entwickler wund -Fixierer (adefo-Chemie GmbH,

Niirnberg) nach Vorschrift.
2.4. Bestimmung der Radioaktivitit

2.4.1. Ganzkdrpermessung der Tiere

Die vorhandene Gesamtaktivitdt von 241Am im Korper lebender

Tiere wurde mit Hilfe eines Ganzkorperzihlers fiir Kleintiere
gemessen (Berthold, Wildbad). Als Detektoren dienten 12.5 x
7.5 NaJ(Tl)-Kristalle. Die von 241Am emittierte 60 keV
v-Strahlung konnte hiermit direkt erfaBt werden. Die Tiere
wurden zur Messung in Piexiglasdosen zwischen die Kristalle
gesetzt, um vergleichbare Geometriefaktoren zu erhalten. Die
MeBeffektivitdt betrug ca. 10%. Als 100% der verabreichten
Dosis diente der Wert der ersten Ganzkorpermessung, die 30

Minuten nach Radionﬁklidinjektion erfolgte.



2.4.2. Messung der Aktivitdt in den einzelnen Organen

Die Bestimmung der emittierten ~-Strahlung von 241Am in den
einzelnen Organproben wurde mit Hilfe eines Szintillations-
spektrometers {Beckman Gamma SOOOR) vorgenommen. Das Mefger#t
war mit einem NaJ(Tl)-Bohrlochkristall mit 76 mm (3 Zoll)
Durchmesser ausgestattet. Die Organe und Knochen konnten
ungeteilt in PolyHthylenfldschchen gemessen werden. Die Mef-
zeit fir jede Probe betrug 10 Minuten. Die MefBeffektivitidt
fir die 60 keV 7-Strahlung des 241Am betrug hier ca. 24%. Als
Standards dienten bei allen Versuchen jeweils 4 Dosen der

entsprechenden Injektionslosungen in je 20 ml 0,1 n HNO3

(Merck).

Die relativen AktivitidtsmafBe berechnen sich wie folgt:

M?ng @er Aktivitat im Qrgan < 100
injizierte Gesamtaktivitat

%Z der injizierten Dosis =

%Z der injizierten Dosis
Organfeuchtgewicht in g

I

Aktivitdtskonzentration

2.5. Bestimmung von Calcium und anorganischem Phosphat im

Blutplasma

Bei den Didtversuchen (siehe 2.9.2.) wurde die Calcium- und
Phosphatkonzentration im gewonnenen Blutplasma untersucht.
Die Bestimmung der Calciumkonzentration erfolgte mit Hilfe
eines photometrischen Tests (Calcium MTB, ingotest, Boeh-
ringer, Ingelheim). Dabei bildet Methylthymolblau in alka-
lischer Losung bei Anwesenheit von Calciumionen einen

blaugriinen Farbkomplex, dessen Extinktionsmaximum bei 610 nm

liegt.

Die Konzentration von anorganischem Phosphat im Plasma wurde

ebenfalls mittels eines photometrischen Tests bestimmt (Mer-
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ckotest 3331, Merck). Hier entsteht aus im Plasma anorganisch
gebundenem Phosphat mit Natriummolybdat Phosphormolybdat, das
durch Reduktion in kolloidales Molybdidnblau iiberfithrt wird
und so photometrisch bestimmt werden kann. Das Extinktions-
maximum liegt bei 750 nm.

Die photometrischen Bestimmungen wurden mit Hilfe eines

Beckman DuR—65 Spektrophotometers durchgefiihrt.
2.6. Einbettung und Aufarbeitung von nicht-entkalkten Knochen

Um die Knochenwachstumsrate mit Hilfe einer Vitalmarkierung
mit Calcein, einem Fluoreszenzfarbstoff, bestimmen zu konnen,
desweiteren um Aussagen iiber die Radionuklidverteilung in
entsprechenden Knochenstrukturen treffen zu konnen, wurden
die Knochen unentkalkt eingebettet, wobei die Methode der

Einbettung in Methylmethacrylat zu Anwendung kam.
2.6.1. Einbettung in Methylmethacrylat (MMA)

Diese Art der Einbettung von Hartgeweben zur histologischen
Untersuchung wurde von Burkhardt in Deutschland in der
Humanmedizin eingefiilhrt und weiterentwickelt (Bur66,Bur66a).
Nach Einfihrung als Standardmethode an unserem Institut

(Gam88) wurde diese Einbettung wie folgt durchgefiihrt.

Distale Femora und 3. und 4. Lendenwirbel, die in Formalin

fixiert worden waren (siehe 2.3.), wurden zundchst in des-

tilliertem Wasser gespiilt. Die fiir die Einbettung notwendige

Entwidsserung des Knochengewebes erfolgte mit einer aufstei-
genden Alkoholreihe von 50% bis 100% Methanol (Merck)
innerhalb einer Woche in Kunststoffldschchen. Nach Uberfiihren
der Knochen in 100% Ethanol wurde dieses innerhalb einer

Woche mehrmals gewechselt. Im Anschlufl wurde eine Entfettung

der Proben durch dreimaligen Wechsel in Xylol (Merck)
durchgefiihrt.

Die Infiltration des MMA-Einbettgemisches erfolgte in finf
Schritten, wobei die beiden letzten Schritte im Vakuum
(Exsikkator) mit Phosphorpentoxid (Sicapent, - Merck) als

Trockenmittel stattfanden, und die Knochenproben in Rollrand-
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glasfldschchen iiberfihrt wurden. Nach Verschliefen dieser
Flaschchen mit Schnappdeckeln wurde die Polymerisation des
MMA durch ein fiinfzigminiitiges Einstellen in ein 50°C warmes
Wasserbad eingeleitet. Die weitere Auspolymerisation erfolgte
dann bei 34°C iiber das Wochenende.

Nach Entnehmen der Fladschchen aus dem Wasserbad wurden diese
noch fir einige Tage bei Raumtemperatur ausgehidrtet, bevor
sie zerschlagen wurden, um die Blockchen zu erhalten.

Die Entwdsserungs—, Entfettungs- und Infiltrationsschritte

dauerten insgesamt vier Wochen.

1 Liter Methylmethacrylat-Einbettgemisch (ausreichend fiir 20
Proben) wurde wie folgt hergestellt:

25,6 g Benzoylperoxid (Merck)., bei 40°C 48h im Wiarmeschrank
getrocknet, wurde in 800 ml Methylmethacrylat (Merck), das
durch Filtern iiber eine mit Aluminiumoxid (Alumina B, ICN
Biomedicals GmbH, Eschwege) gefiillte S&ule entstabilisiert
wurde, unter Rilhren gelost. Nach vollstidndiger Aufldsung des
Benzoylperoxids wurden 200 ml Plastoid N (Rchm Pharma GmbH,
Weiterstadt) zugegeben.

Die Aufbewahrung des Einbettgemisches erfolgte im Kiihlschrank

bei 4°C.
2.6.2. Schneiden der Methylmethacrylat~Blockchen

Um die entsprechende Schnittebene der eingebetteten Knochen
zu erhalten, wurden die auspolymerisierten Blockchen mit der
Hand angefeilt.

Im AnschlufB daran wurden sie, auf Metallpldttchen aufgeklebt,
mit einem Leitz 1600 Innenlochsdgemikrotom so zugeschnitten,
daf eine glatte Schnittfldche entstand. Die so vorbereiteten
Blockchen wurden mit Zweikomponentenkleber (UHU endfest plus
300) auf spéziell angefertigte Tridgerklotzchen aus Kunst-
stoff aufgeklebt. Mit einem motorgetriebenen Jung Polycut
Grof- und Hartschnittmikrotom wurden zundchst 5 pum dicke
Schnitte bis zur gewiinschten Schnittebene in der Knochenmitte
abgenommen. Mehrere 5 um dicke Schnitte wurden flir Fluores-
zenzmikroskopie und Alizarinrotfarbung erstellt, solche von

3 um Dicke fiir histologische Fragestellungen. Die Schnitte
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wurden unter Befeuchtung von Blockchen und Messer mit 30X%igem
Ethanol mit einem Marderhaarpinsel auf das Messer aufgestri-
chen und mit einer feinen Pinzette auf Gelatine-beschichtete
Objekttriger iberfiihrt. Nach einem mehrminiitigen Weichen der
Schnitte mit 96%igem Ethanol wurden diese mit Hilfe von zwei
feinen Pinzetten vorsichtig gestreckt, mit Ethanol-feuchten
Zigarettenpapierchen bedeckt und mit einer Gummiwalze auf die
Objekttrager gepreft. Die Objekttrédger wurden zwischen Kunst-
stoffscheiben mit aufgelegtem Bleiklotz bei 40°C im Trocken-

schrank iiber Nacht getrocknet und konnten dann weiterverar-

beitet werden.
2.6.3. Fdrbung der Knochenschnitte

Fir die Fluoreszenzmikroskopie wurden 5 pm dicke getrocknete
Schnitte ohne weitere Behandlung mit EukittR (Riedel-De Haen
AG, Seelze-Hannover), einem gebrauchsfertigen Einschluf~-

mittel, mit Deckgldsern . eingedeckt.

Fir die Bewertung der Knochenstruktur wurden 5 pm dicke
Schnitte ohne Entacrylierung mit Alizarinrot gefdrbt (Rom68).
Dazu wurden sie 3 Minuten in eine Alizarinrotlosung (pH 6,4)
gestellt, die aus 1 g Alizarinrot S (Fluka), 90 ml Aqua dest.
und 10 ml O0,25%iger Ammoniakldsung bestand. Im Anschlupf
wurden die Schnitte kurz in destilliertem Wasser, danach in
salzsaurem Alkohol (1000 ml absolutes Ethanol mit 0,1 ml
rauchender Salzsdure) und schlieflich in absolutem Ethanol
gespiilt. Nach Lufttrocknung wurden sie mit Xylol benetzt und

mit EukittR eingedeckt.

Fiir die histologischen Fragestellungen und die Histoauto-
radiographien wurden 3 pm dicke Schnitte nach Giemsa gefirbt
(Gam88). Dazu mufBte das MMA aus den entsprechenden Schnitten
entfernt werden. Dies erfolgte durch Einstellen der Pridparate
in Xylol im Wdrmeschrank (40°C) iiber Nacht. Nach zweima-
ligem Spililen in absolutem Methanol erfolgte im Anschluf eine
absteigende Methanolreihe bis zum destillierten Wasser. Fiir
die Giemsafdrbung wurden die Schnitte aus dem Wasser fiir 50

Minuten bei 50°C in eine Losung aus 98 ml Aqua dest., 2 ml



Phosphatpuffer pH 6,7 und 0,4 ml Giemsa-Losung (Merck) ge-
bracht, und anschliefBend 30 Minuten bei 40°C in einer Losung
aus 98 ml Aqua dest., 2 ml Phosphatpuffer pH 6,6 und 0,4 ml
Giemsa-Losung gefdrbt. Gespiilt wurden die Schnitte in des-
tilliertem Wasser mit 3 Tropfen Eisessig pro 100 ml. Danach
wurden sie zwischen Filterpapierbldockchen getrocknet und mit

EukittR eingedeckt.

2.7. Autoradiographie

Um die Radionuklidverteilung im Knochen sichtbar zu machen,
wurden zwei unterschiedliche Verfahren angewandt. Zum einen
wurde fiir makroskopische Ubersichten der Verteilung in Lings-
schnitten distaler Femora und in den Lendenwirbeln Kunst-
stoffdetektoren verwendet, zum anderen fiir die Aktivi-

tdtsverteilung in histologischen Strukturen die stripping-

film Methode.
2.7.1. Autoradiographie mit Kunststoffolie

Die hierfiir verwendeten Kunststoffolien (MAKROFOL), ein Poly-
merisat von Dioxiphenylpropen und Carbonylchlorid, sind Kern-
spurdetektoren, bei denen durch a-Teilchen Storungen in der
molekularen Struktur hervorgerufen werden. Diese molekularen
Verdnderungen konnen mit Hilfe eines elektrochemischen Atz-
verfahrens (Urb84) als feine Punkte in der Folie sichtbar
gemacht werden. Bei diesem Verfahren wird eine Seite der
Folie mit 30%iger KOH, die andere mit 0,25 n KOH in Kontakt
gebracht. Nach einem einstiindigen Vordtzintervall ohne
Spannung und Frequez wird eine Spannung von 800 V bei einer
Frequenz von 2000 Hz fiir 2 Stunden angelegt. Die Punkte sind
danach gerade mit dem blofen Auge sichtbar.

Fiir die Exposition wurde die Oberfldche der mit dem Mikrotom
geschnittenen Blockchen mit den MAKROFOL-Folien fir 72
Stunden in Kontakt gebracht. Zwischen Blockchen und Folie
wurden 7 pm dicke Alufolien gelegt, um Spuren aus tieferen
Regionen der Blockchen zu vermeiden.

Die Folien wurden photographisch vergrofert und mit den
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entsprechenden Alizarinrot-gefédrbten Knochenschnitten

verglichen, die in gleichem MafBstab vergrofBert wurden.
2.7.2. Histoautoradiographie mit stripping-film

Zur Hi'stoautoradiographie von a~-Strahlern wurde AR10
stripping-film der Firma Kodak verwendet. Diese Methode be-
ruht auf einer photochemischen Reaktion von ionisierender
Strahlung und sensibilisiertem Halogensilber.

Nach Entacrylierung wurden ausgewdhlte, 3 um dicke Schnitte
mit dem stripping—-film beschichtet und 16-20 Wochen im Kihl-
schrank bei 4°C exponiert.

Die Entwicklung dieser Filme erfolgte mit Kodak D-19 Ent-
wickler (5 Minuten), die anschliefende Fixierung mit Kodak
Unifix Fixierer nach Herstellerangaben.

Unmittelbar im Anschluf wurden die noch ungefidrbten Schnitte

mit Giemsa gefidrbt (siehe 2.3.6.) und an einem staubfreien

Ort getrocknet.
2.8. Histomorphometrische Methodik

Die quantitative Auswertung zur Bestimmung der Knochenmine-
ralisationsrate und der Breite der distalen Epiphysenfuge des
Femurs erfolgte mit einer Digitalisiereinrichtung, MOP-Digi-
plan 1 (Kontron, Miinchen), 2zur halbautomatischen Bild-
erfassung. Mit Hilfe dieser Digitalisiereinrichtung kann man
beliebige Strecken durch Nach- und Umfahren messen. Diese
Einrichtung (Gam88) besteht aus einem MeBtablett, einem
Cursor und einer Zentraleinheit Zur Steuerung. Eine
gleichzeitige Benutzung eines Orthoplan-Mikroskops (Leitz,
Wetzlar) mit Zeicheneinrichtung gestattet es, ein Bild des
Cursors auf dem Meftablett mit einer Leuchtdiode iiber das

mikroskopische Bild zu projizieren und so jede beliebige

Struktur nachzufahren.

Das MeBtablett arbeitet nach dem Magnetostriktionsprinzip,
d.h. unter der MeBfldche befindet sich ein Netzwerk von
magnetisierten Stahldrdhten, das ein permanentes Magnetfeld

erzeugt. Von den Seiten des Meftabletts werden magnetostik-



tive Pulse ausgesandt, die durch eine Empfadngerspule im
Cursor aufgenommen werden. Durch elektronische Kurzzeit-
messung wird die wegproportionale Laufzeit und damit das
Koordinatenpaar des angetasteten Bildpunktes in absoluten
mm-Werten gemessen. Die Weiterverarbeitung der Koordinaten-

werte in Lidnge und Fladche erfolgt mit einem nachgeschalteten

Mikroprozessor (Kon79).
2.8.1. Messung an Fluoreszenzprédparaten

Die Messung der Wachstumsrate der fluoreszenzmarkierten
Femora wurde mit Hilfe des oben beschriebenen Digitalisierers
und dem Orthoplan-Mikroskop mit einer Ploemak Auflicht-
Fluoreszenzeinrichtung (100 Watt Gleichstrom Quecksilber-
hochstdrucklampe) durchgefiihrt. Als Fluoreszenzfilter diente
der Filter I2 wvon Leitz, mit dem man eine selektive
Griinfluoreszenz des in den Knochen eingebauten Calceins, dem
hier verwendeten Fluoreszenzfarbstoff, erh#dlt. Mit Hilfe der
zweifachen Fluoreszenzmarkierung der Tiere in einem
bestimmten zeitlichen Abstand (siehe 2.9.2.3.) entstanden
zwei Fluoreszenzlinien im Knochen, da sich der Farbstoff bei
der Mineralisation des Knochens einlagert, wobei der Abstand
der beiden Fluoreszenzlinien der Wachstumsrate entspricht.
Die Messungen erfolgten an 5 pm dicken ungefidrbten Schnitten
(siehe 2.6.3.) sowohl endostal am Femurschaft, wie an den
Knochenbdlkchen. An mehreren doppelt markierten Stellen wurde
in gleichen Abstidnden jeweils die kiirzeste Strecke zwischen
beiden Fluoreszenzlinien bestimmt. Pro Knochenschnitt wurden
je 30 MeBwerte am Schaft bzw. an den Trabekeln ermittelt.

Die Wachstumsrate in pm/d wurde mit Hilfe von entspre-
chenden MafBstabsfaktoren (Eichung mit einem Objekttridger-

mikrometer) und den Markierungsintervallen berechnet (Jee85).

2.8.2. Knorpelfugenbreite des distalen Femurs

Die Dicke und auch die Struktur der distalen Epiphysenfuge
sind wichtig fiir das Lingenwachstum des Knochens. Storungen
im Knochenstoffwechsel, die durch bestimmte Mangeldidten oder

auch durch in der Epiphyse abgelagerte Radionuklide hervor-



gerufen werden, konnen sich direkt auf ihre Funktion
auswirken.

Die Messung der Knorpelfugendicke erfolgte an Giemsa-
gefdrbten Schnitten ebenfalls mit dem Orthoplan-Mikroskop und
der Zeicheneinrichtung an 30 Punkten in Zquidistanten Abstan-
den iiber die gesamte Fuge. Ausgemessen wurde die Strecke von
der Keimschicht der Fuge bis zum Rand des Blasenknorpels und
mit den entsprechenden MaBstabsfaktoren in die tatsidchliche

Strecke in pum umgerechnet (Jee85, Gam88).

2.9. Versuchsbeschreibungen

2.9.1. Versuche zum Einfluf von korperlicher Aktivitdt auf

die Retention von 241Am

2.9.1.1. Versuche mit Syrischen Hamstern

Zwolf Syrische Hamster mit einem Korpergewicht von etwa 65 g
wurden in zwei Gruppen von je 6 Tieren aufgeteilt. Nach
intramuskuldrer Gabe von 51,8 kBq/kg Korpergewicht (KG)
(1,4 pCiskg) 241Am—Citrat wurde den Tieren der einen Gruppe
ein Laufrad aus Metall zur Verfiigung gestellt, in dem die
Tiere sich freiwillig bewegen konnten, wobei keine Kontrolle
der Laufleistung erfolgte. Die 2zweite Gruppe diente als
nicht-bewegte Kontrolle. Zehn Wochen post injectionem wurden

die Tiere getdtet.,

In einem zweiten Versuch wurde der EinfluB einer korperlichen
Tdtigkeit vor Injektion des Radionuklids auf dessen Retention
untersucht. Fiinf Hamster mit einem Anfangsgewicht von ca. 65g
wurden mit einem Laufrad versehen, weitere fiunf Tiere
stellten die Kontrollen. 15 Wochen nach Versuchsbeginn wurden
25,0kBq/kg KG (0,7pCiskg) 231

Tage spadter seziert.

Am injiziert und die Tiere 7

Um sicherzugehen, daf die Tiere die ihnen zur Verfiigung
stehenden Laufrader tatsdchlich nutzten, wurde Zu

verschiedenen Zeitpunkten widhrend der Nacht kontrolliert.
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2.9.1.2. Versuche mit mannlichen und weiblichen Ratten

2.9.1.2.1. Laufmaschine

Nach vergeblichen Versuchen auch Ratten das Laufen in einem
Laufrad beizubringen, wurde eine elektrisch betriebene Lauf-
maschine, #dhnlich der von Jette et al. (Jet69) beschriebenen,
nach eigenen Plidnen in unserer Institutswerkstatt gebaut.
Diese Laufmaschine besteht aus einem Endlos-Band (Transilon,
Siegling, Hannover), das iiber zwei nach aufen hin konische
Kunststoffwalzen lduft, die auf einen aus Winkelstahl ge-
schweiften Rahmen montiert sind, und das von einem stufenlos
regelbaren Elektromotor (Portescape Deutschland, Pforzheim)
angetrieben wird. Zwei abnehmbare, mit Drahtdeckeln bestiickte
Plexiglasaufsdtze mit jeweils 5 Abteilungen erlauben es, zehn
Tiere gleichzeitig zu trainieren (Abb.1b).

Bei der Laufmaschine von Jette et al. (Jet69) wurden
Elektroschockgitter - in die Riickwidnde der Laufabteile
integriert, an die eine Spannung gelegt wurde, falls die
Tiere sich nicht freiwillig entgegen der Laufrichtung des
Bandes bewegten. Auch fir unsere Laufmaschine wurden solche
Gitter konstruiert, die allerdings herausnehmbar sind. An
diese Gitter konnte mittels einer PKW-Ziindspule eine Spannung
angelegt werden (siehe Abb.la). Diese Schockgitter kamen
jedoch nicht zum Einsatz, da vor allem die weiblichen Ratten
sehr schnell lernten, sich auf dem Band zu bewegen. Bei
mannlichen Tieren dagegen ergaben sich wiahrend des
Trainingszeitraums von 12 Wochen Schwierigkeiten, so dapf
einige der Tiere zu unterschiedlichen Zeitpunkten aus dem
Versuch genommen werden muften, da sie, vor allem bei den
hoheren Bandgeschwindigkeiten, begannen, sich vehement gegen
die Laufrichtung des Bandes zu stemmen. Hinweise auf
Schwierigkeiten dieser Art findet man auch in der Literatur

beschrieben (Dar85).
2.9.1.2.2. Trainingsschema

Das Training der Tiere erfolgte fiinfmal pro Woche morgens. Um

die Tiere nicht zu iberanstrengen, mufte ein entsprechendes
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Trainingsschema ausgearbeitet werden.

Zundchst wurden die Tiere zwei Tage lang durch wiederholtes
Einsetzen in die Laufabteile und sehr langsames Anfahren des
Bandes an die Bedingungen in der Laufmaschine gewohnt
(Jet69).

Begonnen wurde dann mit einer Trainingsdauer von 5 min bei
einer Laufgeschwindigkeit des Bandes von 7,5 m/min. Die
Laufzeit und die Bandgeschwindigkeit wurden innerhalb von 4
Wochen tidglich gesteigert bis auf einen Endwert von 40 min
bei einer Geschwindigkeit von 18 m/min, was einer tdglichen
Laufstrecke von 720 m entsprach. Diese Trainingsbedingungen

waren fir weitere 8 Wochen giiltig.
2.9.1.2.3. Durchfiithrung der Trainingsversuche

Fir die Versuche zum Einfluf von korperlicher Aktivitdt auf
die 241Am-—Retention wurden Ratten nur vor Injektion des
Radionuklids trainiert, da ein Training von radioaktiven

Tieren auf der Laufmaschine aus Strahlenschutzgriinden nicht

moglich war.

Zundchst wurden fiinf m3dnnliche Tiere, wie oben beschrieben,
12 Wochen lang trainiert. Sechs Tiere dienten als nicht-
trainierte Kontrollgruppe. Die Ratten wogen zu Versuchsbeginn
etwa 80 g und waren 4 Wochen alt. Nach Beendigung der
Trainingsphase erhielten sie eine intramuskuldre Gabe von

16,3 kBq/kg KG ( 0,44 pCiskg) 2*lam-Citrat.

Parallel zu der Gruppe der minnlichen Ratten gelangte eine
Gruppe von 7 Weibchen zum Training, 6 Tiere wurden als
Kontrolltiere Therangezogen. Alter und Korpergewicht zu
Versuchsbeginn entsprachen dem der Rattenmannchen. Nach 12
Wochen Training wurden diesen Tieren 14,8 kBq/kg KG (0,4
pCi/kg) des Radionuklids injiziert.

Analog dazu wurde ein Versuch mit bei Trainingsbeginn bereits
ausgewachsenen Ratten durchgefiihrt. Die fiinf Tiere, die ins
Training gelangten und die sephs nicht-trainierten Kontrollen
wogen zu Anfang des Versuchs etwa 230 g und waren 12 Wochen

. 241
alt. Hier wurden 12,2 kBq/kg KG (0,33 uCi/kg) des Am-



Citrats injiziert.

Einem nur vierwdchigen, aber intensiveren Trainingsprogramm
wurde eine Gruppe von 8 jungen Rattenweibchen unterzogen. Die
Trainingstiere und die nicht-trainierten Kontrollen wogen

anfdnglich 80 g. Diese Tiere erhielten eine Injektion von

19,6 kBq/kg KG (0,53 uCi/kg).

Die Sektion der Tiere aller Versuche erfolgte 14 Tage nach
Radionuklidinjektion. WzZhrend der gesamten Versuchsdauer
wurde die Korpergewichtsentwicklung der Tiere und der Futter-

verbrauch protokolliert.

2.9.2. Versuche zum Einfluf von Didt und/oder Chelattherapie

auf die Retention von 241Am

Um die Einwirkungen der Zufuhr von zu geringen Mengen der fiir
den Knochen essentiellen Ionen, Calcium und Phosphat, auf den
Knochenstoffwechsel und damit moglicherweise auch auf die
Actinidretention zu untersuchen, kamen bei diesen Versuchen
eine Phosphor- bzw. Calciummangeldidt zur Anwendung. Gleich-
zeitig wurde versucht, durch Chelattherapie das gegebenfalls
durch Knochenresorption freigesetzte 241Am aus dem Kodrper

auszuschleusen.
2.9.2.1. Phosphor- und calciumarme Didt

Diese Mangeldidten wurden von der Fa. altromin GmbH u. Co KG
in pelletierter Form bezogen. Als Kontrolldidt diente die
normale Haltungsdidt fiir Ratten und Mduse (altromin 1324) mit
einem Calciumgehalt von 0,9% und einem Phosphorgehalt von
0,75%. Die Phosphormangeldidt (C 1048) enthielt einen
Phosphoranteil von 0,015%, wdhrend der Calciumanteil dem der
normalen Diét glich (0,95%4). Bei der <calciumarmen Di&t
(C 1031) betrug der Calciumgehalt nur 0,08%, der Phosphoran-
teil dagegen 0,6%.

Alle weiteren Bestandteile der beiden Didten waren identisch.
Die Tiere haben diese Didten wdhrend des Versuchszeitraums

von 4 Wochen gut vertragen und machten einen vitalen

Eindruck.
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Gleichzeitig mit den Didten wurde destilliertes Wasser an-
stelle von Leitungswasser als Trinkwasser angeboten, um eine
Ionenaufnahme iiber das Wasser zu vermeiden.

Die Futter- und Wasseraufnahme wurde iiber die gesamte Ver-

suchsdauer verfolgt.
2.9.2.2. Chelatbildner

Zur Dekorporationstherapie des verabreichten Actinids wurde
das Zn-Chelat der Didthylentriaminpentaessigsidure (Zn-DTPA)
in einer Konzentration von 3x10—3 M/1 im Trinkwasser einge-

setzt (Vol84). Die Stammlosung wurde aus HSDTPA (Fluka), ZnO

(Merck) und NaOH (Merck) in einer Konzentration von 0,2 M/1
mit einem pH-Wert von 7,4 hergestellt und mit destilliertem
Wasser entsprechend verdiinnt.

Bei einem durchschnittlichen Verbrauch von etwa 50 ml
Fliissigkeit pro Tier und Tag ergibt sich so eine Zn-DTPA-
Konzentration von 600 uMol/kg/Tag zu Beginn der Chelatverab-

reichung. Diese Konzentration wurde iiber den Verabfolgungs-

zeitraum von 4 Wochen gut vertragen.
2.9.2.3. Fluoreszenzmarkierung

Fir eine Vitalmarkierung der Knochen mit Fluoreszenzfarbstoff
zur Bestimmung der Mineralisationsrate wurde den Tieren
einige Tage vor der Sektion zweimal in einem fiir jeden
Versuch genau definierten zeitlichen Abstand Calcein (Fluka)
subcutan injiziert. Die Dosis betrug 25 mg/kg KG in einer

3%igen Losung: 750 mg Calcein, 500 mg NaHCO3 (Merck) und 25

ml Aqua bidest. (Son80, Jee85).
2.9.2.4. Durchfiihrung der Di&dtversuche

Vierundzwanzig mdnnliche Ratten mit einem Korpergewicht von
130 g wurden in 4 Gruppen mit je 6 Tieren aufgeteilt und
erhielten eine Injektion von 21,5 kBq/kg KG (0,58 pnCi/kg)

241Am. 14 Tage nach Injektion wurde mit der Didt bzw. der



Chelattherapie begonnen.
Eine Gruppe, an die weiterhin die normale Haltungsdidt ver-

flittert wurde, diente als Kontrollgruppe, die zweite Gruppe
erhielt zusdtzlich Zum normalen Futter Zn-DTPA im
Trinkwasser. Bei der dritten Gruppe wurde der Einfluf der
Phosphormangeldidt getestet und die vierte Gruppe erhielt zu
der Mangeldidt Zn-DTPA im Trinkwasser.

Diese Behandlung wurde 4 Wochen lang durchgefithrt und die

Tiere im Anschluf getdtet.

Analog dazu wurde ein Versuch mit calciumarmer Di&dt durchge-
fihrt, wobei die beiden Gruppen, die Zn-DTPA erhielten, aus ©
Tieren bestanden, die beiden anderen aus 5 Tieren.

Eine Gruppe von 5 Tieren wurde vor Beginn der Therapie ge-
totet und diente als 2 Wochen Kontrolle.

Die Ganzkdorpermessung erfolgte zunidchst tdglich, spdter drei-

mal pro Woche.

2.9.3. Versuche zum Einfluf von Vitamin D3 und seinen

Metaboliten auf die Radionuklidretention

Un einen moglichen Einfluf von Vitamin D und seinen beiden
Metaboliten 25-Hydroxycholecalciferol und 1lea,25-Dihydroxy-
cholecalciferol auf den Knochenstoffwechsel und damit auf im
Knochen abgelagertes 241Am Zzu untersuchen, wurden den Ratten
diese Substanzen ilber einen ldngeren Zeitraum kontinuierlich

verabfolgt bei gleichzeitiger Gabe von calciumarmen Futter.

2.9.3.1. Applikation von Vitamin D3, 25(OH)D3 und 1,25(OH)2D3

Die Applikation von Vitamin D und seinen beiden Metaboliten
erfolgte mit Hilfe von osmotischen Minipumpen (Modell 2ML4,
Alza Corp., Palo Alto, USA), die eine kontinuierliche Abgabe
dieser Substanzen ins Gewebe iliber 4 Wochen gewiZhrleisten.

Diese Methode der Verabfolgung wurde von mir als eine Weiter-
entwicklung der subcutanen Dauerinfusion (Pla76) an unserem

Institut eingefiihrt.



Die Minipumpen (Lange 5,1 cm, Durchmesser 1,4 cm)
funktionieren nach dem osmotischen Prinzip und werden den
Tieren subcutan unter die Riickenhaut implantiert. Sie
bestehen aus einem zusammenpressbaren Reservoir fiir die zu
applizierende Substanz, das von flexiblemnm, impermeablen
Material umgeben ist. An diese impermeable Membran schliefit
sich nach auflen ein osmotisches Agens an, das von einer
semipermeablen Membran als AufBenhiille abgegrenzt wird.
Gelangt die Pumpe nun in ein wHssriges Milieu, saugt die
osmotische Flissigkeit mit einer konstanten Geschwindigkeit
durch die semipermeable Membran Wasser an, wobei das Volumen
des osmotischen Agens vergrofert wird und einen Druck auf das
Reservoir ausiibt. Dadurch wird ein konstanter Fluf der zu

verabreichenden Substanz aus dem Reservoir verursacht

(A1z86).

Die Pumprate bei dem hier verwendeten Modell betrug 2,14
nl/h. Den Tieren wurden pro Tag entweder 250 ng (10000 IE)
Vitamin D3 (Aldrich-Chemie, Steinheim), 300 ng 25(OH)D3

(Roussel Uclaf, Romainville,Frankreich), oder 80 ng

1,25(0H)2D3 (Hoffmann— La Roche, Basel, Schweiz) appliziert.

Die drei Substanzen wurden in den entsprechenden Konzen-

trationen in reinem Propylenglykol (Merck) geldst (Mar85).

Das Fillen der Pumpenreservoirs erfolgte mit Hilfe einer
stumpfen Kaniile. Die Pumpen wurden vor und nach dem Fiillen
gewogen, um eventuelle Luftblasen zu entdecken. Nach Sektion

der Tiere wurden die Reservoirs der Pumpen durch Aufschneiden

iberpriift.

Die Tiere wurden durch die am Riicken implantierten Minipumpen

in keiner Weise in ihrer Bewegungsfidhigkeit eingeschrankt.

2.9.3.2. Versuchsdurchfithrung

30 minnliche Ratten mit einem Korpergewicht von 130-140 g
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wurden in 5 Gruppen mit jeweils 6 Tieren eingeteilt. 14 Tage
nach i.m.-Injektion von 21,5 kBq/kg KG 2‘HAm—Citrat begann
die Verabfolgung von Vitamin D und seinen beiden Metaboliten.
Eine Kontrollgruppe erhielt weiterhin normales Futter, eine
zweite Gruppe calciumarmes Futter (siehe 2.9.2.1.). Den
Tieren dreier weiterer Gruppen wurden Minipumpen mit den
jeweiligen Substanzen unter Athernarkose implantiert.

Nach Fluoreszenzmarkierung der Tiere (siehe vorne) erfolgte
die Sektion 4 Wochen spiater.

Die Messung der GanzkGrperretention erfolgte auch hier zu-

nachst tdglich, dann dreimal pro Woche.
2.10. Statistik und Abbildungen

Das statistische Verfahren in dieser Arbeit war die
Berechnung der arithmetischen Mittelwerte und ihrer
Standardabweichungen (SD) bzw. der Standardfehler des
Mittelwertes (SEM). Die Priifung statistischer Unterschiede
erfolgte mit Hilfe des zweiseitigen t-Tests (Sac68).

In den Abbildungen sind die arithmetischen Mittelwerte mit
Standardabweichungen dargestellt. Zum Teil wurde aufgrund der

besseren Ubersicht auf Einbringen der Fehlerbalken

verzichtet.

Die Abbildungen der Knochenstruktur wund der Autoradio-
graphien mit den Kunststoffolien wurden durch direkte
VergrofBerungen der Alizarinrot-gefdrbten Schnitte bzw. der
Folien auf graphischen Film (COH-4 von Du Pont) erstellt.

Die mikroskopischen Aufnahmen erfolgten mit einer speziellen
Kamera fir Mikrophotographie (Reichert, Austria) auf
hochempfindlichen Film (Agfa Pan 400 professional, Agfa

Gevaert, Leverkusen).
Bei den Abbildungen sind jeweils die EndvergridBerungen ange-

geben.



3. ERGEBNISSE

3.1. Versuche zum Einfluf von kdorperlichem Training

3.1.1. Syrische Hamster

Die Versuche zum freiwilligen Laufradtraining Syrischer
Hamster vor und nach Injektion von 241Am, um einen mdglichen
Einfluf von vermehrter korperlicher Aktivitdt auf die
Radionuklidretention aufzudecken, waren als Vorversuche bis
zur Fertigstellung der Laufmaschine fir Ratten, den
eigentlichen Versuchstieren, gedacht und lieferten einige

interessante Ergebnisse.
3.1.1.1. Korper—- und Organgewichte

Die Korpergewichtsentwicklung bei Tieren, die nach der Radio-
nuklidinjektion 10 Wochen lang ein Laufrad zur Verfigung
hatten, verlief parallel der der entsprechenden Kontroll-
gruppe (siehe Abb.2).

Bei den 15 Wochen lang "vortrainierten” Hamstern dagegen
zeigte sich eine Tendenz 2zu hdherem Korpergewicht. Die
Unterschiede zu den entsprechenden Kontrollen wiesen jedoch

keine Signifikanz auf (Abb.2).

Wie aus den Korpergewichten schon ersichtlich ist, ergaben
sich bei den Tieren, die nach Injektion 10 Wochen lang
trainierten, bei Organ- und Knochengewichten  keine
Unterschiede (siehe Tab.1). Ebenfalls keine Unterschiede
waren bei den Knochentrockengewichten zu verzeichnen. Sie
betrugen nach Trocknung der Knochen bis zur Gewichtskonstanz
bei beiden Gruppen fiir Femur, Tibia und Humerus etwa 60% des

Feuchtgewichts, bei den Lendenwirbeln 42%.

Bei den 15 Wochen lang vortrainierten Tieren dagegen
entwickelten Milz und Herz signifikant hohere Organgewichte
(siehe Tab.1). Alle untersuchten Knochen tendierten ebenfalls
zu hoheren Gewichten bei der Laufradgruppe (Tab.l1), jedoch

waren auch hier die Unterschiede nicht signifikant. Die



Knochentrockengewichte beider Gruppen wiesen keine Unter-
schiede auf. Bei Laufradtieren und Kontrollen resultierte die
Trocknung der Knochen bis zur Gewichtskonstanz fir den Femur
in 63-66%, fiir die Tibia in ca. 65%, fiir den Humerus in

62-63% und fiir die Lendenwirbel 1-5 in 44-45%Z der Knochen-

feuchtgewichte.
3.1.1.2. Knochenmessungen

Die mit der Schublehre gemessene Liange des Femurs ergab bei
den Hamstern mit 10wochigem Laufradtraining nach Injektion
24,4 + 0,5 mm (Mittelwert mit Standardfehler) bei der
entsprechenden Kontrollgruppe 24,8 1 0,2 mm; der Femurdurch-
messer betrug bei beiden Gruppen 3,3 mm. Auch die Tibialdnge
erwies sich mit 23,8 + 0,3 mm bei den Laufradtieren und 23,9
t 0,3 mm bei den Kontrollen als gleich, ebenso die Humerus-
lange mit 21,0 £ 0,2 mm bei den Laufradtieren und mit 21,3 %
0,1 mm bei den Kontrollen. Hier, wie auch schon bei den
Knochengewichten, veridnderte vermehrte korperliche Tatigkeit
nach Radionuklidinjektion Knochenparameter wie Linge und

Durchmesser nicht.

Ein 15wodchiges Training vor Radionuklidapplikation dagegen
resultierte in verdnderten Knochenparametern. So war der
Femur der Laufradgruppe mit 26,8 + 0,6 mm signifikant l3dnger
als der der Kontrollgruppe mit 25,3 £ 0,2 mm (P=0,05). Auch
der Femurdurchmesser wies Unterschiede auf (3,9 £ 0,1 mm bei

den vortrainierten Tieren gegeniiber 3,6 + 0,07 mm bei den

Kontrollen). Die Tibia =zeigte ebenfalls Ver&dnderungen
hinsichtlich der Linge (26,7 + 0,7 mm bei der Trainingsgruppe
gegeniiber 25,0 + 0,5 mm - bei den Kontrollen). Die

Lidngenunterschiede beim Humerus waren dagegen weniger
ausgeprdgt. So wurden bei der Laufradgruppe 22,9 * 0,5 mm und
bei der Kontrollgruppe 22,1 £ 0,2 mm gemessen.

3.1.1.3. Ganzkorperretention

. " . 241 . . .
Die Ganzkdrperretention von Am nahm bei den Tieren, die
nach Radionuklidinjektion 10 Wochen lang ein Laufrad zur

Verfiigung hatten, wiahrend der ersten 24 Stunden nach



Injektion um 12% ab, bei den entsprechenden Kontrolltieren um
etwa 10%. Wdhrend des gesamten Versuchszeitraums von 70 Tagen
lag die Ganzkorperretention der Laufradgruppe unter der der
Kontrollen, unterschied sich jedoch nicht signifikant.
Nachdem die Ganzkorperretentionsunterschiede  Tbereits 24
Stunden nach Injektion ersichtlich waren, sind sie
wahrscheinlich auf andere Ursachen als auf das gerade erst
beginnende Laufradtraining zuriickzufiihren. Am Tag der Sektion
betrug sie bei beiden Gruppen etwa 69% der urspriinglich

injizierten Dosis (Abb.3).

Die Tiere, die vor 241Am—1njektion einem 15wochigen

lLaufradtraining unterzogen wurden, retinierten das Americium
in etwas geringerem Mafe im Korper als die Kontrollgruppe.
Bereits 24 Stunden post injectionem lag die
Ganzkorperretention der Laufradtiere 4% unter der der
Kontrollen, was sich bis zum Sektionszeitpunkt fortsetzte und

als signifikant erwies (Abb.4).
3.1.1.4. Organretention und -konzentration

Tab.2a zeigt die Retention in weichen Organen und Knochen 70
Tage nach Radionuklidapplikation. Vie der Tabelle Zu
entnehmen ist, unterschied sich die Retention in den weichen
Organen bei beiden Gruppen nicht, widhrend sie bei den Knochen
der Laufradgruppe leicht, aber signifikant niedriger als bei
den Kontrollen war, im Durchschnitt um etwa O0,1%.’

Die Radionuklidkonzentration geht als maBgeblicher Faktor bei
der Berechnung der Strahlenbelastung ein. Trotz geringerer
Retentionswerte in den Knochen der Laufradtiere, war die
Konzentration des 241Am mit Ausnahme der Tibia bei dieser
Gruppe gleich der der Kontrollen (Tab.2b). Grund dafiir waren
die etwas geringeren, aber nicht signifikant unterschied-
lichen Knochengewichte bei den Kontrolltieren (Tab.1), so daf

von einer gleichen Strahlenbelastung der Knochen bei beiden

Gruppen ausgegangen werden kann.
Bei . den vortrainierten Tieren zeigte sich 7 Tage nach der
241Am—1njektion eine eindeutig geringere Retention in der

Leber - hier betrug der Unterschied zur Kontrollgruppe 4% -



und in allen untersuchten Knochen (siehe Tab.3). Aus Tab.4
ist zu entnehmen, daf mit Ausnahme von Nieren und Humerus
auch die 241Am—Konzentration bei der trainierten Gruppe
signifikant unter der der Kontrollen lag.

3.1.1.5. 2*1An-Verteilung im distalen Femur

Zehn Wochen nach Americium-Injektion zeigte sich bei den
Knochenstrukturen des Femurs und den zugehorigen
makroskopischen Autoradiographien folgendes Bild (siehe
Abb.5): Die Metaphysentrabekel des Laufradtiers wiesen eine
eher langliche Form auf, die des Kontrolltiers eine eher
rundliche. Im Vergleich zu den vortrainerten Tieren (Abb.6

oben) erschienen die Epiphysen beider Gruppen leicht

241A

osteoporotisch. Bei der Verteilung des m im Knochen

traten deutliche Unterschiede zwischen den Laufradtieren und
den Kontrollen zu Tage. Bei der trainierten Gruppe waren
insgesamt weniger 241Am—Spuren zu verzeichnen. Im Gegensatz
zur Kontrollgruppe war deutlich mehr Americium im Periost
abgelagert, wahrend weniger im Schaft begraben wurde.
Endostal dagegen erschien die Ablagerung bei beiden Gruppen
‘gleich. Eine starke Americiumablagerung fand sich auch am
distalen Ende der Epiphysenfuge. In der Epiphyse selbst waren
bei beiden Gruppen die Spuren mit den Trabekeln assoziiert.
Durch den Einfluf des Liangenwachstums war ein Band erhohter
Aktivitdt entstanden, ein sogenanntes "HeifBes Band”, iber der
relativ wenig belasteten Region des seit Injektion
neugebildeten metaphysdren Knochens. Die Wachstumsfuge und
damit die Epiphyse entfernte sich im Laufe des Knochen-

wachstums von dieser Aktivitadtsverdichtung.

Nach einem 15wdchigen Training vor Injektion zeigten sich bei
der Struktur des Femurs in beiden Gruppen deutliche

Unterschiede (Abb.6), die sich in einer ausgepridgteren

primiren Spongiosa und in einer stdrker trabekularisierten

Epiphyse bei den Laufradtieren widerspiegelten. 7 Tage nach
Injektion war die Radionuklidverteilung im distalen Femur im

allgemeinen diffus, obwohl man bei den trainierten Tieren

eine deutliche Konzentrierung der Spuren in der primiaren

Spongiosa der Metaphyse erkannte. Auch  hier war die



Spurendichte bei den trainierten Tieren deutlich geringer.
Bei den Pridparaten dieses Versuchs waren, verglichen mit den
oben beschriebenen, insgesamt weniger Spuren zu verzeichnen,
was auf die geringere injizierte Dosis, das hohere Alter der
Tiere bei Radionuklidinjektion und auf die beim Syrischen
Hamster initial hohe Leberretention (Sektion bereits 7 Tage

nach Injektion) zuriickzufiihren sein konnte.

3.1.2. Ratten
3.1.2.1. Korper—- und Organgewichte

Wie aus Tabelle 5 zu entnehmen ist, unterschieden sich die
Korpergewichte der Trainings- und der jeweiligen
Kontrolltiere nicht signifikant, obwohl sich bei den 12
Wochen lang trainierten mdnnlichen Ratten eine Tendenz zu
niedrigeren Korpergewichten und bei den ebenfalls 12 Wochen
lang trainierten jungen und erwachsenen weiblichen Ratten zu
hoheren Korpergewichten zeigte. Bei jungen weiblichen Tieren
mit einem nur 4wochigen Training ergaben sich dagegen
keinerlei Unterschiede.

Ein moglicher Grund dafiir konnte der unterschiedliche
Futterverbrauch zumindest bei den weiblichen Ratten sein, der
bei den trainierten Tieren im Durchschnitt pro Tier und Tag
etwa 27 g betrug, bei den sitzenden Kontrollen etwa 22 g. Bei
den Midnnchen .dagegen betrug die Futtermenge bei beiden

Gruppen pro Tier und Tag etwa 30 g.

Auch bei den Organgewichten spiegelte sich der Trend, der
schon bei den Korpergewichten zu beobachten war, wider. So
lagen Organ- und Knochengewichte der mannlichen
Kontrollratten geringfigig 1iiber denen der Laufmaschinen-
tiere, widhrend bei den trainierten Weibchen die Gewichte
geringfiigig iiber denen der Kontrollen lagen. Auch bei den
Herzgewichten ergaben sich keine Unterschiede zwischen den
Trainingsgruppen und ihren sitzenden Kontrollen. Bei
Weibchen, die nur 4 Wochen Training absolviert hatten, waren
im Hinblick auf die Organgewichte keine Unterschiede zu

erkennen. Als ein Beispiel fiir die geringen und mnicht



signifikanten Unterschiede sind die Femurfeuchtgewichte in

Tabelle 5 aufgelistet.

Auch die Knochentrockengewichte wiesen keine signifikanten
Differenzen auf. Sie betrugen bei den jungen 12 Wochen lang
trainierten Miannchen und Weibchen und den entsprechenden
Kontrolltieren fir den Femur 67 - T0% des
Knochenfeuchtgewichts, fiir die Tibia 68 - 70%, fir den
Humerus 66 - 70%, fiir Radius und Ulna 71 - 73% und fiir die
Lendenwirbel 1-5 56 - 59%. Die Werte der bei Versuchsbeginn
bereits ausgewachsenen Weibchen entsprachen, mit Ausnahme der
Werte fir Radius und Ulna mit 71 - 73% des Feuchtgewichts,
den oben angefiihrten Werten. Die jungen Weibchen, die nur 4
Wochen trainiert wurden, zeigten aufgrund des geringeren
Alters niedrigere Werte fiir die Trockengewichte. So wurden
fir beide Gruppen beim Femur 61 %, bei der Tibia 62 - 63 %,
beim Humerus 62 %, bei Radius und Ulna 66 - 67% und bei den

Lendenwirbeln 53% des Knochenfeuchtgewichts errechnet.

3.1.2.2. Knochenldnge und —-durchmesser

Aus Tabelle 5 ist ersichtlich, daf bei den jungen 12 Wochen
lang trainierten Weibchen eine Tendenz zu groBeren Femora
gegeniiber den Kontrollen Dbestand. So war der Femur
signifikant langer als bei der Kontrollgruppe, der
Unterschied beim Durchmesser jedoch nur angedeutet.

Bei den 12 Wochen lang trainierten mdnnlichen Tieren lagen
Femurldnge und -durchmesser eher unter denen der sitzenden
Kontrolltiere, die Unterschiede hier waren jedoch nicht
signifikant.

Bei den zu Versuchsbeginn bereits ausgewachsenen, 12 Wochen
lang trainierten Weibchen =zeigte die Femurlédnge keine
Unterschiede zu den Kontrolltieren, der Femurdurchmesser war
jedoch grofer, wenn auch nicht signifikant.

Bei den nur 4 Wochen lang trainierten jungen Rattenweibchen
dagegen erwiesen sich Femurlidnge und -durchmesser als nicht

unterschiedlich zu den Kontrollen.

Auch Tibia und Humerus unterschieden sich in Hinblick auf

ihre Linge bei allen Versuchsgruppen nicht wesentlich. Die
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Tibia der trainierten miannlichen Ratten wies eine Linge von
41,7 + 0,5 mm (Mittelwerte % Standardfehler) auf, die der
Kontrollen 42,8 + 0,8 mm. Die Humeruslidnge betrug 29,5 % 0,4
bzw. 30,2 + 0,4 mm.

Bei den jungen 12 Wochen trainierten Weibchen wurde eine
Tibialdnge von 37,7 £ 0,3 mm bzw. 37,2 * 0,2 mm fiir die
Kontrolltiere gemessen und eine Humeruslidnge von 26,6 + 0,2
bzw. 26,4 + 0,2 mm.

Bei den zu Versuchsbeginn ausgewachsenen Weibchen maf die
Tibia 38,5 * 0,2 mm bei der Trainingsgruppe bzw. 38,3 % 0,3
bei der Kontrollgruppe und der Humerus 27,5 + 0,3 bzw. 27,2 %
0,3 mm.

Die Gruppe der jungen Ratten, die nur 4 Wochen trainierte,
wies eine Tibialdnge von 35,3 % 0,3 mm auf, die Kontroll-
gruppe von 35,6 £ 0,3 mm. Beim Humerus ergaben sich bei den
Laufmaschinentieren 24,4 * 0,1 mm und bei den entsprechenden

Kontrolltieren 24,7 £ 0,3 mm.
3.1.2.3. Ganzkorperretention

Die Abbildungen 7, 8a und 8b zeigen den zeitlichen Verlauf
der Ganzkorperretentionen bei allen 4 durchgefiihrten
Versuchen iiber einen Zeitraum von 14 Tagen. Die
Ganzkdrperretention der weiblichen trainierten Tiere und die
ihrer entsprechenden Kontrolltiere verlief jeweils parallel,

unabhidngig vom Alter der Tiere und von der Trainingsdauer.

Die Retentionswerte am Ende der Beobachtungsperiode 14 Tage
nach Radionuklidinjektion betrugen fir die jungen 4 Wochen
lang trainierten Rattenweibchen 57% der injizierten Dosis
(Kontrollen 59%), fiir die 12 Wochen lang trainierten jungen
Weibchen 45% (Kontrollen 46%) wund fir die 12 VWochen
trainierten -ausgewachsenen Weibchen 53% bzw. 524 fir die
Kontrollen. Bei den trainierten Rattenmdnnchen lag die
Ganzkorperretention ab dem 7.Tag nach Injektion leicht unter
der der Kontrolltiere, die Unterschiede waren nicht
signifikant. So ergab sich nach 14 Tagen fir die trainierten
Tiere eine Ganzkorperretention von 51%Z der injiziierten

Americiumdosis und fiir die entsprechenden Kontrolltiere von

54%.



3.1.2.4. Organretention und -konzentration

Bei allen Gruppen, die einem 12wdchigen Training auf der
Laufmaschine unterzogen wurden, fallte eine erhchte
Americiumretention in der Leber auf . Bei den Zu
Versuchsbeginn jungen Weibchen und Minnchen wiesen diese
Erhohungen Signifikanz auf, bei den zu Versuchsbeginn bereits
ausgewachsenen Weibchen war diese Erhthung nur angedeutet
(siehe Tab.6 wund Tab.8). Die jungen weiblichen Tiere
retinierten in der Leber etwa 25% mehr 241Am als 1ihre
gleichaltrigen sitzenden Kontrollen, die midnnlichen Tiere ca.
20% mehr. Ein nur 4wochiges Laufmaschinentraining bewirkte
bei jungen Rattenweibchen dagegen eine eher niedrigere
Leberretention, etwa 12% (Tab.10). Fir die Nieren ergab sich
bei den jungen 12 Wochen lang trainierten Weibchen eine um
etwa 16%Z erhdhte Retention gegeniiber den Kontrollen (Tab.6).
Bei den Knochen hingegen waren kaum Unterschiede zwischen
trainierten und entsprechenden Kontrollgruppen ersichtlich.
Geringfigige Unterschiede waren beim Femur der jungen
Weibchen mit 12wochigem Training und bei Humerus und
Radius+Ulna der mannlichen Tiere zu verzeichnen (Tab.6). Bei
den zu Trainingsbeginn bereits ausgewachsenen Weibchen und
bei den nur 4 Wochen lang trainierten jungen Weibchen zeigte
sich die Radionuklidretention fiir alle weiteren untersuchten
Organe und Knochen nicht signifikant unterschiedlich zu den
Kontrolltieren (siehe Tab.8 und 10).

Berechnet man die 241Am—Konzentration in Organen und Knochen,
so ergeben sich bei den beiden Versuchsgruppen der
Rattenminnchen mit Ausnahme des Humerus keine Konzentrations-
unterschiede (Tab.7). Bei den jungen 12 VWochen lang
trainierten Weibchen dagegen lag die Konzentration in allen
untersuchten weichen Organen signifikant {iber der der
Kontrollen, die Konzentration in Radius und Ulna und in den
Lendenwirbeln geringfiigig darunter. Bei den erwachsenen
weiblichen 12 Wochen lang trainierten Tieren (Tab.9) ergab
sich eine erhohte Konzentration in den Nieren. Auch bei.
dieser trainierten Gruppe lag die Nuklidkonzentration in

Radius und Ulna unter der der Kontrolltiere. Bei den jungen



nur 4 Wochen trainierten Tieren (Tab.11) bestand eine Tendenz
zu erniedrigter 241Am—Konzentration in der Leber, alle
anderen Organe wiesen &dhnliche Konzentrationen wie die
Kontrollgruppe auf, wenn auch ein Trend zu leicht erhodhter
Nuklidkonzentration in den Knochen der trainierten Tiere

erkenntlich war.

Ein Vergleich zwischen minnlichen und weiblichen
gleichaltrigen trainierten bzw. nicht-trainierten = Ratten
zeigte in Leber, Milz und Herz eine #hnlich hohe Retention,
in den Nieren der Minnchen war diese jedoch signifikant
hoher. Die 241Am—Retention in Femur und Tibia erwies sich bei
den beiden Gruppen der mdnnlichen Tiere signifikant niedriger
als bei den entsprechenden Gruppen der Weibchen, widhrend sie
bei Humerus, Radius und Ulna und den Lendenwirbeln etwa
gleich lag. Erwachsene weibliche Ratten mit 12wdchigem
lLaufmaschinentraining und ihre entsprechenden Kontrolltiere
wiesen im Vergleich zu den jungen 12 Wochen lang trainierten
Weibchen und ihren Kontrollen eine signifikant Thgohere
Retention in der Leber und eine signifikant niedrigere in den
Nieren auf (Tab.6 und Tab.8). Bei den langen Knochen glichen
sich die Retentionen, wdhrend sie in den spongidsen Knochen
der ILendenwirbeln bei den erwachsenen Tieren in beiden
Versuchsgruppen signifikant  hoher lag. Junge 4 VWochen
trainierte weibliche Tiere und ihre Kontrolltiere hatten im
Vergleich zu den jungen 12 Wochen lang trainierten Tieren und
ihren entsprechenden Kontrollen eine signifikant hohere
Retention in der Leber und eine signifikant niedrigere in den
Nieren. Die Knochen der Jjingeren trainierten und
nicht-trainierten Tiere wiesen durchweg signifikant hohere
Retentionen auf als die der 12 Wochen lang trainierten und
nicht-trainierten Weibchen. Dies ist auch in den

Organkonzentrationen widergespiegelt.

Bei all diesen Versuchen waren jedoch keine deutlichen
Unterschiede hinsichtlich der Retention und Konzentration in
Organen und Knochen zwischen Tieren mit vermehrter
korperlicher Aktivitdt vor Radionuklidinjektion und im Kifig

sitzenden Tieren zu erkennen.



3.1.2.5. Makroskopische 241Am—Verteilung im distalen Femur

In Abb.9 ist die 241Am—Verteilung in den distalen Femora
mannlicher und weiblicher Ratten mit und ohne Vortraining 14
Tage nach Radionuklidinjektion dargestellt.

Bei den weiblichen Kontrollratten zeigte sich in der Epiphyse
etwas weniger Trabekularisierung als bei den trainierten
Tieren. Die Metaphysen dagegen waren bei beiden Gruppen
gleichmdfig trabekularisiert. Die Spuren wiesen in allen 4
dargestellten Gruppen eine - dhnliche Verteilung auf .
Verdichtungen waren bei allen Tieren im Bereich der primdren
Spongiosa der Metaphyse zu verzeichnen. Im distalen Femur
eines jungen weiblichen Tieres mit einem 12wochigen
Vortraining schienen die Spuren weniger dicht, obwohl der

Mittelwert fiir die Retention im gesamten Femur iiber dem der

Kontrollgruppe lag (siehe Tab.6).

3.2. Versuche zum Einfluf von phosphor— bzw. calciumarmer

Didt und/oder Chelattherapie

Un zu untersuchen, inwieweit eine phosphor- bzw. calciumarme
Didt die Knochenresorption stimuliert und damit eine mogliche
Americiumfreisetzung aus dem Knochen, wurde md@nnlichen Ratten
14 Tage mnach Radionuklidinjektion vier Wochen lang die

jeweilige Di#dt und gleichzeitig Zn-DTPA verabreicht.
3.2.1. Korper- und Organgewichte

Die Korpergewichte aller Gruppen lagen zu Anfang etwa gleich,
da gleichaltrige Tiere fiir diese Versuche herangezogen wurden
(siehe Tab. 12). Die Ratten vertrugen die Mangeldiidten vier
Wochen lang gut und machten widhrend des gesamten Versuchs-

zeitraums einen normalen und lebhaften Eindruck.

Die Tiere, an die die calciumarme Didt verfiittert wurde,
wogen zZu Versuchsende soviel wie die entsprechenden
Kontrolltiere (Tab.12). Die Tiere mit der phosphorarmen Diit
dagegen wiesen gegeniiber den Kontrollen geringere Endgewichte

auf, was aber nur fiir die Gruppe, die zus#tzlich zur
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phosphorarmen Didt Zn-DTPA im Trinkwasser erhielt,
signifikant war (Tab.12). Sowohl bei der calciumarmen wie bei
der phosphorarmen Didt war die Futteraufnahme mit rund 20g
pPro Tier und Tag eindeutig geringer als bei den

Kontrolltieren, an die die normale Haltungsdidt verfiittert

wurde, mit etwa 30g.

Keine Unterschiede ergaben sich bei den Gewichten der weichen
Organe wie Leber, Nieren und Milz 2zwischen den einzelnen

Versuchsgruppen des jeweiligen Versuchs.

Calcifikationen in den Nieren waren bei beiden Mangeldiidten

nicht zu verzeichnen.

Die Femurfeuchtgewichte der phosphorarmen Tiere lagen unter
denen der entsprechenden Kontrollgruppen, die Unterschiede
wiesen jedoch keine Signifikanz auf (Tab.12). Bei den Ratten
mit calciumarmer Didt war das Femurfeuchtgewicht der Gruppe,
die zusdtzlich DTPA erhielt, signifikant geringer als das der
Kontrollgruppe. Die Korpergewichte und auch die Femurgewichte
aller Gruppen des Versuchs mit der calciumarmen Didt waren
hoher als die der phosphorarmen Tiere (siehe Tab. 12).

Die Tibiafeuchtgewichte der phosphorarmen Tiere erwiesen sich
als geringfiigig, aber nicht signifikant leichter als die der
entsprechenden Kontrolltiere. So betrug das
Tibiafeuchtgewicht fiir die Kontrollgruppe mit normaler Didt
0,706 £ 0,058g (Mittelwert + SEM), fiir die mit normaler Diit
+ Zn-DTPA 0,730 £+ 0,037g, fir die phophorarme 0,667+ 0,012g
und fir die phosphorarme + Zn-DTPA 0,634 1 0,022g.

Bei dem Versuch mit der calciumarmen Didt lagen auch die
Tibiafeuchtgewichte aller 4 Gruppen {iiber denen des Versuchs
mit der phosphorarmen Di#dt, innerhalb der 4 Versuchsgruppen
gab es jedoch keine Unterschiede (0,818 + 0,028g normal,
0,830 * 0,025g normal + Zn-DTPA, 0,784 + 0,021g calciumarm
und 0,766 * 0,021 calciumarm + Zn-DTPA).

Die Knochentrockengewichte, in % des Knochenfeuchtgewichts
ausgedriickt, sind in Abb. 14 dargestellt. Bei der
phosphorarmen Di#dt wies der Femur 7,5% weniger auf als der
der entsprechenden Kontrollgruppe mit der normalen Didt. Bei

der calciumarmen Diidt betrug diese Differenz sogar 8,3%. Auch



bei der Tibia zeigten sich Unterschiede, die jedoch nicht so
ausgeprdgt waren. So lagen die Tibiatrockengewichte der
phosphorarmen Tiere 5% unter denen der Kontrolltiere, die der
calciumarmen Tiere 7,8%. Die gravierensten Unterschiede
ergaben sich jedoch fiir die spongidsen Lendenwirbel, die sich
in deutlich geringeren Trockengewichten bei der phosphorarmen
Didt (9% weniger als die Kontrollen) und bei der calciumarmen

Didt (12% weniger) manifestierten.

Weitere Knochenparameter wie Linge und Durchmesser des Femurs
unterschieden sich bei allen 3 Didten kaum (Tab.12). Auch bei
der Tibialdnge traten keine signifikanten Unterschiede auf.
Sie betrug bei dem Versuch mit der phosphorarmen DiAt
zwischen 37,5 und 38 mm, bei dem mit der calciumarmen Diit

zwischen 39,2 und 39,9 mm.

Von der calciumarmen Didt verursachte osteoporotische Schidden
an den Knochen, vor allem an der Tibia, waren bereits bei der
Sektion der Tiere ersichtlich. Die Knochen muften sehr
vorsichtig entnommen und von dem anhaftenden Gewebe befreit
werden, da sie sich als HuBerst briichig erwiesen. Spontane

Frakturen der Knochen waren jedoch bei keinem der Tiere

aufgetreten.
3.2.2. GanzkOrperretention

Der Verlauf der Ganzkidrperretention fiir den Versuch mit der
phosphorarmen Didt ist in Abb. 10 dargestellt. Die
Ganzkorperretention aller 4 Gruppen verlief fiir die ersten 14
Tage des Versuchs gleich und betrug zu Beginn der Didt und
der Dekorporationstherapie etwa 58% der injizierten
Americiumdosis. Die fiir diese Versuche gewdhlte 14tidgige
Wartezeit sollte sicherstellen, daB sich der groBte Teil des
im Korper befindlichen Americiums im Kompartiment des
Skeletts deponiert hatte, denn aus der Rattenleber wird das
241Am mit kurzer Halbwertszeit wieder ausgeschieden. Nach
Therapiebeginn sank die Retention der DTPA-Tiere deutlich. Ab
dem 18. Tag der Therapie lag die Ganzkorperretention der
Tiere, die zusHtzlich phosphorarmes Futter erhielten, unter

der der Normaldidttiere. Der Unterschied betrug zZu
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Versuchsende etwa 4%, erwies sich jedoch als nicht
signifikant. Die Phosphormangeldidt allein dagegen bewirkte
keine vermehrte Mobilisation und Ausscheidung von Americium
aus dem Korper, was am parallelen Verlauf der

Retentionskurven von Tieren mit normaler und phosphorarmer

Didt ersichtlich ist.

Bei dem Versuch mit der calciumarmen Didt dagegen ergab sich
ein etwas anderes Bild (siehe Abb.11). Auch hier verlief die
Ganzkorperretention aller 4 Versuchsgruppen wdhrend der
ersten 14 Tage des Versuchs parallel. Zu Didt- und
Therapiebeginn lag sie bei allen Gruppen zwischen 60-61% der
injizierten Dosis. Bei den DTPA-Gruppen divergierten die
Kurven bereits nach dem 3. Tag der Didt und Therapie. Ab dem
6. Tag nach Diatbeginn lag die Retention der Gruppe mit dem
calciumarmen Futter signifikant wunter der mit normalen
Futter. Zu Versuchsende, 6 Wochen post injectionem, betrug
der Unterschied etwa 10%. Auch hier bewirkte die calciumarme

Didt alleine keine erhohte Americiummobilisation aus dem

Korper.
3.2.3. Organretention und -konzentration

Die Retention in den einzelnen Organen 6 Wochen nach
241Am--Injektion fiir den Versuch mit der Phosphormangeldiidt
und/oder gleichzeitiger Gabe von Zn-DTPA im Trinkwasser ist
in Tab.13 aufgelistet. Mit Zn-DTPA-Behandlung (Therapiebeginn
2 Wochen nach Radionuklidinjektion) lieB sich die Retention
in der Leber bei normaler Didt gegeniiber den Kontrollen ohne
Zn-DTPA-Therapie um 90% senken, in der Milz um 50% und in den
Nieren um 55%. In den Knochen betrugen diese Reduktionen 43%
fir den Femur, 37% fir die Tibia und sogar 50% fiir die
Lendenwirbel. Vergleicht man die Tiere mit normaler Didt mit
denen, die phosphorarme Didt verabreicht bekamen, so ergab
sich bei den Tieren mit Phosphormangeldidt eine um 18%
geringere Retention in der Leber, eine um 7% geringere in den
Nieren und eine wum 104 hohere in der Milz. GrofBere
Retentionsunterschiede dagegen ergaben sich in den Knochen,
wobei bei den phosphorarmen Tieren im Femur 16%, in Tibia mit

Fibula 14% wund 1in den Lendenwirbeln 9% weniger 241Am
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retinierte. Bei der Versuchsgruppe, die =zus#tzlich zur
phosphorarmen Didt Zn-DTPA erhielt, wurde im Vergleich zur
Gruppe mit Normaldidt und Zn-DTPA eine weitere Reduktion der
Retention um 4% in der Leber und um 14% in den Nieren
erreicht. In den Knochen war diese Reduktion noch
ausgepridgter und betrug im Femur 16%. in der Tibia 13% und
vor allem im spongidsen Knochen der Lendenwirbel 22%. Bei der
phosphorarmen Didt wurde also eine zusdtzliche Fraktion des

inkorporierten Actinids fir Zn-DTPA zugidnglich.

Fir den Versuch mit der calciumarmen Didt wurde eine
zusdtzliche Kontrollgruppe herangezogen, die bereits 14 Tage
nach Radionuklidinjektion getotet wurde, um die
Organretention und -konzentration zu Beginn der Didt und
Therapie zu ermitteln. Widhrend des 4widchigen Beobachtungs-
zeitraums nahm die Retention bei normaler Di&dt vor allem in
der Leber aufgrund der kurzen Halbwertszeit ab, weniger
ausgepridgt war die Abnahme dagegen in den Knochen (siehe
Tab.16). Bei diesem Versuch war die Retentionserniedrigung
durch Behandlung mit Zn-DTPA bei gleichzeitiger normaler Di&dt
in den weichen Organen effektiver als Dbei dem oben
beschriebenen Versuch, die Retention in den Knochen dagegen
ergab ein dhnliches Bild (Tab.16). Uberraschenderweise war in
den weichen Organen bei calciumarmer Didt eine erhohte
Retention zu verzeichnen, die in der Leber 46%, in der Milz
56%Z und in den Nieren sogar 72% hoher lag als bei den Tieren
mit normaler Didt. Bei den Knochen dagegen erwies sie sich
als signifikant geringer, in Femur und Tibia um 14% und in
den Wirbeln sogar um 23%. Bei den Tieren, die zusdtzlich zur
calciumarmen Didt Zn~DTPA erhielten, resultierte in den
weichen Organen eine &#hnliche Retention wie bei den Tieren
mit normaler DiZt und Zn~DTPA, im Femur Lkonnte man dagegen
zusédtzliche 24%, in der Tibia 28% und bei den Wirbeln sogar
39% chelieren. Die Fraktion, die in den weichen Organen
kumulierte, konnte aus dem Korper dekorporiert werden und
zusatzlich war in den Knochen ein groBerer Prozentsatz des

deponierten 2‘HAm fiir den Chelatbildner zugidnglich.

Betrachtet man die Konzentration des 241Am in den Organen und

Knochen der Tiere mit phosphorarmer Didt (Tab.14), so zeigt



sich ein der Retention sehr &hnliches Bild, da sich die
Organ—- wund Knochengewichte der einzelnen Versuchsgruppen

nicht signifikant unterschieden.

. 241 . . .
Die Am-Konzentrationen in den einzelnen Organen und

Knochen von Tieren, die calciumarme Didt und/oder Zn-DTPA
erhielten, sind in Tab.17 dargestellt. Keine
Konzentrationsunterschiede bei den Knochen sind zwischen
calciumarmen Tieren und Tieren mit normaler Diat zu
verzeichnen. Dies beruht auf dem etwas geringeren, jedoch
nicht signifikant unterschiedlichen Knochengewicht bei den
Tieren mit Calciummangeldidt. Bei den Ratten, die zusdtzlich
zur calciumarmen Didt noch Zn-DTPA im Trinkwasser erhielten,
gab es trotz der etwas geringeren Knochengewichte eine
eindeutig geringere Konzentration in den Knochen. Der Femur

wies 21%, die Tibia 22% und die Wirbel 39% weniger auf als

die Kontrolltiere.

In den Tabellen 15 und 18 1ist die Verteilung der Dosis
zwischen distalen und proximalen Teilen von Femur und Tibia
bei phosphorarmer bzw. calciumarmer Didt und/oder
Chelattherapie dargestellt.

Die phosphorarme Didt allein konnte die Dosis im distalen
Teil des Femurs leicht, aber nicht signifikant (5%) und in
dessen proximalen Teil signifikant um 16% verringern. Bei der
calciumarmen Didt allein dagegen war die Dosis im Femur
sowohl distal wie proximal signifikant erniedrigt und zwar um
7 bzw. 12 %.

Bei der Tibia wurde die Dosis in beiden Knochenh#lften durch
die phosphorarme Didt signifikant reduziert, distal um 9%,
proximal sogar um 18%. Auch bei der calciumarmen Didt
erfolgte eine signifikante Reduzierung der Dosis in beiden
Tibiahdlften. Hier war die Dosis im Gegensatz zu den Tieren
mit phosphorarmer Didt vor allem im distalen Teil erniedrigt

und zwar um 19%, widhrend sie proximal nur 8% unter der der

Kontrolltiere lag.
Mangeldidt bei gleichzeitiger Zn-DTPA-Behandlung verringerte

die Retention in beiden H#lften von Femur und Tibia im
Vergleich Zur normalen Diat + Zn-DTPA um
So konnten im distalen Femur bei phosphorarmer

weitere

Prozentsdtze.
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Didt + Zn-DTPA weitere 12% cheliert werden, im proximalen
sogar 21%. Bei der calciumarmen Didt + Zn-DTPA waren noch
grofere Mengen des 241Am im Femur fir den Chelatbildner
zugidnglich. Distal konnten 16% und proximal sogar 29% mehr
Americium aus dem Femur entfernt werden als bei normaler Diit
+ Zn-DTPA.

Auch bei der Tibia erwiesen sich die Mangeldidten + Zn-DTPA
wirksamer als die normale Didt + Zn-DTPA. Bei phosphorarmer
Didt konnten distal weitere 13% und proximal 14% der Dosis
entfernt werden. Bei calciumarmer Didt waren distal 28% und
proximal 27%Z mehr Americium fiir den Chelatbildner zugidnglich.
Insgesamt erwies sich hier die calciumarme Didt als
effektiver bei der Mobilisierung des 241Am aus dem Knochen,

vor allem im proximalen Teil des Femurs und im distalen Teil

der Tibia.

3.2.4. 241Am—Verteilung in Femur und Lendenwirbeln

Bereits rontgenologisch (Abb.13) waren osteoporotische
Verdnderungen in Femur wund Tibia von Tieren, die die
Mangeldidten erhielten, zu erkennen, vor allem im distalen
Bereich des Femurs und im proximalen der Tibia (Pfeile). Die
Osteoporose war bei den Tieren mit der calciumarmen Didt
ausgepragter, was sich schon bei den Knochentrockengewichten
angedeutet hatte (Abb.14). Rachitische Verinderungen, wie
Verkiirzung und verkriimmtes Wachstum der langen Knochen
aufgrund mangelnder Calcifizierung, wurden durch Dbeide

Mangeldidten nicht bewirkt.

In Abb.15 sind Knochenstrukturen und die makroskopischen
Autoradiographien von Femora nach 4 Wochen phosphorarmer Didt
und/oder Chelattherapie dargestellt. Strukturmdfig erkennt
man bei den Tieren mit der phosphorarmen Didt in den
Metaphysen, aber auch in den Epiphysen, deutlich die
osteoporotischen Veranderungen, die sich in einer Ausdiinnung
der Knochenbilkchen manifestieren. Bei der phosphorarmen Diadt
allein trat eine leichte Reduktion der 241Am—Spuren in der
Epiphyse zu Tage. Eine ausgepridgte Reduzierung der Spuren war
das Ergebnis der Zn-DTPA-Behandlung. Americium, das im

Knochen begraben war, wie am Schaft erkenntlich, konnte vom



Chelatbildner nicht angegriffen werden. Auch das in den
Epiphysenfugen abgelagerte 241Am war fir Zn-DTPA nicht oder
nur teilweise zugdanglich. Mit den Epiphysentrabekeln
assoziiertes Radionuklid konnte bei normaler Di&dt + Zn-DTPA
in geringerem, bei phosphorarmer Didt + Zn-DTPA jedoch in
verstidrktem Mafe cheliert werden. Das "Heife Band” (siehe

3.1.1.5.) dagegen wurde bei beiden Gruppen fast vollsténdig

eliminiert.

Eine deutlicher ausgeprigte Osteoporose war in- den
Lendenwirbeln der phosphorarmen Tiere sichtbar (Abb.16). Bei
dem Tier, das nur die Didt allein erhielt, waren, auch ohne
Chelattherapie, deutlich weniger Spuren in den Wirbelkorpern
zu verzeichnen. Nur noch wenige Spuren sind bei phosphorarmer
Didt und Gabe von Zn-DTPA zu finden, was sich bereits bei den

Retentions- und Konzentrationswerten abzeichnete (Tab.13 und

14).

Ein ganz &dhnliches Bild zeigte sich auch nach calciumarmer
Didt und/oder Chelattherapie (Abb.17). Auch hier waren die
Ablagerungen an der Epiphysenfuge nicht oder nur in geringem
Mafle filir den Chelatbildner zugidnglich. Eine deutliche
Reduzierung der 241Am—Depositionen in der Epiphyse war bei
den Tieren, die calciumarme Didt und Zn-DTPA erhielten, zu
verzeichnen, verglichen mit den Tieren, denen die normale

Haltungsdidt und Zn-DTPA verabreicht wurde.

Bei den Wirbelkorpern war die Osteoporose ausgeprigter als
bei den Tieren mit der phosphorarmen Didt (Abb.18). Auch hier
bewirkte die Mangeldidt allein bereits eine Reduzierung der
Am-Ablagerungen. Bei gleichzeitiger Zn-DTPA-Behandlung konnte
die Retention in den Lendenwirbeln um 90% gesenkt werden, was

sich in den wenigen vorhandenen Spuren darstellte (Abb.18d).

Nach einer Expositionszeit von 16-20 Wochen Zeigten
Histoautoradiographien mit stripping-film von Lingsschnitten
distaler Femora bei Tieren, die die Mangeldiiten und
gleichzeitig Zn-DTPA im Trinkwasser erhielten, deutliche
Aktivitdtsablagerungen im Periost, die vom Chelatbildner

nicht angegriffen werden konnten. Teilweise fanden sich auch
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im Knochen begrabene Spuren (Abb.23). Dichte 241Am-—Spuren
traten, wie aus den makroskopischen Autoradiographien schon
ersichtlich, bei beiden Didten und Zn-DTPA-Behandlung auch am
distalen Ende der Epiphysenfuge auf, wo das Americium

anscheinend fest gebunden und somit fir den Chelatbildner

schwer zugidnglich ist (Abb.24).
3.2.5. Histologische Messungen

Bei beiden Mangeldidten war die Wachstumsrate (um/d) des
Schaftes, gemessen mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie am
Abstand der beiden Fluoreszenzlinien, endostal eindeutig
verringert, ebenso die Wachstumsrate der Metaphysentrabekel
bei der phosphorarmen Diadt, widhrend Messungen an Trabekeln
von Tieren, die die calciumarme Didt erhielten, aufgrund

fehlender Doppelmarkierungen (Abb.22B) gar nicht moglich
waren (Tab.24).

Die Breite der distalen Knorpelfuge unterschied sich bei
allen Didtgruppen nicht von der der Kontrollen, was aufgrund
des normalen Lingenwachstums auch nicht 2zu erwarten war
(Tab.24). Erweiterte Epiphysenfugen hatten auf rachitische

Verdnderungen in den langen Knochen hingewiesen.
3.2.6. Calcium- und Phosphatkonzentrationen im Blut

Bei Tieren, die die phosphorarme Didt erhielten, war der
Spiegel +von anorganischem Phosphat im Blut auf etwa die
Halfte gegeniiber den Kontrollen erniedrigt, widhrend die
Calciumkonzentration leicht, aber nicht signifikant erhoht
war (Tab.23). Die Tiere, an die 4 Wochen lang calciumarme
Didt verfiittert wurde, wiesen Phosphat- und Calciumspiegel
auf (Tab.23), wie sie auch fiir die Kontrolltiere ermittelt

wurden.
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3.3. Versuche zum Einfluf von Vitamin D3. 25(0H)D3 und

1,25(0H)2D3 und calciumarmer Di#t

3.3.1. Kdrper- und Organgewichte

Die Korpergewichte der finf Versuchsgruppen unterschieden
sich zu Beginn und zu Ende des Versuchs nicht signifikant
voneinander (siehe Tab.19), trotz der geringeren
Futteraufnahme bei calciumarmer Didt (ca. 20g pro Tier und

Tag gegeniiber ca. 30g bei den Kontrolltierenm mit normaler

Diat).

Bei den weichen Organen wie Leber, Milz und Nieren ergaben
sich hinsichtlich des Organfeuchtgewichts keine Unterschiede
zwiéchen den einzelnen Versuchsgruppen, wihrend bei den
untersuchten Knochen teilweise eindeutige Unterschiede zu
erkennen waren. So erwiesen sich die Femurfeuchtgewichte der
Tiere, die die calciumarme Didt allein erhielten, und die der

Tiere, die =zus#dtzlich 25(OH)D3 oder 1.25(0H)2D3 verabreicht

bekamen, als signifikant leichter als die der Kontrollgruppe
mit normaler Didt (Tab.19). |

Unterschiede waren, wie schon durch die Femurfeuchtgewichte
angedeutet, auch bei den Femurtrockengewichten zZu
verzeichnen. Sie betrugen bei der Kontrollgruppe etwa 60% der
Feuchtgewichte, w&dhrend sie bei allen 4 Gruppen mit der

calciumarmen Didt nur 50% erreichten.

Weitere Femurparameter wie Linge und Durchmesser waren bei

allen Gruppen fast identisch (Tab.19).

Auch bei der Tibia, dem zweiten langen Knochen, der
untersucht wurde, ergaben sich Gewichtsunterschiede. Die
Tibia der Kontrollgruppe ereichte 0,809 + 0,014g (Mittelwert
mit Standardfehler), alle 4 Gruppen, an die die calciumarme
Didt verfiittert wurde, wiesen mit 0,701 - 0,767 g deutlich
geringere Knochenfeuchtgewichte auf.

Bei den Tibiatrockengewichten kamen die Kontrollen auf etwa

62% des Feuchtgewichts, alle anderen Gruppen auf 53-55%.



— 47 —

Hinsichtlich der Linge der Tibia waren keine Unterschiede zu

erkennen. Sie lag bei allen Gruppen zwischen 38,9 und 39,3

mm.
3.3.2. Ganzkorperretention

Die Ganzkorperretention iiber den gesamten Versuchszeitraum
verlief bei allen Gruppen identisch (siehe Abb.12). Zu Beginn
der Hormonbehandlung, 14 Tage nach Radionuklidinjektion,
betrug sie 58-60% der injizierten Dosis, zu Versuchsende bei

allen Gruppen etwa 44%.
Dies deutete an, daB, wie schon bei dem Versuch mit der

calciumarmen Didat, diese allein bzw. zusammen mit dem

knochenresorptionsstimulierenden Vitamin D und seinen
. . . 1

Metaboliten keine vermehrte Ausscheidung von Am aus dem

Korper bewirkte.
3.3.3. Organretention und ~konzentration

Die Retention in den untersuchten weichen Organen und Knochen
ist in Tab.20 aufgelistet.

Auch bei diesem Versuch lag die Leberretention bei den
Tieren, die calciumarmes Futter erhielten, erheblich iiber der
der Kontrolltiere und zwar um 36-48% (siehe auch 3.2.3). Die

Milz und die Nieren retinierten 241Am ebenfalls in hoherem

Mae.

Die Retention des Americiums im Femur wunterschied sich
zwischen den einzelnen Gruppen. So retinierte der Femur der
Gruppe, die das calciumarme Futter allein erhielt, Americium
in deutlich geringerem MafBe als der der Kontrollgruppe (vgl.
Tab.16). Ebenso verhielt es sich bei der Gruppe, der

zusdtzlich Vitamin D3 appliziert wurde. Die Femurretention
der Gruppe calciumarm + 25(OH)D3 lag signifikant iiber der

Kontrollgruppe, wahrend die der Gruppe calciumarm +
1.25(0H)2D3 der der Kontrollgruppe glich. Die 241Am—Retention

in der Tibia erwies sich fiir die Gruppen mit calciumarmer

Didt und calciumarmer Didt + Vitamin D3 dhnlich der des
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Femurs. Die beiden anderen Gruppen glichen den Kontrollen.
Einheitlich bei allen behandelten Gruppen ergab sich eine um

13-18% erniedrigte Retention des Radionuklids in den

Lendenwirbeln.

Die 241Am~Konzentrationen in den einzelnen Organen sind in
Tabelle 21 aufgelistet.

In den weichen Organen &nderten sich die ©prozentualen
Verhdltnisse zwischen Kontrolltieren und behandelten Tieren
kaum, da diese Organe keine unterschiedlichen Feuchtgewichte
aufwiesen (Tab.21).

Die Knochen der behandelten Tiere dagegen tendierten, wie das
Beispiel des Femurs zeigt (Tab.19), zu hoheren Konzen-
trationen, da die Knochenfeuchtgewichte durchschnittlich
unter denen der Kontrolltiere lagen, was vor allem bei den

langen Knochen ausgepridgt war (Tab.21).

Die Verteilung der 241Am-—Dosis zwischen distalem und

proximalem Teil des Femurs und der Tibia war bei allen
Gruppen sehr #Zhnlich (siehe Tab.22). Bei der Gruppe, die die
calciumarme Didt allein erhielt, war der prozentuale Anteil
der Dosis im distalen Femur um 8% geringer als der der
Kontrollen, widhrend er sich im proximalen Teil im Gegensatz
zu oben beschriebenem Versuch mit calciumarmer Didt nicht
verdnderte. In der distalen Tibia zeigte sich eine um 9%, in
der proximalen eine um 8% geringere Dosis. Bei allen 3
Gruppen, die zusdtzlich zur Didt Hormone verabreicht bekamen,
glich die Dosis im distalen Teil von Femur und Tibia der der
Kontrollen. Die Dosis im proximalen Femur glich, mit Ausnahme

der Gruppe, die 25(0H)D3 erhielt, wo eine 21%Zige Erhchung zu

verzeichnen war, ebenfalls der Kontrollgruppe. Diese erhchte
Dosis im proximalen Femurteil war fiir die deutlich erhghte
Retention im gesamten Femur bei dieser Gruppe verantwortlich

(siehe Tab.20).
3.3.4. Knochenstrukturen und Autoradiographien

In Abb.19 sind die Knochenstrukturen der distalen Femora und

die zugehorigen Autoradiographien dargestellt.



Das Kontrolltier (a) wies eine normale Trabekularisierung in
Epi- und Metaphyse, die Tiere mit Behandlung dagegen (b-e)
wiesen eine mehr oder weniger ausgeprdgte Ausdiinnung der
Trabekel (Osteoporose) sowohl im Bereich der Metaphyse wie
der Epiphyse auf. Besonders ausgepridgt war diese Osteoporose
bei den Tieren, denen zus#dtzlich zur calciumarmen Didt
1,25(OH)2D3 verabfolgt wurde. Auch die Dicke der Compacta war
bei den Hormonbehandelten Tieren deutlich reduziert.

Eine eindeutige Verminderung der 241Am—Spuren im distalen
Femur durch calciumarme Di#t und Hormonbehandlung trat hier

nicht zu Tage, was sich bereits aufgrund der Retentionswerte

im distalen Femur abzeichnete.

In Abb.20 sind die Strukturen und die zugehdrigen
Autoradiographien der Lendenwirbel 3 und 4 abgebildet. Auch
hier f&dllt eine starke Osteoporose bei den Tieren, die
calciumarme Diat erhielten, auf. Eine verminderte
Spurendichte in den Wirbelkorpern war angedeutet, aber nicht
deutlich zu erkennen, obwohl die Retention in den Wirbeln der
calciumarmen Tiere unter der der Kontrollen lag (Tab.20). Die

Spurendichte wurde in dieser Arbeit nicht quantitativ

ausgewertet.
3.3.5. Histologische MefBergebnisse

Interessant war hier, den Einfluff der Calciummangeldidt und
der Vitamin D-Hormone auf die Knochenwachstumsrate zu sehen.

Die calciumarme Didt allein bewirkte eine deutliche Reduktion
des endostalen Breitenwachstums am Schaft (Tab.24). Beide
Fluoreszenzmarkierungsbande lagen enger =zusammen, was auf
einen geringeren Knochenanbau innerhalb des Zeitraumes
zwischen beiden Calceininjektionen hindeutete (vgl. 3.2.5.).
In Abb.21 sind die Fluoreszenzmarkierungen bei normaler und
bei calciumarmer Di#dt gegeniibergestellt. Bei zusdtzlicher
Behandlung mit Vitamin D und seinen beiden Metaboliten glich
die Wachstumsrate am Schaft, mit Ausnahme der Gruppe

calciumarm+25(OH)D3, bei der sie sich ebenfalls als niedriger

erwies, der der Kontrolltiere.



An den Trabekeln der Tiere, die nur calciumarmes Futter
erhielten, war keine Messung moglich, da eine
Doppelmarkierung generell fehlte (siehe Abb.22).

Bei den Hormonbehandelten Gruppen dagegen war eine Messung an
den Trabekeln in der Metaphyse moglich, da sich hier eine
deutliche Doppelmarkierung zeigte. Die Wachstumsrate der

Vitamin D3—Gruppe lag sogar deutlich iliber der der Kontrollen

(Tab.24).

Keine Unterschiede waren, was die Breite der distalen
Knorpelfuge betraf, zu verzeichnen (Tab.24). AuBerlich waren
auch bei den Knochen dieser Tiere Lkeine Anzeichen von

rachitischen Veridnderungen zu erkennen.
3.3.6. Konzentration von Calcium und Phosphat im Blut
Die photometrisch bestimmten Blutplasmawerte von Calcium und

anorganischem Phosphat aller 5 Versuchsgruppen unterschieden

sich nicht signifikant voneinander (siehe Tab.23).



4. DISKUSSION

Americium ist neben Plutonium einer der wichtigsten Vertreter
der Transuranelemente. Sein Dbiologisches Verhalten nach

Inkorporation wird durch eine bevorzugte Ablagerung in Leber
241

und Skelett charakterisiert. Aus der Leber wird Am
speziesabhidngig mit unterschiedlicher Halbwertszeit
ausgeschieden. Bei der Ratte Dbeispielsweise, bei der

Americium hauptsdchlich iber die Galle ausgeschieden wird
(ICRP86), ist die biologische Halbwertszeit mit ca. 8 Tagen
relativ kurz, beim Syrischen Hamster dagegen ist sie mit ca.
150 Tagen, vergleichbar mit der des Affen, relativ lang
(Sei75). Im Skelett wird das Americium jedoch bei allen
untersuchten Spezies mit langer Halbwertszeit retiniert
(Ubersicht bei Durb73).

Americium ist, im Gegensatz zum Radium, ein Knochenober-
fldachensucher. Es wird an allen Arten von Knochenoberflichen
abgelagert, bevorzugt an solchen, die resorbieren. Bei Ratten
aller Altersstufen erfolgt deshalb eine starke Ablagerung an
den resorbierenden Oberflachen (Her62,Vau73). Das Unvermogen

sich im Volumen des Knochenminerals 2zu verteilen 1ld8t den

Schluf zu, dap 241Am nicht in groferem MaBe mit den
Calciumionen der Hydroxylapatitkristalle im Austausch steht.
Moglicherweise bindet 2‘HAm an saure Molekiile, die

Bestandteile der Knochenmatrix sind. Anscheinend kann durch
den Resorptionsprozess eine vorher nicht erreichbare
Bindungsstelle freigelegt werden oder die Aufnahme durch eine
bereits verfiighare Stelle erhoht werden. Auch der Osteoclast
konnte eine Substanz freisetzen, die sowohl an
Knochenoberflachen, wie an 241Am bindet (Pris3). Die
Beobachtungen von Chipperfield und Taylor (Chi72) =zeigten,
daB Metalle in vitro ganz verschiedene Affinitdten fir
Knochenmatrixkomponenten haben und daher ist es mdglich, dag
sie an unterschiedliche Substanzen, die an denselben Stellen

im Knochen vorhanden sind, binden.

Im Knochenmark wurde 241Am nach Vaughan (Vau73) nicht
gefunden, widhrend Priest (Pri83) Konzentrationen von 241Am
innerhalb des Knochenmarks fand, wo dieses Actinid



wahrscheinlich durch Knochenmarksmakrophagen zuriickgehalten
wird. Von dort aus konnte es durch lokales Recycling wieder
zu benachbarten Knochenoberfladchen gelangen.

Knochen ist ein dynamisches Gewebe, das markante strukturelle
Anderungen als Antwort auf korperliche Belastung oder
ImmoBilisation, auf Einfliisse der GefdfBversorgung, auf
endocrine und solche die Nahrung betreffende Einfliisse zeigt.
Wahrend des gesamten Lebens werden Knochen konstant durch An-
und Abbauvorgidnge remodelliert. Internes Remodelling lduft,
vor allem im Cortex, kontinuierlich ab. Am ausgepriégtesten
sind die An- und Abbauvorgidnge jedoch widhrend Skelettwachstum
und -entwicklung. Durch eine Stimulation der
Resorptionsvorgidnge mittels verschiedener Faktoren konnte das
an den rTesorbierenden Oberflachen bevorzugt abgelagerte
Americium moglicherweise wieder freigesetzt werden, danach
relokiert oder mit Hilfe von Chelatbildnern durch

Komplexierung die Redeposition verhindert werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde den Tieren, aufgrund der
guten Reproduzierbarkeit, 241Am als Citratkomplex injiziert,

obwohl der Charakter der Verteilung und Retention bei der

241A

Ratte weitgehend unabhingig von der chemischen Form des m

(Chlorid, Nitrat, Citrat) und auch von der
Kontaminationsroute (intravenose, intramuskuléare oder

intraperitoneale Injektion, intratracheal oder Inhalation)

ist (Sei74).
4.1. Einfluf von korperlichem Training

Alle bisherigen Versuche zur Retention von Actiniden bei
kleinen Versuchstieren, wie z.B. Ratten oder Syrischen
Hamstern wurden ausschlieBlich an im Kifig sitzenden Tieren
durchgefiihrt, deren natiirliche Bewegungsfﬁhigkeit durch die
KdfiggroBe limitiert ist (z.B. Pri83, Rod77, Tay61). Dies
entspricht nicht den natiirlichen Bedingungen, unter denen
sich die Tiere’frei bewegen konnen.

Die Auswirkungen von vermehrter korperlicher Tidtigkeit bei
Mensch und Tier, oder auch die des anderen Extrems, der
Immobilisierung, wurden 1in anderem Zusammenhang als der

Retention von Actiniden untersucht. So wurden vor allem



Auswirkungen auf Knochenmasse, auf den Gesamtstoffwechsel
{(Dav86), auf den Stoffwechsel von einzelnen Organen
(Bey84,Cha87), oder auf die Lebensspanne von trainierten
Ratten verglichen mit nicht-trainierten (Goo80) beleuchtet.
Langzeittraining 1ist beispielsweise verbunden wmit einer
Hypertrophie des Humerus von Tennisspielern (Jon77), einer
erhohten Knochendichte im distalen Femur von Athleten
verglichen mit Nicht-Athleten (Nil71), sowie einem erhohten
Knochenmineralgehalt bei Athleten (Dal74). Regelmdfiges
Training kann bei Mensch (Alo78) und Tier (Bey86) den
altersbedingten Knochenverlust (Osteoporose) ganz oder
teilweise kompensieren. Im Gegensatz dazu fihrt eine
Reduktion der Knochenbelastung ,z.B. durch Immobilisierung
(Fo186,LeB85,Maz83) oder Schwerelosigkeit (Pat87), zu einem
mefBbaren Abfallen der Knochendichte. Die primaren Effekte von
Immobilisierung werden einer gestiegenen osteoclast@ren
Resorption und Hemmung von corticaler und trabekulirer
Knochenbildung zugeschrieben (Myb89), wdhrend die
physiologischen Mechanismen, die den Effekten von Training
auf den Knochenmetabolismus und auf das Lidngenwachstum von
Knochen zugrunde liegen noch wenig verstanden sind

(Myb89,Swi89). Es wurde gezeigt, daB mechanische Belastung

die Knochenbildung steigert, wahrscheinlich durch
piezoelektrische Stimulation der Osteoblasten. Training
konnte aber auch die hormonelle Kontrolle des

Knochenmetabolismus beeinflussen. So stimuliert Training die
Sekretion von Wachstumshormon, das eine allgemeine trophische
Wirkung auf das Skelett hat und das Knochenremodelling anregt
(Myb89).

In der vorliegenden Arbeit wurde zunidchst der EinfluB von

freiwilligem Laufradtraining vor und nach Applikation von

241Am beim Syrischen Hamster und der Einfluf eines lidngeren
Trainings auf der Laufmaschine nach 241Am—1njektion bei
Ratten auf die 241Am-—Retention und -~Verteilung untersucht.

Desweiteren wurde ein Augenmerk auf Knochenparameter wie

Gewicht und Li3nge geworfen.

4.1.1. Syrische Hamster

Die Tendenz zu erhohtem Korpergewicht bei 15 Wochen lang



vortrainierten Hamstern steht in guter Ubereinkunft =zur
Arbeit von Borer (Bor80), bei der Hamster mit freiwilligem
Training ebenfalls hohere Korpergewichte aufwiesen. Im
Schnitt verbrachten die Hamster hier 10 Stunden pro Nacht im
Laufrad und pausierten jeweils nur kurz, was mit eigenen
Beobachtungen iibereinstimmte.

Hamster, die nach Radionuklidinjektion trainierten,
unterschieden sich hinsichtlich ihrer Korpergewichte nicht
von den Kontrolltieren. Eine mogliche Erkliarung konnte in der
Menge der gespritzten 241Am-Aktivitét liegen (51.8 kBq/kg
KG), die fiir eine Wachstumshemmung verantwortlich sein
konnte, obwohl sich bei Ratten selbst fiir Dosen von 222
kBq/kg KG Pu-239 die Gewichtszunahme weitgehend unbeeinfluft

von der Nuklidapplikation erwies (Gam88).

Bei vortrainierten Tieren zeigte sich neben erhchten
Herzgewichten auch eine Tendenz zZu schwereren, lidngeren und
dichteren Femora und Tibiae, was auch bei wachsenden Ratten
bereits nach einer Woche Training zu beobachten war (SteS81).
Tiere, die nach Radionuklidinjektion trainierten, und ihre
entsprechenden Kontrollen Zeigten, wie aufgrund der
Korpergewichtsentwicklung schon zu erwarten war, keine
Unterschiede hinsichtlich ihrer Knochengewichte. Hier war
auch eine deutliche Verminderung der Trabekelmasse
(Osteoporose) im Bereich der Femurepiphyse zu verzeichnen,
unabhéngig davon, ob die Tiere trainierten oder nicht. Auch
Gamer (Gam88) stellte bei jugendlichen Ratten, die keine ins
Auge fallenden Gewebeschiden aufwiesen, nach Pu-239-Injektion
eine Osteoporose fest. Die grundlegende Beziehung zwischen
Training und somatischem Wachstum ist bis heute nicht gut
verstanden. Moglicherweise stimuliert das Training bei Mensch
und Tier die Proteinsynthese (Bor80). Regelmdfig trainierte
Tiere haben im allgemeinen grofere Herzen aufgrund eines
groBeren Blutvolumens (Dar85), was sich bei den

vortrainierten Hamstern in einem hoheren Herzgewicht

manifestierte.

Im Gegensatz zur Hamstergruppe mit Nachtraining lag die

Ganzkorperretention von 241Am der

signifikant unter der ihrer Kontrollen. Das konnte zum einen

vortrainierten Tiere
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auf eine bereits initial geringere Ablagerung des Americiums

in der Leber, zum anderen auf eine erhthte Ausscheidung des

bereits in der Leber abgelagerten 241Am iiber die Galle
zuriickzufihren sein.
Da die biologische Halbwertszeit des 241Am beim Hamster mit

ca. 150 Tagen relativ lang ist, befanden sich auch 70 Tage
nach Americiuminjektion noch etwa 40% der injizierten Dosis
in der Leber. Grund fiir die verglichen mit der Ratte lange
Halbwertszeit in der Leber ist der unterschiedliche
Bindungszustand von 241Am. was sich auch in der
Mobilisierbarkeit des Americiums aus der Hamsterleber durch
DTPA widerspiegelt (Vol74a). Training nach Nuklidinjektion
(Sektion 70 Tage nach Injektion) oder Vortraining (Sektion 7
Tage nach Injektion) bewirkten eine signifikant geringere
Retention in den untersuchten Knochen. Im Hinblick auf die
Radionuklidretention in den Knochen der Kontrolltiere stimmen
die Daten hier mit frilheren Studien anderer Autoren {iberein
(Sei74, Rod77). Dies spricht dafiir, daf durch Training
gesteigerter Knochenstoffwechsel einen, wenn auch geringen
Einfluf auf die Ablagerung des 24lAm haben konnte, was sich
auch in einer geringeren Spurendichte in den distalen Femora
der trainierten Tiere niederschlug. Grund fir die starke
periostale 241Am—Ab1agerung bei Tieren mit Training nach
Nuklidapplikation konnte die bei wachsenden Tieren starke
Resorption an der periostalen Oberfliche sein, besonders an
der Verengung des Femurschaftes (Pri83), die durch das
Training moglicherweise verstidrkt wurde. Die geringere Anzahl
von im Cortex begrabener Spuren bei diesen Tieren ist aller
Wahrscheinlichkeit nach auf gesteigertes internes Remodelling

im Cortex zuriickzufiihren.

4.1.2. Ratten

Im Gegensatz zu in der Literatur beschriebenen freiwilligem
Laufradtraining bei madnnlichen und weiblichen Ratten
(Goo80,Ho0l1185) waren die Tiere in dieser Arbeit nicht bereit,
sich freiwillig 1im Laufrad 2zu bewegen. Daher wurde in
mihevoller Arbeit den Ratten das Laufen in einer eigens
gebauten Laufmaschine beigebracht. Aufgrund der

unausweichlichen Verschmutzung der Laufmaschine durch den Kot



und Urin der Tiere wurde aus Strahlenschutzgriinden auf ein
Training der Ratten mnach Radionuklidinjektion verzichtet.
Weibliche Ratten lernten sehr schnell, sich auf dem Laufband
zu bewegen und liefen bis 2zu Versuchsende sehr willig,
wahrend sich die Rattenmdannchen vor allem bei den hoheren
Bandgeschwindigkeiten weigerten weiterzulaufen und aus diesem
Grunde einige der Tiere aus dem Versuch genommen werden
muBten. Diese Schwierigkeiten mit den miannlichen Ratten

wurden auch von anderen Autoren berichtet (Dar85).

Hinsichtlich der Korpergewichte antworteten mannliche und
weibliche Ratten unterschiedlich auf chronisches Training.
Wahrend weibliche Ratten ihren Futterverbrauch steigerten,
was sich in einer Tendenz zu hoheren Korpergewichten
widerspiegelte, blieb er bei den Rattenmiannchen, die eher zu
niedrigeren Gewichten neigten, gleich. Dies steht in guter
Ubereinstimmung zur Arbeit von Nikoletseas (Nik80).
Moglicherweise ist eine durch das Training bewirkte

Appetitsuppression der Grund hierfiir (Doh77).

Steinberg (Ste81) fand bei ausgewachsenen Ratten, die
trainiert wurden, im Vergleich 2zu den Kontrollen keine
Unterschiede im Korpergewicht, wdhrend sich in der

vorliegenden Arbeit bei erwachsenen Tieren, die sich bereits
in einer langsamen Wachstumsphase befanden, eine Tendenz =zu
hoheren Korper-~ und Organgewichten zeigte, wie sie auch von
Darby (Dar85) bestidtigt wurde. Auch der Femurdurchmesser war
im Gegensatz zur Arbeit von Steinberg geringfiigig groger.
Wachsende Tiere wiesen laut Steinberg bereits nach einer
Woche Training schwerere und groBere Knochen auf. Die
wachsenden 12 Wochen lang trainierten Weibchen dieser
Versuche hatten ebenfalls eine Tendenz zu schwereren Knochen,
eindeutig groBer war bei diesen Tieren die Femurlinge,
widhrend sich die Knochengewichte und -lingen bei nur 4 Wochen
lang trainierten wachsenden Weibchen nicht von denen der
Kontrollen wunterschieden. Bei den trainierten M&nnchen
dagegen ergaben sich, wie schon durch - das geringere
Korperwachstum angedeutet, leichtere und kleinere Knochen.
Die Herzgewichte wiesen im Gegensatz zu den Hamstern bei
trainierten und nicht-trainierten Tieren keine Unterschiede

auf, obwohl man bei regelmdfig trainierten Tieren im
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allgemeinen aufgrund eines groBeren Blutvolumens grofBere
Herzen findet (Dar85).

Die Unterschiede bei den wachsenden 12 Wochen lang
trainierten Tieren waren nicht so ausgepridgt wie Dbei
Steinberg (Ste81), moglicherweise war das Training auf der
Laufmaschine in der vorliegenden Arbeit gem#dfBigter. Nach
Frost (Fro87) reagieren Knochen auf Belastung durch
Anderungen ihrer Struktur und Anstieg der Knochenmasse. Diese
Verdnderungen treten jedoch nur auf, wenn die Belastung iber
einem unteren Grenzwert liegt. |

Die Ganzkdrperretention des 241Am verlief bei allen
trainierten Tieren parallel Zu der der jeweiligen
Kontrolltiere, was nicht auf eine erhohte Ausscheidung des
Americiums hindeutete. 12 Wochen lang trainierte junge
miadnnliche und weibliche Ratten wiesen eine signifikant hohere
Retention des Radionuklids in der Leber auf. Bei den 12
Wochen lang trainierten ausgewachsenen Weibchen war diese
erhohte Retention ebenfalls angedeutet. Dies steht im
Gegensatz zu den Ergebnissen bei vortrainierten Hamstern, die
eine geringere Leberretention zeigten. Midglicherweise hingen
diese Befunde auch mit der speziesspezifischen Bindung des
Americiums in der Leber zusammen (Sei79).

Bei der Ratte und beim Syrischen Hamster findet man
anfidnglich eine gleichmdfBige Verteilung der a-Spuren iiber die
gesamte Leber. Lysosomen und Ferritin, das Eisenspeicher-
protein der Leber, sind bedeutende Bindungsstellen. Nach der
ersten Ablagerung kann dann das Americium aus der Leber in
den Verdauungstrakt ausgeschieden werden oder in der Leber
wiederverteilt werden. Bei hoheren Dosen kann auch das
Freisetzen der Nuklide nach dem Strahlentod der Leberzellen
eine Rolle spielen.

Bei den vorliegenden Versuchen konnte eine Stimulation des
Gesamtstoffwechsels einen EinflupB auf die Americiumretention
in der Leber haben, die sich bei den vortrainierten Ratten
als hoher und bei den vortrainierten Hamstern als niedriger
erwies. Der Grund fir die normalerweise schon
unterschiedliche Elimination von 241Am aus der Leber von
Hamstern und Ratten hidngt wahrscheinlich mit dem Schicksal

der Lysosomen in der Leber beider Spezies zusammen (Sei79),



das wiederum in Zusammenhang mit korperlichem Training stehen

konnte.

Bei den untersuchten Knochen waren kaum Unterschiede
hinsichtlich der Retention zu verzeichnen. Ebenfalls keine
auffdlligen Unterschiede waren hinsichtlich der Verteilung
des Radionuklids im distalen Femur 2zu erkennen. Ein Grund
dafiir konnte das Nichterreichen des von Frost (Fro87)
postulierten minimalen Signalwertes durch diese Art von
Training auf der Laufmaschine sein, unter dem der Knochen
nicht mit Anderungen der Struktur und einem Anstieg der
Knochenmasse reagiert, die mit einem gesteigerten
Knochenstoffwechsel wund damit auch gesteigerten An- und
Abbauvorgidngen einhergehen. Der Unterschied zum Verhalten des
Americiums in den Knochen trainierter Hamster konnte seine
Ursache in der anderen Bewegungsweise im Laufrad haben, die
sich von der in der Laufmaschine unterscheidet. Hier konnten
andere Kradfte auf den Knochen einwirken. AufBerdem konnten
sich der Signalwert und die Reaktion des Knochens darauf von

Spezies zu Spezies unterscheiden.

Ausgehend von der Annahme, dafB korperliches Training den
Knochenumsatz so steigert, dafl eine vermehrte Freisetzung von
im Knochen abgelagertem 241Am bewirkt werden konnte, konnten
am Ende der aufwendigen Versuche nur geringe Veridnderungen in
Knochenstruktur und im Verhalten des Americiums festgestellt
werden, so daf fir kiinftige Retentionsversuche mit 241Am und
wahrscheinlich auch anderen Actiniden keine Unterschiede

zwischen nur im K#fig sitzenden und vermehrt bewegten Tieren

beriicksichtigt werden miissen.
4.2. Einflup von Mangeldidten

Der Knochenstoffwechsel wird nicht nur durch die mechanische
Belastung des Knochens beeinflufBt, sondern in hohem MafBe auch
durch Faktoren in der Nahrung. Besonders wichtig sind die fiir
die Mineralisation der Knochenmatrix verantwortlichen
Elemente Calcium wund Phosphor, die das Hydroxylapatit

CalO(PO4)6(OH)2 bilden. Fehlen diese Elemente in der Nahrung



in ausreichendem Mafe und kdnnen daher normale Serumspiegel
von Calcium und von anorganischem Phosphat im Blut nicht mehr
aufrechterhalten werden, so greift der Korper auf die
Phosphor- und Calciumspeicher im Skelett zuriick. Dies
geschieht mit Hilfe von Resorption des Knochens, die durch
die Osteoclasten an den Knochenoberfldchen erfolgt, wobei der
genaue Mechanismus noch nicht aufgedeckt ist (Mark88).
Aktivierte ‘Osteoclasten resorbieren unabhidngig vom Stimulus
sowohl Knochenmineral wie die organische Knochenmatrix, was
sich in einer vermehrten Urinausscheidung von Hydroxyprolin,
einem Baustein des Collagens, zeigt (Dam82). Als Endergebnis
einer gesteigerten Knochenresorption steht immer eine
Osteoporose. Es gibt 2zwei Determinanten der osteoclastdren
Resorptionsrate, die Zellzahl und die Zellgropfe
(Cui76,Thomp75). In der vorliegenden Arbeit wurden die
Wirkungen von Mangeldiidten auf die Zellzahlen, die von vielen
Autoren untersucht wurden (Cui76,Sis85,Sta73,Thomp75), nicht
ermittelt, da im Vordergrund die Frage der Ausscheidungs-

- . 4
intensivierung von 2 1Am aus dem Knochen stand.

Der Serumphosphorspiegel im Korper ist, im Gegensatz zum
Serumcalciumspiegel, nicht so fein reguliert, wobei die
genauen Mechanismen noch weitgegend unbekannt sind. Man weip
aber, daf Phosphormangel ein wirkungsvoller Stimulus fir die

Synthese von 1.25(0H)2D3 ist, das im proximalen Nierentubulus
mit Hilfe der 25—Hydroxyvitamin—D3—1a~Hydroxy1ase aus
25(OH)D3 entsteht. Resultat dieses Mangels ist eine

Osteolyse, die unabhingig von Schilddriisen und
Nebenschilddriisen verlduft wund vor allem 1in trabekulédren
Knochen mit hoher Umsatzrate stattfindet, wahrend die
Diaphyse relativ unempfindlich ist und nur leichte endostale
Resorption  aufweist (Deb72). Daneben verursacht der
Phosphormangel eine akute Hemmung der
Knochenmineralablagerung und eine gesenkte Matrixbildung
(Bru75). Die resorptive Antwort funktioniert als
homeostatischer Mechanismus, um Serum—- und intrazellulidre
Phosphorkonzentrationen aufrechtzuerhalten, denn

betrdchtliche Betridge von Phosphor werden nach Resorption in

den Weichgeweben abgelagert (Bay71).



Als Antwort auf den Mangel an Calcium fand Stauffer (Sta73)
eine um 400% gestiegene Rate endostaler Knochenresorption bei
"jungen wachsenden Ratten. Bei der Regulation des
Calciumspiegels bei Calciummangeldidt spielt das Parathormon
eine wichtige Rolle im Gegensatz zur Phosphormangeldidt. Hier
wurden hohe Serumspiegel von PTH und ein Anstieg im Volumen
der Parathyreoidea beobachtet (Thomp75). Die durch die
Mangeldidten erhohte Menge an 1,25(0H)2D3 bewirkt eine

erhohte Absorption von Calcium und Phosphor aus dem Darm.
Zusdtzlich 2zu den Mangeldidten wurde daher destilliertes

Wasser geboten, um die Aufnahme dieser Elemente {iiber das

Trinkwasser zu verhindern.

Auswirkungen auf die Korpergewichte der Versuchstiere bei
calciumarmer Diidt waren hier trotz geringerer Futteraufnahme
wie bei Thomas et al. (Thom88) nicht zu verzeichnen, widhrend
Stauffer et al. (Sta73) von einer geringeren Gewichtszunahme
der calciumarmen Tiere berichteten. Bei den
Phosphormangeltieren dagegen gab es eine Tendenz zu
geringeren Kdrpergewichten, die aber nicht so ausgepridgt war
wie in der Literatur beschrieben wurde (Bay71,Day39). Die
Tiere vertrugen beide Didten gut und es traten keine wie von
Day (Day39) beschriebenen TodesfZlle auf. Ein Grund fir das
normale korperliche Wachstum der Tiere trotz Mangeldidten ist
der unterschiedliche Calcium- und Phosphorbedarf fir
maximales Wachstum und maximale Mineralisation (Ber69). Nach
Bernhart (Ber69) brauchen junge midnnliche Ratten etwa 22 mg
Calcium und 20 mg Phosphor fiir ein maximales Wachstum und 48
mg Calcium und 34 mg Phosphor fir eine maximale
Mineralisation des Skeletts pro Tag. Die iiber die
aufgenommene Futtermenge berechnete Aufnahme von Calcium und
Phosphor bei der Phosphormangeldiit betrug in der
vorliegenden Arbeit 0,3 mg Phosphor und 190 mg Calcium pro
Tag. Die Phosphorrestriktion machte sich hier sicherlich auch
in den Weichgeweben bemerkbar und konnte der Grund fiir das
verzogerte Wachstum sein. Bei der calciumarmen Didt nahmen
die Tiere etwa 16 mg Calcium und 123 mg Phosphor tidglich iu
sich. Die aufgenommene Calciummenge liegt nicht weit’von der

fir maximales Wachstum notigen Calciummenge entfernt. Daher
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ergaben sich bei den Calciummangeltieren keine
Korpergewichtsunterschiede Zu den Kontrolltieren. Die
Korpergewichtsunterschiede zwischen den Versuchstieren beider
Versuche sind nicht erklédrbar, da die Tiere unter identischen
Bedingungen gehalten wurden. Fiir eine maximale Mineralisation
reichten die aufgenommenen Calcium- bzw. Phosphormengen nicht
aus. Allein an den etwas geringeren Knochenfeuchtgewichten
der Didttiere, die aber nur bei einer Gruppe Signifikanz
aufwiesen, war die geringere Mineralisation schon erkennbar,
was sich in den Knochentrockengewichten noch manifestierte,
besonders ausgepridgt zu erkennen an den Wirbeln.

Bei jungen Ratten ist Phosphormangel begleitet von normalen
bis leicht erhthten Serumspiegeln von Calcium und einem sehr
niedrigen Phosphatspiegel, wZhrend sich die Calciumspiegel
bei calciumarmer DiZt kaum dndern und auch keine Schwankungen
im Phosphatspiegel auftreten (Geo72,Rad79). Dies konnte auch
hier bestdtigt werden. Die Calcium-~ und Phosphatspiegel der
Kontrolltiere entsprachen den vom Ziichter angegebenen Werten
fir diesen Rattenstamm und diese Altersgruppe mannlicher
Tiere (Char84). Die Streuungen bei den Plasmaspiegeln der
behandelten Tiere sind relativ grof, wofir die individuell
unterschiedliche Reaktion der Tiere auf die Mangeldidten
verantwortlich sein konnte.

Verkniipft in diesen durch die Mangeldidten stimulierten

Stoffwechsel war nun die Ablagerung von 241Am an ruhenden und

resorbierenden Oberflidchen, WO es vermutlich an
Mucosubstanzen, die an den Oberfldchen vorhanden sind,
gebunden ist. In vitro wurden Bindungsversuche mit

Glykoproteinen aus dem coticalen Knochen von Rindern

durchgefiihrt, wobei besonders das Knochensialoprotein und der

Chondroitinsulfat-Protein-Komplex detailliert beschrieben
wurde (Chi72). 241Am weist fiir diese Glykoproteine jedoch
eine geringere Affinitadt auf als 239Pu. Diese Molekiile sind

Jedoch keineswegs die einzigen, die fiir eine Bindung von
Americium oder Plutonium im Knochen in Frage kommen, da z.B.
Plutonium auch an Knochenmineral (For62), Collagen und andere
Glykoproteine binden kann (Chi72). Desweiteren werden in der
Knochenmatrix auch Plasmamolekiile wie Albumin und
Transferrin, das Transportmolekiil fir Plutonium (Boo65),

Neptunium (Wir85) und Thorium (Pet81) im Blut, gefunden.



Albumin und Transferrin konnen durch Adsorption an die
Mineralphase wdhrend der Bildung von calcifizierten Gewebe
akkumulieren wund dort verbleiben bis der Knochen wieder
resorbiert wird (Mark88,Vae88). Albumin konnte, wie im Blut,
auch im Knochen einen Bindungsort fir Americium darstellen,

wahrend dieses Radionuklid an Transferrin nur sehr schwach

gebunden wird (Tay73).

Der Gedanke, die Ablagerung von Plutonium und Americium im
Knochen durch Eingriffe in den Knochenstoffwechsel mittels
Mangeldidten zu beeinflussen, trat bereits kurz nach der
Entdeckung dieser Radionuklide Ende der 40er Jahre auf. Copp
et al. (Cop47) fanden weniger Plutonium in jungen Ratten mit
calciumarmer Didt als in alten Ratten mit calciumreicher. Die
Aufnahme von Plutonium im Korper phosphorarmer Tiere war
hoher als bei Kontrolltieren wund im Hinblick auf die
Retentionskinetik wurden keine signifikanten Effekte
beobachtet. Allerdings wurde die Didt hier Dbereits vor
Radionuklidinjektion gefiittert und somit ist anzunehmen, dap
sich durch vergroferte resorbierende Flidchen ~auch mehr
Plutonium bevorzugt anlagerte. Versuche von Cuisinier-Gleizes
(Cui76) mit einem weiteren Actinid, Neptunium-237, als Marker
fir die Knochenresorption an den Knochenoberfldchen, zeigten
eine leicht, jedoch nicht signifikant gesteigerte
Ausscheidung dieses Radionuklids im Urin bei phosphorarmer
Didt 3 Wochen nach Radionuklidinjektion (Ciu76). Auch in der
vorliegenden Arbeit bewirkte ein 4wochiges Filittern von
phosphorarmer Didt nach Radionuklidinjektion allein kein
signifikant vermehrtes Ausscheiden von Americium aus den
Korper, was hier mit Hilfe der Ganzkorperretention ermittelt
wurde. Nachdem hier ein Modell fiir Spattherapie nach
Americiumablagerung im Knochen getestet werden sollte,
sicherte ‘ eine vierzehntdgige Wartezeit nach
Radionuklidapplikation die Umverteilung aus der Leber in den
Knochen und die dortige Ablagerung. Gleichzeitig
verabreichter Chelatbildner zeigte bei Tieren mit
Kontrolldidt, wie bei den Didttieren, unabhingig davon, ob es
sich um phosphorarme oder calciumarme Didt handelte, ein
deutliches Absinken der Ganzkorperretention von 241Am.

Als Chelatbildner wurde hier das Zn-Chelat der
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Didthylentriaminpentaessigséure (Zn-DTPA) eingesetzt, das mit
vielen Metallen feste wasserlosliche Komplexe bildet. Die
Metalle verlieren dabei ihre charakteristischen chemischen
und biologischen Eigenschaften und werden vom Organismus
ausgeschieden. Protrahierte Verabfolgung von Zn-DTPA senkt
die Retention auch bei spidterem Therapiebeginn deutlich. Das
Zn-Chelat der DTPA, das weder Zink noch Mangan, fir den
Korper essentielle Elemente, entfernt, ist weniger toxisch
als Ca-DTPA (Vol80). Fortgesetzte Gabe von kleinen Betridgen
von Zn-DTPA im Trinkwasser bietet einen guten Weg der
Verabfolgung. Die iiber den Trinkwasserverbrauch berechnete
tdgliche Dosis von etwa 600 puMol/kg KG betrug die zwahzig—
ache Menge des i.v. 'human dose equivalent’' von 30 uMol/kg KG
von Zn-DTPA. Die tatsdchlich aufgenommene Zn~DTPA-Menge lag
wahrscheinlich unter dem angegebenen maximalen Wert, da durch
Bewegung der Tiere im K&dfig unterhalb der Wasserflaschen
Trinkwasserverluste entstanden. Die Dosis wurde deshalb so
hoch angesetzt, da nur etwa 3% des per os verabreichten DTPA
das Blut erreicht (Vol84). Im Verlauf des Versuchs stieg bei
den jungen wachsenden Miannchen das Korpergewicht schneller
als die Wasseraufnahme, so daf sich die aktuelle Wasser—- und
DTPA-Aufnahme pro kg verringerte und die Zn-DTPA-Dosis am
Ende des vierwochigen Verabfolgungszeitraum nur noch etwa 390
pMol/kg KG betrug. ‘

Eine die Chelattherapie unterstiitzende, durch Stimulation der
Knochenresorption vermehrte Ausscheidung des Radionuklids war
bei der phosphorarmen Didt angedeutet, bei der calciumarmen
Diat klar ausgedriickt. Offenbar konnte eine zusdtzliche
Fraktion des Radionuklids filir den Chelatbildner zuganglich
gemacht werden und somit die Strahlenbelastung des Korpers

reduziert werden.
Gabe der phosphorarmen Didt resultierte in einer signifikant

geringeren Retention in der Leber. In allen untersuchten
Knochen lag die Retention ebenfalls 9 - 13 % unter der der
Kontrollen, was fiir eine gesteigerte Ausscheidung des

Radionuklids aus den Knochen sprach. Durch gleichzeitiges
Verabreichen von Zn-DTPA konnten bei der phosphorarmen Diat
im Vergleich zur Anwendung bei normaler Didt zusdtzlich 13 -
22 % aus dem Knochen entfernt werden. Bei der calciumarmen

Didt ergaben sich iberraschenderweise um 46 - 72 % erhohte
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Retentionen des Americiums in Leber, Nieren und Milz, wdhrend
die Retention in allen untersuchten Knochen um 14 - 23 %

reduziert war. Die erhohte Organretention in der Leber konnte

auf eine erhdhte Bindung des 241Am und damit geringere

Ausscheidung aus diesem Organ wihrend der calciumarmen Didt
zuriickzufiilhren sein oder auf eine Akkumulation des aus den
Knochen freigesetzten 241Am, wofir die gegeniiber den
2-Wochen-Kontrollen erhohte Retention in den Nieren und auch
in der Milz sprechen konnte. Die zus#tzliche Fraktion in den
Weichgeweben konnte bei Gabe von Zn-DTPA in demselben Maf wie
bei normaler Didt aus dem Korper eliminiert werden. An eine

Bindung des 241Am an Albumin oder in der Leber an Ferritin

wdre hier zu denken.

Thomasset et al. (Tho76) fanden 1im Zusammenhang mit
Versuchen, bei denen das Actinid Neptunium-237 als Marker fiir
die Knochenresorption diente, bei phosphorarmen Tieren
ebenfalls eine verminderte Leberretention dieses Actinids,
wdhrend sie bei der calciumarmen Didt hoher als bei den
Kontrollen lag. Die Unterschiede wiesen im Gegensatz zu den
vorliegenden Versuchen keine Signifikanz auf. Hollins wund
Durakovic (Hol72) fanden bei laktierenden Rattenmiittern
ebenfalls eine hohere 24lAm—Retention in der Leber als bei
den Kontrollen, allerdings erwies sich das Lebergewicht hier
hoher, so daB sich die Konzentration in diesem Organ nicht
von der der Kontrolltiere unterschied. Laktation stellt fir
den miitterlichen Knochen einen erheblichen Stress dar, da
Calcium und andere Elemente durch erhohte Resorptionsraten
aus dem Knochen freigesetzt werden. Durch die gesteigerte
Knochenresorption wird nach Hollins der Anteil der
resorbierenden Oberfl&dchen im Knochen erhoht und damit stehen

241Am

mehr Bindungsorte fiir das , das sich ja bevorzugt an

resorbierenden Oberfl&chen ablagert, zur Verfiigung. Insgesamt
befanden sich bei den Rattenmiittern am Ende der
laktationphase 30% mehr 241Am im Korper. Dagegen ist die
Retention von Plutonium in Leber und Femur laktierender
Ratten signifikant reduziert durch die durch ein komplexes
Zwischenspiel von vielerlei Hormonen verursachte Erhchung des
mitterlichen Knochenstoffwechsels (Tay80a). Eine
Retentionserhbhung von Americium wund Plutonium im Femur

stellten Hollins et al. (Hol73) auch bei Ratten fest, denen 7
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Tage vor Radionuklidinjektion calciumarme Didt gefiittert
wurde. 14 Tage nach Applikation der Nuklide lag die Retention

vom 241Am im Femur der Didttiere um 18 % hoher als bei den

Kontrolltieren, die von 239Pu um 6 %. Zusdtzlich =zur Didt
verabreichtes Parathormon steigerte die Retention von 241Am
im Femur um weitere 26 %, wdhrend die von 239Pu blieb gleich.

Auch hier schreibt Hollins die erhohte Retention einer
Vergroferung der resorbierenden Oberflidche Zu. In der
vorliegenden Arbeit dagegen konnte die Retention von 241Am
durch calciumarme Didt nach Americiuminjektion in Femur und
Tibia um 14% und in den Lendenwirbeln um 23 % gegeniiber den

Kontrollen gesenkt werden.

Es ist bekannt, daB Knochenwachstum und Remodellierungsraten
in distalen und proximalen Teilen von langen Knochen
unterschiedlich sind. Sie bestimmen den Grad der
Radionuklidablagerung und -freisetzung. In distalem Femur und
proximaler Tibia, die hohe Anteile an trabekuldren Knochen in
der Metaphyse besitzen, ist der Knochenstoffwechsel erhoht,
auch bedingt durch die Nihe des Kniegelenks, auf das
mechanische Einfliisse einwirken. Diese Teile der Knochen
reagieren auch effektiver auf die Behandlung mit DTPA.
Relativ unzugidnglich fir den Chelatbildner ist im allgemeinen
die Femurepiphyse, was sich gegeniiber der Metaphyse in
relativ vielen a-Spuren nach Zn-DTPA-Behandlung manifestiert
(Vol84). Daher war es erstaunlich zu sehen, daB sich durch
die phosphorarme Didt allein bereits deutlich mehr 41Am im
unempfindlicheren proximalen Femurteil eliminieren lief.
Durch die calciumarme Diadt erfolgte dies noch in groferem
Ausmap. In der Tibia resultierte eine Reduzierung der
Retention im proximalen und vor allem im sonst fiir den
Chelatbildner nicht so zuganglichen distalen Teil. Durch
gleichzeitige Gabe von Zn~-DTPA wurde die Dosis in den
distalen Teilen von Femur und Tibia um weitere Prozents&tze
verringert. Mit Hilfe der Mangeldidten wurden auch die sonst
fir Zn-DTPA relativ unzugidnglichen Femurepiphysen fir dessen
Wirkung empfanglich. Dies wurde auch an den wenigen Spuren in
der Epiphyse der behandelten Tiere deutlich. In &hnlicher
Weise wurde auch . das in den Wirbeln abgelagerte 241Am

entfernt, bei denen die Knochenumbaurate im allgemeinen hoch



ist und durch die Mangeldidten noch verstidrkt wird. Auch bei
den Wirbeln waren bei den Tieren mit calciumarmer Didt und
Zn-DTPA auf den makroskopischen Autoradiographien kaum noch
Spuren zu verzeichnen.

Histoautoradiographisch waren bei den Didttieren mit
DTPA-Behandlung grofBere Actinidablagerungen nur noch am
distalen Ende der Epiphysenfuge in der Region der
hypertrophischen Knorpelzellen und Ablagerungen am Schaft zu

erkennen. Im Schaft war das Americium teilweise durch den

Anbau neuen Knochens begraben, jedoch fanden sich auch
Ablagerungen im Periost, wo das 241Am anscheinend fest, fiir
den Chelatbildner wunzugidnglich gebunden ist. Die starke

Bindung in der Epiphysenfuge Lkonnte zum einen durch die
geringe Durchblutung des Knorpels zu erkldren sein, wodurch
der Chelatbildner nicht an das Americium gelangen konnte, zum
anderen wird die Bindung einem Sialomucin zugeschrieben, das
gerade in dieser Region nachgewiesen werden konnte (Vau73).

Die Erhohung der Effektivitdt wvon Zn-DTPA in den Knochen
durch die Mangeldidten hatte jedoch nicht nur positive
Effekte. Durch den Mangel an Calcium und Phosphor wurden die
Knochen in ihrer Struktur ganz erheblich beeinflufBt. Bereits
auf den Rontgenbildern einzelner Knochen war eine starke
Osteolyse im Bereich der Metaphysen zu erkennen, die in den
Knochenschnitten noch deutlicher hervortrat. Die Erwartung,
dap Calcium- und Phosphormangeldidt eine Erweiterung der
Epiphysenfugen bewirken, wie sie zumindest fir die
Phosphormangeldidt beschrieben wurde (Deb73) und die auf
rachitische Verdnderungen im Knochen hingewiesen hitte, hatte
sich nicht erfillt. Da die Knorpelfugenbreite mit dem
Lingenwachstum korreliert ist (Gam88), =zeigten sich auch

keine Unterschiede im Liangenwachstum der Knochen.

Es stellt sich nun die Frage, inwieweit eine
Entmineralisierung des Knochens durch resorptions—
stimulierende Didten zur Unterstiitzung der Chelattherapie
.gerechtfertigt ist, wenn man die Schidden, die vor allem an
wachsenden Knochen entstehen, in Betracht zieht. Zu
untersuchen bliebe sicherlich, ob mit einer Di&dt die weniger

phosphorarm bzw. calciumarm ist, die starken Schidden in der

Knochenstruktur vermindert werden konnten und die Resorption
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trotzdem in gleichem MaBe stimuliert werden konnte. Es wire
auch interessant =zu sehen, ob die Demineralisierung durch
Flittern von optimaler Didt wieder riickgdngig gemacht werden
konnte und in welchem AusmafB, denn es wird fiir eine durch
calciumarme Didt verursachte Osteoporose von einer
Reversibilitdt der entstandenen Schidden durch Fiitterung einer
optimalen Diit bei ausgewachsenen Ratten berichtet (Sev77),
die jedoch bei jungen wachsenden Tieren nicht moglich war
(Sta72). Bereits Copp (Cop47) versuchte 12 Wochen nach
Pu-Injektion mit einer calcium~ und phosphorarmen Diidt, die
Knochenresorption zu stimulieren wund die Knochen dann
anschliefend mit einer ausgewogenen Didt zu remineralisieren.
Leider liegen hier keine Daten zur Retention in den Knochen
vor. Am Ende des Versuchs waren starke Pu-Ablagerungen im
Knochen begraben. Der Sinn dieser Remineralisierung war,
durch Begraben des a-Strahlers, die strahlenempfindlichen
Zellen zu schiitzen. Zu diesem Zeitpunkt standen noch keine

Chelatbildner zZur Dekorporation der Radionuklide zZur

Verfiigung.

Diese Versuche zeigten deutlich, dafB, wie erwartet wurde,
durch eine mit Hilfe wvon MangeldiZten verursachte erhohte
Knochenresorption nach Radionuklidinjektion vermehrt 241Am
aus dem Korper ausgéschieden werden konnte, besonders bei
gleichzeitiger Verabreichung eines Chelatbildners. Dies fand
jedoch zumindest bei den hier eingesetzten wachsenden Tieren

auf Kosten der Intaktheit der Knochen statt.

4.3. Einfluf von Vitamin D3. 25(0H)D3 und 1,25(0H)2D3

Vitamin D3. ein Hormon mit Effekten auf den Knochen—- und

Mineralmetabolismus, muf zundichst zu seiner physiologisch
aktivsten Form, dem la,25—Dihydrokycho1eca1ciferol

(1.25(0H)2D3) (Bro85), metabolisiert werden. Dies geschieht

durch eine Hydroxylierung an Position 25 in der Leber und
nach Transport in die Niere durch Hydroxylierung an Position
1. Die Vitamin D-Metaboliten sind bekannt dafir, die

Regulation von Mineralisation und Resorption von Knochen zu



beeinflussen. 1.25(0H)2D3 ist ein potenter Stimulator der

Knochencalciumresorption in vitro (Rai72) wund in vivo in
intakten (Tan71,Mar83) und auch in thyroparathyroid-
ektomierten Tieren (Rey76), da gezeigt wurde, daf 1,25(OH)2D3

die Anzahl und die Aktivitdt von Osteoclasten in Abwesenheit
von Parathormon steigert (Wei78). Die Mobilisation kann,
entsprechend dem Bedarf an Calcium im Serum schnell erfolgen,

auch wenn noch keine erhohte Osteoclastenzahl vorhanden ist

(Mars83). Bei jungen Mdusen ist die osteoclastire
Knochenresorption, die durch kontinuierliche Gabe von
1,25(OH)2D3 induziert wurde, mit einer gesteigerten

Knochenmineralisation verbunden ohne Anderungen in der
Serummineralkonzentration. Die genauen Mechanismen, durch die

1,25(OH)2D3 Calcium aus dem Knochen mobilisieren kann, sind

noch nicht aufgedeckt (DelL88). Cytosolische Rezeptoren fir

1,25(OH)2D3 wurden nur in Osteoblasten und Preosteoblasten

gezeigt, nicht jedoch in Osteoclasten. Es ist wahrscheinlich,
dafB die osteoclastische Aktivitdt durch eine andere Zelle in
der Knochenumgebung vermittelt. Ein potentieller Kandidat ist
der Osteoblast, da diese Zelle, wie oben erwZhnt, Rezeptoren

fir 1,25(OH)2D3 besitzt. Diskutiert werden auch Effekte auf

die Osteoclastenentwicklung (Mark88).

Die stimulatorischen bzw. inhibitorischen Effekte der Vitamin
D-Metaboliten sind wahrscheinlich abhdngig von der Dosis, der
Dauer der Verabreichung, dem Alter der Tiere und der
gefitterten Didt (Boy83). So konnen physiologische Dosen von
1,25(OH)2D3 die Knochencollagensynthese 'in Organkulturen

hemmen (Can83) oder die Osteoclastenaktivitdt und -anzahl
sowohl in vitro wie in vivo erhohen (Rai80), pharmakologische
Dosen den Betrag und die Bildungsrate von neuer Knochenmatrix
bei Mdusen (Mar85) oder die osteoplastische Collagensynthese
in jungen Ratten hemmen (Hoc86). Hohe Dosen von Vitamin D
stimulieren die osteoclastische Resorption bei Ratten
(Bay73).

Exogen verabreichtes 1.25(OH)2D3 wird sehr schnell

metabolisiert und so ergibt sich durch intermittierende Gabe

keine konstante Verfiigbarkeit fir dieses Hormon.



Schwierigkeiten beim Untersuchen der Effekte von Vitamin D
und seinen Metaboliten diirften zum Teil darauf zurickzufiihren
sein (Mark88). Eine kontinuierliche Infusion sichert dagegen
eine konstante Lieferung der Hormone. Daher kam hier eine
Dauerinfusion mit Hilfe osmotischer Minipumpen zu Einsatz,
die 4 Wochen lang konstante Hormonmengen lieferte und fiir die
Versuchstiere besser vertraglich war als stdndige
Injektionen. Gleichzeitiges Filittern von calciumarmer Di&t
sollte die resorptive Wirkung der Vitamin D-Hormone
unterstiitzen, da bei ausreichendem Calcium in der Nahrung

exogene pharmakologische Dosen zumindest von 1,25(OH)2D3

einen anabolischen Effekt auf das Skelett haben (Boy83). Ein
weiterer Grund fiir die calciumarme Didt war, daf hohe Dosen

von 1,25(0H)_ D, toxisch wirken konnen, da sie Hypercalcamie
273

und Calcifikationen in der Niere hervorrufen konnen (Lar77).
Auch auf die Gabe von hohen Vitamin D-Dosen reagieren Ratten
mit einer gestiegenen Knochenresorption (Bay73). Junge M&use
reagieren ebenfalls mit gestiegener Knochenresorption auf die

Gabe von 25(0H)D3. obwohl der Effekt geringer ist als bei
1.25(OH)2D3 (Rey73). Das 25(OH)D3 mufB zuerst zu 1.25(0H)2D3
umgewandelt werden, da nur 1.25(OH)2D3 in anephrischen Ratten

einen calciummobilisierenden Effekt aufweist (Ho72). Daher

wurden Vitamin D wund 25(OH)D3 parallel zu 1.25(OH)2D3

untersucht, aber in hdheren Dosen eingesetzt.

Die Auswirkungen der calciumarmen Didt und die Gabe von den

Vitamin D3—Hormonen auf die Futteraufnahme, auf Kdrper- und

Knochengewichte, und auf die Spiegel von Calcium und Phosphat
im Blut waren die gleichen wie die in Abschnitt 4.2.
erlduterten, daher soll an dieser Stelle nicht weiter darauf
eingegangen werden. Die Knochenldngen waren aufgrund einer
auch bei diesem Versuch normalen Wachstumsfuge ebenfalls
nicht unterschiedlich. Toxische Effekte der Metaboliten bei
gleichzeitiger calciumarmer Didt auf die Chondrocyten, die
sich in einer Hemmung des Knochenwachstums manifestieren
(Boy83)., wurden nicht beobachtet.

Der identische Verlauf der GanzkOrperretention deutete
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bereits an, daB keine vermehrte Ausscheidung von 41Am aus
dem Korper durch die Stimulation der Knochenresorption
erfolgte. Die erhohten Retentionswerte in den Weichgeweben
bei allen calciumarmen Tieren, unabhingig davon, welchen
Metaboliten sie erhielten, bestidtigten die Ergebnisse des im
vorangehenden Kapitel diskutierten Versuchs mit der
calciumarmen Didt. Die unterschiedlichen Retentionen in den
langen Knochen bei den einzelnen calciumarmen Gruppen konnten
das Ergebnis von unterschiedlichen Wirkungen der
verabreichten Mengen an Metaboliten auf Knochenresorption
oder Matrixbildung sein. Eine bei allen Tieren mit
calciumarmer Didt erniedrigte Retention des Actinids in den
Lendenwirbeln spricht eher filir eine durch Stimulation der
Knochenresorption beschleunigte Ausscheidung des Radionuklids
im trabekuladren Knochen. Die stimulierte Knochenresorption
wurde zudem durch eine ausgepridgte Osteoporose in distalem
Femur und den Lendenwirbeln bestdtigt. Da hier kein Zn-DTPA
als Chelatbildner eingesetzt wurde, konnte nicht beurteilt
werden, inwieweit durch die Behandlung vermehrt 241Am fir den
Chelatbildner an den Knochenoberfldchen zugidnglich gewesen
wdre oder wieviel des resorbierten 241Am wieder im Knochen
abgelagert wurde, ohne von DTPA abgefangen zu werden.

Bhattacharyya und Peterson (Bha80) fanden bei Miusen, denen

nach Injektion von 239Pu eine extrem calciumarme Di&t
gefiittert wurde, keine Retentionsunterschiede zwischen
Tieren, die =zusdtzlich 2zu einer Zn-DTPA-Behandlung eine

einmalige Injektion einer groBen Menge an Vitamin D3

erhielten und solchen, denen nur Zn-DTPA verabreicht wurde.
Eine einmalige Gabe von Vitamin D allein hatte keinen Effekt
auf die 239Pu-Retention im Femur. Leider gab es bei diesem
Versuch keine Kontrollgruppe mit einer normalen Di&dt, so daf
die Retention im Femur bei allen Versuchsgruppen
moglicherweise insgesamt niedriger lag. AufBerdem wurde nur

eine einmalige Gabe von Vitamin D3 verabreicht, das vom

Korper schnell wieder abgebaut wird. Die Reaktion der Tiere
auf eine Calciummangeldidt ist speziesabhidngig, da Ratten
nach calciumarmer Didt leichte bis starke osteoporotische
Schiden zeigen, Miause dagegen unter denselben Bedingungen

normal bis nur leicht osteoporotisch sind und sich der
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calciumarmen Didt besser anpassen konnen (Orn74). Ein

Speziesunterschied in der Skelettantwort auf 1.25(0H)2D3 ist

ebenfalls wahrscheinlich (Wro86). Die erhdhten
Serumcalciumspiegel der M3use in dem Versuch von
Bhattacharyya wirden jedoch fir eine Erhchung der

Knochenresorption sprechen. Nach Bhattacharyya gibt es eine
Unterscheidung zwischen Stellen der Skelettablagerung von
Plutonium wund denen der durch Vitamin D verursachten
Knochenresorption, was in der vorliegenden Arbeit fiir 241Am
nicht bestadtigt werden konnte, da zumindest im trabekuldren
Knochen der Lendenwirbel mit viel endostaler Oberfliche
Americium allein durch calciumarme Didt und auch durch
zusdtzliche Gabe von Vitamin D wund seinen Metaboliten
eindeutig reduziert werden konnte. Nach Bhattacharyya konnte
Plutonium vermehrt durch Osteoclasten aufgenommen werden

(Arn57), die, durch Vitamin D3 stimuliert, in groBerer Anzahl

auftreten konnten, und damit konnte es nicht mehr fiir DTPA
zugédnglich sein. Retentionswerte in der Leber sind in dieser

Arbeit leider nicht angegeben.

Man konnte nun annehmen, dag sich die Wirkung der
calciumarmen Didt auf den Knochen, die unter Mitwirkung von

Parathormon durch 1,25(0H)2D3 vermittelt wird, durch eine

zusdtzliche Gabe von Vitamin D-Hormonen nicht mehr erhght, da
das Endergebnis in allen behandelten Tieren in einer starken,
nicht von einander 2zu unterscheidenden Osteolyse, besonders
im trabekuldren Knochen, bestand. Fiir eine Wirksamkeit der
verabreichten Hormone, die ja auch eine Rolle bei der
Matrixbildung und Mineralisation spielen, spricht, daf die
Wachstumsrate am Schaft fir die Tiere, die Vitamin D oder

1,25(OH)2D3 erhielten, der der Kontrollen glich, wdhrend sie

fir Tiere die nur die calciumarme Didt erhielten eindeutig
vermindert war. Zudem waren bei allen Tieren, die mit den
Vitamin D und seinen beiden Metaboliten behandelt wurden,
Messungen der Wachstumsrate im trabekuldren Knochen durch
deutliche Fluoreszenzdoppelmarkierungen moglich, wahrend

solche Doppelmarkierungen bei den calciumarmen Tieren vollig

fehlten.
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Auch hier konnte man sagen, daf trotz grofBer Eingriffe in den
Knochenstoffwechsel durch calciumarme Didt und eine
kontinuierliche Verabfolgung von Vitamin D und seinen
Metaboliten, relativ viel 241Am im Knochen verbleibt.
Unterschieden werden konnte auch hier nicht zwischen fest
abgelagertem und begrabenen Actinid und solchem das durch
Resorption freigesetzt und anschlieffend wieder abgelagert
wurde. Eine Gabe von Zn-DTPA als Chelatbildner hdtte hier

vielleicht freigesetztes Radionuklid chelieren konnen.



5. ZUSAMHENFASSUNG

Durch den verbreiteten Einsatz von Kernkraftwerken zur
Deckung unseres Energiebedarfs entsteht neben anderen
strahlenden Restprodukten auch das Isotop Americium-241, das
bei der Wiederaufarbeitung abgebrannter Uranbrennelemente
abgetrennt und angereichert wird und fiir verschiedene Zwecke
technologisch genutzt werden kann. Die Inkorporation dieses
a-strahlenden Radionuklids stellt ein grofes gesundheitliches

Risiko dar, da es langfristig vor allem im Skelett abgelagert

wird.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Einflup des
Knochenzustandes auf die Retention und Verteilung von

Americium—-241 im Knochen untersucht:

1. Es konnte gezeigt werden, dapg bei Hamstern mit
Laufradtraining vor und nach Injektion von Americium-241 und
bei Ratten mit einem Training auf einer eigens zu diesem
Zweck gebauten Laufmaschine nach Injektion von Americium-241
durch eine Stimulierung des Knochenstof fwechsels aufgrund
vermehrter korperlicher Tdtigkeit nur geringe Verdnderungen
in der Knochenstruktur und dem VYerhalten des Americiums im
Knochen bewirkt werden konnten. Dieser Befund hat Bedeutung
im Hinblick auf die Interpretation der meisten bisherigen
Versuchsergebnisse mit Americium-241, die an sich wenig
bewegenden Tieren gewonnen wurden und bei denen es nicht
sicher war, inwieweit die Daten auf frei bewegliche Tiere

iibertragen werden konnen.

2. Eine mit Hilfe von Mangeldidten verursachte erhohte
Knochenresorption resultierte in einer vermehrten

Ausscheidung von Americium aus den Knochen, wobei bei der

Phosphormangeldidt 9 - 16 % und bei der Calciummangeldidt
14 - 23 % mehr 241Am aus den Knochen ausgeschieden wurden.
Bei gleichzeitiger Verabreichung von Zn-DTPA als
Chelatbildner konnte die Ausscheidung von 241Am aus den

Knochen bei der Phosphormangeldidt im Vergleich zur Anwendung

bei normaler Didt um 13 - 22 % und bei der Calciummangeldiit
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sogar um 24 - 39 % erhoht werden. Zn-DTPA bei gleichzeitiger
Mangeldidt konnte eine zusdtzliche Fraktion des abgelagerten
Radionuklids aus dem Knochen entfernen, vor allem in sonst
fiir Zn-DTPA relativ unzugidnglichen Teilen des Knochens. Diese
Ergebnisse zeigen die Grenzen einer verspiteten
Dekorporierungstherapie, d.h. inwieweit das im Knochen
bereits abgelagerte 241Am in vivo entfernt werden kann. Die
extrem hohe, bisher nicht erzielte Wirksamkeit einer
Spdttherapie fand allerdings bei den hier eingesetzten
wachsenden Ratten auf Kosten der Unversehrtheit der Knochen
statt, da die erhohte Knochenresorption in einer starken
Osteoporose resultierte. Auf der anderen Seite haben diese
Verédanderungen bei keinem der Tiere zum Versagen der

stiitzenden Knochenfunktion, dem pathologischen Knochenbruch,

gefiihrt.

3. Zusdtzlich 2zu einer Calciummangeldidt kontinuierlich
verabreichte pharmakologische Mengen der Knochenresorption-

stimulierenden Hormone Vitamin D3. 25-Hydroxycholecalciferol

und 1,25-Dihydroxycholecalciferol, erhohten die Knochen-
resorption und damit eine Ausscheidung von Americium aus dem
Knochen nicht iiber die Wirkung der Calciummangeldidt allein

hinaus. Als Endergebnis stand auch hier eine Osteoporose der

Knochen.
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7. TABELLEN UND ABBILDUNGEN



Tab.1

Injektion von 241

Am-Citrat

Organ—- und Knochenfeuchtgewichte mdnnlicher Syrischer Hamster mit Laufradtraining vor und nach

Feuchtgewichte in g

10 Wochen Laufrad

nach Injektion (G)a

Kontrollen

(6)

15 Wochen Laufrad
vor Injektion (5)

Kontrollen

(5)

Organe (Sektion 70 Tage nach Injektion) (Sektion 7 Tage nach Injektion)
Leber 3,95 £ 0,3 3,94 + 0,1 4,35 £ 0,38 3,92 £ 0,18
Milz 0,07 £ 0,005 0,08 + 0,004 0,11 £ 0.008* 0,09 = 0,001
Nieren 0,85 £ 0,04 0,79 + 0,02 1,02 £ 0,07 0,89 £ 0,04
Herz - - 0.53 + 0,02" 0.46 + 0,02
1 Femur 0,31 £ 0,01 0,33 + 0,01 0,39 £ 0,03 0,35 £ 0,007
1 Tibia+Fibula 0,21 + 0,01 0,20 £ 0,01 0,25 £ 0,02 0,22 £ 0,01
1 Humerus 0,22 + 0,01 0,24 + 0,01 0,28 £ 0,03 0,25 + 0,007
Lendenwirbel 1-5 0,50 £ 0,03 0,54 + 0,03 0,67 + 0,06 0,58 £ 0,04

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern

% Signifikant verschieden von den jeweiligen Kontrollen

a. Anzahl der Tiere pro Gruppe



Tab.2a EinfluB eines 10wochigen korperlichen Trainings nach
241

i.m-Injektion von
Retention in Organen und Knochen mdnnlicher Syrischer

Am (51,8 kBq/kg KG) auf dessen

Hamster
% der injizierten Dosis
70 Tage nach Injektion
Organe Laufrad Kontrollen
Leber 40,34 + 1,74 40,51 + 0,51
Milz 0,01 + 0,007 0,02 + 0,0008
Nieren 0,94 + 0,08 0,85 £ 0,02
1 Femur 1,35 + 0,02 1,44 % 0,02
1 Tibia + Fibula 0,77 0,0l* 0,85 + 0,01
1 Humerus 0.85 + 0,02 0,95 + 0,02
Lendenwirbel 1-5 1,30 £ 0,03 1,43 + 0,04
Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern
% Signifikant verschieden von den Kontrollen (P = 0,05)

6 Tiere pro Gruppe



Tab.2b EinflufB eines 10wdchigen korperlichen Trainings nach

i.m.-Injektion von 241Am (51,8 kBq/kg KG) auf dessen

Konzentration in Organen und Knochen mdnnlicher Syrischer

Hamster
% der injizierten Dosis/g Feuchtgewicht
70 Tage nach Injektion
Organe Laufrad Kontrollen
Leber 10,69 + 1,12 10,34 £+ 0,20
Milz 0,19 + 0,06 0.22 £ 0,01
Nieren 1,10 £ 0,05 1,08 £ 0,02
1 Femur 4,47 + 0,24 4,45 + 0,07
1 Tibia + Fibula 3,70 + 0,15 4,18 + 0,07
1 Humerus 4,00 * 0,20 3,96 + 0,06
Lendenwirbel 1-5 2,70 + 0,22 2,64 + 0,07
Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern
% Signifikant verschieden von den Kontrollen (P = 0,05)

6 Tiere pro Gruppe



Tab.3 241Am—Retention in Organen und Knochen bei Syrischen

Hamstern mit 15wochigem korperlichem Training vor i.m.-

Injektion von 25,9 kBq/kg KG

4 der injizierten Dosis

7 Tage nach Injektion

Organe Laufrad Kontrollen
Leber 43,41 + 0,65 47,42 + 0,81
Milz 0,12 + 0,003 0.12 £ 0,0009
Nieren 4,96 + 0,20 4,32 + 0,06
Herz 0.31 + 0,01 0.30 £ 0,003
1 Femur 1,17 + 0,01% 1,23 + 0,01
1 Tibia + Fibula 0,75 + 0,01 0,85 + 0,04
1 Humerus 0.87 + 0,01% 0.93 + 0,01
Lendenwirbel 1-5 1.68 + 0,02% 1,77 + 0,02

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern
% signifikant verschieden von den Kontrollen (P = 0,05)

5 Tiere pro Gruppe



Tab.4 241Am—-Konzentration in Organen und Knochen von Syrischen

Hamstern mit 15wochigem korperlichem Training vor i.m.-

Injektion von 25,9 kBq/kg KG

% der injizierten Dosis/g Feuchtgewicht

7 Tage nach Injektion

Organe Laufrad Kontrollen
Leber 10,43 + 0,60 12.22 + 0,35
Milz 1,21 + 0,05 1,36 + 0,02
Nieren 4,84 + 0,08 4,87 + 0,10
Herz 0,59 + 0,02% 0,65 + 0,01
1 Femur 3,08 + 0,127 3,49 + 0,05
1 Tibia + Fibula 3,08 + 0,13% 3,82 + 0,15
1 Humerus 3.28 £ 0,20 3,71 + 0,08
Lendenwirbel 1-5 2.61 + 0,14" 3,09 + 0,08

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern
* signifikant verschieden von den Kontrollen (P = 0,05)

5 Tiere pro Gruppe



Tab.5

mannlicher Ratten

Einflupf von korperlichem Training auf Korpergewichte und Femurparameter weiblicher und

Anfangsgewicht Endgewicht Femurfeucht- Femurlange Femurschaft-
(g) (g) gewicht (g) (mm) durchmesser (mm)
12 Wochen Training

Minnchen
(4 Wochen alt)
trainiert (5)a 80,8%1,4 474,0+£24,0 1,311+£0,069 35,310,1 4,910,08
nicht-
trainiert (6) 79,4+1,6 493,1429.,9 1,377+£0,050 36,2+0,5 4,9+0,06

Weibchen
(4 Wochen alt)
trainiert (7) 86,9+1,5 272,4% 6,1 0,936+0,042 32,6&0,2* 4,010,1
nicht-
trainiert (6) 84,242 ,4 262,7+ 9,6 0,840+0,039 31,8%0,3 3,910,08
(12 Wochen alt)
trainiert (5) 226,118,3 298,0+11,8 0,902+0,021 32,7+0,2 4,4+0,08
nicht-
trainiert (86) 226,517,7 279,0% 8,2 0,842+0,023 32,7+0,5 4,240, 06

4 Wochen Training

Weibchen
(4 Wochen alt)
trainiert (8) 73,4%1,5 213,81+ 4,8 0,686+0,016 29,610,2 3,740,05
nicht- (6) 75,040, 6 210,7+ 4,0 0,741£0,019 29,940, 3 3,740, 04
trainiert

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern;
Kontrolltieren (P=0,05); a.

% signifikant verschieden von den entsprechenden
Anzahl der Tiere pro Gruppe



Tab.6 Einfluf eines 12wochigen Trainings vor i.m.-Injektion von

und Knochen junger mi@nnlicher und weiblicher Ratten

241Am auf dessen Retention in Organen

%Z der injizierten Dosis 14 Tage nach

241

Am-Injektion

Miannchen

Weibchen

Organe Trainiert (5)a Kontrollen (6) Trainiert (7) Kontrollen (6)
Leber 11,03 % 0.70* 8,84 + 0,53 11,41 £ 0.44* 8,49 + 0,21
Milz 0.11 £ 0,003 0,11 £ 0,001 0,11 + 0,002 0.12 + 0,002
Nieren 2.45 £ 0,07 2,60 £ 0,07 1,35 ¢ 0.03* 1,14 + 0,02
Herz 0,11 % 0,003* 0,09 + 0,003 0,10 £ 0,002 0,10 £ 0,002
1 Femur 1,24 + 0,03 1,28 + 0,03 1,52 ¢ 0,03* 1,39 £ 0,02
1 Tibia+Fibula 0,92 £ 0,03 0.95 + 0,05 1,17 £ 0,03 1,10 £ 0,01
1 Humerus 0,59 £ 0,0l* 0,53 + 0,008 0.64 + 0,01 0.66 £ 0,02
1 Radius+Ulna 0,32 + 0,005 0,34 £ 0,007 0.34 + 0,003 0.35 £ 0,007
Lendenwirbel 1-5 2,09 £ 0,04 2,16 + 0,04 2,22 + 0,05 2,28 + 0,04

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern;

tieren ( P = 0,05 )

a. Anzahl der Tiere pro Gruppe

¥ signifikant verschieden von den jeweiligen Kontroll-



Tab.7 Einfluf eines 12wdchigen Trainings vor Injektion von 241Am auf dessen Konzentration in Organen und

Knochen junger miannlicher und weiblicher Ratten

% der injizierten Dosis/g Feuchtgewicht 14 Tage nach 241Am—1njektion

Miannchen Weibchen

Organe Trainiert (5)a Kontrollen (6) Trainiert (7) Kontrollen (6)

Leber 0,66

+ 0,05 0,53 £ 0,04 1.20 £ 0,05* 0,96 £ 0,03

Milz 0,17 £ 0,005 0,17 £ 0,004 0.26 % 0,003* 0,24 + 0,005
Nieren 0,89 % 0,03 0.87 + 0,01 0,79 + 0,02" 0,69 + 0,02
Herz 0,07 £ 0,002 0,06 £ 0,006 0,11 + 0,003* 0.12 + 0,003
1 Femur 0,96 £ 0,03 0.94 + 0,03 1,50 + 0,09 1,67 £ 0,04
1 Tibia+Fibula 0,91 £ 0,04 0,91 £+ 0,03 1,73 £+ 0,04 1,73 £ 0,03
1 Humerus 1,03 £ 0,03 0.94 £ 0,02 1,67 £ 0,04 1,79 + 0,05
1 Radius+Ulna 0,82 + 0,03 0,81 + 0,02 1,24 £ 0,0l* 1,35 + 0,04
Lendenwirbel 1-5 0,98 ¢+ 0,03 0,95 £ 0,03 1,43 + 0,03 1,53 £ 0,02

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern

* Signifikant verschieden von den jeweiligen Kontrolltieren ( P = 0,05 )

a. Anzahl der Tiere pro Gruppe
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24

Tab.8 EinflufB eines 12wochigem Vortrainings auf die 1Am—-Retention

in Organen und Knochen erwachsener weiblicher Ratten 14 Tage

nach i.m.-Injektion

% der injizierten Dosis
J

Organe Trainiert (5)a Nicht-trainiert (6)
Leber 16,53 + 1,66 14,47 + 0,41
Milz 0,14 £ 0,003 0,13 £ 0,003
Nieren 1,07 £ 0,03 1,00 + 0,02
Herz 0,10 £ 0,002 0,10 £ 0,002

1 Femur 1,55 £ 0,04 1,51 £+ 0,03

1 Tibia+Fibula 1,25 £+ 0,04 1,14 + 0,03

1 Humerus ' 0,74 + 0,02 0,70 £ 0,02

1 Radius+Ulna 0,33 £ 0,02 0,36 + 0,004
Lendenwirbel 1-5 3,09 £+ 0,11 3,14 £ 0,14

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern

a.

Anzahl der Tiere pro Gruppe
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Tab.9 Einflup eines 12wochigem Vortrainings auf die Konzentration
von 241Am in Organen und Knochen erwachsener weiblicher
Ratten 14 Tage nach i.m.-Injektion

%4 der injizierten Dosis/g Feuchtgewicht
Organe Trainiert (5)a Nicht-trainiert (6)
Leber 1,62 + 0,15 1,52 £ 0,08
Milz 0.26 £ 0,006 0,24 + 0,008
Nieren 0,57 + 0,01 0,51 4+ 0,01
Herz 0,11 + 0,002 0,12 £ 0,003
1 Femur 1,73 £ 0,04 1,81 £ 0,05
1 Tibia+Fibula 1,78 £ 0,06 1,68 £ 0,05
1 Humerus 1,80 + 0,08 1,89 + 0,06
1 Radius+Ulna 1,22 + 0,04 1,34 + 0,01
Lendenwirbel 1-5 1,71 £ 0,06 1,72 + 0,09

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern

* signifikant verschieden von den nicht-trainierten Tieren (P =

a.

Anzahl der Tiere pro Gruppe

0,05)
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Tab.10 EinfluB eines vierwdchigen Vortrainings auf die 241Am—
Retention in Organen und Knochen junger weiblicher Ratten
14 Tage nach i.m.-Injektion
% der injizierten Dosis
Organe Trainiert (8)a Kontrollen (6)
Leber 14,70 £ 0,50 16,55 £+ 1,26
Milz 0,10 £ 0,002 0,11 £ 0,004
Nieren 0,77 £ 0,02 0,72 + 0,02
Herz 0,08 £ 0,001 0,08 £ 0,001
1 Femur 1,88 + 0,03 1,93 £ 0,04
1 Tibia+Fibula 1,52 £ 0,02 1,53 + 0,03
1 Humerus 0,83 + 0,01 0.83 + 0,02
1 Radius+Ulna 0,52 + 0,008 0,52 + 0,01
Lendenwirbel 1-5 2,76 £+ 0,06 2,65 + 0,05

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern

a.

Anzahl der Tiere pro Gruppe
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Tab.11 Einfluf eines vierwdchigen Vortrainings auf die Konzentration

von 241Am in Organen und Knochen junger weiblicher Ratten 14

Tage nach i.m.-Injektion

% der injizierten Dosis/g Feuchtgewicht

Organe Trainiert (8)a Kontrollen (6)
Leber 1,68 £+ 0,07 2,04 £ 0,26
Milz 0,22 + 0,004 0,22 + 0,01
Nieren 0,46 £ 0,008 0,46 £ 0,01
Herz 0,12 £ 0,002 0,11 £+ 0,002

1 Femur 2,74 £ 0,04 2,61 £ 0,05

1 Tibia+Fibula 2,73 £ 0,03 2,60 £ 0,05

1 Humerus 2,69 + 0,03 2,53 £ 0,05

1 Radius+Ulna 2,31 + 0,04 2,22 £+ 0,04
Lendenwirbel 1-5 2,13 £ 0,05 2,05 £+ 0,04

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern

a. Anzahl der Tiere pro Gruppe



Tab.12

mannlicher Ratten

Die Effekte von 4 Wochen phosphor- und calciumarmer Didt auf Korpergewichte und Femurparameter

Anfangsgewicht Endgewicht Femurfeucht- Femurlange Femurschaf t-
(g) (g) gewicht (g) (mm) durchmesser (mm)

normal (6)a 138,7+£1,9 330,3+25,8 0,96010,077 32,2+0,8 4,140,1
(Kontrollen)
normal (6) 137,5%1,0 328,2+14,7 0,903+0,043 32,940,5 4,14£0,2
+Zn-DTPA
phosphorarm (6) 143,5+0,9 282,3% 8,2 0,88210, 048 32,410,3 4,240, 07
phosphorarm (6) 141.3%2.,0 260,5¢ 7.9 0,88310,035 31,7+0.,3 4,010,009
+Zn-DTPA
normal (5) 138,043,8 386,0£11,0 1,086+0,042 33,810,3 4,210,1
(Kontrollen)
normal (8) 138,542, 7 381.5+%11,4 1,0421+0,030 33,710,3 4,3+0,06
+Zn-DTPA
calciumarm (5) 142,643,5 377,6+£17,2 0,99510, 046 34,4+0,4 4,31+0,09
calciumarm (6) 138,2+2 .4 390,0% 7,7 O,938i0.016* 33,940,3 4,340,1

+Zn-DTPA

0,05 );

a.

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern;
Didt, ( P =

Anzahl der Tiere pro Gruppe

¥ signifikant verschieden von den Tieren mit normaler

— ¥0f —



Tab.13 Einfluf einer phosphorarmen Di&t und Zn-DTPA (3 x IO—SM) im Trinkwasser in der 2.-6. Woche nach

. . . 1 iy .
i.m.-Injektion von Am auf dessen Retention in den Organen und Knochen minnlicher Ratten

%4 der injizierten Dosis 6 Wochen nach 241Am—1njektion
normal normal phosphorarm phosphorarm
Organe (5)% + Zn-DTPA (6) (5) + Zn-DTPA (6)
Leber 1.54 + 0,08 0,16 + 0,007 1.26 + 0,01 0,09 + 0,002
(100) (10)° (82) (6)
Milz 0,10 + 0,003 0,05 + 0,0008 0,11 + 0,002 0,05 + 0,0008 !
(100) (50) (110) (50) &
Nieren 0,85 % 0,05 0,38 + 0,02 0,79 + 0,05 0,26 £ 0,027
(100) (45) (93) (31)
1 Femur 2,43 + 0,03 1,39 + 0,02 2,03 £ 0,06 1,00 + 0,03°%
(100) (57) (84) (41)
1 Tibia+Fibula 1,69 + 0,03 1,07 £ 0,02 1,45 £ 0,04 0.84 + 0,03~
(100) (63) (86) (50)
Lendenwirbel 3-4 1,02 + 0,02 0,51 + 0,02 0,93 + 0,03 0,28 + 0,008°"
(100) (50) (91) (28)
Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern
¥ Signifikant verschieden von den Tieren mit normaler Didt ( P = 0,05 )
%% Signifikant verschieden von den Tieren mit normaler Didt und Zn-DTPA ( P = 0,05 )

a. Anzahl der Tiere pro Gruppe

b. Werte in Klammern bedeuten ¥ der Kontrolltiere mit normaler Dizt



Tab.14 Einfluf einer phosphorarmen Didt und Zn-DTPA im Trinkwasser (3 x 10_3M) in der 2.-6. Woche nach

i.m.~Injektion von

1 . . .. .
Am auf dessen Konzentration in den Organen und Knochen miannlicher Ratten

%4 der Dosis / g Feuchtgewicht 6 Wochen nach

24

1Am-—Injektion

normal normal phosphorarm phosphorarm

Organe (5)2 + Zn-DTPA (6) (5) + Zn-DTPA (6)

Leber 0.13 £+ 0,007 0,013 + 0,0006 0,11 + 0,004~ 0,009 % 0,0002°"
(100) (10)® (85) (7)

Milz 0,17 + 0,009 0,11 + 0,004 0,21 + 0,009 0,11 + 0,004 |
(100) (65) (123) (65) &

Nieren 0,51 + 0,02 0.22 % 0,008 0,42 + 0,008 0,16 + 0,006 |
(100) (43) (82) (31)

1 Femur 2,62 + 0,12 1,56 % 0,04 2,27 £ 0,07 1,14 + 0,037
(100) (60) (87) (44)

1 Tibia+Fibula 2,45 £ 0,15 1,56 % 0,04 2,23 + 0,08 1.26 £ 0.04
(100) (64) (91) (51)

Lendenwirbel 3-4 1,75 + 0,04 0,80 + 0,04 1,63 £ 0,07 0,48 % 0,027°
(100) (46) (93) (27)

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern

*l

*%, a. und b.

siehe Tab.13



Tab.15 Verteilung der Dosis von injiziertem 24

Tibia nach phosphorarmer Didt und Zn-DTPA-Behandlung in der

1Am zwischen distalem und proximalem Teil von Femur und

2.-6. Woche nach Injektion

% der Dosis

% der Dosis proximal/
distal proximal distal
Femur 1,4140,04 (100) 1,0010,02 (100) 0,7210,03
normal
Tibia 0,64+0,01 (100) 0,9840,02 (100) 1,55+0,04
Femur 0,73+£0,04 (52) 0,67+0,007 (67) O.95£0.05
normal
+Zn-DTPA
Tibia 0,5140,01 (80) 0,5340,01 (54) 1,0540,03
Femur 1,33+0,07 (95) 0,84+0,01 (84)* 0,65+0,03
phosphorarm
Tibia 0,58+0,009 (91)* 0,80+0,02 (82)* 1,3910,02
Femur 0,57+£0,01 (40) %= 0,4640,03 (46) %% 0,80+0,03
phosphorarm
+Zn~-DTPA
Tibia 0,4310,01 (67 )% 0,37+£0,02 (38)%x 0.8740,03

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern; % signifikant unterschiedlich zu den Tieren mit normaler
Didt; % signifikant unterschiedlich zu den Tieren mit normaler Didt + Zn-DTPA;

Klammern bedeuten Prozent der Kontrolltiere; 6 Tiere pro Gruppe.

0,05 ); Werte in

— L0t —



Tab.16 Einfluf einer calciumarmen Didt und Zn-DTPA ( 3 x IO—BM ) im Trinkwasser in der 2.-6. Woche nach

24

i.m.-Injektion von

1Am auf dessen Retention in den Organen und Knochen minnlicher Ratten

% der injizierten Dosis 6 Wochen nach 24

1Am-—Injektion

normal

normal normal calciumarm calciumarm
Organe 2 Wo. K?g§golle 6 Wo. K?g§rolle + Zn(g§PA (5) + Z?G?TPA
- Leber 7.19 + 0,27 1,42 £ 0,04 0,10 £ 0,005 2,07 £ 0,10" 0,08 + 0,004
(100) (7)° (146) (6)
Milz 0.12 £ 0,003 0,09 + 0,004 0.03 + 0,001 0,14 + 0,002 0,02 + 0,001
(100) (33) (156) (22)
Nieren 1,93 + 0,04 1,27 £ 0,04 0.34 £ 0,01 2,18 % 0,03* 0,38 £ 0,01
(100) (27) (172) (30)
1 Femur 2,56 + 0,02 2,32 + 0,01 1,40 £ 0,02 2,00 + 0,037 0.84 + 0,027
(100) (60) (86) (36)
1 Tibia+Fibula 1,95 + 0,05 1,65 + 0,02 1,10 + 0,01 1,42 ¢ 0,03" 0.65 + 0,02°"
(100) (67) (86) (39)
Lendenwirbel 3-4 1,09 + 0,009 0.98 + 0,01 0.48 £ 0,01 0.75 + 0,01 0,10 + 0,003~
(100) (49) (77) (10)
Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern
% Signifikant verschieden von den Tieren mit normaler Didt ( P = 0,05 )
% Signifikant verschieden von den Tieren mit normaler Di#t und Zn-DTPA ( P = 0,05 )
a. Anzahl der Tiere pro Gruppe; b. Werte in Klammern bedeuten % der Tiere mit normaler Di&t

|
3
|



Tab.17

EinfluB einer calciumarmen Didt und Zn-DTPA (3 x 10_3M) im Trinkwasser in der 2.-6. Woche nach
i.m.-Injektion von

1 . . .. .
Am auf dessen Konzentration in den Organen und Knochen mannlicher Ratten

% der Dosis / g Feuchtgewicht 6 Wochen nach

241

Am-Injektion

normal normal normal calciumarm calciumarm
Organe Vo. K?g§golle 6 Wo. %g?trolle +Zn(g§PA (5) +Z?6?TPA
Leber 0,64 + 0,03 0,10 + 0,003 0,006+ 0,0003 0,15 + 0,007 0,005+ 0,0002
(100) (6)° (150) (5)
Milz 0,19 %+ 0,004 0,13 £ 0,009 0,04 + 0,002 0,21 + 0,009% 0,02 + 0,0027%
(100) (31) (162) (15)
Nieren 0,95 + 0,02 0,52 + 0,009 0,14 £ 0,008 0,84 + 0,02% 0,14 £ 0,003
(100) (27) (162) (27)
1 Femur 3,48 + 0,06 2,15 + 0,04 1,35 + 0,04 2,03 £ 0,06 0,90 £ 0,02°%
(100) (63) (94) (42)
1 Tibia+Fibula 3,08 + 0,07 1,97 + 0,02 1,31 £ 0,01 1,80 + 0,06 0,89 + 0,017~
| (100) (67) (91) (45)
Lendenwirbel 3-4 2,34 % 0,06 1.25 + 0,01 0,65 + 0,02 1,16 + 0,04 0,16 + 0,004°"
(100) (52) (93) (13)

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern

#, ¥¥X, g

., b. siehe Tab.16

-— 601 —



Tab.18 Verteilung der injizierten 241Am-—Dosis zwischen distalem und proximalem Teil von Femur und Tibia

nach calciumarmer Didt und Zn-DTPA-Behandlung in der 2.-6. Woche nach Injektion

% der Dosis % der Dosis proximal/
distal proximal distal
normal (5)% Femur 1.6940,05 0.85+0,01 0.504£0,01
2 Wo.Kontrolle Tibia 0,581+0,03 1,27+£0,03 2,43+0,20
normal (5) Femur 1,4940,03 (100) 0,844+0,02 (100) 0,57+0,02
7 Wo.Kontrolle Tibia 0,691+0,006 (100) 0,90+0,01 (100) 1,2940,02
3
normal (6) Femur 0,82+0,02 (55) 0,6310,01 (75) 0,77+0,01 I
+ Zn-DTPA Tibia 0.,55+0,005 (80) 0,531+0,001 (59) 0,97+0,02
lei 5 Femur 1,39+0,03 (93)% 0,74+0,02 (88)x 0,53+0,004
calciumarm (5) iy, 0.56+0,03 (81)x 0.83%0,02 (92)x 1.57+0.09
calciumarm 6 Femur 0,5810,02 (39)%x 0.3010,01 (36)%x 0,52+£0,005
+ Zn~-DTPA (6) Tibia 0.3610,03 (52) % 0,29+0,008 (32)xx* 0,80+£0,01

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern:  signifikant verschieden von den Tieren mit normaler Diit;

%»% signifikant verschieden von den Tieren mit normaler Didt+Zn~-DTPA, ( P= 0,05 ); a. Anzahl der Tiere pro

Gruppe; Werte in Klammern bedeuten ¥ der Kontrolltiere mit normaler DiHt



Tab.19 Die Effekte von 4 Wochen calciumarmer Didt und Gabe von Vitamin D3, 25(OH)D3 oder 1.25(OH)2D3 auf

Korpergewichte und Femurparameter mannlicher Ratten

Anfangsgewicht Endgewicht Femurfeucht- Femurléange Femurschaf t-
(g) (g) gewicht (g) (mm) durchmesser (mm)

normal (6)a 141,2 £ 2,3 32,7 £+ 8,3 1,051 + 0,020 33,6 + 0,2 4,3 + 0,08
calciumarm (8) 133,5 + 3,5 378,5 £ 10,6 0,911 % 0.018* 33.4 £ 0,2 4,3 £ 0,06
calciumarm (6) 140,2 + 5.0 395,3 + 18,1 0,983 £ 0,029 34,3 £ 0,3 4,4 £ 0,05
+ Vitamin D

3
calciumarm (8) 135,3 + 4.7 377,0 £ 11.8 0,921 % 0.026* 33,8 + 0,2 4,3 £ 0,07
+25(0H)D3
calciumarm (6) 133.0 + 4,7 369,0 £ 13,9 0,859 % 0.037* 33,4 £ 0,3 4,2 + 0,08

+1,25(0H) 5D

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern
% Signifikant verschieden von den Kontrollen ( P = 0,01 )

a. Anzahl der Tiere pro Gruppe

— bbb —



Tab.20

Woche nach Injektion von

EinflufB von calciumarmer Didt und Gabe von Vitamin Djy. 25(0H)D5 und 1,25(0H),D, in der 2.-6.

1 . .
Am auf dessen Retention in Organen und Knochen mdnnlicher Ratten

%4 der injizierten Dosis 6 Wochen nach

2

41Am-—Injektion

normal calciumarm calciumarm calciumarm calciumarm
Organe + Vitamin D, + 25(0H)D3 1,25(OH)2D3
Leber 1.57 + 0,04 2,32 + 0,107 2,13 + 0,08 2,16 £ 0,05 2,29 = 0,027
(100) (148)2 (136) (138) (146) ‘
Milz 0,11 + 0,002 0,16 = 0,004~ 0,15 + 0,002" 0.18 + 0,006™ 0,15 £ 0,002° =
(100) (146) (136) (164) (136) T
Nieren 1.21 + 0,03 2,04 + 0,06 2,09 £ 0,04 2,17 + 0,02 2,02 + 0,01"
(100) (169) (173) (179) (167)
1 Femur 2,20 £ 0,02 2,06 £ 0,03 2,07 + 0,02" 2,32 + 0,05 2,10 + 0,03
(100) (94) (94) (106) (96)
1 Tibia+Fibula 1.52 + 0,01 1,42 + 0,03 1,42 + 0,02 1,51 + 0,02 1,55 + 0,02
(100) (93) (93) (99) (102)
Lendenwirbel 3-4 1,08 + 0,004 0.88 £ 0,01 0,89 %+ 0,006 0,94 + 0,017 0,92 £+ 0,009
(100) (82) (82) (87) (85)
Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern
* Signifikant verschieden von den Kontrolltieren mit normaler Didt ( P = 0,05 )

a. Werte in Klammern bedeuten ¥ der Kontrolltiere

6 Tiere pro Gruppe

mit normaler Diat



Tab.21 Einflup von calciumarmer Di&dt und Gabe von Vitamin D 25(OH)D3 und 1,25(OH)2D3 in der 2.-6. Woche

3 9
. : . 241 . iy .
nach i.m.-Injektion von Am auf dessen Konzentration in Organen und Knochen minnlicher Ratten

% der Dosis / g Feuchtgewicht 6 Wochen nach 241Am—Injektion

normal calciumarm calciumarm calciumarm calciumarm
Organe + Vitamin D3 + 25(0H)D3 + 1.25(OH)2D3
Leber 0,10 + 0,003 0.14 + 0,004" 0,13 + 0,004 0,14 + 0,004 0.16 + 0,02"
(100) (140)% (130) (140) (160)
Milz 0,19 %+ 0,004 0,22 + 0,003% 0.19 + 0,008 0.25 + 0,008 0,23 + 0,008
(100) (116) (100) (132) (121)
Nieren 0,48 + 0,02 0.79 + 0,02 0,77 £ 0,017 0,85 + 0,02 0,81 + 0,02
(100) (165) (160) (177) (169)
1 Femur 2,12 + 0,02 2,26 + 0,04 2,11 + 0,03 2,52 £ 0,05 2,46 £ 0,05
(100) (107) (100) (119) (116)
1 Tibia+Fibula 1.80 + 0,02 2,00 £ 0,05 1,91 + 0,03 2,00 £ 0,04 2,23 + 0,05
(100) (111) (106) (116) (124)
Lendenwirbel 3-4 1,36 % 0,02 1,44 + 0,07 1.39 + 0,04 1.42 + 0,05 1,60 + 0,04"
(100) (106) (102) (104) (118)

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern
* signifikant verschieden von den Kontrolltieren mit normaler Didt ( P = 0,01 )
a. Werte in Klammern bedeuten % der Kontrolltiere mit normaler Diit

6 Tiere pro Gruppe

-— gL —



Tab.22 Verteilung der injizierten 1Am-—Dosis zwischen distalem und proximalem Teil von Femur und Tibia

nach calciumarmer Didt und Gabe von Vitamin D3, 25(OH)D3. 1.25(OH)2D3 in der 2.-6. Woche nach

Injektion

% der Dosis % der Dosis proximal/

distal proximal distal
1 Femur 1,3010,02 (100) 0,831+0,01 (100) 0,644+0,01
norma Tibia 0.6410,008 (100) 0,79+0,007 (100) 1,23+0,02
lei Femur 1,191£0,03 (92)* 0,8510,04 (102) 0,73+0,08
calciumarm Tibia 0,5840,01 (91) 0,7340,009 (92)x 1,2840,02
calciumarm Femur 1,2640,02 (97) 0,82+0,01 (99) 0,65+0,01
+Vitamin D Tibia 0,664+0,009 (103) 0,70+£0,006 (89)% 1,06+0,01
calciumarm Femur 1,3540,02 (104) 1,0040,06 (121)x 0,.75+0,05
+25 (OH)D Tibia 0.65£0,02 (102) 0,76+0,008 (96)% 1.1940,03
calciumarm Femur 1,27£0,06 (98) 0.804+0,01 (96) 0,65+0,04
+1,25(0H),D  Tibia 0,64£0,07 (100) 0.81£0,01 (103) 1,2740,02

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern; * signifikant verschieden von den Kontrolltieren, (P=0,05)

6 Tiere pro Gruppe

Werte in Klammern bedeuten % der Kontrolltiere mit normaler DiAt

— b —
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Tab.23 Plasmawerte von Calcium und von anorganischem Phosphat nach
4 Wochen phosphor- bzw. calciumarmer Diat und Gabe von

Vitamin D3. 25(OH)D3 oder 1,25(OH)2D3

Plasmaphosphat Plasmacalcium
(mg/100 ml) (mg/100 ml)
normal (16)2 8,45 + 0,27 10,03 + 0,21
morma L oA (12) 8,32 + 0,24 9,98 + 0,18
phosphorarm (6) 4,43 t 0,38 11,07 + 0,4
phosphorarm 3
oA (6) 3,62 + 0,39 10,88 + 0,38
calciumarm (11) 8,48 £ 0,44 9,75 + 0,13
ga ciymarm (6) 8,22 + 0,41 10,21 £ 0,40
calciumarm
¢ Vitamin D, (6) 7.41 + 0,35 9,97 + 0,22
calciumarm
+ 25(0H)D, (6) 8,01 + 0,26 10,17 + 0,09
calciumarm (6) 9,17 + 0,42 10,25 t 0,20

+1,25(0H)D,

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern

% signifikant verschieden von den Kontrolltieren mit normaler Diat

a. Anzahl der Tiere



Tab.24 Histologische MefBergebnisse an distalen Femora mdnnlicher Ratten nach 4 Wochen phosphor- bzw.

calciumarmer DiZt, Gabe von Hormonen und Chelattherapie

Wachstumsrate (um/d)

Knorpelfugenbreite (um)

Schaft Trabekel distal
(endostal) (Metaphyse)

normal 5,98 £ 0,73 3,12 + 0,20 337,5 £ 21,1

normal + Zn-DTPA 6,93 + 0,94 3.09 £ 0,25 289,0 + 16,1

phosphorarm 3,36 % 0,42* 2,11 £ 0,18* 283,55 + 41,3 L

phosphorarm + Zn-DTPA 3,08 £ 0,65* 2,34 £ 0,34 248.,2 + 8,5 T

calciumarm 3,13 % 0,29* -a 270,3 £+ 8,6

calciumarm + Zn~DTPA 3,28 £ 0,44* - 264,5 £+ 8,6

calciumarm + Vitamin D 4,20 + 0,47 4,11 % 0,34 301,5 + 26,4

calciumarm + 25(0H)D 3,89 # 0,42* 3,30 £ 0,06 315,8 + 15,3

calciumarm + 1,25(OH)2D 6,35 £ 0,23 3,51 £ 0,20 292,9 + 4,9
Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern
% signifikant unterschiedlich von den Kontrollen mit normaler Didt ( P = 0,05 )} ~

a. Messung war aufgrund fehlender Doppelmarkierung nicht moglich

2 Tiere pro Gruppe wurden ausgemessen
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Abb.1 Eine mit Elektromotor betriebene Laufmaschine fiir Ratten

A. ohne Schockgitter, B. mit Schockgitter
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Syrischen Hamstern mit und ohne 10wdchigem Laufrad-
training nach Injektion. ‘
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Abb.4 Zeitlicher Verlauf der Ganzkdrperretention von Am-241
(25,9 kBq/kg KG) nach i.m.-Injektion bei mi#nnlichen
Syrischen Hamstern mit und ohne 15wdchigem Laufrad-
training vor Radionuklidapplikation.



— 120 —

Abb.5 Knochenstrukturen (links) und zugehdrige Autoradiographien
(rechts) der Verteilung von 241Am (51,8 kBq/kg KG) in L&ngs-
schnitten distaler Femora Syrischer Hamster 10 Wochen nach
Radionuklidinjektion.

a. Tier mit Laufrad, b. Kontrolltier ohne Laufrad

(VergroBerung 5,.5x)



Abb.6
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Knochenstrukturen (links) und zugehorige Autoradiographien

241Am—Verteilung in distalen Femurlangsschnitten

(rechts) der
Syrischer Hamster 7 Tage nach i.m.-Injektion von 25,9 kBq/kg
a. Tier, das vor Injektion 15 Wochen lang ein Laufrad zur
Verfiigung hatte, b. Kontrolltier ohne Laufrad

(VergroBerung 5,5x)
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Abb.8a Zeitlicher Verlauf der Ganzkorperretention von Am-241
(12,2 kBq/kg KG i.m.) bei erwachsenen weiblichen Ratten
(12 Wochen alt bei Versuchsbeginn) mit und ohne einem
12wochigen Training auf der Laufmaschine vor Injektion.
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Zeitlicher Verlauf der Ganzkdrperretention von Amf241
(19.6 kBq/kg KG i.m.) bei jungen Rattenweibchen mit u9d
ohne einem 4wochigen Laufmaschinentraining vor Injektion.

Abb.8b



Abb.9

Weibchen
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Vergleichende Darstellung von Knochenstrukturen (oben) und zugehorigen Autoradiographien

(unten) der 241Am—Verteilung in Lingsschnitten distaler Femora 14 Tage nach Radionuklid-

applikation '
a. Tier mit 12wochigem Vortraining auf der Laufmaschine
b. nicht-trainiertes Kontrolltier

(Vergroferung 4x)
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Abb.10 Zeitlicher Verlauf der Ganzkorperretention von 241Am nach i.m.-Injektion von 21,5 kBq/kg KG

bei mdnnlichen Ratten,

mit Zn-DTPA im Trinkwasser (3x10—3M) bei gleichzeitiger Gabe phosphorarmen Futters erfolgte.

wobei

in der 2.-6. Woche nach Injektion eine Dekorporationstherapie
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-3, . . .
Citrat (21.5 kBq/kg KG) und oraler Chelattherapie mit Zn-DTPA (3x10 "M im Trinkwasser) bei

gleichzeitiger Gabe von calciumarmer Didt 2-6 Wochen nach Injektion
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Abb.12 Ganzkorperretention von 241Am nach i.m.-Injektion von 21.5 kBq/kg KG bei mdnnlichen Ratten
iiber einen Zeitraum von 6 Wochen, wobei in der 2.-6. Woche nach Radionuklidapplikation

gleichzeitig mit calciumarmer Didt Vitamin D3, 25(0H)D3 oder 1,25(OH)2D3 verabreicht
wurde. '
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Femur

Tibia

Abb.13
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Kontrolle phosphorarm calciumarm

Rontgenologisch sichtbare osteoporotische Veridnderungen in
Femur und Tibia mdnnlicher Ratten (Pfeile) nach phosphor-
bzw. calciumarmer Didt in der 2.-6. Woche nach 241Am—Injek—

tion (21.5 kBq/kg KG). Rontgenaufnahmen 2x.
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Abb. 15
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Knpchenstrukturen (eben) und zugehovrige Autoradiographien (unten) von Femurladngs-
schnitten 6 Wochen nach Injektion von 241Am (21,5 kBq/kg KG i.m.) und Behandlung mit
Zn-DTPA (3x10—3M im Trinkwasser) und phosphorarmer Didt 2-6 Wochen nach Applikation.
a. Kontrolltiere mit normaler Didt, b. normale Didt + Zn-DTPA, c. phosphorarme Diat,

d. phosphorarme Diat + Zn-DTPA. ( VergrdfBerung: 4x )



Abb. 16
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Knochenstrukturen (links) und zugehorige Autoradiographien
(rechts) von Langsschnitten der Lendenwirbelkorper 3 und 4
6 Wochen nach Applikation von 21,5 kBq/kg KG 241Am und Be-
handlung mit Zn-DTPA im Trinkwasser bei gleichzeitiger
phosphorarmer Didt in der 2.-6. Woche nach Injektion.

a.-d. siehe Abb.15. (Vergroferung 5,5x)




Abb. 17
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Vergleichende Darstellung von Knochenstrukturen (oben) und Autoradiographien (unten)

der Verteilung von 241Am im distalen Femur mannlicher Ratteh bei calciumarmer Diat

und Zn-DTPA-Behandlung (3x10—3M im Trinkwasser) 2-6 Wochen nach Injektion
Sektionszeitpunkt: 6 Wochen nach Radionuklidapplikation (i.m.)

a. 2 Wochen Kontrollen, b. 6 Wochen Kontrollen, ¢. normale Didt + Zn-DTPA, d. calciumarme

Didt, e. calciumarme Didt + Zn-DTPA. (VergrofBerung: 4x)



Abb. 18
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Knochenstrukturen (links) und zugehdrige Autoradiographien

(rechts) von Langsschnitten der Lendenwirbelkorper 3 und 4

6 Wochen nach Injektion von 241Am (21,5 kBq/kg KG) und oraler
Chelattherapie mit Zn-DTPA (3X10_3M im Trinkwasser) bei
gleichzeitiger Gabe von calciumarmer Diat in der 2.-6. Woche
nach Radionuklidapplikation.

a.~e. siehe Abb.17. (VergroBerung 5,5x)



Abb.19
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Knochenstruktur (oben) und zugehdrige Autoradiographien (unten) von Langsschnitten

digtaler Femora miannlicher Ratten 6 Wochen nach i.m.-Injektion von 21,5 kBq/kg KG 241

25(OH)D3 oder

Am

und nach calciumarmer Diat bei gleichzeitiger Gabe von Vitamin D

1.25(OH)2D3 in der 2.-6. Woche nach Radionuklidapplikation.

3 ]

a. Kontrolltiere ohne Behandlung, b. calciumarme Didt, c¢. calciumarme Didt + Vitamin D3.
d. calciumarme Diat + 25(0H)D3. e. calciumarm + 1.25(OH)2D3. (VergroBerung 4x)



Abb. 20
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Knochenstrukturen (links) und zugehorige Autoradiographien

(rechts) von Langsschnitten der Lendenwirbelkorper 3 und 4
& Wochen nach Applikation von 21.5 kBq/kg KG 241Am und Verab-
folgung von Vitamin D3. 25(OH)D3 oder 1,25(OH)2D3 bei gleich~
zeitiger calciumarmer Diat in der 2.-6. Woche nach Radio-

applikation. a.-e. siehe Abb.19. (VergroBerung 5.5x)
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Abb.21 Abstand beider Fluoreszenzlinien im endostalen Bereich des
Femurschaftes A) bei normaler Didt, B) bei calciumarmer Di#t
in der 2.-6. Woche nach 241Am—Injektion.

Vergroferung 100x.
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Abb.22 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Querschnitten durch
Metaphysentrabekel A) bei einem Tier mit normaler Diat,
B) bei einem Tier mit calciumarmer Didt in der 2.-6. Woche

nach Radionuklidapplikation. VergrofBerung 100x.
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Abb.23 Histoautoradiographien an Femurlidngsschnitten mannlicher
Ratten, die zusdtzlich zu phosphor~ bzw. calciumarmer Diat
nach Radionuklidinjektion mit Zn-DTPA therapiert wurden.
Aktivitdtssaum im Periost und teilweise im Knochen begra-
bene Spuren A) bei phosphorarmer Didt und B) bei calcium-

armer Didt. K = Knochen, P = Periost. VergrgfBerung 347x.
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Abb.24 Histoautoradiographien an Femurlidngsschnitten mit teilweise
massiven AktivitaAtsablagerungen am distalen Ende der Epi-
physenfuge und in den Epiphysentrabekeln begrabene Spuren bei
A) phosphorarmer Didt, und B) calciumarmer Didt bei gleich-
zeitiger Therapie mit Zn~DTPA. E = Epiphysenfuge, T =
Trabekel. Vergroferung 347x.



